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1. 1.-EPIDEMIOLOGIA CANCER COLORRECTAL.

La incidencia de cancer colorrectal esta aumentando paulatinamente.

El cancer colorrectal (CCR) ocupa el tercer lugar en frecuencia en todo el mundo y
el segundo en los paises desarrollados representando en ellos la segunda causa de muerte
por cancer si consideramos sélo aquellos que afectan a ambos sexos (Bradley BA 1997,
Ries LAG 2000).

En Espafia, aunque la incidencia es mas baja que en otros paises desarrollados, es el
segundo mas frecuente en varones después del cancer de pulmén , ocupando el segundo lugar

después del cancer de mama (Black RJ 1997).

Se correlaciona directamente con la edad aumentando su incidencia de manera
sostenida después de los 35 afios (Camerdn 1994); los varones presentan mayor riesgo de
padecerlo que las mujeres. EI 50% de los canceres que afectan a partir de los 70 afios tienen

localizacion colorrectal (Fahy B 2001).

1.2.-FACTORES ETIOLOGICOS.

Aunque factores familiares y dietéticos estdn reconocidos como determinantes de
riesgo para tumorogénesis colorrectal, las causas especificas del cancer colorrectal

permanecen desconocidas.
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Su incidencia ha experimentado un incremento progresivo desde el inicio de siglo
XX (Cameron 1994, Troisi RJ 1999).

El riesgo de cancer colorrectal es modificable; las diferencias en la poblacion pueden
ser explicadas por cambios en el estilo de vida y factores medio-ambientales (Correa P
1978, Cummings JH 1998). Junto a estos factores ambientales, no cabe duda que, como
cualquier otro tipo de cancer, el CCR tiene un importante componente genético. En
diferentes tipos de neoplasias la alteracion genética que conduce a su instauracion es Unica y
bien definida. En el CCR las mutaciones y/o alteraciones genéticas encontradas son
maultiples y su aparicion no suele relacionarse s6lo con una.

Entre los posibles agentes etioldgicos consideramos:
-Factores dietéticos

-Factores medio-ambientales y actividad fisica.

-Factores genéticos

1.2.1.-Factores dietéticos

La dieta juega un papel principal en la etiologia y prevencién del cancer.

La mayoria de los canceres son esporadicos y las estimaciones epidemioldgicas
sugieren que hasta un 80% de los canceres colorrectales pueden ser atribuibles a la dieta
(Bingham SA 2000).

Se sabe que ciertos factores dietéticos estan asociados con la iniciacion y desarrollo
del cancer colorrectal; entre ellos: carne roja (Sensik Ala 2001, Sinha R 1999; Bingham
1999, 2000), grasa animal (Momen MA 2002, Slattery ML2001), dieta insuficiente en
calcio (Liuz 2001, Scalmati A 1992), pH fecal (Walker ARP 1986, Pietroiusti A 1983),
dieta pobre en verduras, frutas y fibra (Smith-Warner SA 1999, Thompson HJ 1999;
Huang HY 2000), alcohol (World Cancer Research Fund 1997, Loognecker MP 1999).
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1.2.2.-Factores medio-ambientales y de actividad fisica:

Se ha visto un mayor riesgo de CCR en aquellos paises con pocas horas de sol, en
relacion a la escasez de vit D (Tangpricha V 2001).

Antropometria (peso o IMC): La delgadez y actividad fisica como protectores de
CCR (Levi F 1999, Mac Tiernan A 2000, Bruce WR 2000, Kaaks R 2000).

1.2.3.-Factores genéticos y moleculares en las neoplasias colorrectales.

Hoy dia existen multitud de estudios que apuntan que el cancer colorrectal se genera
como resultado de acumulacion de mutaciones de genes especificos (oncogen activado, gen
supresor inactivado) que controlan la division celular, la apoptosis y las reparaciones del
ADN. Existe abundante evidencia de que estos factores genéticos y moleculares tienen una

interaccion directa con los factores dietéticos y de tipo ambiental.

Es bien conocida la importancia de la enfermedad polipoide; la mayoria de los
canceres de colon y recto se originan sobre un pélipo adenomatoso o adenoma preexistente
(Vogelstein B 1988), los cuales constituyen lesiones comunes, particularmente en personas
de edad avanzada. Su verdadera incidencia es dificil de calcular en poblaciones libres de
sintomatologia  pero los estudios necrépsicos han mostrado una prevalencia cercana al 35%
en Europa y los EE. UU, con menores indices (10%-15%) en Asia y Africa. Los adenomas
vellosos se asocian a mayor potencial maligno, asi como el tamafio voluminoso (un 25% de
los adenomas tienen un diametro>1cm) y el alto grado de displasia epitelial (en un 5%-10%
de los polipos adenomatosos se observa displasia grave). ElI 5% de los pdlipos

adenomatosos se malignizan en un lapso de 5 a 10 afios (Midgley R 1999).

Se han desarrollado diversas lineas de investigacion para el estudio de los cambios

genotipicos que van de la mucosa normal y la hiperplasia mucosa hasta el cancer invasor,
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pasando por los distintos tipos evolutivos del adenoma (tubular, tubulo-velloso y velloso).
Asimismo, la existencia de formas hereditarias de este cancer -a destacar poliposis
adenomatosa familiar (PAF) y CCR no asociado a poliposis (CCHNP)- que comparten la
via aleatoria comun de la secuencia adenoma-carcinoma han facilitado el desarrollo de la

hipédtesis genética en el proceso de la carcinogénesis colorrectal.

Los adenomas y carcinomas colorrectales comparten algunos rasgos genéticos. En
ambos suele haber una mutacion del gen “ras” y pérdida alelica de los cromosomas 5 y 18.
Estas coincidencias llevaron a postular un modelo de tumorogeénesis a Fearson y Volgelstein
(Fearson y Volgelstein 1990), segun el cual, el cancer colorrectal se desarrollaria de una
forma ordenada en varias etapas progresivas a través de una serie de cambios genéticos

acumulados a lo largo del tiempo:

TEORIA DE LAS ETAPAS MULTIPLES

NORMAL — HIPERPLASIA — ADENOMA — CANCER

APC APC K-ras DCC P53

MMR MMR

GENES GENES GENES

CROMOSOMA 5q 12p/8q 18q 17p 17q

GEN ALTERADO APC Hipomet.DNA K-rass/myc  DCC p53 mm23

PROCESO Epitelio Adenoma precoz. Adenoma  Adenoma Carcinoma Metastasis
Proliferativo. Intermedio.

Segun este modelo, se producen cambios genéticos en la mucosa colorrectal que dan
como resultado sucesivamente que esta mucosa pase a hiperplasia, adenoma, cancer in situ
y finalmente cancer invasor. Para sufrir una transformacién maligna completa, una célula
acumula una combinacion de defectos genéticos que incluyen activacién de oncogenes e
inactivacion de genes supresores del tumor (Fearon EA 1990).

A pesar de que en realidad, la progresion de hechos debe ser menos lineal y temporal
de lo que sugiere este esquema simplificado, el modelo ha proporcionado la base para
comprender la interaccion entre predisposicion genética y factores ambientales, tal como se
perfila en revisiones contemporaneas (Midgley R 1999, Potter JD 1999).




Introduccién 7

Se sabe que en la fase inicial (fase de promocién) tienen lugar mutaciones
continuadas, proliferacion celular incontrolada y expansion clonal. Progresion implica
células alteradas genotipicamente que desarrollan los cambios histolégicos asociados con el
CCR.

Actualmente se admite que mutaciones multiples secuenciales en genes esenciales
para el control de la sefial celular de transduccion, trascripcién, y de este modo proliferacion

y apoptosis, son importantes a lo largo de toda la carcinogenesis (Loeb L 1998).

Ademas, existe la hipotesis que considera la aparicion de células tumorales con un
fenotipo bioquimico diferente, alta malignidad y poder metastasico, dentro del tumor

primitivo y en su progresion a fases avanzadas (Fidler 1J 1977).
Oncogenes relacionados con el cancer colorrectal:
Considerando al cancer como una transformacion del crecimiento y division anormal de
la célula, éste puede producirse bien por estimulo: oncogen activado, o bien por fallo en los
factores frenadores: gen supresor inactivado. En ambos casos el resultado es el cancer.

Diversos genes se han relacionado con el cancer colorrectal.

Dentro de los oncogenes supresores distinguimos:

e APC: este es un gen supresor localizado en la banda q21-22 del cromosoma 5,
cuya mutacion daria origen al fenémeno carcinogenético ligado a la poliposis
adenomatosa familiar (FAP). En el 100% de los casos de CCR detectados como
consecuencia de PAF se observan mutaciones en el gen APC (Gryfe R 1997).
Las mutaciones de este gen se pueden detectar en el 80% de los pacientes afectos

de FAP yen el 60% de los canceres esporadicos colorrectales.

e MCC: El gen MCC fué considerado inicialmente el responsable de la FAP. Se

halla también en el cromosoma 5 (5g21) y se han observado mutaciones en el
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15% de los canceres esporadicos de colon y recto. Es posible que las mutaciones
de los genes APC Y MCC actlen conjuntamente en la carcinogénesis por via

comun.

e P53: Es un gen supresor localizado en las bandas p12 y p13 del brazo corto del
cromosoma 17 y codifica un factor de transcripcion-proteina-de 53 Kd (Kim HW
1998, Merino JJ 1998). El aumento de expresion de p53 activa a otros genes
con funciones dispares (Boland CR 1996, Scherer SJ 1996, Fornasaring M
2000, Buermeyer AB 1999). Este gen se halla mutado en el 60% de todos los
canceres humanos entre ellos el de colon y recto en el que se ha comprobado que

la mutacion confiere mayor agresividad al tumor.

e NM23: Es un gen supresor de metastasis también identificado en el cromosoma 17
(17g, 21). Su mutacion confiere a los tumores una mayor capacidad metastasica.

e DCC: Se localiza en el cromosoma 18 (18q) y se identifican mutaciones en el 70%

de los carcinomas del colon y recto.

Oncogenes activadores:

e ONCOGEN CK-RAS: El gen K-ras se encuentra en el cromosoma 12p. Las
mutaciones de punto sobre los codones 12, 13y 61 son las més frecuentes.
Estas mutaciones puntiformes se han hallado en el 37%-60% de los canceres de colon
y recto y aparecen precozmene en el proceso de carcinogénesis, estando presentes en
el 9% de los adenomas menores de 1cm. y en el 41% cuando son mayores de 1cm. Su
frecuencia es similar en los pdlipos y canceres correspondientes a la FAP que en los
esporédicos. La presencia de mutaciones del K-ras confiere un peor pronostico a los

pacientes.
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e C-MYC: La amplificacion del oncogén c-myc se observa también en mas del 60% de
los polipos adenomatosos. La amplificacion del c-myc es mas frecuente en los

canceres del colon izquierdo que en los del derecho (81% frente a 36%).

1.3.-HISTOLOGIA DEL INTESTINO GRUESO.

Distinguimos: mucosa (lamina propia, muscular de la mucosa), submucosa, muscular,

Serosa.

Mucosa

El epitelio del intestino grueso estd especializado en la secrecién de moco y en la
absorcion de sales y agua. EI componente epitelial de la mucosa del intestino grueso forma
estructuras tubulares rectas o escasamente ramificadas compuestas por una mezcla de células
absortivas y células mucosas. Estas se disponen formando las criptas o glandulas de
Lieberkuhn. Se diferencian de las glandulas del intestino delgado por la ausencia de células
de Paneth y mayor abundancia de células caliciformes o mucosas. También hay células
neuroendocrinas en pequefio nimero. Aunque las células caliciformes son su elemento méas
Ilamativo, la mayoria de las células de las porciones media y superior de las criptas son
células cilindricas con funcion absortiva de agua y sales, las cuales representan también el
tipo celular del epitelio de la superficie de la mucosa. El epitelio se esta renovando
continuamente. Las células indiferenciadas de la profundidad de las criptas o células madre
se dividen continuamente y su descendencia se diferencia a células cilindricas, caliciformesy
neuroendocrinas, que lentamente se mueven hacia arriba por la cripta, hasta la superficie.

La vida media de la mayor parte de estas células es de unos seis dias; pero parece que
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las células endocrinas son una excepcion, pues tienen una vida que se mide en semanas mas
que en dias.
Los fibroblastos subepiteliales que rodean a las criptas intestinales proliferan en la

base y migran hacia arriba con los elementos epiteliales.

Lamina propia:

Esta formada por colagena, reticulina y fibroblastos incluidos en una matriz de
glucosaminoglicanos. Inmediatamente por debajo de la membrana basal del epitelio
superficial existe una capa de colagena compacta.

Entre las células de la ldmina propia destacan células plasmaticas, linfocitos T y
eosinofilos diseminados. El tejido linfoide también se dispone formando pequefios acimulos
linfoides (parte del GALT), de los cuales algunos de mayor tamafio atraviesan la muscular de
la mucosa extendiéndose a la submucosa. Abundan células con granulos PAS-positivo

conocidas como mucifagos, especialmente en el recto.

Muscularis mucosae:

Formada por dos capas de masculo liso, una capa circular interna y otra longitudinal
externa, pero esta distincion habitualmente solo es nitida cuando las capas musculares estan
anormalmente engrosadas. Existen también fibras elasticas.

En la muscular de la mucosa penetran finas ramas nerviosas del plexo submucoso,

que luego se prolongan verticalmente por la lamina propia.
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Submucosa:

Separa la muscularis mucosae de la muscular. Esta compuesta por fibras colédgenas y
de reticulina, tejido elastico, vasos sanguineos y linfaticos, vias nerviosas no mielinizadas y
las células del plexo submucoso de Meissner. Existe asimismo un rico plexo venoso.

Contiene también grupos ocasionales de células adiposas.

Muscular:

La muscular del intestino grueso difiere en su organizacion de la del intestino
delgado. En lugar de formar una capa continua de grosor uniforme, las fibras longitudinales
estan agrupadas en tres bandas longitudinales equidistantes, llamadas las tenias del colon.
Entre las tenias, las fibras musculares longitudinales forman una capa extraordinariamente
finay, con frecuencia, discontinua. La capa circular interna de la muscular es semejante a la
del intestino delgado. Las tenias estan en un estado de contraccion parcial lo cual es causa
de que las porciones interpuestas de la pared hagan saliente hacia afuera y constituyan unas
saculaciones llamadas haustras. Las haustras son muy patentes en el colon ascendente,

transverso, descendente, y también en la flexura sigmoidea.

Serosa:

Recubre todo el colon excepto los tramos que se fijan a la pared abdominal posterior
y el tercio inferior del recto que es subperitoneal.

Es la capa mas externa de la pared intestinal, estd constituida por una lamina
continua de células epiteliales planas, el mesotelio, separada de la muscular subyacente por

una capa muy fina de tejido conjuntivo laxo.
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La serosa del colon tiene de particular la presencia de acimulos locales de células
adiposas situadas por debajo del mesotelio que forman unas protuberancias colgantes

Ilamadas apéndices epiploicos.

1.4-ANATOMIA PATOLOGICA DEL CANCER DE COLON.

1.4.1.-Apariencia macroscopica:

Las caracteristicas macroscopicas de los tumores dependen de la fase en la historia
natural del tumor en que éste sea diagnosticado.
Los carcinomas pueden ser:
e Exofiticos-fungoides: con un predominante crecimiento intraluminal.
e 2Endofiticos-ulcerativos: con crecimiento intramural predominante.
o Difusamente infiltrativos-linitis plastica: con un sutil crecimiento endofitico y
anular, afectando circunsferencialmente la pared del colon-recto, pudiendo

provocar asi estrechamiento de su luz.

Alrededor de dos tercios de todos los tumores son ulcerativos y un tercio son exofiticos
(American Joint Committee on cancer 1983). Los tumores de colon derecho mas
frecuentemente son exofiticos; los del lado izquierdo suelen tener un crecimiento intramural
y circunsferencial dando la imagen tipica en “servilletero” o “corazén de manzana”en el
enema de bario. En este tipo de crecimiento se afectan con mayor frecuencia los linfaticos

distribuidos alrededor del tubo digestivo.
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1.4.2.-Tipos histoldgicos:

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) los tumores primarios malignos
del colon se clasifican en:
- Tumores epiteliales.
-Tumores no epiteliales.

-Tumores secundarios.

e Tumores epiteliales:

-El adenocarcinoma es el tipo histolégico mas frecuente de los canceres del intestino

grueso suponiendo el 90%-95% de todos los tumores del mismo (Hermanek P 1982, Spjut
HJ 1984).

La caracteristica definitoria del adenocarcinoma colorrectal es la invasion de la
submucosa a través de la muscularis mucosae. Lesiones con morfologia caracteristica de
adenocarcinoma que estan confinadas al epitelio o invaden solo la ldmina propia, no

presentan virtualmente riesgo de metastasis.

-El adenocarcinoma coloide 0 mucinoso representa alrededor del 17% de los tumores

del intestino grueso (Minsky BD 1990). Esta variante se caracteriza por presentar un “pool”
de mucina extracelular que contiene epitelio maligno, con estructura acinar, cordones
celulares o células aisladas. En este tipo histolégico encontramos con mucha frecuencia

inestabilidad de los microsatélites (MSI-H). Para definir una lesion como mucinosa o coloide

debe estar compuesta por mas del 50% de mucina extracelular. La presencia significativa
(mas del 25%) de carcinoma mucinoso en la biopsia preoperatoria se correlaciona con un

estadio avanzado del tumor (Younes M 1993).

-Un subtipo raro es el carcinoma de células en anillo de sello (2%-4% de los

carcinomas mucinosos) definido por la presencia de mas del 50% de células tumorales con



14  Estudio de la Angiogénesis intratumoral y reaccién Desmoplasica .....

prominente mucina intracitoplasmica. La tipica célula en anillo de sello tiene una gran
vacuola mucinosa, PAS positiva, que llena el citoplasma y desplaza el ndcleo hacia un lado.
También podemos ver células en anillo de sello en los adenocarcinomas mucinosos y en 10s
procesos difusamente infiltrativos con minima mucina extracelular. Algunos carcinomas con

MSI-H son de este tipo.

Entre otras variantes muy infrecuentes de tumores epiteliales se incluyen los

carcinomas de células escamosas y los carcinomas adenoescamosos, a veces llamados

adenoacantomas. EI carcinoma de células escamosas se asocia a peor pronostico que el

adenocarcinoma (Cagir B 1999) y el carcinoma medular.

Finalmente, se encuentran los carcinomas indiferenciados, que carecen de cualquier

evidencia morfologica de diferenciacion y tienen variables caracteristicas morfoldgicas. A
pesar de su indiferenciada apariencia, estos tumores son genéticamente inequivocos Yy

tipicamente asociados con alta inestabilidad de los microsatélites (MSI-H) (Tortola S 1999).

e Tumores no epiteliales:

-Lipoma.
-Leiomioma.

-Tumores estromales gastrointestinales.

-Leiomiosarcoma.

-Angiosarcoma.

-Sarcoma de Kaposi.

-Melanoma maligno.

-Linfomas malignos.
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1.4.3.- Grado histologico:

Broders fue un pionero en la clasificacién de los adenocarcinomas por su grado de
diferenciacion histoldgico (Broders AC 1925). Establecié cuatro grados, basados en el
porcentaje de células tumorales diferenciadas.

Dukes CE 1932 consider6 la disposicion celular mas que el porcentaje de las células
diferenciadas. La clasificacion inicial de Dukes se ha desarrollado en un sistema de tres
grados, siendo hoy dia la mas ampliamente usada (Hermanek P 1982, Qizilbash AH
1982). El grado 1 es el mas diferenciado, con tabulos bien formados y con el menor
pleomorfismo y mitosis nucleares. EIl grado 3 es el menos diferenciado, con solamente
estructuras glandulares ocasionales, células pleomorficas y una alta incidencia de mitosis. El
grado 2 es el intermedio entre los grados 1 y 3.

Cuando un carcinoma presenta heterogeneicidad en su diferenciacion el grado debe
basarse en el componente menos diferenciado, no considerando el frente de invasién
(Purdie CA 2000).

El porcentaje de estructuras glandulares caracteristicas que presenta el tumor puede

ser usado para definir el grado.

Los adenocarcinomas mucinosos y carcinoma en células de anillo de anillo de sello
son considerados por convenio como PD (grado 3). Los carcinomas medulares con MSI-H se
consideran indiferenciados (Hamilton SR & Lauri AA WHO 2000).

Otra clasificacion para establecer el grado es la de Jass y cols. (Jass JR 1986).
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1.5.-CLASIFICACION Y FACTORES PRONOSTICO DEL CARCINOMA
COLORRECTAL.

Se definen como factores pronostico un conjunto de sintomas y signos que informan
sobre el posible futuro de un enfermo en cuanto a la supervivencia global, respuesta
terapéutica, intervalo libre de enfermedad o aparicion de una complicacion (Gonzélez 1994).
Dichos factores han sido empleados por la clasificacion de Dukes y sus modificaciones y el
sistema TNM para establecer grupos homogéneos de pacientes con un pronostico similar que
permita la aplicacion de procedimientos terapéuticos lo méas parecidos posibles (Hermanek
1992, Henson 1997).

En el cancer colorrectal se consideran los siguientes factores prondstico:

1°/Estadio tumoral.

2°/Caracteristicas clinicas.

3°/Caracteristicas anatomo-patologicas.

4°%/Caracteristicas biologicas adicionales.

1.5.1.-Estadio tumoral: clasificacion patoldgico-quirurgica:

La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que el factor prondstico
independiente mas importante para la supervivencia o la recurrencia después de una cirugia
potencialmente curativa es el estadio tumoral. Este se determina por la profundidad de
penetracion a traves de la pared del intestino asi como por la presencia y numero de ganglios
linfatico positivos y la presencia o0 no de metastasis a distancia (Minsky BD 1988, Krook
JE 1991, Lindmark G 1994).

La clasificacion de Dukes y sistema TNM son los sistemas de estratificacion mas

usados y recomendados. Ambos sistemas tienen una validez demostrada para predecir la
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supervivencia, aungue la fiabilidad de prediccion de muerte por cancer colorrectal para

ambos sistemas es solo del 68%-71%.

1.5.1.1. -Clasificacion de Dukes y sus modificaciones:

El primer sistema practico de clasificacion por estadios fue el de Dukes (Dukes CE
1932) que clasificaba los tumores rectales de la A a la C, indicando el estadio A penetracion
en la pared intestinal pero sin atravesarla, estadio B infiltracidn de toda la pared del intestino
y el estadio C implicaba la afectacion de ganglios linfatico sin tener en cuenta la extension
de penetracion en la pared. Esta clasificacion ha sido posteriormente modificada por muchos
autores entre los que se incluyen Dukes (Gabriel WB1935), definiendo de forma mas
precisa la invasion de la pared y las metastasis ganglionares, ampliandose para incluir colon
y recto.

En 1935, el estadio C de Dukes fue subdividido en Cl (ganglios localmente
positivos) y C2 (ganglios positivos en el lugar de la ligadura) (Gabriel WB 1935).

Kirklin y cols. dividieron el estadio A de Dukes en un nuevo estadio A (solamente
mucosa y submucosa) y un estadio B1 (invasion de la muscular propia pero sin atravesarla) y
cambio el estadio B de Dukes a B2 (Kirklin JW 1949).

En 1949 Dukes afiadié un cuarto estadio, caracterizado por tumor mas alla del limite
de la reseccion quirdrgica (Dukes CE 1949). El cuarto fue formalmente definido como
estadio D por Turnbull y cols. 1967 (Turnbull RB 1967).

La clasificacion de Astler-Coller permitié la separacion entre penetracion de la pared
y el estadio ganglionar (Astler VB 1954). La modificacion Gunderson-Sosin de la
clasificacion de Astler-Coller subdividié los tumores T3 en aquellos con invasion
microscopica (B2m o C2m) o macroscépico (B2m+g o C2m+g) a través de la pared del
intestino (Gunderson LL 1974). En pacientes con cancer de colon esta diferencia alcanzo
significacion estadistica (Minsky BD 1988) y se ha confirmado de manera independiente por
Newland y cols (Newland RC 1987).
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1.5.1.2.-Clasificacién TNM:

El AJCC (American Joint Committe on Cancer 1983) y el UICC (International
Unién Against Cancer) (Harmer MH ed 1978) propusieron una clasificacion por estadios
segun el TNM.

Una revision conjunta AJCC/UICC (1988/1994) de la clasificacion TNM unificd
ambas. La version revisada es mas simple y considera como factor pronostico importante el
nimero de ganglios positivos (American Joint Committe on Cancer 1988) (Nathanson SD

1986). Se consider6 también la invasién mesotelial (Newland RC 1987).

Infiltracién ganglionar: Las metastasis tanto en ganglios préximos al margen

mesentérico, como a mayor distancia del tumor primario o en nédulos linfatico retrégrados
se han asociado a pobre pronostico; mientras, el valor prondstico de la identificacion de
micrometastasis en nddulos linfaticos por inmunohistoquimica o técnicas moleculares es aun
controvertido (Ratto C 1999, Oberg A 1998).

El tamafio de los ganglios linfaticos no es un indicador fiable de la presencia de
metéastasis. Dependiendo del estudio, del 50% al 78% de los ganglios linfaticos positivos en
muestras de cancer rectal son menores de 5 mm. (Herrera L 1992, Kotagi HF 1993).

En un anélisis de 193 muestras de cancer colorrectal, Hernanz y Redondo
encontraron que al menos 6 ganglios tenian que ser identificados como negativos por el
patologo antes de ser fidedignamente clasificado como NO (Hernanz FR 1994).

El nimero de ganglios positivo es considerado como un factor pronéstico
independiente segln el analisis multivariante del Large Bowel Céancer Project de Londres
(Phillips RKS 1984) y en los estudios de Wiggers et al 1988. EI numero de ganglios
positivos ha sido incluido en la clasificacion del Gastrointestinal Tumor Study Group
(GITSG) y en la clasificacion TNM del American Joint Committe on Cancer (AJCC) asi
como en la de la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC).
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CLASIFICACION POR ESTADIOS DE CANCER COLORRECTAL AJCC/UICC
1987*

- TUMOR PRIMARIO

X Tumor primario no evaluable.

TO No hay evidencia de tumor en la pieza resecada (previa polipectomia o fulguracion).
Tis Carcinoma in situ (intraepitelial o intramucoso, sin extension a través de la
muscularis mucosae).

T1 Invade submucosa.

T2 Invade muscular propia.

T3-4 Depende si serosa esta presente
- Serosa presente:
T3 Invade a través de muscular propia en subserosa
Serosa (pero no a través)
Grasa pericolica dentro de hojas del mesenterio
T4 Invade a través de serosa en cavidad peritoneal libre o a través de serosa en 6rgano
contiguo.
- No serosa. (Dos tercios distales del recto, posterior izquierda o derecha del colon):
T3 Invade a través de muscular propia
T4 Invade otros 6rganos (vagina, prostata, uréter, rifion).

- GANGLIOS LINFATICO REGIONALES

NX Ganglios no pueden ser evaluados (p, ej., solamente escision local)
NO No metastasis en ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales

N2 Metéstasis en 4 0 mas ganglios linfaticos regionales

- METASTASIS A DISTANCIA

MX Presencia de metastasis a distancia no evaluable
MO No metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
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CLASIFICACION POR ESTADIOS SEGUN TNM
ESTADIOO Tis NO MO

ESTADIO | T1 NO MO
T2 NO MO

ESTADIOII T3 NO MO
T4 NO MO

ESTADIO Il Cualquier T N1 MO
Cualquier T N2 MO

ESTADIO IV Cualquier ToN M1

SISTEMA DE CLASIFICACION DUKES CORRELACIONADO CON TNM

Dukes’A T1, NO, MO
T2, NO, MO
Dukes’B T3, NO, MO
T4, NO, MO
Dukes’C Cualquier T, N1, MO; cualquier T, N2, MO
Dukes’C2 CualquierT, N3; MO
Dukes’D Cualquier T, cualquier N, M1

SISTEMA MODIFICADO ASTLER-COLLER CORRELACIONADO CON TNM

MAC A T1, NO, MO
MAC B1 T2, NO, MO
MAC B2 T3, NO, MO
T4, NO, MO
MAC B3 T4, NO, MO
MAC C1 T2, N1, MO
T2, N2, MO
MAC C2 T3, N1, MO
T3, N2, MO
T4, N1, MO
T4, N2, MO
MAC C3 T4, N1, MO
T4, N2, MO

(Modificado de American Joint Comitte on Cancer. Manual for staging of cancer, ed 3. Philadelphia:JB Lippincott, 1988
and Unidn Internationale Contre le Cancer. TNM classification of malignant tumors, ed. 4. Geneva:UICC, 1987.)
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1.5.2.-Variables prondsticas adicionales, caracteristicas clinicas:

Edad: Los datos publicados son muy discordantes; clasicamente se ha considerado
que el cancer colorrectal tiene peor pronostico en pacientes menores de 40 afios
(Recio P y Bussey HIR 1965, Van Langenberg MJ 1972; Dukes CE 1958). Sin
embargo, cuando se ha analizado la supervivencia en funcion del estadio, en casi
ninguna publicacién se establecen diferencias pronosticas en funcion de la edad
(Umpleby HC 1984, Carlo Ratto MD 1998).

Sexo: Aunque algunos estudios encontraron una mejoria en la supervivencia para
mujeres (Chapuis PH 1985, De Mello J 1983), la mayoria no han mostrado

diferencia en el pronéstico segun el sexo (Hermanek P JR 1994, Deans GT 1994).

Sintomas: Varias publicaciones subrayan la mayor tasa de supervivencia en pacientes
asintomaticos diagnosticados en “screening” de poblacion comparados con aquellos
diagnosticados con cancer colorrectal sintomético (Robinson MH 1995). Sin
embargo, ni la duracién de los sintomas, ni el retraso en diagnostico o tratamiento,

han influido en la supervivencia en analisis multivariante.

Obstruccion y perforacion: En la mayoria de andlisis uni o multivariantes, la
obstruccion intestinal se encuentra como un factor prondstico adverso. En el analisis
multivariado realizado por Chapuis et al 1985, la obstruccion fue el Gnico sintoma con
valor prondstico negativo para la supervivencia, independiente del estadio de Dukes.
Para Ratto et al. 1998, la obstrucciéon fué el mejor predictor clinico reduciendo
significativamente la supervivencia a largo plazo y siendo un factor prondstico
independiente.

En el analisis realizado por el NSABP (Wolmark N et al 1983) y el GITSG
(Steinberg SM et al 1986) encontraron que la obstruccion fué un importante factor
pronostico, independiente del estadio de Dukes y la perforacion intestinal fue una

variable con valor pronéstico solamente para la supervivencia libre de enfermedad.
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Hemorragia o sangrado rectal: La hemorragia o sangrado rectal ha sido asociada
con un mejor prondstico (Steinberg SM et al 1986); sin embargo, el significado
prondstico del sangrado desaparecié en el analisis multivariable (Chapuis PH et al
1985).

Localizacion del tumor primario: Newland RC 1994 encontr6 que la localizacion
coldnica tenia mejor prondstico que la rectal. Sin embargo, con respecto a los
primarios de colon existen resultados contradictorios en torno a la peor supervivencia
de los de colon derecho respecto al izquierdo (Wolmark N 1983, De Mello J 1983).
Estudios mas recientes en analisis multivariantes sugieren que no existen diferencias
significativas en cuanto a la supervivencia para las distintas localizaciones tumorales
en el colon (Hermanek P 1994, Deans GT 1994)

Tamano del tumor primario: A diferencia de la mayoria de los tumores, el cancer
colorrectal es peculiar por no presentar una relacion entre el tamafio del tumor y
supervivencia. Este hallazgo ha sido confirmado en la mayoria de los analisis
multivariantes (Ratto et al 1998).

Morfologia del tumor primario: Diversos autores encuentran que los pacientes con
tumores exofiticos presentan una mejor supervivencia que los pacientes con tumores
de crecimiento tanto intermedio como infiltrativo (Wolmark N 1984, Steinberg SM
1986).

Sin embargo, este factor pierde su significacion en andlisis multivariantes y en sélo
uno de siete andlisis multivariantes la morfologia del tumor se mantiene como variable

prondstica independiente.

Transfusion sanguinea: No existe una clara asociacion entre transfusion sanguinea
perioperatorias e incremento de la tasa de recurrencia del cancer colorrectal (Heiss
MM 1994, Sibbering DM 1994)
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1.5.3.-Caracteristicas anatomopatologicas:

Invasion de Organos adyacentes: Los Organos o estructuras adyacentes estan
infiltrados en alrededor del 10% de los casos de cancer colorretal. Su significacién
prondstica es contradictoria en los distintos estudios (Nathanson y col 1985; Fielding
LP 1986).

Grado de diferenciacion: En varios analisis multivariados, el grado de diferenciacion
ha sido un factor prondstico independiente para la supervivencia (Steinberg SM
1986, Tang R 1995).

Existe correlacion entre el grado histoldégico y metastasis ganglionares
linfaticas y a distancia en el momento de la cirugia (Dukes CE 1940 y 1958, Gilbert
SG 1978).

El grado de diferenciacion también se correlaciona con la probabilidad de
diseminacion venosa (Herter FP 1980), el riesgo de invasion linfatica (Herter FP
1980), extension de la diseminacion local (Dukes CE 1958), nimero de metéstasis
linfaticas (Minsky BD 1989) y la invasion de la pared (Cohen AM 1980).

Sin embargo, en comparacion al estadio tumoral, el grado de diferenciacion no

parece afiadir ninguna ventaja en la prediccién de la supervivencia.

Tipo histolégico: cancer coloide (mucinoso). Tanto la variedad intracelular, mas
comunmente conocida como  carcinoma de células en anillo de sello, como la
extracelular (cancer coloide o mucinoso), se asocian a mal prondstico (Sasakis
1998, Thoméas RM 1995); aunque en algunos estudios, usando regresion multiple,
no se han encontrado diferencias significativas en cuanto al pronostico entre la

variedad mucinosa y no mucinosa del adenocarcinoma (Ratto et al 1998).

Invasion vascular: La invasion vascular presenta dos componentes distintos: invasion
del vaso sanguineo (BVI) e invasion del vaso linfatico (LVI). El uso de tinciones de

tejido elastico es importante para ayudar a identificar BVI. Si no se usan las tinciones
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de tejido elastico, BVI sera identificado correctamente en solamente el 16%-41% de
los casos (Minsky BD 1988, Inoue T 1992).

-Invasién de vasos sanguineos: Distinguimos como invasion de los vasos

dentro de la pared intestinal BVI intramural y la invasion de los vasos sanguineos fuera
de la pared (grasa del pericolon o adventicia), BVI extramural. En general, BVI hace
referencia a invasion venosa mas que arterial. La incidencia de invasion arterial es
menor al 1%.

Mediante analisis de riesgos proporcionales BVI no era un factor pronostico
independiente para la supervivencia (Minsky y cols 1988). Chapuis y cols, Krasnay
cols e Inoue y cols para el cancer colorrectal considerado globalmente, encontraron
que la incidencia de BVI varia del 25% al 81%, se relaciona con el estadio y el grado
(Chapuis PH 1985, Inoue T 1992) y es un factor pronostico independiente para la
supervivencia (Chapuis y cols 1985).

-Invasion de vasos linfaticos: La incidencia de LVI varia del 8% al 73% y se

relaciona con el estadio y el grado de diferenciacion. Todos los estudios muestran una
supervivencia inferior para pacientes con tumores LVI positivos comparados con
tumores LVI negativos, siendo un factor prondstico independiente para la
supervivencia (Shirouzuy Morodomi 1995, Minsky BD 1989).

Invasion perineural: La incidencia de invasion perineural varia del 14% al 32% vy se
relaciona con el grado y el estadio de Dukes. Distintos estudios han comprobado unos
mayores indices de recurrencia local, menor supervivencia a los 5 afios (Krasna MJ
1988) y a los 8 afios (Shirouzu K 1993) en pacientes con invasion perineural frente a
aquellos sin invasion perineural.

Bognel C 1995 en 339 pacientes con cancer rectal encontr6 que la invasién neural era

un factor prondstico independiente para la supervivencia.

Inmunorrespuesta al tumor primario:

-Respuesta inflamatoria: La presencia de un intenso infiltrado inflamatorio con

leucocitos polimorfonucleares, sobre todo eosindfilos, linfocitos, células plasmaticas,

mastocitos e histiocitos, asi como también una intensa reaccién desmopléasica han



Introducciéon 25

sido asociados a mejor pronostico (Nielsen HJ 1999)

-Ganglios linfatico reactivos: Un grupo de investigadores han mostrado que la

aparente respuesta inmunoldgica en ganglios linfaticos regionales se correlaciona con
una mejor supervivencia (Patt DJ 1975). En el cancer de colon sigmoides, Patty cols.
determinaron que la histiocitosis sinusoidal y actividad inmunoblastica paracortical se
correlacionaban individualmente con un incremento en la supervivencia. Si ambas
caracteristicas estaban presentes la supervivencia era incluso mejor.

Pihl y cols. 1977, observaron que la hiperplasia paracortical de los ganglios linfaticos
ocupando mas del 15% de la seccidn ganglionar estaba asociada favorablemente con la

supervivencia.

Antigeno carcinoembrionario: No esta claro que el valor del CEA preoperatorio sea

factor prondstico independiente. La mayoria de los estudios en los que se ha realizado
un analisis multiparamétrico de los niveles preoperatorios de CEA, encuentran que no
es una variable prondstica independiente. En general, los niveles de CEA reflejan la
carga tumoral y hoy dia los oncélogos estan de acuerdo en usar los niveles
preoperatorios de CEA como referencia para el seguimiento.

Colageno: El colageno intestinal es un componente mayor de la matriz del tumor.
Offerhaus y col 1991 encontraron en analisis univariables que la expresion de colageno
tipo IV estaba asociada a mejor prondstico en pacientes con cancer. Esto no se
confirmé en analisis multivariables. En el cancer colorrectal N positivo, los pacientes
con escasos depositos de colageno tipo IV en la membrana basal presentan una
supervivencia inferior que los que presentan un deposito moderado a elevado
(Havenith MG 1988).

Morfologia nuclear: Varios investigadores han utilizado medidas morfométricas para

determinar si las diferencias en el tamafio y forma nuclear se correlacionan con la
supervivencia en el cancer colorrectal. Los resultados son controvertidos (Mitmaker y
cols. 1991, Heimann y cols. 1991). Un analisis de regresion lineal mostré una

relacion lineal significativa entre el area media nuclear y el nimero de ganglios
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positivos en el cancer colorrectal, aungque no hubo correlacion con la supervivencia
(Ambros RA 1990).

Parametros de ciclo celular y ploidia (contenido ADN): En el cancer colorrectal se

pierde el carécter diploide de las células a medida que progresan de premalignas a
malignas (Hiddemann W 1986). Los tumores aneuploides tienden a tener una tasa de
crecimiento superior y un prondstico menos favorable que los tumores diploides. Los
tumores aneuploides estdn a menudo asociados con otros factores anatomopatoldgicos
de mal pronostico (Crissman JD 1989).

Como con otros factores pronostico del cancer colorrectal, la influencia del contenido
de ADN en los patrones de recaida y supervivencia varia enormemente. La mayoria de
los estudios refieren que la aneuploidia es un factor de mal pronéstico para la
supervivencia (Armitage NC 1990, Magnuson I 1991) mientras que otros constatan
una pequefia diferencia o ninguna (Schillaci A 1990, Fisher ER 1991). En analisis
multivariables, algunos estudios muestran que el contenido de ADN es un factor
pronostico independiente (Tomoda H 1993).

Las diferencias en la técnica utilizada para el analisis del contenido del ADN pueden
explicar las controversias en los resultados (Deans GT 1994).

Un estudio de Tomoda H 1993 sugiere que es el indice del ADN, mas que la ploidia, el
que suministra la informacién de prondstico mas util. El indice de ADN esta siendo
utilizado como determinante de pacientes de alto riesgo con ganglios negativos.

1.5.4.-Caracteristicas bioldgicas adicionales del tumor:

Oncogenes y marcadores moleculares: Algunas de las alteraciones genéticas

identificadas en el cancer colorrectal son marcadores prondstico (Chung DC 1998, Mc Leod

HL1999). La perdida alélica del cromosoma 18q se ha visto es un indicador prondstico

adverso. Otros estudios han publicado que la perdida de cromosomas 17p, 1p, 8p 018q, la

disminucion de la expresion del DCC, la sobreexpresion p53, la disminucion en la expresion
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p27kipl, alta expresion de ciclina A, mutacion del gen ras, expresion de enzimas implicadas
en la degradacion de la matriz extracelular y sus inhibidores (cathepsina-L, urokinasa,
activador tisular del plasmindgeno, inhibidores tisulares de metaloproteinas), expresion de
genes implicados en la apoptosis (bcl2, bax, survivin), expresion de moléculas de adhesion
(CD34 y sus variantes ICAM 1, galactin 3) y enzimas metabolicas (Glutl, glucose
transporter, manganesio superoxido dismutasa, timidilato sintetasa, ornitina descarboxilasa,
ciclooxigenasa 2) tienen valor prondstico.

Ademas, en los canceres colorrectales que manifiestan MSI-H, se ha visto tienen con
menor frecuencia metastasis y mejor pronostico cuando los comparamos con microsatélites

estables.

1.6.- REACCION DESMOPLASICA.

El huésped manda diversas respuestas frente a la neoplasia (Seemayer TA et al. 1979,
H Nakayama et al. 1998):

-Infiltracion de células linforreticulares dentro de los tumores solidos.

-La neovascularizacion tumoral.

-La derivada de la presencia de células estromales de origen mesenquimal: reaccion

estromal miofibroblastica o respuesta desmoplasica.

Reaccién Desmoplésica o proceso de remodelacion, se refiere tanto a la produccién

como a la degradacion de la matriz extracelular (Ohtani H 1998). Las células cancerosas no

solo destruyen la matriz extracelular pre-existente (mediante diversas enzimas proteoliticas),
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sino gque también la invasion cancerosa por si induce nueva formacion de matriz por las
células estromales (Clarke R 1992, Ohtani H 1998, Liotta LA 1982).

La formacion del estroma tumoral resulta de la interaccion de las células tumorales y
sus productos con el huésped y ciertos de sus sistemas normales de defensa, particularmente el
sistema de coagulacion y fibrinolisis (Nagy JA et al. 1989, Dvorak HF 1992, Mueller BM
1998, Palumbo et al. 2000); recordando en muchos aspectos al proceso de cicatrizacion de
las heridas (Dvorak HF et al 1986); sin embargo difiere de él, en los mecanismos de su
iniciacion, en la aparente ausencia del papel de las plaguetas, asi como en la magnitud y
persistencia de la hiperpermeabilidad vascular y del “turnover” de fibrina (Brown LF et al
1998).

Diversos estudios resaltan la importancia de la activacion de la cascada de la
coagulacion y fibrinolisis realizada por las células tumorales tanto en la formacion del estroma
tumoral, neovascularizacion, como en el crecimiento tumoral, y promocion de metastasis
hematdgena (Palumbo JS 2000). Los estudios de Dvorak HF et al 1987, implican al
fibrindgeno y proteinas relacionadas en la patogénesis de la angiogénesis. También se ha
visto, que los productos de degradacién del fibrindgeno (FDPS) juegan un importante papel

quimiotactico e inmunomodulador, ademas de angiogénico (Palumbo JS 2000).

La reaccion desmoplésica es un distintivo de los adenocarcinomas colorrectales, y
contiene diversas cantidades de colageno (tipo I, 11 y V), condroitin sulfato, proteoglicanos,
acido hialuronico, fibronectina y tenascin-C (Hauptmann S et al. 2003).

El colageno es el mayor componente de la matriz extracelular intersticial (MEC), sobre
todo, el coldgeno I y Il1. Es bien conocido que la matriz extracelular juega un importante papel
en numerosos procesos como: el mantenimiento de la forma celular, proliferacion, migracion,

diferenciacion, apoptosis, y carcinogénesis.

Se ha sugerido que algunos genes son importantes en la tumorogénesis a través de la
modulacion de la respuesta en las células estromales. Fisher observo que la carcinogénesis
colorrectal estad asociada a la expresion estromal de los genes COL11A1 y COL5A2, los

cuales no se expresan en el colon normal (Fisher et al 2001).
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Aungue estudios iniciales en 1950 propusieron que la desmoplasia representaba la
condensacion del colageno preexistente (Jackson JR et al 1957), actualmente existe

suficiente evidencia de que el colageno es sintetizado por los miofibroblastos presentes en el

intersticio (Lagacé R et al 1985, Hauptmann S et al 2003). En el carcinoma colorrectal, se
dice que las células estromales alfa actina-musculo liso positivo(A-SMA), situadas proximas
al tumor, son miofibroblastos transformados que se originan de los fibroblastos colonicos
pericrypticos, que pertenecen a un especializado subtipo de células mesenquimales, que
exhiben caracteristicas morfoldgicas de diferenciacibn muscular lisa asociadas con sus
propiedades migratorias y proliferativas (Kaye Gl et al 1968). Por otra parte, Ban S et al
2000, realizaron un estudio sobre los cambios fenotipicos de la muscular mucosa en el
adenocarcinoma colorrectal invasivo precoz, sugiriéndoles sus resultados que las células
musculares lisas de la muscular mucosae cambian su fenotipo para llegar a ser células de huso
eosinofilico, denominadas miofibroblastos, en las areas de invasividad precoz del

adenocarcinoma colorrectal.

Se han propuesto diversas vias implicadas en la activacion de los miofibroblastos y
sintesis de colageno; desde mecanismos inmunocitoquimicos e injuria microvascular, con
caracteristicas analogas a la cicatrizacion de las heridas; son los miofibroblastos el tipo celular
predominante en el proceso de reparacion de las mismas, encontrandose en gran nimero en el
tejido de granulacion (Dvorak HF et al. 1981, 1986; Nagy JA et al. 1989; Senger DR et al.
1995, Van de Berg JS et al. 1984); a la activacién paracrina de las mismas por factores de

crecimiento liberados por las células tumorales (Walker RM A 2001). Muchos de dichos

factores son los mismos que promueven también la angiogénesis; se ha identificado entre

ellos al factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGF-alfa y TGF-beta), factor de
crecimiento insulina like (IGF-I, IGF-11), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG),
al FGF-2 y al VPF/VEGF (Horgan K et al 1987, Ronnov-Jessin L et al 1993, Ellis MJC et
al 1994, Bronzert87, Hauptmann S et al 2003, Shao ZM et al 2000).

El PDGF estd producido por una amplia variedad de células tumorales y células
normales, tales como macrofagos, células estromales y células de la glia; su expresion en las

células tumorales es modulada por el microambiente tumoral p.ej hipoxia. Comparado con
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VEGF y bFGF es el mitdgeno menos potente sobre las células endoteliales, pero
también estimula la quimiotaxis migratoria de dichas células. Es idéntico a la timidina
fosforilasa, siendo el efecto de dicha enzima indispensable para su efecto angiogénico
(Ronnie Tung-Ping Poon et al 2001). Es considerado por Shao et al 2000, el primer iniciador
de la respuesta desmoplasica; actua ejerciendo un efecto mitdgeno sobre las células
fibroblasticas a través de IGF-I, puesto que el PDGF estimula la produccion de IGF-I en
dichas células, siendo su efecto mediado especificamente a través de los receptores tipo I-IGF
en miofibroblastos y células cancerosas humanas (Clarke R et al. 1992, Byrne K.J.O et al
2000). La accion mitdégena del PDGF sobre las células tumorales es sinérgica a la induccion
de secrecion de IGF-1 para estimular la proliferacion estromal de fibroblastos. Las IGFs (IGF
estromales), son esenciales para regular la salida de las células fibroblasticas de la fase G1 del
ciclo celular (Clarke 1992), asi como para el mantenimiento de la morfologia de los
miofibroblastos y produccion de colageno por los fibroblastos (Clarke 1992). Por otra parte,
el PDGF también puede contribuir al proceso metastasico ya que tras estimulacion con PDGF,
algunas células fibroblasticas “in vitro” secretan elevados niveles de actividad colagenolitica
que aumenta la posibilidad de las células tumorales de invadir a través de la matriz
desmoplésica (Bauer EA et al 1985).

También es evidente el papel de TGF-B1 en el deposito estromal ya que estimula la
sintesis de matriz extracelular por los fibroblastos (Hauptmann S et al 2003), y se ha
encontrado una significativa correlacion entre su presencia y el depdsito estromal de
fibronectina y tenascin (Walker RA et al 2001).

Tanto el TGFbeta-1 como el FGF-2, estimulan la sintesis de matriz extracelular por los
fibroblastos; sin embargo, la diferenciacion de los miofibroblastos se estimula por el

TGFbetal, pero se suprime por el FGF-2 (Hauptmann S et al 2003).

El factor de permeabilidad vascular (VPF/VEGF), aunque producido sobre todo por las
células tumorales, también puede ser producido por los linfocitos y macrofagos que infiltran
los tumores asi como por otras células sanguineas, tales como neutréfilos y plagquetas (Poon

R.T-P et al 2001); es una citoquina multifuncional que actla directamente en las células
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endoteliales (ECS) a través de dos receptores de alta afinidad (Flt-1 (VEGFR-1) y KDR
(VEGFR-2)), ambos tirosin-kinasas, activando a la fosforilasa C e induciendo un aumento del
Ca2+ intracelular de forma pasajera. EI VPF/VEGF tiene al menos dos importantes papeles en
la biologia tumoral: por un lado potencialmente potencialmente la permeabilidad
microvascular de proteinas plasmaticas; asi modifica la matriz extracelular tumoral y
promueve el crecimiento de fibroblastos y nuevos vasos (Dvorak HF et al 1992); y por otro
lado, es un selectivo mitogeno de células endoteliales. Este factor esta también implicado en
otros diversos procesos no tumorales con una patogénesis analoga a la de la generacion del
estroma tumoral, incluyendo cicatrizacién de las heridas, artritis reumatoide y sindrome de

neovascularizacién intraocular entre otros (Senger DR et al. 1995, Ferrara N et al. 2001)

La importancia bioldgica de la reaccion desmopldsica sique siendo objeto de

discusion (Hauptmann S et al 2003); su papel en la progresion del cancer es adn incierto, y
podria variar dependiendo tanto de la naturaleza de la misma, predominantemente celular
(fibroblastos/miofibroblastos) con poco tejido coldgeno, o con predominio del depésito de
coldgeno con aparentemente pocas células estromales (Walker 2001), como del grado de
maduracion (Ueno 2004) y de la composicién y concentracion de sus moléculas. Los
resultados de la investigacion in vitro de Hauptmann S et al. 2003 sobre el papel de los
distintos tipos de colageno (I, Il y V), fibronectina, y las dos variantes de tenascin en la
adhesion y migracion de la linea celular HRT-18 del carcinoma colorrecta,l indican que estas
ampliamente dependen tanto de la composicion como de la concentracién de las moléculas de
la ECM.

Anteriormente se la habia considerado como una barrera, como un obstaculo para la
invasion de las células tumorales. En el cancer de colon Nielsen HJ et al. encontraron que una
intensa reaccion desmoplasica estaba asociada a mejor pronéstico (Nielsen HJ 1999).
Offerhaus y col 1991 observaron en el analisis univariante que la expresion de colageno tipo
IV estaba asociada a mejor pronostico en pacientes con cancer de colon; pero no fué
confirmado en el andlisis multivariantes. Havenith et al vieron en pacientes con cancer
colorrectal con afectacion ganglionar que los casos con escasos depoésitos de colageno IV en la
membrana basal presentaban una supervivencia inferior a aquellos con un depdsito moderado
a elevado (Havenith MG 1988).
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En el cancer de mama, Christensn L 1988, encontraron que los tumores que exhiben
niveles significativos de fibronectina inmunorreactiva, lo cual es normalmente indicativo de
una intensa reaccion desmoplasica, son pobremente metastasicos.

Sin embargo, la MEC también puede servir de sustrato migratorio para las células
tumorales, proporcionando una ventaja para la invasion tumoral (Palumbo JS et al 2000).

Los miofibroblastos, que son las células fundamentalmente implicadas en la respuesta
desmoplasica, por un lado sintetizando proteinas estromales tales como fibronectina, tenascin
y colageno 1y 3, y por otro, también poseen la capacidad de sintetizar a las metaloproteinasas
capaces de degradar todos los componentes de la matriz, estando implicadas pues en el
proceso de remodelacion de la misma (Walker 2001, Vihinen P et al 2002). Estas células
también sintetizan factores de crecimiento con actividad angiogénica y mitdgena sobre las
células tumorales ayudando asi a la invasion y subsiguiente crecimiento de células cancerosas
promoviendo el fendmeno metastasico.

Por otra parte, el componente coladgeno de la matriz extracelular influye en la respuesta
linforreticular, ya que es esencial para la migracion linfocitaria, reconocimiento, activacion y
diferenciacion (Shimizu Y et al 1991). Asi pues, la inhibicion del deposito de colageno puede

también reducir la respuesta inmune frente a la neoplasia.

El papel de los miofibroblastos en el crecimiento e invasién tumoral parece incluir no

solo funciones inhibitorias sino que también promotoras del avance tumoral.

Nakayama H et al 1998, estudiaron la relacion existente entre el numero de
miofibroblastos en las distintas capas de la pared del colon y su relacién con la capacidad
invasiva; observaron que un descenso en el nimero de miofibroblastos esta asociado con una
insuficiente proteccidn frente al crecimiento invasivo de los carcinomas colorrectales, jugando
asi los miofibroblastos un importante papel en la proteccion frente a la diseminacion tumoral.
Pero por otra parte, los miofibroblastos en el borde tumoral también promueven el crecimiento
invasivo de los carcinomas a través de la secrecion de factores de crecimiento paracrinos
frente a las células del carcinoma y de diversas enzimas que degradan la matriz.

Las enzimas proteoliticas producidas tanto por las células tumorales como por las

células del estroma (células endoteliales, macréfagos, miofibroblastos), facilitan asi la
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invasion tumoral, las metastasis y la angiogénesis (Gottesman M 1990, Liotta LA 1991).
Dentro de este extenso grupo, las metaloproteasas que mas se han relacionado con los
procesos de invasividad tumoral y metastasis son aquellas que degradan especificamente el
coldgeno tipo IV: gelatinasa A (MMP-2), gelatinasa B (MMP-9), estromelisina 1 (MMP-3) y
estromelisina 2 (MMP-10).

Dado que el colageno IV es el mayor constituyente de las membranas basales (MB) y
la pérdida de la MB en el cancer colorrectal se ha correlacionado con una incrementada
probabilidad de metastasis a distancia y pobre pronostico (Forster SJ 1986), la expresion de
colagenasas tipo IV (MMP-2 y MMP-9) presenta gran interés. Diversos estudios relacionan la
expresion de MMP-9 con el fenotipo metastasico (Bernhard EJ 1994). Numeros estudios han
demostrado la localizacion predominante de MMP-9 y MMP-2 en la interfase tumor- estroma,
tanto en los tumores colorrectales primarios como en las metastasis hepaticas (Parsons SL
1997, Zeng ZS 1995).

Mediante técnicas de hibridacion “in situ” e inmunohistoquimica se ha demostrado la
produccion mayoritaria de MMP-9 por las células estromales peritumorales (fibroblastos y
macrdfagos) in vivo. Las células tumorales actuarian induciendo la produccién de MMP-9,
probablemente por la accion de factores paracrinos, aunque estos mecanismos estan aun bajo
investigacion (Mc Donnell S 1999, Zeng ZS 1998, Swallow CJ 1996). Estos datos sugieren
que MMP-9 desempefia un papel importante en la capacidad metastasica del carcinoma
colorrectal.

Morikawa K et al 1988 observaron una estrecha correlacion entre la actividad de la
colagenasa tipo 1V de las células del cancer de colon en humanos (CCH) y la formacion de
metéastasis en el higado.

KimTS 1999 encuentra una correlacion positiva entre MMP-9 y MMP-2 vy
angiogénesis en el cancer colorectal, siendo las metaloproteasas marcadores de agresividad

local frente a la angiogénesis, predictora de enfermedad metastasica.

Independientemente del origen celular de la producciéon de las MMP en el marco
tumoral, estudios recientes han demostrado una asociacion significativa entre una expresion

tumoral aumentada de diferentes metaloproteinasas y un peor prondstico de los pacientes
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afectos de diferentes tumores, en términos de supervivencia libre de enfermedad y de
supervivencia total. Asi se ha descrito, que la expresion tumoral de estromalisina-3 esta
asociada a un peor prondstico en el cancer de mama (Linder C 1997,Ahmad A 1998) y de
colon (Porte H 1995); la colagenasa intersticial en el cancer colorrectal (Murray Gl 1996),
esofagico (Murray GI 1998) y en condrosarcomas (Kawashima A 1997); la gelatinasa B en
el cancer colorrectal (Zeng ZS 1996); la gelatinasa A en el cancer gastrico (Allgayer H 1998),
de ovario (Garzetti GG 1995), de mama (Talvensaari Mattila A 1998) y de vejiga urinaria

(Kanayama H 1997); y la colagenasa-3 en el cancer de mama (Lamelas ML 1998).

1.7.-ANGIOGENESIS: GENERALIDADES Y DEFINICION.

La angiogénesis es el proceso caracterizado por la formacion de nuevos vasos
sanguineos (capilares y vénulas) desde otros microvasos previos (Folkman J 1971,
Folkman J 1990, Liotta LA 1991). Histologicamente es definido como un mecanismo de
neovascularizacion, por el nacimiento de nuevos capilares, desde vasos preexistentes.

En circunstancias fisioldgicas, estas situaciones son paralelas a la reduccion de la
respuesta inmune mediada por células (CMI) y a la sobreregulacion de la respuesta inmune
humoral (HI) (Piccinni M-P 1998, Schaffer M 1998), sugiriendo una estrecha interrelacion
entre el sistema inmune y el proceso angiogénico en dichas condiciones.

La angiogénesis juega un papel central en multitud de procesos, fisioldgicos y
patolégicos, durante la vida tanto pre como postnatal, incluyendo: la ovulacion, la
implantacion del 6vulo fecundado, crecimiento fetal y gestacion, la inflamacion y la
cicatrizacion de las heridas tras cirugia y trauma (Folkman 1995), asi como en el desarrollo
de neovasos colaterales en casos de isquemia, por ejemplo en la isquemia cardiaca
(Sasayama S et al 1992).

Esta se lleva a cabo, local y soOlo transitoriamente, a través de la accion de un

estrecho balance entre estimuladores e inhibidores angiogénicos (Arenberg DA 1999).
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La alteracion del proceso angiogénico se ve en muchas circunstancias patolédgicas (p,
ej retinopatia diabética, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoidea, psoriasis, etc)

de las cuales el cancer ha sido el foco de mayor interés en los Gltimos afios.

Debemos distinguir entre angiogénesis 0 neovascularizacion, y vasculogénesis
(Dermir R, 1989):
e La vasculogénesis es el proceso por el cual se produce el desarrollo de capilares
mediante la diferenciacion de células endoteliales in situ, durante la vida embrionaria.
Las nuevas luces formadas pronto coalecescen, agregandose células musculares lisas y
pericitos.
e Laangiogénesis, 0 neovascularizacion, es un proceso que consiste en la formacion y

crecimiento de vasos sanguineos a partir de otros previos.

1.7.1.-Proceso angiogénico:

El complejo proceso angiogénico, quiescente en la vida adulta, puede desarrollarse
rapidamente, de forma escalonada, en diversas circunstancias, siguiendo basicamente las

siguientes etapas (Blood et al, 1990, Diaz Flores et al. 1994):

Activacion de células endoteliales y pericitos.

Degradacion de la lamina basal.

Migracion y proliferacion de células endoteliales.
Formacion de una nueva luz capilar.

Proliferacion de pericitos alrededor de los nuevos capilares.
Desarrollo de una nueva lamina basal.

Formacion de plexos vasculares.

Persistencia, involucion y diferenciacion de los nuevos vasos.

© o N o g bk~ w DN PE

Formacion de capilares y organizacion de los mismos.
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Activacion de células endoteliales y de pericitos

Las células endoteliales durante la angiogénesis sufren alargamiento nuclear y
prominencia nucleolar, incremento en el nimero de organelas y formacion de proyecciones
en su superficie. Secretan proteasas del tipo de metaloproteasa y activador del plasminégeno.
Los pericitos también sufren aumento en el numero de polirribosomas citoplasmicos, y otras
modificaciones de sus caracteristicas morfolégicas y relacion tipografica (Diaz-Flores L et
al. 1991).

Degradacion de la lamina basal

Durante la angiogénesis, se produce la proteolisis local de la ldmina basal de la
pared de los vasos y subsiguiente degradacion de la matriz intersticial. Inicialmente las
células endoteliales activadas segregan enzimas que degradan la matriz, tales como activador
del plasmindgeno y colagenasa, causando fragmentacion de la lamina basal (Folkman J et
al. 1984). Los componentes de la matriz extracelular, tales como fibronectina, lamininay
colageno tipo I, I, IV yV, sufrenimportantes cambios (Madri N et al. 1982).

La fragmentacion de la lamina basal es un paso necesario para la migracion de células
endoteliales del vaso inicial (Ausprunk DH y Folkman J 1978). La desintegracion
completa ocurre en el lugar donde el estimulo angiogénico es més fuerte, coincidiendo con
aquellas areas donde las células endoteliales se estan duplicando. Por lo tanto, las células
endoteliales no tienen lamina basal, sino un provisional sustrato homogéneo de

proteoglicanos.

Migracion de células endoteliales

Una vez producida la degradacion de la lamina basal, se produce una migracion de
células endoteliales, las cuales protuyen a través de la pared del vaso y migran a través del
espacio intersticial hacia el estimulo angiogénico. Cuando la célula endotelial migra dentro del

intersticio, otras células endoteliales le siguen y forman cordones en el estroma perivascular.
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Proliferacion de células endoteliales

La migracion y mitosis de células endoteliales son fendmenos independientes (Wall
RT etal. 1978).

El tiempo y sitio exacto de division de células endoteliales es controvertido. Algunos
investigadores la consideran concomitante con la aparicion de brotes, mientras la mayoria de
los autores son de la opinion de que las células endoteliales comienzan las mitosis después de
su migracion. Las mitosis de células endoteliales aparecen tanto en los nuevos vasos como en
los previos.

Existen dos formas de canalizacidn de los nuevos capilares:

A/Mediante vacualizacion intracelular del citoplasma endotelial de células
contiguas, las cuales se canalizan intercelularmente por conexion de las
vacuolas (Folkman J et al 1980).

B/Por canalizacion intercelular de células endoteliales adyacentes mediante

curvatura de las mismas (Wakui S et al 1988).

Pericitos en la angiogénesis.

Durante la fase inicial de la angiogénesis se aprecia una subita, breve e intensa
proliferacion de pericitos. En ellos aparecen nucleolos prominentes 'y ribosomas dispersos en
su citoplasma. Muchos de los pericitos muestran un aumento de la sintesis de DNA y ademas,
se aprecia una disminucion en la superficie de contacto entre pericitos y endotelio, con
disrupcion de la ldmina basal.

Los pericitos juegan un importante papel en la regulacién de la angiogénesis. La
presencia de pericitos estimula la mitosis de células endoteliales mientras su ausencia puede
inhibir la proliferacion de células endoteliales y su migracion (Diaz-Flores L et al. 1992).
También se ha descrito que los pericitos recién formados guian el avance del proceso celular
del brote endotelial forméandose puentes de pericitos a modo de guia en el crecimiento de
células endoteliales (Nehis 'V et al. 1992).

Tanto los fibroblastos como el mdsculo liso han sido considerados posibles

precursores de pericitos, debido a fenotipos similares entre ambos tipos de células.
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Cambios en la matriz extracelular y formacion de una nueva lamina basal.

En estadios iniciales de desarrollo de microvasos, la fibronectina es el componente
predominante de la matriz provisional. Progresivamente los depositos de fibronectina
descienden llegando a ser discontinuos mientras aumenta la laminina tipo IV, acumulandose
en el espacio subendotelial. En los estadios mas tardios de angiogénesis aumentan el colageno

tipo I y Il en el espacio perivascular.

Formacién de plexos vasculares.

La fusion de varios capilares forman un plexo, pero el modo en que los brotes

capilares se encuentran entre si para fusionarse esta sin resolver (Nehis V et al. 1992).

Cambios tempranos en la formacion de neovasos: persistencia, involucion vy

diferenciacion.

Durante la angiogénesis, un sustancial nimero de vasos regresa. De hecho, los vasos
inmaduros parecen requerir estimulo angiogénico para no regresar cuando el estimulo cesa
(Azmi Tl and O’Shea JD 1984).

Una vez los nuevos vasos reciben el estimulo angiogénico, hay un descenso del flujo
en los vasos antiguos, los cuales regresan. Al mismo tiempo, la regresion vascular parece
ocurrir al principio en las ramas capilares distales mas pequefias, probablemente porque el

flujo sanguineo dentro de ellas es pequefio (Ausprunk DH et al. 1978).
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1.7.2.-Angiogénesis y Cancer.

El proceso de la angiogénesis ha sido objeto de numerosas investigaciones desde hace

mas de 50 afios.

En 1946 Codman y Sheldon observaron una hiperemia local constante e intensa en la
zona que rodeaba a tumores de raton implantados subcutdneamente. Esta zona estaba
constituida por pequefios capilares engrosados que formaban una densa malla de canales
entrelazados. El engrosamiento vascular se extendia hasta los grandes vasos. Ya antes de la
neovascularizacion y el crecimiento de los vasos alrededor o en el interior del tumor se
obsevaron cambios vasculares en los tejidos adyacentes al tumor implantado. Los implantes
de tejidos adultos normales no indujeron hiperemia, pero los implantes de tejido embrionario
singénico (que crecieron durante un cierto tiempo en el huésped) provocaron una intensa
hiperemia que ces6 cuando el tumor embrionario sufrié regresion. Este hallazgo llevé a
Codman y Sheldon a pensar que la hiperemia se debia a la presencia de células proliferantes
(Codman DR 1946). En otros estudios se observo también la formacion de una red vascular
alrededor de los tumores malignos implantados en el abazon de hamster (Greenblatt M
1968), en la camara anterior del ojo de cobaya (Greene HSN 1961) o de conejo (Gimbrone

M 1974) y en la membrana corioatlantoidea de embrion de pollo (Folkman J 1974).

En 1966, Warren y Shubik (Warren BA 1966) estudiaron la configuracion y la
ultraestructura de la vascularizacién de melanomas humanos transplantados en abazon de
hamster. En la neovascularizacion inicial, formada por brotes capilares con numerosas
anastomosis, los vasos sanguineos se confinaban en la periferia del tumor. Los autores
observaron dos tipos de configuracion fisioldgica de los vasos sanguineos: los que regaban la
periferia del tumor y parecian asociarse a la necrosis central, frecuentemente observada en los
tumores de crecimiento rapido; y los que parecian penetrar en el centro del tumor. Los
estudios ultraestructurales revelaron tres grandes tipos de vasos:

1/EI primero consistia en vasos de pared delgada que aparentemente se habian formado

a partir de los capilares.
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2/El segundo tipo consistia en sinusoides o canales sanguineos desprovistos de células
endoteliales y en gran parte cubiertos por células tumorales malignas.

3/El tercero, consistia en vasos sanguineos maduros de aspecto normal.

Liottay cols (Liotta LA 1974) observaron que cinco dias después de la implantacion
intramuscular de células de sarcoma en ratones singénicos se formaban pequefios vasos en la
periferia de todos los tumores. Solo trés la induccion de la vascularizacion encontraron células
tumorales en el efluente venoso. Observaron también una correlacion directa entre la densidad
de los vasos con un diametro superior a 30milimicras y la concentracion tanto de células
tumorales aisladas como de agregados de células tumorales que se habian separado del tumor
en crecimiento. La mayoria de los vasos que rodeaban al tumor tenian un didmetro superior a
30EIm, lo suficientemente grande como para permitir la circulacion de agregados formados

por mas de seis células tumorales (Liotta LA 1974).

Estos estudios sugirieron que la vascularizacion del tumor primario precede a la
separacion de las células tumorales, la formacion de agregados y su diseminacion. Folkman y
Tyler (Folkman J 1977) proporcionaron evidencias indirectas en apoyo de esta hipotesis con
el estudio de carcinomas humanos “in situ”. La mayoria de estos carcinomas eran pequefios,
carecian de vascularizacion y se localizaban dentro de la membrana basal intacta. En general,
el estadio “in situ” no se asociaba a metéstasis y podia prolongarse durante mucho tiempo. Sin

embargo, una vez que el tumor primario se vascularizaba, podian formarse metastasis.

El papel de la angiogénesis en la biologia del cancer fue abogado inicialmente por
Folkman (Folkman J 1971), quien fue el primero en postular en 1971 que los tumores
solidos podrian permanecer latentes hasta un tamafio de s6lo 2 a 3mm3 en ausencia de
neovascularizacion; el tamafio esta limitado por la difusién de oxigeno y nutrientes. Las
células cancerosas implantadas en sitios vasculares de los animales crecian rapidamente y
formaban grandes tumores. En contraste, las células implantadas en sitios avasculares eran
incapaces de formar masas tumorales. La proliferacion y supervivencia de las células depende

de un suministro adecuado de factores de crecimiento y de la ausencia de moléculas toxicas.
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En los tejidos sélidos, el oxigeno, por ejemplo, puede difundirse radialmente desde los
capilares hasta una distancia de tan solo 150 o 200(m. Cuando se superan estas distancias se
produce la muerte celular (Tomlinson RH 1955). Este trabajo guio hacia la hipdtesis de que la

angiogénesis era obligatoria en el crecimiento tumoral.

Investigaciones posteriores han proporcionado una evidencia definitiva, tanto en
estudios animales como humanos, que el crecimiento tumoral es angiogénico dependiente
(Folkman 1990). El crecimiento de los tumores, mas alla de un tamafio limite de 1-2mm de
diametro (10 elev a 5 - 10 elev a 6 cells) en modelos experimentales, depende de la
angiogeénesis.

La opinion comun sugiere que con el tiempo un subgrupo de células dentro del tumor
adquiere un fenotipo angiogénico con la capacidad de inducir nueva formacion de vasos.
Como resultado de ello la enfermedad desarrolla la capacidad de crecer y metastatizar. Esto es
conocido como la teoria del cambio angiogénico, que demarca dos estadios en el desarrollo
del tumor, la fase prevascular y la vascular (Folkman J 1989-1987, Silman F 1981,
Chodak Gw 1980). Las células en la fase prevascular de la enfermedad neoplasica y en las
no-vasculares, micrometastasis silentes de las metastasis del tumor, pueden proliferar hasta el
mismo grado o mas rapidamente que las células en la fase bien vascularizada, agrandando el
tumor primario y tumores secundarios. Sin embargo, en ausencia de nueva formacion de
vasos, el grado de proliferacion tumoral se mantiene en equilibrio con el grado o proporcion
de apoptosis hasta el momento en que se desarrolla un medio ambiente angiogénico
(Folkman J 1995, Holmgren L 1995 L, Bergers G 1998). La fase prevascular, que ha sido
elucidada en estudios de carcinoma de cérvix (Silman F 1981), vejiga (Chodak GW 1980) y
mama (Jensen HM 1987), puede persistir durante afios y normalmente estd asociada con
limitado crecimiento tumoral, p. ej limitada profundidad de melanomas (Srisvastava A
1986), y pocas o ninguna metastasis. La fase vascular, estd normalmente seguida de un rapido
crecimiento tumoral, sangrado y de potencialidad metastasica (Mac Cawley LJ 2000, Liotta
LA 1998).
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La presencia e intensidad de la angiogénesis, determinada indirectamente por el
recuento vascular, juega un papel muy importante en la patogénesis de enfermedades
malignas. Altos recuentos vasculares son un factor pronéstico adverso independiente en
muchos tumores solidos, entre los que se encuentran los de mama (Fox SB 1995), pulmoén
(Giatromanolaki A 1996), prostata (Weidner N 1993) y cancer de ovario (Brustmann H
1997), independientemente del método de contaje empleado para determinar la densidad

microvascular (Fox SB 1995).

Aunque la dependencia de enfermedades malignas hematoldgicas de la angiogénesis
no es intuitiva, se ha encontrado una mayor densidad vascular en la médula 6sea de pacientes
que han sido diagnosticados recientemente de leucemia mieloide o mieloma, retornando la

densidad vascular a la normalidad con la remision de la enfermedad.

Hoy dia es aceptado que la angiogénesis no sélo es esencial para el crecimiento
tumoral, sino que también esta implicada en la progresion inicial de los tumores, desde un
estado premaligno, incluyendo metaplasia, displasia y carcinoma “in situ”, hasta un cancer
invasor (Hanahan D 1996, Dobbs SP 1997, Engels K 1997). En el cérvix, incrementos
significativos del recuento microvascular se han visto desde un cérvix normal, pasando por un
CIN I, I1'y 11, hasta un carcinoma invasivo de células escamosas.

Asi pues, la angiogénesis estd implicada desde los estadios mas iniciales de la
formacion del cancer hasta la etapa final de diseminacion metastasica a distancia (Liotta LA
1998, Holmgren L 1995).

Existe suficiente certeza de que el proceso angiogénico ademas puede preceder y
participar en el proceso de carcinogénesis en si. La angiogénesis juega un importante papel en
la evolucion de enfermedades asociadas al subsiguiente desarrollo de procesos malignas. Entre
estas se incluyen hepatitis cronica y cirrosis hepatica inducida por el virus de la hepatitis B y
C (Mazzanti R 1997, EI -Assal ON 1998), asi como la formacién de placas pleurales tras
exposicion del mesotelio al asbesto (Bielefeldt-Ohmann H 1996). En estas situaciones ha
sido postulado que el proceso angiogénico juega un papel protagonista en la carcinogénesis

en individuos suceptibles al desarrollo del carcinoma hepatocelular (Mazzanti R 1997,
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Shibara M 1998) y mesotelioma (Bielefeldt-Ohmann H 1996). Ademas, el HIV y el
herpes virus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV/HHV8) codifican factores que promueven
la angiogénesis y han sido implicados en el desarrollo de dicho sarcoma (Albini A 1995, Bais
C 1998).

Folkman propuso que el crecimiento tumoral es angiogénico dependiente (Folkman J
1971). Sin embargo, hallazgos recientes sugieren que un subconjunto de tumores inicialmente
crecen por “co-option” (cooperacion) con estructuras vasculares preexistentes, pero si esta
cooperacion vascular remite, deja al tumor dependiente de la angiogénesis para su

supervivencia (Holash J 1998).

1.7.2.1.-Relacion entre fenotipo de células tumorales y células endoteliales:

1.7.2.1.1.-Proliferacién de células tumorales y angiogénesis:

Mutaciones en el gen supresor P53 (17p), que se encuentran en el 70%-80% de los
canceres colorrectales, y del oncogén K-ras (12p), presente en el 40%-50% de los canceres
colorrectales esporadicos, aumentan la proliferacion de células endoteliales; estan también
implicadas en la disminucion de los inhibidores de la angiogénesis, por ejemplo,
trombospondina -1 por mutacion del p53 (Dameron KM 1994, Vermeulen PB 1996), y en
la elevacion de los factores angiogénicos, por ejemplo, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) por la mutacion del p53 (Kieser A 1994; Vermeulen PB 1996) y mutacion
ras (Rak J 1995).

Bouck 1996 observé en estudios “in vitro” que la expresion del tipo salvaje del p53
disminuye la capacidad de las células de inducir angiogénesis.

Estudios recientes han demostrado que p53 puede regular la actividad promotora del
gen bFGF a nivel de la transcripcién; asi el alelo p53 de tipo salvaje reprime la expresion de
bFGF y su mutante la activa (Ueba T 1994).

Asi pues, las mutaciones en el gen supresor p53 y del oncogen K- ras pueden ser
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responsables del cambio angiogénico mediante modificaciones en el balance local entre
factores pro y antiangiogénicos (Rak et al 1995, Dameron KM 1994). Kang et al 1997
encontraron una correlacién positiva entre IMD en el cancer colorrectal, VEGF y
sobreexpresion de la proteina p53.

Por otro lado, la hipoxia de los tumores malignos, asi como el aumento de la presion
tisular como consecuencia de la proliferacion de células tumorales, dard lugar a la
estimulacion de VEGF (Schweiki D 1992), factor de crecimiento béasico de fibroblastos
(bFGF), y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Kuwabara K 1995). Esta
interaccion paracrina reciproca entre células tumorales y células del estroma, por ejemplo,
celulas endoteliales, puede ser un eslabon directo entre la actividad de ambas poblaciones
celulares (Folkman J 1996).

1.7.2.1.2.-Invasividad de células tumorales y angiogénesis:

Existen datos de que la invasividad de las células tumorales y la migracion de las
células endoteliales son procesos interactivos. La migracion de las células endoteliales desde
la pared de los vasos pre-existentes hacia el estimulo quimiotactico, uno de los pasos iniciales
en el desarrollo de los nuevos vasos, no sélo asemeja a la invasion de las células tumorales a
través de la membrana basal, sino que ademas, la digestion de la matriz extracelular por las
células endoteliales facilita la diseminacién de las células tumorales. La degradacion de los
componentes de la matriz extracelular (MEC) y las membranas basales por accion de las
células tumorales es un requisito previo esencial para la invasion y la metastasis (Nicolson GL
1989, Sloane BF 1990, Testa JE 1990, Liotta LA 1982).

Entre las enzimas que participan en esta degradacion se encuentran las
metaloproteinasas, una familia de endopeptidasas dependientes de metales (Zn) (Stetler-
Stevenson WG 1990, Liotta LA 1990, Himelstein BP 1994), que son producidas por las
células del tejido conectivo asi como por numerosas células tumorales primarias y
metastasicas (Liotta LA 1991, Crawford HC 1994, Moscatelli D 1988). La sintesis de

enzimas capaces de degradar la MEC, por ejemplo, la colagenasa de tipo IV (gelatinasa,



Introducciéon 45

metaloproteinasa de la matriz 2), y la heparinasa (endo-Beta-D-glucuronidasa especifica de
heparan sulfato), por las células tumorales metastasicas, esta estrechamente relacionada con
su capacidad metastasica, ya que facilitan la diseminacion de las células tumorales en y a
través de dicha matriz (StetlerStevenson WG 1999, Liotta LA 1990, Johnson MD 1993).
Se ha demostrado que inhibidores especificos de las metaloproteinasas de la matriz inhiben la
invasion de las células tumorales (Testa JE 1991, DeClerck YA 1991).

Obviamente, la neovascularizacion tumoral promueve el crecimiento tumoral ya que
los nuevos vasos permiten el intercambio de nutrientes, oxigeno y productos de desecho, de
una gran poblacion celular para la cual la simple difusion de sustancias a través de su
superficie externa no seria suficiente. Es también aparente que ademas de este efecto en la
perfusion, las células endoteliales pueden liberar importantes factores de crecimiento
paracrino para las células tumorales (p ej bFGF, insulin factor de crecimiento-2, vy factor
estimulante de colonias) (Rak JW 1994, Folman J 1994). Ademas, el comportamiento
invasivo quimiotactico de las células endoteliales estd facilitado por su secrecion de
colagenasas, urokinasas, Yy activador del plasmindgeno (Fox SB 1993, Moscatelli D 1981).

Asi pues, este impacto aditivo de perfusién, efectos paracrinos e invasividad asociada
a enzimas, derivado de las células endoteliales, contribuye a la fase de rapido crecimiento
tumoral y sefiala un cambio a un fenotipo angiogénico potencialmente letal. Estos mismos
efectos contribuirian a una mayor potencialidad metastasica al facilitar la entrada de las

células endoteliales dentro del sistema linfatico.

Como es conocido, el cancer es el resultado del acumulo de una serie de cambios
genéticos, los cuales ejercen un efecto autbnomo sobre las células tumorales. En la mayoria de
los casos las células tumorales no requieren de la interaccién con las células no tumorales para
exhibir tal transformacion caracteristica “in vitro”. Sin embargo, la respuesta del huésped
(neoangiogénesis y desmoplasia) influyen en la progresion de la enfermedad. La interaccion
entre epitelio (tumor) y compartimento estromal es dindmica y varia durante la carcinogénesis.

Esto es, la inherente inestabilidad genética de las células carcinomatosas como
resultado del acimulo de cambios genéticos caracteristicos de la carcinogénesis (Fearon ER

1990, Peltomaki P 1993), no sélo afecta directamente a las células tumorales, sino que
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inevitablemente influye en el colectivo celular vecino via paracrina o yuxtacrina.

Interaccion estroma-epitelio durante el desarrollo y tumorogénesis:

Condensacién mesenquimal,
Desmoplasia y

Neo-angiogénesis.

A menudo se presupone un paralelismo entre la interaccion epitelio-mesénquima

durante el desarrollo y la carcinogénesis. Esta relacion es dinamica en ambas situaciones y

alteraciones en la organizacién de un compartimento pueden tener un profundo impacto sobre
el otro (Stephen Byers et al 1994).

Condensacion mesenquimal: la condensacion mesenquimal no es imprescindible para
iniciar la proliferacion epitelial, pero si es esencial para el siguiente control del
crecimiento y morfogénesis (Hirai Y 1992). Se ha visto en todos los organismos
investigados, “in vivo” 0 en experimentos recombinantes *“in vitro”, que la
morfogénesis epitelial normal no puede tener lugar en ausencia de mesénquima. Los
factores que se ha postulado que puedan estar implicados en esta induccion son: los
componentes de la matriz extracelular, la superficie celular y diversos factores
solubles, liberados por las células epiteliales (Sakakura T 1991).

Como es conocido, para que las células tumorales puedan invadir tejidos adyacentes
deben ser capaces de deprenderse del tumor primario venciendo unas fuerzas de
adhesion que tienden a mantenerlas unidas, gracias a unas moléculas de adhesion
(cateninas y E-caderina).

Las investigaciones de Gallin WJ et al 1986 e Hirai Y et al 1989 indican que la
capacidad del epitelio para mantener la condensacion mesenquimal depende de
moléculas de adhesion E-caderina. La pérdida de la organizacion epitelial no sélo
afecta directamente a las células epiteliales sino que también influye en el
mesénquima adyacente. La desorganizacion del compartimento epitelial con

anticuerpos frente a E-caderina resulta en la perdida o fracaso para desarrollar la
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condensacién mesenquimal (Gallin WJ et al 1986 e Hirai Y et al 1989).Enfermos
con cancer colorrectal en estadios avanzados presentan concentraciones

bajas de alfacatenina y E-caderina (Gofuku J 1999). Por tanto, algunos autores
asocian esta reduccion con tumores mas indiferenciados y de peor prondstico
(Ropponen KM 1999, Karatzas G 1999).

e Reaccion Desmoplasica (proceso de remodelacion): se refiere tanto a la produccion
como a la degradacion de la matriz extracelular (Ohtani H 1998).
Clarke et al apreciaron que el cancer de mama metastasico esta asociado con una
pobre reaccion desmoplasica mientras que tumores con gran reaccion desmoplasica y
depdsito en la matriz extracelular (MEC) son menos metastasicos (Clarke R 1992).
Durante el desarrollo, el ordenado crecimiento invasivo Yy morfogénesis del epitelio
estd acompafiado y depende de la condensacion mesenquimal. Durante la
carcinogénesis, los carcinomas menos metastasicos (mas organizados) estan asociados
con condensacion del mesénquima desmoplasia), mientras los carcinomas mas

metastasicos (menos organizados), no.

En resumen, la pérdida de la organizacion epitelial no sélo afecta a las células del
carcinoma, sino que, también influye en el estroma circundante mediante mecanismos

paracrinos y yuxtacrinos (Clarke R et al. 1992).

Se acepta que todas las células, incluidas las tumorales, cuando pierden contacto entre
si 0 penetran en la matriz extracelular sufren un tipo de apoptosis (muerte celular programada)
denominada anoikis. Las células tumorales son capaces de desarrollar resistencia a esta muerte
celular elaborando un tipo de moléculas de adhesion como son las integrinas (Frisch 1994).
Estudios experimentales de cancer colorrectal, tanto “in vivo” como “in vitro”, demuestran
un aumento de las subunidades alfa-6 y alfa-5 beta-3 de las integrinas, y la relacionan con
mayor agresividad del cancer colorrectal.

Las integrinas alfa-v-beta 3 desarrollan una intensa actividad angiogénica en células
aisladas del higroma quistico inhibiendo la apoptosis de las células endoteliales de los vasos

neoformados y aumentando la proliferacion de dichas células junto con el VEFG
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(Maddalozzo et al. 1999).

La inhibicion de la angiogénesis “in vivo” por la administracion de anticuerpos
directos frente a las integrinas alfav-beta3, altamente expresada en vasos angiogénicos, se ha
visto que no so6lo reduce el crecimiento tumoral, sino que también afecta a la invasividad

local de los carcinomas de mama en humanos (Brooks PC 1995).
Por lo tanto, en conjunto, una menor expresion de E-caderina, una mayor expresion
de integrinas y E-selectina (moléculas de adhesién), y un aumento de la actividad

proteolitica, se asocian a un mayor potencial metastasico en los canceres humanos.

1.7.2.1.3.-Diseminacién tumoral hematdgena y angiogénesis:

Mientras que las neoplasias benignas estdn poco vascularizadas y tienden a crecer
despacio, los tumores malignos estdn muy vascularizados y crecen de forma acelerada
(Folkman J 1987 -1995, Fidler 1J 1994). Esta mayor vascularizacion aumenta también la
probabilidad de que las células tumorales penetren en el torrente circulatorio y generen
metéstasis (Liotta LA 1974, 1976, 1991). Ademas, los vasos neoformados, aunque deriven
de tejidos del huésped circundantes al tumor, guardan sus propias caracteristicas funcionales.
Por ejemplo, los vasos tumorales presentan discontinuidades y estudios ultraestructurales
muestran que sus membranas basales presentan fragmentaciones; esto facilita que los
nutrientes lleguen al tumor y que las células tumorales entren en la circulacion

proporcionando una ventaja para la supervivencia del tumor (Weidner N 1993).

Pero no so6lo la mayor vascularizacion de los tumores es la responsable de esta mayor
capacidad metastasica, sino que también, el hecho de que los neovasos presenten una
composicion celular, estructura, y permeabilidad, diferentes a los vasos normales. Los vasos
neoformados tumorales presentan un didmetro interno desproporcionadamente grande en
relacion al grosor de la pared vascular, asi como una menor cantidad de células musculares
lisas y pericitos. Esto implica una notable delgadez y fragilidad de la pared vascular que

favorece el desarrollo de dilataciones de tipo aneurismatico, un flujo sanguineo irregular con
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zonas de éstasis sanguinea y una elevada permeabilidad vascular facilitando el escape de

células tumorales al torrente circulatorio.

El primer hallazgo cuantitativo de que la intensidad de la angiogénesis en tumores
humanos podria predecir la probabilidad de metastasis fue publicado para melanomas
cutaneos (Srivastava A 1986, 1988).

Estudios mas recientes han mostrado la asociacion entre angiogénesis y metastasis
(Weidner N 1991, 1992; Mc Culloch P et al 1995). Mc Culloch et al, mostraron que la
diseminacion perioperatoria de células cancerosas se relaciona con IMD en el carcinoma de
mama.

Los inhibidores circulantes de la angiogénesis pueden suprimir el subsiguiente
crecimiento de las metéstasis por inhibicion de la angiogénesis local e incremento de la
actividad apoptotica en la poblacion de células tumorales (Folkman J 1995, O’Reilly MS
1994).

Asi pues, no solo la formacion de nuevos vasos predispone a la progresion
metastasica, sino que el propio proceso de angiogénesis en los tumores encierra una
colaboracidn entre células endoteliales y tumorales que aumenta sus posibilidades.

Las células tumorales producen factores de crecimiento paracrino tales como: factor
estimulante de colonias (CSF), factor de crecimiento insulinico 2 (IGF2), bFGF, enzimas
como colagenasas,  urokinasas, y activador del plasmindgeno, que facilitan el
comportamiento quimiotactico invasivo de las células endoteliales, al mismo tiempo que
facilitan también la diseminacion de células tumorales (Fox SB et al. 1993). Por otro lado,
los factores de crecimiento producidos por las células endoteliales vasculares, tales como
bFGF, IGFl, PDGF, GCSF, que actGan como agentes mitégenos, producen una
estimulacion paracrina de las células tumorales. La interleukina 6 (IL6) producida también

por las células endoteliales estimula la motilidad de las células tumorales.

Existe una estimulacion reciproca entre células endoteliales del estroma intratumoral y

las células del parénquima tumoral.
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1.7.3.-Control de la angiogénesis:

1.7.3.1.-Factores angiogénicos

El proceso de la angiogénesis es complejo y estd formado por la sucesion de varios
eventos bioldgicos. Todo empieza por la produccion y liberacion de una serie de factores de
crecimiento angiogénico como respuesta a una sefial bioquimica tisular o estimulo
angiogénico, para iniciar y dirigir la proliferacién y migracién de células endoteliales en el
tejido conectivo (Folkman J 1987). Los factores angiogénicos son producidos tanto por las
células tumorales como por células del estroma, macréfagos y fibroblastos (Takahashi Y
1996).

El control fisioldgico de la angiogénesis es el resultado del balance local entre la
actividad de los factores estimuladores e inhibidores. Ambos pueden ser aislados en tejidos
normales, pero en condiciones habituales en tejidos adultos la actividad inhibitoria es
predominante. Cuando se desarrollan tumores malignos la actividad antiangiogénica de los
inhibidores desciende y aumenta la de los inductores, permitiendo la progresion tumoral
(Volpert OV 1995).

El grado de angiogénesis en un tumor depende también del balance del efecto de los
factores angiogénicos y antiangiogénicos. En las pasadas dos decadas se han descrito mas de
20 factores de crecimiento, citoquinas, y otras sustancias con actividad proangiogénica, asi

como también se han identificado diversos inhibidores.

Ademas de factores promotores e inhibidores de la angiogénesis también participan en

ella componentes de la matriz extracelular y de las interacciones celulares.
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Factores Angiogénicos.

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEFG)
Factor acido y basico de crecimiento fibroblastico (FGF)

Factor de crecimiento celular endotelial derivado de plaquetas (PD-EGF).

Angiogenina.

Factor de crecimiento transformante Alfa, Beta (TGF-a; TGF-b)
Factor de crecimiento epidérmico

Factor de crecimiento hepatocitario (HGF)

Factor de activacion plaquetaria

Factor de necrosis tumoral-A (TNF-a)

Factor granulocitico estimulante de colonias (G-CSF)
Folistatina

Interleucina-1y 8 (IL1, IL-8)

Prostanglandinas E1, E2

Integrinas vasculares Alfa v Beta3

Hormona de crecimiento (somatotropina, GH)
Matriz metaloproteinasas

Factores antiangiogénicos.

Trombospondina (TSP-1)

Angiostatina (fragmento plasminogeno)
Endostatina ( “  colageno XVIII)
Interferon Alfa, Beta, Gamma
Interleucina-12 (1L-12)

Factor plaquetario 4 (FP4)
Angiopoyetina

Inhibidores tisulares

de las metaloproteinasas (TIMP)

1.7.3.1.1.-Factores Proangiogénicos:

La angiogénesis se inicia por la accién de diferentes factores angiogénicos trés la

activacion local de genes activadores y deleccion de sus supresores,

almacenaje.

o0 por liberacion de su

La neovascularizacion tumoral sigue un patrén paracrino por el que las células

tumorales incrementan el crecimiento de las células endoteliales pero simultineamente éstas

favorecen también el crecimiento de las células tumorales mediante la secrecion de factores

como el PDGF, el FGF basico, el IGF-1, IGF-11y diversas citoquinas. En funcion de este

hecho se ha observado un mayor crecimiento de células tumorales siguiendo los capilares, ain

en ausencia de flujo sanguineo.

e Factor de crecimiento endotelial vascular o factor de permeabilidad vascular

(VEGF/VPF):

VEGF es un péptido heparina-binding de 45. 000 daltons

con cinco isoformas

moleculares compuestas de 206-, 189-, 165-, 145-, y 121-aminoéacidos residuales (Neufeld
G 1999). Las isoformas mas cortas VEGF165, VEGF145 y VEGF121, son péptidos
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secretados que pueden actuar como agentes difundibles, aunque una parte del VEGF 165
también se encuentra en la matriz extracelular, mientras que las isoformas mas largas
permanecen asociadas a las células (Neufeld G 1999). Las diversas isoformas de VEGF se
unen a dos receptores Tirosin-Kinasa, VEGFR-1 (flt-1) y VEGFR-2 (KDR/flk-1), los
cuales son expresados casi exclusivamente por las células endoteliales (Neufeld G 1999).

La actuacion del VEGF sobre los receptores endoteliales KDR/FIk-1 regula la diferenciacion,
multiplicacion y quimiotaxis de las células endoteliales (Millauer R 1993). La actuacién
sobre los receptores Flt-1 producird la maduracion y reestructuracion de los vasos
neoformados (Shibaya M 1995).

La mayoria de los tipos de células tumorales producen diversas isoformas de VEGF
simultdneamente pero VEGF 121 y VEGF 165 son normalmente las variantes predominantes
(Neufeld G 1999).

Es uno de los méas potentes factores angiogénicos. Es una citoquina multifuncional
que posee una especifica actividad mitogénica sobre las células endoteliales estando
aparentemente desprovista de dicha actividad en otros tipos de células (Ferrara N 1992) e
incrementa la permeabilidad vascular promoviendo la extravasacion de proteinas plasmaticas
desde los vasos tumorales, sobre todo fibrindgeno y fibronectina (Brown LF 1998),
conduciendo a la formacion de una matriz extravascular de fibrina que permite la invasion de
las células estromales dentro del tumor en desarrollo y proporciona el lecho para los nuevos
vasos (Dvorak HF 1992) . Se ha demostrado experimental y clinicamente que incrementa el
crecimiento tumoral y la angiogénesis (Ferrara 1993 Dvorak HF 1992). Induce la sintesis de
activador de plasmindgeno y la de su inhibidor, asi como del receptor de urokinasa (Guidi
1995).

El VEGF juega un papel central en la regulacion de la angiogénesis tumoral. Induce
angiogénesis “in vivo” y se une a los receptores de células endoteliales de vasos en
crecimiento estimulando la proliferacion y migracion de células endoteliales, es decir,
induciendo la vascularizacion tumoral por un mecanismo paracrino. Directa o indirectamente,
tiene la habilidad de afectar todas las fases de la angiogénesis y es reconocido como uno de

los méas importantes factores angiogénicos. También juega un importante papel en ciertos
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procesos fisiologicos (inflamacion, cicatrizacion).

El VEGF/VPF fué descubierto originalmente por su capacidad para incrementar la
permeabilidad de los microvasos. La hiperpermeabilidad vascular es una caracteristica de la
angiogénesis, que la precede y acompafia, permitiendo la migracion de las células endoteliales

y fibroblastos.

La secrecion de VEGF por las células tumorales es estimulada por la hipoxia (Raleigh
et al 1998, Chiarotto 1999). Como los tumores sélidos crecen en tamafio, las células dentro
de la masa en crecimiento frecuentemente sufren hipoxia por el incremento de la distancia al
vaso mas cercano, Y el que VEGF medie la angiogénesis en respuesta a la hipoxia perece ser
un mecanismo general implicado en el crecimiento de muchos canceres. Recientemente se ha
propuesto la hipotesis de que la hipoxia, empleando como marcador de hipoxia el
pimonidazol (Raleigh et al 1998 Chiarotto 1999), puede inducir la sintesis de VEGF a
través de factores tales como IL-6, factores de crecimiento (epidérmico y gqueratinocitico) y
FNT (Factor de necrosis tumoral) (Cohen 1996), estableciéndose de este modo una relacién
entre apoptosis y angiogénesis, hecho que convertiria la angiogénesis en un regulador

paracrino de este proceso.

La expresion de VEGF por las células tumorales esta también potenciada por la
activacion de oncogenes como el ras (Rak J 1995) o inactivacion de genes supresores
como p53 (Kieser A., 1994) vy por otras citoquinas como el factor Beta transformante del
crecimiento (TGF-B) (Pertovaara L 1994) y 6xido nitrico (Chin K 1997). La inhibicién de
VEGF se ha demostrado que suprime el crecimiento tumoral “in vivo” (Kim KJ 1993).

En muchos canceres la expresion de VEGF en el tumor se ha mostrado como un factor
prondstico indicador de recurrencia o supervivencia, independiente de otros factores clinico-
patoldgicos; asi por ejemplo: el cancer de mama (Linderholm B 1998), carcinoma de
células escamosas de pulmon (Imoto H 1998), colorrectal (Ishigami SI 1998), carcinoma
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gastrico (Saito H  1999), carcinoma escamoso oral y orofaringeo (Smith BD  2000),

leucemia mieloide aguda (Aguayo A 1999).

e Factores de crecimiento fibroblastico (FGF)
e Factor bésico de crecimiento fibroblastico (bFGF):

Es otro factor angiogénico frecuentemente encontrado en los tumores. Es un
polipéptido soluble, heparina binding, de 146 aa, con un 50% de secuencia homologa (140
aa FGF), siendo activo cuando el aa 15 terminal se encuentra excindido. Presenta diversas
isoformas de diferente masa molecular, entre 18 y 24 Kd. Esta producido por diversos tipos
de células tumorales asi como por células de origen neuroectodérmico y mesodérmico.

Posee una accidén mitdgena sobre las células endoteliales, y como el VEGF, es un
potente inductor de angiogénesis (Friesel RE 1995), estimulando tanto la migracion de las
células endoteliales (Tsuboi R 1990), como la proliferacion celular endotelial; por otra
parte, las células endoteliales también producen y liberan bFGF presentando asi también una
accion autocrina.

Ademas de su accion independiente sobre las células endoteliales, bFGF también
actla sinérgicamente con VEGF en la induccion de la angiogénesis (Asahara T 1995). Actla
promoviendo la produccion de VEGF en las células endoteliales (Seghezzi G 1998). La
liberacion de bFGF desde las células tumorales se ha demostrado esta asociado con el cambio
angiogénico (“angiogenic switch”) en el multiescalonado proceso de desarrollo tumoral
(Kandel J 1991), vy anticuerpos monoclonales frente a bFGF se ha visto que inhiben el

crecimiento tumoral (Hori A 1991)

Sin embargo, su actividad mitogena no es especifica; a diferencia del VEGF también
estimula la proliferacion de una amplia variedad de células derivadas del ecto y mesodermo
como células epiteliales y fibroblastos (Gospodarowicz D 1987).

El bFGf estimula la produccion de un activador del plasmindgeno tipo urokinasa y

procolagenasa Y la sintesis y depoésito de proteinas de matriz extracelular con efectos en la
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produccidn de colageno, fibronectina y proteoglicanos.

El bFGF induce la produccién de prostanglandinas E2 por las células endoteliales
microvasculares aumentando la produccion de AMP ciclico y estimulando su proliferacion.
Asi la accion angiogénica de bFGF puede ser eliminada por la administracion sistémica de
medicamentos que inhiben la sintesis de PTG (Fajardo LF 1992).

e Factor acido de crecimiento fibroblastico:
Es otro miembro de la familia de factores de crecimiento fibroblastico que es
expresado por las células tumorales y promueve la proliferacién de células endoteliales
(Folkman J 1987); sin embargo, parece que juega un papel menos importante en la

angiogénesis que el bFGF.

Los estudios sobre el impacto pronéstico de la expresion de bFGF en los tumores son
menos concluyente que los de VEGF (Takanami I 1996; Kitadai Y 1996; Landriscina M
1998, Burian M 1999).

e Factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas (PD-ECGF):

Fue el primero aislado desde las plaquetas (Miyazono K 1987). Puede ser también
sintetizado por las células endoteliales en las que también se encuentran los receptores
funcionales de PDGF (Beitz JG 1991), lo cual sugiere que PDGF es un modulador autocrino
0 paracrino durante la angiogénesis. PDGF puede acelerar la formacion de capilares por la
activacion de células del tejido conectivo, tales como miofibroblastos, en la vecindad de las
celulas endoteliales.

Comparado con VEGF y bFGF, es un agente mitdgeno menos potente sobre las
células endoteliales, pero también estimula el quimiotactismo migratorio de las células
endoteliales (Risau W 1992).

El factor PD-ECGF es expresado en una amplia variedad de procesos malignos

(Griffiths L 1997) aunqgue se ha comprobado que algunas células normales tales como
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macrofagos, células estromales y células de la glia, producen PD-ECGF (Fox SB 1995). Su
expresion en las células tumorales estd modulada por el microambiente tumoral, como la
hipoxia (Griffiths L 1997).

El significado prondstico de la expresion tumoral de PD-ECGF no estd completamente
claro. La mayoria de los estudios muestran una correlacion positiva entre el incremento de
PD-ECGF y tumores avanzados de adverso pronostico (Takebayashi Y 1996, Matsumura
M 1998) en cambio, otro estudio fracasd en encontrar correlacién entre PD-ECGF vy
vascularizacion tumoral (Saito S 2000). En este ultimo estudio una alta expresion de PD-
ECGF en los macrofagos del estroma tumoral fue predictiva de buen prondstico; este hallazgo
fue atribuido al papel de PD-ECGF expresado por las células del estroma en el aumento de la

respuesta immune frente a las células tumorales.

e Factores de crecimiento transformante:

e Angiogenina:

e Angiopoyetina 1:

Ademas de las mencionadas, existen otros factores de crecimiento o citoquinas que se ha
visto estimulan la angiogénesis, como por ej: factor de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento hepatocitario, factor de activacion plaquetaria.

La angiogénesis es un proceso escalonado en el que esta implicado la proliferacion celular,
diferenciacion, migracion, y organizacion en forma de tdbulos. Es probable que las

diferentes moléculas angiogénicas regulen distintos pasos de la angiogénesis (Kumar R
1998).



Introduccién 57

1.7.3.1.2.- Inhibidores de la angiogénesis

El término antagonista de la angiogénesis fue introducido en 1975 por Brem y Folkman.
Todos son capaces de bloguear “in vivo” la angiogénesis y han demostrado actividad

antitumoral.

e Trombospondina:

Es uno de los que ha sido mejor caracterizado. Es una proteina secretada en la matriz
extracelular por macrofagos, células endoteliales y fibroblastos (Taraboletti G et al 1990),
que inhibe la angiogénesis mediante la modulacién de factores angiogénicos. Es un potente
inhibidor natural de la proliferacién y migracion de células endoteliales, asi como de la
adhesividad, motilidad, y actividad proteolitica de las células endoteliales. Sus niveles estan
disminuidos durante la tumorogénesis (Tsuzynski GP 1996, Bussolino F 1997).

La secrecion de trombospondina-1 es estimulada por la presencia del gen p53 (gen
supresor tumoral). De esta forma p53 puede intervenir en la regulacién del fenotipo
angiogénico y la pérdida de su funcién puede contribuir a la progresion del tumor por
descenso de la sintesis de trombospondina-1 (Volpert OV 1995, Gonzalez Palacios F 1997).

e Angiostatina:

Es un fragmento del plasmindgeno de 38 KD (O’Reilly MS 1994) que impide la
degradacién de la matriz extracelular (Bussolino F 1997). Fue introducida por Folkman en
1972.

e Endostatina:

Es un fragmento del coldgeno XVIII (O’Reilly MS 1997). Su mecanismo de

inhibicion de la angiogenesis es similar al de la angiostatina y, al igual que ella, es capaz de
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producir regresion de tumores en animales de experimentacion (O’Reilly MS 1997).

En base a la observacion clinica de que tras la extirpacion del tumor primario se
producia un rapido desarrollo de metéstasis a distancia se postulé que el tumor primario
puede producir factores antiangiogénicos tales como angiostatina y endostatina, que inhiben

el crecimiento de las metastasis (Folkman J 1972).

1.7.3.2.-Factores de matriz extracelular y de adhesion celular.

Junto a las citoquinas que podrian considerarse especificas, ya que actuan
directamente sobre las células endoteliales, existen otras moléculas que de forma inespecifica

se encuentran implicadas en la angiogénesis:

A/Las enzimas proteoliticas: sobre todo las metaloproteinasas, fundamentalmente la

MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9 (gelatinasa B), que actuarian degradando la matriz
extracelular (Kim TS 1999).

B/La E-selectina: por un lado facilitara la migracion de las células endoteliales y por
otro permite la union de las células tumorales a las células endoteliales en los capilares de los
6rganos predispuestos a metastasis. Se ha visto que sus niveles estdn mas elevados en
pacientes con cancer colorrectal con metastasis hepaticas que en pacientes sin metastasis
(Wittig BM 1996; Brodt P 1997).

Cl/Las integrinas alfa y beta: tienen un papel predominante en la angiogénesis ya que

sin su presencia (mediante la administracion de un antagonista, LH609) se produce la
apoptosis de las células endoteliales de los vasos neoformados blogueando el crecimiento

tumoral e induciendo la regresion tumoral (Eliceiri BP 1998).
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La activacion de la sintesis de MMP-2 estd mediada por los receptores de integrinas,
especialmente Alfa 2 Betal. En otros sistemas, Alfa v Beta 3 han sido también implicados en
la iniciacion de la sintesis de MMP-2 (Haas et al 1998).

Estas enzimas proteoliticas  producidas tanto por las células tumorales como por
células del estroma peritumoral han adquirido un gran interés en la presente década. Esto es
debido a su potencial papel en la degradacion de la matriz extracelular y membranas basales,
facilitando asi la invasion tumoral y las metastasis, que son aspectos absolutamente claves en
la historia natural del cancer (Gottesman M 1990, Liotta LA 1991).

Las enzimas proteoliticas que estan implicadas en los carcinomas humanos pertenecen

a cuatro diferentes grandes familias: metaloproteinasas, aspartil-proteinasas,  serin-

proteinasas y cistein-proteinasas.

A/ Metaloproteinasas de la matriz:

Son una familia de endopeptidasas extracelulares dependientes de zinc que
selectivamente degradan componentes de la matriz extracelular. Estas enzimas estan
producidas tanto por las células tumorales como por las células del tejido conectivo normal
(macréfagos y células endoteliales).

Todas las MMP son inhibidas por una familia especifica de proteinas que se
denominan inhibidores tisulares de MMP (TIMP) (Matrisian LM 1990). La activacion de
MMP-9 depende de su relacién molar con su inhibidor (TIMP). La MMP-9 se activa si la
relacion MMP-9/TIMP es mayor de 1:1.

Los niveles de expresién de los genes de las MMPs son normalmente bajos; las
enzimas son inducidas en diversas situaciones, tanto fisiologicas (cuando se requiere de la
remodelacion de la matrix extracelular (MEC), participando en los procesos de remodelacién
tisular, embriogénesis-parto, cicatrizacion y angiogénesis entre otros), como patolégicas,
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por ej: artritis rematoidea, enfermedad periodontal, esclerosis multiple, enfermedades

cardiovasculares y alteraciones hematoldgicas, pero sobre todo, en las neoplasias.

Sin duda, el aspecto que ha generado mayor interés en investigacién clinica es el papel

de las MMPs en la fisiopatologia tumoral: Angiogénesis / Invasividad tumoral / y Metastasis.

Dentro de este extenso grupo, las metaloproteasas que mas se han relacionado con los
procesos de invasividad tumoral y metéstasis son aquellas que degradan especificamente el
colageno tipo IV: gelatinasa A (MMP-2), gelatinasa B (MMP-9), estromelisina 1 (MMP-3)
y estromelisina 2 (MMP-10). Las MMPs producidas por las células endoteliales son: MMPL1,
MMP2, MMP-9 y MT-1-MMP. De éstas, la MMP-2 y MT-1-MMP son las méas estudiadas

por su papel en la angiogénesis.

-MMPs y Angiogeénesis:

Hoy dia es aceptado que la invasividad y capacidad metastasica de las células
tumorales es un fenédmeno “multi-step” (escalonado) que implica la degradacion de la matriz
extracelular (MEC) asi como modificaciones en la adhesion y movilidad de las células

tumorales.

Como es sabido, la angiogénesis es un proceso complejo y dindmico, que requiere de
la proliferacion de las células endoteliales desde vasos preexistentes, de la ruptura de la
matriz extracelular, y de la migracion de las células endoteliales; por lo que el crecimiento y
desarrollo de los vasos sanguineos dentro del tumor requiere de algunos de los mismos
factores que son cruciales para la invasion de las células tumorales. Las metaloproteinasas

juegan un papel central en todo este proceso (Vihinen P 2002, Cox G 2001).
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La actividad de las MMPs es un acontecimiento temprano en la respuesta angiogénica,
sin embargo, las MMPs pueden tanto:
1. Facilitar la angiogénesis.

2. Generar inhibidores de la angiogénesis.

La proteolisis de la matriz extracelular es un prerrequisito para la angiogénesis y las
MMPs activas (especialmente MMP-2) estdn presentes en los vasos sanguineos en el
escenario angiogenico. Sin embargo, se ha comprobado que diversas MMPs (MMP-12,
MMP-7, MMP-9, MMP-3) son capaces de realizar la proteolisis del plasmindgeno y formar
angiostatina, un inhibidor endégeno de la angiogénesis, el cual especificamente inhibe la
proliferacion de las células endoteliales (O’Reilly MS 1999, Patterson BC 1997).

1/Facilitar la angiogénesis:

Las MMPs estan implicadas en mucho mas que en la ruptura del tejido conectivo
necesaria para la nueva formacion vascular. También actian promoviendo la angiogénesis
mediante la regulacion de la adhesion, proliferacion, migracion y crecimiento de las

células endoteliales (Haas et al 1998), bien directamente o indirectamente mediante:

e Liberacion de factores proangiogénicos (Vu TH et al 1998).

e Destruccion de inhibidores de la angiogénesis (Vu TH et al 1998).

Los inhibidores de las MMPs, tanto enddgenos como sintéticos, inhiben la respuesta

angiogénica tanto “in vitro” como “in vivo” (Anand-Apte B1997, Hiraoka N 1995).

Existe una completa coordinacion entre las MMPs vy las moléculas de adhesion celular (B-

catenina/E-cadherina, Integrinas y Citogquinas) con objeto de facilitar los movimientos de las

células endoteliales, también de las células tumorales, a través de la matriz extracelular
MEC

Giannelli G et al 1997, en sus estudios en las células epiteliales de mama vieron que la

accion selectiva de la MMP-2 sobre la laminina-5 (proteina constituyente de las membranas
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basales a la que las células endoteliales se adhieren e interactian a través de las integrinas)
daba lugar a una molécula de laminina-5 escindida, que muestra un locus (oculto previo a la
accion de MMP-2) que permite que éstas células adquieran motilidad, estimulandose asi su
migracion.

Estos hallazgos sugieren que productos de degradacién de la matriz extracelular podrian

influir en el comportamiento de las células endoteliales.
2/Generacion de inhibidores de la angiogénesis (Angiostatina/Endostatina):
Recientemente se ha comprobado otro interesante papel en la actividad de las MMPs,

y es el de ser las principales proteasas responsables de la generacién de un potente inhibidor
de la angiogeénesis: la angiostatina (Cornelius LA 1998, Patterson BC1997). Las MMPs

pueden degradar el plasminégeno y generar un fragmento NH2-terminal, denominado
angiostatina, que inhibe la proliferacion de las células endoteliales. Entre éstas MMps se
incluyen:  MMP-3, MMP-7, MMP-9 y MMP12. La MMP-12 es la méas potente en la
generacion de angiostatina (Cornelius LA 1998, Dong ZY 1997).

Otro inhibidor de la angiogénesis recientemente identificado es la endostatina,

fragmento proteolitico del colageno XVIII que también puede ser generado por la actividad de
las MMPs (O"Reilly MS 1997).

1.7.4.- Determinacion de la angiogénesis

Entre los parametros que directamente reflejan la angiogénesis tumoral tenemos:
1. Densidad microvascular intratumoral (IMD).
2. Fraccion de proliferacion endotelial.
3. Grado de cobertura pericitica de los microvasos en los tejidos tumorales.
4. Métodos complementarios.
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1.7.4.1.- Cuantificacion de angiogénesis (Densidad vascular intravascular):

La cuantificacion de microvasos (capilares y pequefias vénulas) en secciones
histologicas de los tumores, mediante microscopia Optica, es una forma de valorar la
angiogénesis tumoral que ha sido asociada con la capacidad de metastasis en varios tipos de

neoplasias, asi_como la supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

Para la identificacion de los microvasos  generalmente se wusan técnicas
inmunohistoquimicas con anticuerpos monoclonales para marcar las células endoteliales.
Dentro del amplio rango de anticuerpos especificos endoteliales humanos disponibles
actualmente distinguimos dos categorias: los marcadores celulares pan-endoteliales y los
anticuerpos frente al endotelio activo/proliferante. Ademas de las células endoteliales, otros
constituyentes de la pared vascular pueden tedricamente ser utilizados para visualizar el grado
de vascularizacion intratumoral. Entre ellos distinguimos: los pericitos (indice de cobertura

por pericitos), y componentes de la lamina basal.

Entre los anticuerpos que detectan antigenos endoteliales formalina-resistentes
tenemos los anticuerpos frente al factor de von Willebran (VWF), también denominado
antigeno relacionado con el FVIII, y marcadores de superficie celular como CD31 (molécula
de adhesion celular endotelial-plaquetario o PECAM) (Parums DV 1990) y CD34 (antigeno
de célula progenitora del sistema hematopoyético humano) (Schlingeman RO 1990, Fina L
1990).

El factor de von Willebrand esté localizado en el citoplasma de las células endoteliales
vasculares y tiene un importante papel en la adherencia y agregacion plaquetaria (Fajardo LF
1989).

CD31 es una glicoproteina de membrana que forma parte de la familia de las
moléculas de adhesion (Parums DV 1990). Esta expresada en todas las células endoteliales,
incluyendo capilares, sinusoides, vasos largos, Yy durante la diferenciacion de las células
mielomonociticas (Kuzu | 1992).

CD34 es una proteina transmembrana que esta presente tanto en las células

progenitoras hematopoyéticas como en las células endoteliales (Fina L 1990). Su molécula se
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encuentra asociada con microprocesos endoteliales de los brotes vasculares, lo que sugiere
que interviene en la adhesion celular y migracion (Schlingeman RO 1990).

Todos estos anticuerpos han sido usados para reconocer tumores de origen vascular, y
de ellos el antiCD31 y el antiFVIIIAg han sido los mas usados para la identificacion de
microvasos en carcinomas.

Los Ac antiCD31 son superiores en secciones de parafina (Fox SB 1995). EL factor
de vonWillebrand y el CD34 presentan el inconveniente que marcan una proporcion de vasos
linfaticos; y aunque se asume que las neoplasias no forman nuevos vasos linfaticos (Van
Netten JP 1995), el marcaje de vasos linfaticos preexistentes puede inducir falsos positivos
en el contaje microvascular. El factor VIII también tiene el inconveniente de que tampoco tifie
parte de los endotelios capilares de los tejidos tumorales (Vermeulen PB 1995).

Horak et al, observaron que CD31 es mas sensible que el factor VIII para el recuento
de microvasos. Sin embargo, existe una estrecha correlacion entre los marcadores con CD31
y factor VIII, sugiriendo que ambos son métodos fiables de cuantificacion de angiogénesis en
tejidos tumorales (Toi M et al 1995 en el cancer de mama, Vermeulen et al 1995 en el
cancer colorrectal).

CD31 y CD34 pueden tener reacciones cruzadas con fibroblastos y CD31 también
reacciona con las células plasméticas y mielomonocitos (Kohlberger PD et al 1996). Esta
falsa sefial de CD31 en ceélulas inflamatorias podria llevar a confusion en la cuantificacion
vascular, pero puede ser facilmente soslayada basandose en diferencias de tipo morfoldgico
entre ambos tipos de celulas. Otra desventaja del marcaje con CD31 es la frecuente pérdida
antigénica debido a las fijaciones que contienen acido acético.

Un anélisis reciente de IMD en cancer de mama sugiere que el anti-CD34 puede ser el
anticuerpo mas reproducible y seguro para estudios de rutina (Martin L 1995). Hasta que esto
no sea comprobado en otros tipos de tumores, puede ser de utilidad el uso combinado de anti-
CD31 y anti-CD34 (Vermeulen PB et al 1996).

Para Axelssen 1995 y Siitonen 1995, tras comparar los resultados con tres anticuerpos
(factor VIII, CD31 y CD34), CD34 y factor VIII muestran mejores resultados que el
antiCD3L.
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Los anticuerpos anti-membrana basal, como anti-colageno IV, o contra paredes de
microvasos con antivimentina, no parecen éptimos por su baja especificidad y sensibilidad
(Fox SB et al. 1995).

Aungue se ha encontrado una asociacion positiva con el riesgo de desarrollar
metéastasis en diferentes tumores, la determinacion de IMD usando marcadores celulares pan-
endoteliales puede no ser un representante preciso de la dindmica capacidad angiogénica de
los tumores. Se han determinado distintos anticuerpos con capacidad de inmunomarcaje del
endotelio activo p. ej TEC-11, E9, EN 7/44, 4A11, H4/18, FB5. Los més selectivos para el
mismo son los anticuerpos 4A11 y H4/18 (Augustin HG 1994, Ruiter DJ 1989). Pero
desafortunadamente la mayoria de los correspondientes antigenos de estos selectivos
marcadores frente al endotelio proliferante se pierden durante los procesos de fijacion e

inclusion en parafina.

Métodos convencionales para la determinacién de la densidad microvascular

intratumoral (IMD)

e Determinacion de IMD en las “hot spots’™ de acuerdo al método de Weidner et al.

Ya que la IMD en secciones histoldgicas tumorales es heterogénea, Weidner en 1991
planted realizar el recuento de vasos sanguineos en las zonas calientes (areas del tumor
que contienen mayor cantidad de neovascularizacion) o “hot spot”.
Las razones para deternimar IMD en esas areas son multiples:
1/Desde un punto de vista practico, dada la heterogeneicidad tumoral,
la obtencion de una valoracion global reproducible de IMD implica la
evaluacion de una gran extension del area tumoral.
2/Desde un punto de vista fisiopatologico, las areas vasculares “hot
spot” derivan de los clones de células tumorales con mayor capacidad
angiogeénica, y seran estas células las que predominantemente entraran
en la circulacion, influyendo mas en el comportamiento del tumor por

su mayor probabilidad de dar metéstasis vascularizadas.
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Vermeulen et al 1995 observaron el doble de proliferacion de células
endoteliales en las areas vasculares “hot spot” del cancer de colon comparado con

areas tumorales no seleccionadas.
Asi pues, la determinacion de estas regiones es critica a la hora de establecer la

potencial asociacién entre progresion tumoral y angiogénesis; sin embargo este es el

punto mas subjetivo de todo el proceso por ser observador - dependiente.

Proceso para el contaje microvascular intratumoral.

1° | Examinar todas las secciones marcadas con hematoxilina-eosina y selecionar las que
muestren un generoso componente invasivo tumoral

2° | Tomar los bloques de las correspondientes secciones seleccionadas y realizar cortes de
unas 5 micras de espesor para inmunotincion.

3° | Inmunotincion de la seccién con un marcador endotelial para poder determinar la
densidad microvascular (p. ej: anti-F8Ag, anti-CD31, antiCD34, etc).

4° | Escanear las secciones inmunotefiidas con microscopia éptica a baja magnificacion
(10-100x)para seleccionar las areas “hot spot”

5° | Realizar a mayor aumento (200x, que corresponde a un tamafio de campo de 0.74mm)

recuento de todos los vasos contenidos en esas areas “hot spot”. Nota: De acuerdo con
Weidner 1991, cualquier célula endotelial individualmente inmunotefiida, o grupo de
células que puedan claramente separarse de microvasos adyacentes, células
tumorales y de otras estructuras del estroma, deben ser consideradas microvasos
contables. La existencia de luz vascular no es requisito. Weidner no entra en
consideraciones de calibre vascular para considerar un vaso contable o no.

Graduacion de IMD

Consiste en una determinacion semicuantitativa de la densidad microvascular,
trasladando los valores continuos de IMD a valores categdricos en una escala
de tres grupos (+1 a +3), lo que resulta méas fécil y rapido, pero

inevitablemente conlleva pérdida de informacion.
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Diversos estudios han encontrado una correlacion positiva entre la determinacion de
densidad microvascular por métodos cuantitativos y semicuantitativos y comprobado que
ambos eran predictores estadisticamente significativos de supervivencia global (SG) y
supervivencia libre de enfermedad (SLE) (Guidi AJ 1994, Weidner N 1992).

Fox et al 1995 realizaron un estudio comparativo de densidad microvascular en cancer
de mama comparando su determinacion por CIAS (anélisis computarizado de imagen) y con
gradiente semicuantitativo, encontrando una amplia correlacion en cuanto al area luminal, y
una menor correlacion con el perimetro y el nimero de vasos, sugeriendo que el investigador
cuando realiza el gradiente se guia fundamentalmente por el area total de vascularizacion

tumoral mas que por el nUmero de microvasos considerados aisladamente.

e Recuento segun método de Chalkley (Chalkley H 1943).

Fue introducido por Chalkley H 1943. Este método también implica escanear el
tumor a baja magnificacion para identificar las areas que dan la impresién de
contener el maximo ndmero de microvasos, Yy a una magnificacion mayor
(200-250x), se rota una reticula ocular que contiene 25 sefiales posicionales
dispuestas al azar, hasta que el maximo nimero de puntos esta dentro del area
vascular “hot spot” y en lugar de contar microvasos individuales se cuenta el

numero de puntos superpuestos.

Fox et al 1995 en un estudio piloto en cancer de mama encontraron una significativa
correlacion entre los métodos de Weidner y Chalkley. Ambos métodos, en el estudio de Fox
en cancer de mama y en el de Dickinson AL 1994 en cancer de vejiga, proporcionaban

informacion prondstica independiente.

Gasparini G et al 1996 en un estudio multicéntrico encontraron que en el analisis
multivariante, el score Chalkley poseia una gran significacion como predictor independiente
de resultados. Este estudio sugiere la validez del uso del método Chalkley para comparar las

determinaciones de angiogénesis con intencion prondstica entre distintos centros. Sin
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embargo, con este método sigue siendo necesario realizar el paso mas observador dependiente,

la seleccion de las areas “hot spot”.

e Analisis Computarizado de Imagen (CIAS):

Desde finales de la década de los 70 y principios de los 80 el estudio
anatomopatoldgico se ha visto enriquecido por la aparicion de métodos que permiten objetivar
y cuantificar caracteristicas morfoldgicas celulares. Dentro de estas nuevas técnicas se
incluyen: morfometria, citofotometria, citofluorometria de flujo y el anélisis de imagen; las
cuales permiten medir lo que hasta ese momento s6lo podia valorarse comparativamente
permitiendo transformar la patologia cualitativa tradicional en patologia cuantitativa.

El andlisis computerizado de imagenes supone un intento de evitar la influencia de

factores subjetivos, agilizar los estudios y mejorar la fiabilidad.

Andlisis de imagen. Conceptos generales:

Imagen es una representacion en dos dimensiones de una funcion de transmision dptica
de la luz. Esté constituida por un conjunto de puntos que se distribuyen en dos dimensiones
del espacio. Por tanto, es una fraccion bidimensional de intensidad de luz f (X, y), siendo x ey
las coordenadas espaciales.

El término de “analisis de imagen” puede definirse como la medicion cuantitativa en
cito e histopatologia empleando sistemas informaticos que tienen la capacidad de representar
cada punto de la imagen real con valores numéricos distribuidos en un eje de coordenadas,
sobre los cuales pueden aplicarse complejas operaciones matematicas permitiendo la
reproduccion de la imagen, su manipulacion y almacenamiento (Marchievsky et al. 1987,
Linder 1992).

Componentes del sistema de analisis de imagen:

Los componentes basicos de un sistema de analisis de imagen computerizado son
(Marchevsky 1986):
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1. Sistemas de captacion y visualizacion de la imagen (incluyen una videocdmara y un
videomonitor.)

2. Un ordenador que consta de un hardware especializado, que incluya un sistema
convertidor de sefiales analdgicas en digitales y de digitales en analdgicas, un sistema
amortiguador y un hardware auxiliar.

3. Un sistema de almacenamiento.

Algunos sistemas de analisis de imagen integran el “software” y el “hardware” como el
IBS2000 (Refie 1987). En nuestro estudio hemos empleado el programa de analisis
matematico de imagen Visilog (visilog 4. User’s guide; 1991), adaptado a un equipo

convencional hardware compatible.

Fases del andlisis de imagen computerizado. ’

El proceso de andlisis computerizado consta de las siguientes fases (Erler 1993, ’
Marchevsky 1993):

1-Captacion y digitalizacion de la imagen.
2-Procesamiento. Las fases del procesamiento son:

e 2.1/ Realce de laimagen.

e 2.2/ Restauracion.

e 2.3/ Segmentacion.

e 2.4/ Umbralizacion.

e 2.5/ Morfologia matematica.

3-Andlisis de datos.

Aplicaciones del anélisis de imagen.

En el campo de la neovascularizacion tumoral se pretende la obtencion de imagenes
histoldgicas con un patron lo méas neto posible mediante programas de andlisis informaticos

que permitan la delimitacion de estas estructuras de las vecinas en las imagenes digitalizadas.
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La incorporacion de dichas técnicas a la anatomia patoldgica representaria una serie
de ventajas tales como: la reduccion del costo de los procedimientos diagnosticos, y la

obtencion de un sistema experto capaz de realizar diagnosticos automatizados.

El contaje semiautomaético se considera el método mas objetivo para determinar IMD
proporcionando una mayor exactitud, fiabilidad y reproducibilidad; ademas de la gran ventaja
de proporcionar pardmetros morfoldgicos adicionales:

e NuUmero de vasos dentro de cierto rango de dimensiones.
e Area vascular.
e Perimetro vascular.

e Porcentaje de area inmunomarcada por campo...

Barbereschi M et al 1995, encontraron en un estudio de 91 pacientes con cancer ductal
infiltrante de mama sin afectacion ganglionar (N-) que tanto la determinacién del nimero de
vasos, como del area vascular media mediante CIAS, estaban independientemente asociados
con la supervivencia libre de enfermedad, proporcionando algunos indicios de que el valor
pronodstico de la determinacion del AVM (area vascular media) es menos dependiente de la
experiencia del observador que el hallazgo de las areas “hot spot”. Asi pues, el CIAS puede

ser de ayuda al patélogo no familiarizado en la determinacién de la angiogénesis.

En conclusion: CIAS proporciona informacion adicional de la morfologia de la
vascularizacion tumoral. La mayoria de los estudios parecen indicar que el area vascular
media (AVM) y PVM (perimetro vascular medio) son un reflejo cuantitativo del grado de
eventos fisiopatoldgicos implicados en la angiogénesis de los tumores en progresion. La
integracion de IMD, AVM y PVM, con informacién del estado de actividad del endotelio
tumoral puede proporcionar una valoracion mas dindmica del comportamiento vascular de los
tumores (Charpin et al. 1999, Simpson JF et al 1996).

El CIAS puede ser introducido como el método mas objetivo para la cuantificacion de
microvasos y eventualmente para realizar seleccion automatica de las areas “hot spot”.

Charpin C etal. 1995y Belien et al. 1999, han desarrollado un programa usando un
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microscopio monitorizado en interfase con el sistema de analisis de imagen, escaneando la
seccién tumoral entera para la identificacion automatica de las zonas “hot spot” y asi realizar
un contaje microvascular mas objetivo, solventando el problema de la subjetividad en la

determinacion de las areas “hot spot”.

Aparte del contaje microvascular, la determinacion de la medida de la proliferacion de
células endoteliales (ECP) y del recubrimiento pericitico reflejan el estado funcional del lecho

microvascular.

1.7.4.2.- Proliferacién de células endoteliales (ECP):

Esta técnica permite la determinacion simultdnea de células endoteliales y células
tumorales proliferantes (TCP) mediante doble immunomarcaje con anticuerpos directos frente
a las células endoteliales y células tumorales proliferantes. La razon TCP/ECP refleja
ampliamente el grado de crecimiento tumoral angiogénico independiente. Asi ECP puede ser
de interés a la hora de seleccionar los tumores para la aplicacion de esquemas de

tratamiento que inhiben el crecimiento de los vasos sanguineos.

1.7.4.3.-Porcentaje de recubrimiento pericitico:

Eberhard et al 2000, midieron los indices de recubrimiento de los microvasos por los
pericitos en seis tipos distintos de tumores malignos en humanos mediante marcaje
simultaneo de las células endoteliales (anti CD34 o anti-v-vWF) y de las células murales (anti-
alfa-actina musculo liso), y observaron indices muy dispares entre los distintos tumores p. €],
del 10% en glioblastomas (valor medio), hasta un 70% en cancer de colon y un 60% en el
corpus rubrum del ovario (una fase de alta actividad angiogénica fisiolégica dentro del
desarrollo folicular). Encontrando pues, una aparente ausencia de correlacion entre la fraccion
de proliferacion de células endoteliales y bajos indices de cobertura de pericitos,
probablemente basada en las diferencias pre-existentes en cuanto a los indices de cobertura de
pericitos en los tejidos normales circundantes de los distintos tipos de tumores. Asi, los datos

de cobertura pericitica deben sélo ser interpretados manteniendo en mente los indices de
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cobertura del correspondiente parénquima normal.

El remodelado de los vasos sanguineos de la retina es sélo posible en la vida postnatal en
ausencia de cobertura pericitica (Benjamin LE 1998). Esta observacion tiene importantes
implicaciones para el tratamiento anti-angiogénico. Benjamin et al 1999, han comprobado que
la ablacion androgénica de los tumores de prostata conduce a una disminucién de los niveles
de VEGF dentro del tumor, induciendo selectiva regresion de los microvasos que no poseian
cobertura pericitica. Asi, se puede concluir que parametros de maduracion de los vasos
sanguineos pueden predecir la eficacia de un tratamiento anti-VEGF a la hora de reducir la

masa tumoral en pacientes considerados individualmente.

1.7.4.4.-Métodos complementarios para determinar el potencial angiogenico de los

tumores.

1.7.4.4.1.-Marcadores histopatoldgicos sustitutivos de la actividad angiogénica de los

tumores:

e Focos de fibrosis:

Un foco de fibrosis es definido como un &rea cicatricial que reemplaza necrosis en el
centro de un carcinoma. Fue propuesta en 1996 por Hasebe et al como un indicador de
agresividad tumoral en los carcinomas invasivos ductal infiltrante de mama. Aparece como un
centro esclerético que se expande radialmente y que consta de sueltas, densas, o hialinas
bandas de colageno, y un nimero variable de fibroblastos. El tejido el&stico puede ser muy
abundante. Los focos de fibrosis mas pequefios de 3mm de didmetro no suelen contener
células tumorales, mientras que los mayores algunas veces. En el cancer de mama la
presencia de un foco de fibrosis se ha visto que predice alta densidad microvascular y una alta
fraccion de células endoteliales proliferantes (Jitsuiki Y 1999, Colpaert C 2001). Y, aunque
se requieren estudios confirmatorios, parece que la presencia de un foco de fibrosis esta
significativamente asociada con recaida precoz a distancia en pacientes con cancer de mama
N- (Colpaert C 2001).
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e Patrén de crecimiento de los tumores:

Distinguimos entre patron infiltrativo y expansivo. Se han visto que los distintos patrones
de crecimiento presentan distintos perfiles angiogénicos  (Pezzella F 1997 y 1996,
Vermeulen PB 2001, Colpacrt C 2001).

Otro prometedor marcador inmunohistoquimico de grado de crecimiento tumoral
dependiente de angiogénesis puede ser: la expresion factor inducible por la hipoxia HIF-1

(Zhong H 1999, Talks KL 2000).

1.7.4.4.2.-Otros marcadores sustitutivos de la actividad angiogénica de los tumores:

La principal desventaja de los marcadores sustitutivos histolégicos es la inherente

inter-observador variabilidad. Otros acercamientos mas objetivos pueden ser:

e Cuantificacion por citometria de flujo de las células endoteliales circulantes

(Monestiroli S et al 2001).

e Cuantificacion de la expresion de factores angiogénicos en los tejidos:

En diversos estudios se ha visto que la expresion de altos niveles de VEGF en tejidos
tumorales se asocia significativamente a pobre prondstico y pobre beneficio del tratamiento
adyuvante convencional (Gasparini G 1997 y 1999, Eppeberger U 1998, Linderholm B
1999).

e Determinacion de niveles circulantes de factores angiogénicos:

Como la mayoria de los factores angiogénicos son péptidos solubles y difusibles, los
niveles circulantes de factores angiogénicos deberian tedricamente reflejar la actividad
angiogénica del tumor. Su determinacion tiene potenciales ventajas comparado con la

evaluacion de la actividad angiogénica en los tejidos tumorales (Poon et al 2001):
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Determinacion de los niveles circulantes VEGF:

Los estudios en los canceres gastrointestinales han indicado consistentemente el valor
prondstico de los niveles circulantes de VEGF. El cancer colorrectal ha sido el mas
ampliamente estudiado en este sentido (Dirix et al 1996, Kumar et al 1998, Takeda
A 2000).

Con muy pocas excepciones, los estudios realizados de los niveles circulantes de
VEGF en los distintos canceres, muestran una correlacion positiva de altos niveles en
plasma o suero de VEGF con avanzado estadio tumoral y pobre supervivencia.

Por otra parte, las discrepancias pueden ser debidas, al menos en parte, a la ausencia

de estandarizacion de la fase pre-analitica.

Determinacion de los niveles circulantes de bFGF:

La elevacién en suero y orina de bFGF ha sido documentada en una amplia variedad
de neoplasias desde 1990 (Fujimoto K 1991, Nguyen M 1994). La significacion
clinica de la elevacion de los niveles circulantes de bFGF en relacion al estadio
tumoral y pronostico es mas controvertida, comparado con lo documentado para
VEGF (Landriscini M 1998; Dirix LY et al 1996, Davies MM 2000).

1.7.5.-Terapia antiangiogénica

Su fundamento estriba en que si el crecimiento y progresion de tumores solidos esta
estrechamente relacionado con la neovascularizacion, la interrupcion de dicho proceso
mediante factores inhibidores de la angiogénesis puede representar una pauta de tratamiento
novedosa y selectiva.

A diferencia de los compuestos citotoxicos empleados en la actualidad, no estaria
encaminada a la eliminacién de células tumorales, sino a evitar su malignizacion, retrasando
el crecimiento tumoral y la formacion de metéstasis, evitando su formacion e inhibiendo las
ya existentes. Por otra parte el mantenimiento de este estado no angiogénico aumentaria la

posibilidad de eliminacién de las células tumorales mediante la induccion de apoptosis 0



Introduccion 75

activacion del sistema inmune (Sarraf 1991, Ravi 1998).

Asi pues, al centrar su actividad fundamentalmente sobre las células endoteliales
vasculares, en lugar de células tumorales o de otras lineas celulares con alta tasa de
proliferacion, las terapias antiangiogénicas presentan tedricamente un perfil de toxicidad
mucho mas favorable, en especial en lo relativo a la mielosupresiéon, uno de los tipicos

factores limitantes de los antineoplasicos convencionales.

La complementariedad de los objetivos farmacoldgicos, sus perfiles de toxicidad
mucho mas benignos y la incapacidad aparente para inducir resistencia tumoral, hacen de los
inhibidores de la angiogénesis unos candidatos ideales para tratamientos combinados con los
agentes quimioterapicos convencionales, permitiendo mejorar la eficacia de los tratamientos
anticancerosos o, al menos, reducir la incidencia de sus graves efectos adversos, que tanto

pueden llegar a deteriorar la calidad de vida del paciente canceroso.

1.7.5.1.-Estrategias utilizadas para el disefio de agentes antiangiogénicos:

e Blogueo de los factores angiogénicos:

1. Anticuerpos monoclonales anti-VEGF.

2. Inhibicidn de la produccién de VEGF y bFGF con interferdn alfa.

3. Bloqueo de los receptores endoteliales para el VEGF y bFGF con farmacos de
sintesis: SU5416 y SU6668.

e Inhibidores naturales y sintéticos de la angiogénesis:

Endostatina, angiostatina, trombospondina 1, TNP-470, talidomida y taxol.

e Blogueo de las moléculas que permiten a los vasos invadir tejidos adyacentes:

En este apartado se encuentran fundamentalmente los inhibidores de las

metaloproteinasas: marimastat, neovastat, batimastat, etc.

e Incapacitar a las células endoteliales para la formacidn de nuevos vasos:

En este apartado los esfuerzos se han dirigido al bloqueo de las integrinas, bien
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mediante anticuerpos monoclonales antiintegrinas  (Vitaxin), o farmacolégicamente
EMD121974 (Gasparini G 1999).

e Una nueva forma de terapia antiangiogénica es la genética:

Utilizando vectores virales se introducirian falsos receptores del VEGF o de la

angiopoyetina, secuestrando estos inductores de la angiogénesis (Folkman J 1998).

La combinacion de agentes antiangiogénicos y citostaticos aumenta la actividad de
ambos (Kakeji Y 1997).

Todos los agentes conocidos que poseen como blanco el ciclo celular, en teoria,
inhiben el crecimiento tumoral por ambos mecanismos: produciendo la muerte de las células
cancerosas e indirectamente, inhibiendo la estimulacion angiogénica e inhibiendo la
proliferacion de las células endoteliales. Esto ha sido experimentalmente verificado por
ejemplo para los taxanos, una nueva familia de agentes anticancerosos (Belotti D 1996).

Actualmente se estan investigando méas de 35 agentes anti-angiogenicos en ensayos

clinicos. Ellos pueden ser clasificados de acuerdo con su blanco para inhibir la angiogénesis.

La metodologia del ensayo clinico, con los agentes antiangiogénicos,  difiere
sustancialmente a la empleada con los quimioterapicos actuales. La principal diferencia estriba
en la definicion de los pardmetros de eficacia o “endpoints” de los ensayos clinicos, que en el
caso de los farmacos antiangiogénicos no se centrarian tanto en la respuesta especificamente
tumoral (especialmente de su tamafio), sino en una respuesta mas global del tratamiento,

como la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.
1.7.5.2.- Determinacion de la eficacia de la terapia antiangiogénica.
La determinacion de la respuesta tumoral a los agentes anti-angiogénicos por métodos

clasicos (p. ej métodos de imagen, examen clinico) puede ser inapropiada, pero sigue siendo

mandatoria. Inicialmente, el interés se ha centrado, para monitorizar la respuesta al
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tratamiento, en el uso de determinaciones en suero o plasma de los niveles de los factores de
crecimiento importantes en la angiogénesis p. ej. bFGF o VEGF (Wynendaele W 1999,
Fuhrmann-Benzaken 2000). Sin embargo, diversos estudios han fracasado en demostrar un
paralelismo seguro entre la respuesta tumoral usando terapias antiangiogénicas y aumentos o
descensos de tales marcadores (Jones H 1999). Se han usado métodos de imagen (RNM,
PET) no invasivos para estudiar directamente la vascularizacion o flujo tumoral asi como los
neo-vasos (Young H 1999, Pham CD 1998).

1.7.5.3.-Objetivos de la terapia antiangiogénica

Los farmacos antiangiogénicos pueden ser usados tanto con intencién paliativa como

curativa o preventiva.

Intencidn paliativa:

La mayoria de las terapias antiangiogénicas se estdn desarrollando actualmente con
esta intencion. Su potencial para inhibir cualquier crecimiento sobreafiadido del tumor, para
evitar la diseminacion tumoral, e incluso para disminuir el tamafio del tumor, junto con sus
pocos efectos secundarios y su posible uso durante largo periodo de tiempo, hace a estos

farmacos muy Utiles en esta situacion clinica.

Intencidn curativa:

La intencidn curativa es el principal objetivo del tratamiento del cancer. Los agentes
antiangiogénicos podrian ser utiles con esta intencion, al evitar el crecimiento de las
micrometastasis, como tratamiento adyuvante para estadios iniciales del cancer, o como
terapia de mantenimiento tras obtener una respuesta completa con quimioterapia / radioterapia
/ cirugia. Algunos agentes anti-angiogénicos se estan desarrollando actualmente con esta
intencion (National Cancer Institute, Clinical Research Protocols For Selected New Antitumor
Agents.)

Intencidn preventiva:

En poblaciones de alto riesgo para desarrollar cAncer. Ademas, el uso de un agente
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inhibidor de la angiogénesis fue eficaz en inhibir el crecimiento tumoral, adn antes de la

aparicion de nuevos vasos sanguineos (Folkman J 2000).

1.7.5.4.-Terapias antiangiogénicas en desarrollo:

Agentes antiangiogénicos que actuan sobre MMPs:

Los inhibidores de las MMPs bloguean la angiogénesis, Y asi el crecimiento tumoral,
pero también la posibilidad de que las células tumorales metastaticen e invadan los vasos
sanguineos. Los inhibidores de las MMPs (MMPIs) estan mas avanzados en su aplicacion
clinica que otros agentes antiangiogénicos.
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Agentes Anti-angiogénicos que bloquean Metaloproteinasas.

FARMACO ESTADO DE DESARROLLO

Batimastat (BB94) Abandonado (por su baja solubilidad no se ha desarrollado
mas alla de ensayos en Fase I-11)

Mariméstat (BB2516) Fase Il en: mama, estdmago, colon, glioblastoma,
ovario, NSCLC, pancreas.

Solimastat (BB3644) Fase | (para tumores sélidos refractarios)

Bay 12-9566 Fase I1l: pulmén, ovario, pancreas, “en compas de
espera”

AG3340 Fase Ill: pulmén, prostata.

Col-3 Fase I, Fase Il: cerebro

Neovastat (AE-941) Fase I11: colon y NSCLC

BMS-275291 Fase I/11

CGS 27023 A Fase I/11

NSCLC, cancer de pulmon de células no pequefias.
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Agentes Anti-Angiogénicos gue inhiben Factores de Crecimiento:

FARMACO

ESTADO DE DESARROLLO.

Anticuerpos Anti-VEGF

Fase Il'y I1l: mama, pulmon, prdstata, rifiony colorrectal

SU 5416 Fase I/l : sarcoma de Kaposi, rifion, melanoma,
sarcomas, VHL

SU 6668 Fase |

PTK787/ZK 22584 Fase I, Fase I/1l: sarcoma Kaposi, colorrectal, VHL

Ribozima (Angiozima)

Fase |

NSCLC: cancer de pulmén de células no pequefias, VHL: Sindrome de VVon Hippel-Lindau, HCL:leucemia de células

peludas, CML.: leucemia mielocitica crénica.

Agentes Anti-Angiogénicos gue inhiben la activacién de las células endoteliales:

FARMACO

ESTADO DE DESARROLLO

TNP 470 (analogo sintético de la fumagilina)

Fase II: linfomas, rifién, cervix y tumores sélidos
avanzados.

Esqualamina

Fase I/l NSCLC

Endostatin

Fase |

Agentes Anti-Angiogénicos gue actlian sobre la VVascularizacidon Tumoral:

FARMACO ESTADO DE DESARROLLO
Vitaxin Fase I/11.

EMD 121974 Fase I/1l: sarcoma de Kaposi.

CM 101/ZDO0 101 Fase I.

Combrestatin Fase I.




Agentes Anti-angiogénicos con multiples o desconocidos mecanismos de accion:

crecimiento a sus receptores. Otros?

FARMACOS MECANISMO DE ACCION ESTADO DE
DESARROLLO.

Talidomina Inhibicién de VEGG, bFGF, TNFalfa. Fase IlI: glioblastoma, prostata,

Otros? pulmén, mama, cabeza y cuello,

sarcoma de Kaposi y otros.
Adyuvancia en colorrectal
metastasico.

IM862 Activacion IL-12 y NK. Otros? Fasel: ovario, Fasell: melanoma,
renal. Fase I11: sarcoma de Kaposi.

Suramin Bloquea la unién de los factores de Faselll: prostata, Fase Il:

glioblastoma, mieloma, E. de
Castleman.

PNU-145156E

Analogo de suramin.

Fase |

Penicilamina Quelante del cobre. Fase Il: glioblastoma.

Captopril Quelante de cobre. Fase /11

CAl Inhibidor entrada de calcio. Fase Il: ovario, NSCLC, rifion, pros-
tata.

ABT-627 Antagonista de receptores endoteliales Fasell: prostata, glioblastoma.

Interleukina-12

Induccion IFN G. Otros?

Fasell: sarcoma Kaposi, rifion,
ovario.
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Interferon alfa

Inhibicién de la produccion de VEGF y
bFGF.

Aprobado para el tratamiento del
carcinoma de células renales,
mieloma maltiple, linfoma, HCL,
CML. En ensayos Fase Il y I11.

Taxanos Antimitético, Otros. Aprobado para el tratamiento: mama,
ovario, pulmdn. Ensayos Fase Iy I1I.
Razoxane Inhibidor de topoisomerasa Il, Otros. Fase Il renal.
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La angiogénesis esta despertando Gltimamente gran interés en el campo de la oncologia.
Es fundamental tanto para el crecimiento como para la progresion tumoral. Fue el melanoma
cutaneo el primer tumor maligno en humanos del que se publico el que la densidad de
angiogénesis pudiera predecir la probabilidad de metastatizar (Srisvastava A 1986, 1988). Una
posterior correlacién, estadisticamente significativa, ha sido demostrada entre el contaje
microvascular y la incidencia de metéstasis, recurrencia, y corta supervivencia en diversos
tumores solidos: mama, pulmon de células no pequefias, prostata, vejiga, y tumores de cavidad
oral. Sin embargo, el papel de la angiogénesis no ha sido tan ampliamente estudiado en tumores
del tracto gastrointestinal con resultados contradictorios para los adenocarcinomas de colon; asi
por ejemplo, Saclarides et al 1994, Frank et al 1995, Takebayashi et al 1996, Engel et al 1996,
Tanigagawa et al 1997, encuentran una correlacion entre niveles elevados de recuento
microvascular con gran tamafio tumoral, estadios avanzados, pobre supervivencia, y metastasis
mientras que otros autores, entre ellos Lindmark et al 1996, Banner F et al 1998, Abadia SA
1999, Tarta C et al 2002, Prall F et al 2003 encuentran que no existe correlacién entre la
densidad vascular y el tamafio tumoral, grado de diferenciacion, afectacion ganglionar o
metastasica a distancia, y que recuentos elevados de densidad microvascular se asocian con
supervivencias prolongadas o no tienen ningin papel pronéstico.

Por ello y dada la necesidad de determinar otras variables pronosticas que nos expliquen
la discrepancia de resultados con el mismo estadio, segin los sistemas actuales de
homogenizacion de los pacientes, nos hemos planteado estudiar la angiogénesis y reaccion

desmopléasica mediante morfometria en el cancer de colon.
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2.1.-OBJETIVO GENERAL

Estudiar una amplia serie de casos de cancer de colon diagnosticados
histopatologicamente en el periodo comprendido entre los afios 1991 a 1996, mediante un
estudio de cohortes retrospectivo de base hospitalaria, con la intencién de estudiar los siguientes
objetivos especificos:

2.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.-Obijetivos clinicos:

1.-Analizar variables de interés clinico tales como: edad, sexo, localizacion del tumor
primario, perforacion, obstruccion, metastasis a distancia, recidiva loco-regional y a distancia,

que puedan tener valor prondstico independiente en el cancer de colon.

2.2.2.-Objetivos morfolégicos:

1.-Analizar variables histopatol6gicas tales como: aspecto macroscopico, tamafio
tumoral, tipo histoldgico, grado de diferenciacion, profundidad de infiltracion en la pared
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intestinal, infiltracion ganglionar o a distancia, estadio tumoral (TNM, Dukes), que puedan

tener valor pronoéstico independiente en el cancer de colon.

2.2.3.-Objetivos morfométricos:

1.-Empleando la técnica de analisis de imagen cuantificar los siguientes parametros
morfométricos con posible valor pronéstico en el cancer de colon:
- Grado de angiogenesis: estudiado a través de la determinacion de la densidad

microvascular, area, perimetro y “compactness” vascular, en las areas “hot spot” (areas calientes)

tanto del centro tumoral (CT) como del adyacente tejido sano peritumoral (PT) y del borde sano
(MM).
- Grado de fibrosis (reaccion desmoplasica): estudiado a través de la determinacién del

area, perimetro y “compactness” en el adyacente tejido sano peritumoral (PT).

2.-Analizar la correlacion existente entre la angiogénesis y fibrosis a través de los

distintos parametros morfometricos estudiados.

2.2.4.-Objetivos finales:

Determinar aquellos factores clinicos e histopatoldgicos que se correlacionan de forma
independiente con la angiogénesis y con la fibrosis. Y analizar el posible valor prondstico de la
angiogénesis y de la fibrosis en el cancer de colon, evaluando su influencia en la aparicion de

recurrencia local, metastasis y supervivencia de los pacientes.
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111.- MATERIAL Y METODOS.




3.1.-DISENO DEL ESTUDIO

Se ha realizado un estudio retrospectivo de pacientes diagnosticados y tratados de cancer
colorrectal en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada, durante el periodo comprendido
entre enero de 1991 y diciembre de 1996. Para ello se revisaron 406 historias clinicas de
pacientes diagnosticados y tratados de cancer colorrectal en dicho periodo, seleccionando 81 en

base a una serie de criterios de inclusion y exclusién gue a continuacion se exponen:

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Pacientes afectos de adenocarcinoma de 1.-Adenocarcinoma de recto.

colon.

2.- Tenerlo como primer y Unico diagnostico | 2.-Tener un diagndstico previo de cancer en

de cancer. otra localizacion o un segundo tumor.
3.-Haber sido sometido a cirugia como 3.-Tratamiento inicial distinto de cirugia
tratamiento inicial. (radioterapia o quimioterapia).

4.-Determinacion de margenes quirdrgicos | 4.-Margenes quirdrgicos afectos.
libres.

5.-Disponer de la historia clinicay bloques | 5.-Pérdida de algun dato clinico,
parafinados del tumor. histopatolgico o0 ausencia de seguimiento

tras la intervencion quirurgica.




92 Estudio de la Angiogénesis intratmoral y reaccion Desmoplasica....

Los 81 pacientes han sido tratados de forma homogénea siguiendo el protocolo de trabajo
del Comité Oncoldégico de los Servicios de Oncologia y Cirugia General del Hospital

Universitario San Cecilio de Granada.

3.2.-PROCESO DE RECOGIDA DE DATOS

De cada paciente se ha dispuesto de su correspondiente historia clinica obtenida del
Servicio de Documentacién de dicho Centro, asi como de bloques parafinados correspondientes
a distintas secciones de la pieza quirurgica, incluyendo la zona de mayor invasion tumoral y

limites de reseccion.

La recogida de datos obtenidos de dichas historias clinicas, para ser incluidos en la ficha
de cada paciente, fue realizada por un Gnico observador. El analisis de los datos histopatologicos
y el posterior procesamiento de la Angiogénesis y Desmoplasia a través de la técnica de
digitalizacién de imagen fueron supervisados por dos médicos especialistas en Anatomia

Patoldgica, sin conocimiento previo de las caracteristicas del paciente ni del tumor.

Los datos correspondientes a cada paciente se exponen en la hoja de recogida de datos
(figura 3.2.1).
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Figura 3.2.1.- Hoja de recogida de datos.
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APELLIDOS Y NOMBRE:
N° DE HISTORIA:

TLF:

EDAD

SEXO:

LOCALIZACION:
OBSTRUCCION INTESTINAL: SI-NO
PERFORACION INTESTINAL: SI-NO.

TRATAMIENTO QUIRURGICO: (Solo intencion curativa) Fecha:
Programado: si -no urgencias: si-no
Técnica:

ANATOMIA PATOLOGICA DEFINITIVA:
Configuracion del tumor: exofitico-ulcerado
Tamafio del tumor primario:

Tipo histoldgico:

Profundidad de invasidn a través de la pared:
Grado de diferenciacion:

Ganglios: SI (N°: )-NO

ESTADIO PATOLOGICO: A B1B2B3 C1C2C3 D

TIST1IT2T3T4 NXNONI1IN2N3 MO M1
El EIl EIl EIV

TRATAMIENTO ADYUVANTE:

Esquema:

Tratamiento completo: Sl NO
Reduccion de dosis: SI (% ) NO
Interrupcion del tratamiento: SI  NO

RECIDIVA LOCO- REGIONAL: Fecha: Intervalo libre enfermedad (ILE):
Técnica diagndstica: Actitud terapedtica: cirugia: si-no quimioterapia: si-no
Valoracidn de respuesta tras tratamiento:

RECIDIVA A DISTANCIA: Localizacion Fecha: ILE:
Actitud terapeutica: cirugia: si-no quimioterapia:si-no

Valoracién de Respuesta:
SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD:

SUPERVIVENCIA GLOBAL:
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3.3.-VARIABLES ESTUDIADAS

3.3.1.-Filiacion del paciente

La edad del paciente es la correspondiente al momento de su primera consulta en el
servicio de cirugia general. La primera consulta es aquella en la que algin miembro del servicio

realiza la historia clinica. La edad se expresa en afios (variable continua).

El sexo se ha considerado como variable categorica.

3.3.2.-Parametros Clinicos:

La localizacion del tumor primario se ha recogido distinguiendo tres localizaciones:
colon derecho, transverso e izquierdo (variables categdricas). En el colon derecho incluimos:
ciego, colon ascendente y angulo hepético; y en el colon izquierdo: angulo esplénico,

descendente y sigma.

La presencia de Obstruccion y perforacion intestinal se recogen como presente o

ausente (variable categorica).

Tratamiento Recibido: El tratamiento recibido por cada paciente se decide en el Comité
Oncolédgico formado por miembros del Servicio de Cirugia General y Oncologia del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada, segun un protocolo previamente disefiado; y se expresa

como variable categorica: cirugia frente a cirugia+tratamiento adyuvante.
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En cuanto a la cirugia:

e En los tumores del ciego, colon derecho, angulo hepatico o colon transverso proximal se
realiza hemicolectomia derecha junto con la reseccion del lecho linfatico, el cual
fundamentalmente se distribuye en los troncos vasculares que tienen relacion con el
tumor.

En los tumores de transverso distal, &ngulo esplénico, descendente y sigmoides se realiza
hemicolectomia izquierda.
En pacientes con un tumor sincrénico se opta preferentemente por una colectomia total

con anastomosis ileorrectal.

e En relacién con la técnica quirdrgica, en el paciente obstruido distinguimos entre
obstruccion proximal o distal al &ngulo esplénico. En los casos de obstruccidon proximal
se realiza hemicolectomia derecha o derecha ampliada y anastomosis primaria ileo-
colica. En los casos de obstruccion distal, si el paciente se encuentra estable, se realiza
reseccion inmediata del tumor mas una de las siguientes opciones: colostomia terminal
(Op.Hartman); preparacion del colon intraoperatoria seguida de una reseccion y
anastomosis primaria; o una colectomia total o subtotal més anastomosis ileorrectal

(casos seleccionados).
e En el paciente con perforacion tumoral adyacente al tumor o en el ciego, se realiza
reseccion tumoral con colostomia terminal (Op.Hartman) o una reseccion ileocecal mas

una ileostomia con fistula mucosa.

En cuanto al tratamiento adyuvante:

El esquema utilizado es: 5-Fluoracilo+Leucovorin iv (5-Fu 425 mg/m? x dia x 5dias;
Leucovorin 20mg/m? x 5dias); se repite cada 28 dfas, durante 6 meses, comenzando entre la 4 a

la 6 semana después de la cirugia.
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Criterios de seleccién para quimioterapia postoperatoria seqin TNM:

e Estadio I: S6lo cirugia.

e Estadio II: Quimioterapia selectiva a los grupos de mayor riesgo por condicion clinica
desfavorable (tumor localmente avanzado (T4), tumor perforado, tumor obstruido,
paciente menor de 40 afios) o histologia desfavorable (tumores mucinosos, pobremente
diferenciados, invasion linfatica, perineural, vascular).

e Estadio IlI: A todos, salvo contraindicacion formal para quimioterapia.

e Estadio IV: Si la reseccion del tumor primario ha sido con intencién curativa se debiera

actuar igual que en la etapa IlI.
Recidiva local y recidiva a distancia: Ambas recogidas como variables categodricas,

presente o ausente, tras evidenciar su existencia mediante la historia clinica, exploracion fisica,

pruebas analiticas y de imagen complementarias, y/o confirmacién patologica.

3.3.3.-Parametros Histopatoldgicos

Para el Tamafio tumoral se ha seleccionado el espesor mayor del mismo, expresandolo

en cm y considerandolo como una variable continua.

Configuracion tumoral macroscépica(variables categoricas): Distinguimos segun
Hamilton SR en la publicacion de la WHO (World Health Organizacion Clasificacion of
tumours 1999) entre:

e Exofiticos-Fungoides.
e Endofiticos-Ulcerados.

e Difusamente Infiltrativos-Linitis Plastica.
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Profundidad tumoral, Invasién ganglionar y existencia de metastasis a distancia
(variables categoricas): Segun la UICC recogida de la publicacion de WHO (Classification of

the tumours of the Digestive System, tras la conferencia de consenso de Lyon, Francia 6-

9,1999):

Tis: Tumor “in situ”.
T1: Tumor que invade la submucosa.

—

T2: Tumor invade la muscular propia.
T3: Tumor invade, a través de la muscular propia, la serosa.

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

visceral.

NX: Nodulos linfaticos regionales no pueden ser determinados.

: No afectacion ganglionar regional.

8

N1: Metastasis en 1 a 3 ganglios linfatico regionales.

: Metastasis en 4 0 mas ganglios linfatico regionales.

|Z
N =

MX: La existencia de metastasis a distancia no puede ser determinada.
MO: No existen metastasis a distancia.

M1: Existencia de metastasis a distancia.
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Estadio tumoral (variable categdrica): TNM segun UICC recogida en la publicacion de
la WHO (Classification of the tumours of the Digestive System, tras la conferencia de

consenso de Lyon, Francia 6-9, 1999):

EO: Tis NO MO
El: T1NOMO
T2 NO MO
Ell: T3 NO MO
T4 NO MO

EIlI: Cualquier T, N1, MO
Cualquier T, N2, MO
EIV: Cualquier T, Cualquier N, M1

Estadio tumoral: Dukes modificado de Astler-Coller.

Tipo histopatoldgico: El tipo histopatolégico de todos los pacientes incluidos con cancer
de colon fue adenocarcinoma, entre los que se incluyeron los de tipo mucinoso, definidos segun
las recomendaciones de la WHO como aquellas lesiones que estan ocupadas en mas del 50% de
las mismas por mucina (Hamilton et al 1999). Distinguimos pues entre adenocarcinomas y

adenocarcinomas mucinosos (variables categoricas).

Grado de diferenciacion: Fue determinado segun las recomendaciones de la WHO
(Morson BC 1976) (variables categoricas).
e Bien diferenciado (BD).
e Moderadamente diferenciado (MD).

e Pobremente diferenciado (PD).

Los adenocarcinomas mucinosos se consideran pobremente diferenciados segun convenio

tras la Conferencia de Consenso en Lyon, Francia 1999.
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3.3.4.-Valoracion del estado actual y supervivencia

Supervivencia libre de enfermedad (SLE): Variable cuantitativa. Definida como el
tiempo transcurrido, expresado en meses, entre la primera cirugia realizada con intencién

curativa y la fecha del diagnostico de la primera recidiva local y/o a distancia.

Supervivencia global (SG): Variable cuantitativa expresada en meses. Definida en los
casos supervivientes como el tiempo transcurrido entre el diagndstico inicial y la fecha de la
ultima revision; y como la diferencia entre la fecha de la muerte y del diagndstico inicial en los
casos de muerte por cancer de colon.

Dicha valoracién del estado del paciente (SLE, SG) se completd consultando las historias
clinicas correspondientes, y en el caso de que dicha informacion no quedara reflejada en las

mismas, mediante consulta telefénica individualizada (Ultima fecha de revision Marzo del 2003).

3.3.5.-Angiogénesis

Se ha realizado un estudio cuantitativo y morfométrico de la angiogénesis con la ayuda
de un sistema de analisis digital de imagen. De cada paciente en las zonas denominadas “hot
spot”, o de méaxima vascularizacion, se tomaron 10 imagenes del centro tumoral (CT), 10 de la
periferia (PT) o interfase tumor-huésped, asi como otras 10 del borde sano (MM) tomadas como

control.



100  Estudio de la Angiogénesis intratmoral y reaccion Desmoplasica....

Se han medido las siguientes variables morfométricas relacionadas con la angiogénesis,

considerando para el analisis final la media de cada una de ellas:

e Densidad vascular intratumoral, peritumoral y del borde sano (variable cuantitativa
continua).

e Area vascular media intratumoral, peritumoral y del borde sano (variable cuantitativa
continua).

e Perimetro vascular intratumoral, peritumoral y del borde sano (variable cuantitativa
continua).

e “Compactness” (perimetro? /area) vascular intratumoral, peritumoral y del borde sano

(variable cuantitativa continua).

3.3.6.-Reaccion desmopléasica

Se tifd el tejido conectivo mediante el método del rojo sirio-acido picrico y mediante
analisis de imagen se realizd un estudio morfométrico determinando el area, perimetro y
“compatness” medio de dicha reaccion. Para ello, de cada caso se ha tefiido una preparacion de
la muestra tumoral y tras escaneo completo de la misma, con microscopia Optica a 4x, se han
seleccionado 8 imagenes de las zonas peritumorales con mayores indices de reaccion
desmoplésica. A diferencia de para la angiogénesis, no se realizd determinacion de reaccién

desmoplésica en tejido sano.
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3.4.-PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

Tras revisar las secciones histoldgicas tefiidas con hematoxilina-eosina de cada caso y
selecionar la zona mas representativa del tumor, desechando aquellos con mayores areas de
necrosis, inflamacion o hemorragia, se realizaron las correspondientes tinciones de las nuevas
secciones histopatoldgicas.

De cada pieza quirtrgica se eligieron dos blogues de parafina y se realizaron tres
preparaciones histologicas; dos del tumor de la zona mas representativa (una para estudiar la
angiogénesis y otra para estudiar la reaccion desmopléasica) y una de un limite de reseccién sano

(control de angiogenesis).

3.4.1.-Preparaciones histolégicas

Las muestras se procesaron en el Servicio de Anatomia Patologica del mismo Centro
hospitalario mediante fijacion en formalina tamponada al 10% e inclusion en parafina, y cortadas
mediante microtomo a un espesor de 4 micras. Se practicaron tres técnicas para el estudio

histopatoldgico:

3.4.1.1.- Tincion con hematoxilina-eosina empleada para el estudio histopatologico
diagnostico, establecimiento del estadiaje y para la seleccion de las muestras mas representativas

del tumor para efectuar el posterior analisis morfométrico.

3.4.1.2.- Estudio imunohistoquimico con el anticuerpo monoclonal CD34 frente al

antigeno del mismo nombre presente en estructuras vasculares.
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Dada la universalidad del primero, a continuacion expondremos s6lo la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion del CD34:

Tras cortar a 4 micras de espesor las secciones histolégicas, recoger sobre bafio de
flotacion, y montar sobre portas especiales para inmunohistoquimicas tratados con silene y
cargados positivamente (Master Diagnostica, Granada, Espafia).

1.-Dejar secar los portas en estufa a 37 °C colocados verticalmente durante 48 horas v;
colocar en estufa a 60°C durante 1 hora antes de comenzar la técnica para incrementar la
adherencia del tejido al portaobjetos.

2.- Desparafinar con tres bafios en xileno de 5 minutos de duracion cada uno.

3.- Hidratar en bafios de alcohol de gradacion decreciente (absoluto, 96%, 70% y 30%)
hasta agua destilada, durante 5 minutos cada uno.

4.- Inhibicion de la peroxidasa endogena con solucion de agua oxigenada 0.03% durante

5 minutos a temperatura ambiente.

5.- Desenmascaramiento antigénico mediante olla presurizada Introduciendo las
preparaciones en 500 ml de tampon citrato a pH 8 (Master Diagndstica), calentar durante 5
minutos, cerrar la olla presurizada y mantener a maxima presion durante 1,5 minutos.

6.- Atemperar progresivamente en bafio con agua del grifo durante 20 minutos.

7.-Lavar tres veces en tampon PBS de 1 minutos cada uno.

A partir de este paso la técnica se desarrolla en un inmunotefiidor automatico
(LabVision, Neomarker, USA)

8.- Incubar con el Ac primario monoclonal de raton (IgG1 prediluido frente a CD34 clon
QB-END/10 (Master Diagndstica) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

9.- Lavar tres veces en tampén PBS de 1 minutos cada uno.

10.- Incubar con el Anticuerpo secundario marcado con biotina Ig frente a Anticuerpos
de ratdn (Multilink, Master Diagnostica) durante 15 minutos a temperatura ambiente.

11.- Lavar tres veces en tampdn PBS de 1 minutos cada uno.

12.- Incubar con el complejo estreptavidina-peroxidasa (Multilink, Master Diagndstica)

durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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13.- Lavar tres veces en tampon PBS de 1 minutos cada uno.

14.- Fabricar la solucion de revelado no mas de 30 minutos antes de usarla: A cada
mililitro de agua destilada afiadir por este orden 50 microlitros de tampdn sustrato (20x), 50
microlitros de cromdgeno diaminobenzidina liquida (DAB 20x), 50 microlitros de peroxido de
hidrogeno (20x) (Kit de DAB de Master Diagndstica).

15.- Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

16.- Lavar tres veces en tampdn PBS de 1 minutos cada uno.

17.-Realizar 2-3 lavados en agua destilada.

18.-Deshidratar en alcoholes de gradacion ascendente (30%, 70%, 96% absoluto), 3 bafios

de xileno de 5 minutos y montar en medio de montaje Eukitt.

3.4.1.3.-Tincién con Rojo Sirio para identificacion del tejido conectivo:

El método de rojo sirio-acido picrico no es una reaccion quimicamente especifica para las
fibras colagenas, pero al igual que el método de Van Gieson, proporciona una tincion bastante
selectiva de estas fibras. Otras estructuras (membranas del Pneumocistis carinii y amiloide) con
propiedades semejantes a las de la celulosa también pueden ser tefiidas, para lo cual existe una

modificacién de este método.

Procedimiento técnico:

Fijacién: Formalina tamponada al 10%.

Soluciones:
a/Solucién de rojo sirio-acido picrico:
-Rojo sirio F3BA (C.1.35780) al 1% .......... 10 mL
-Solucién acuosa saturada de &cido picrico. 90 mL
Mezclar, afiadiendo a continuacion cristaloides de acido picrico para saturar bien la

solucion colorante. A fin de asegurar la saturacidn, deberan permanecer algunos restos de acido
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picrico sin disolver. Dejar reposar la solucion 48 horas antes de usarla. El envejecimiento
excesivo de la solucién se manifiesta por la pérdida de sus propiedades tintoriales. Una tincion de
fondo color naranja palido indica que la saturacion con acido picrico es incompleta, por lo que se

recomienda afiadir més cristales del &cido y dejar reposar otras 48 horas.

Modo de operar:

1.- Desparafinar e hidratar meticulosamente las secciones tisulares.

2.- Lavar durante 10 minutos en agua corriente.

3.- Mordentaje en alcohol de 70% durante 48 horas.

4.- Tefiir con la solucion de rojo sirio durante 30 minutos a temperatura ambiente.

5.- Deshidratar rapidamente en alcohol absoluto, aclarar y montar.

Resultados:

-Fibras del tejido conectivo (excepto elasticas).........cccccvvvvevveveiiieieere s, Rojo intenso.
~Otr0S EIEMENTOS. ... .civieieee et nnes Amarillo.
-Nucleos (en caso de contraste opcional con H.de Weigert).........cc.ccoceevnuennns Azul-negruzco

(no realizado)

3.5.-TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN. MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS.

3.5.1.-Microscopio, cdmara de video y soporte informatico.

Las preparaciones fueron examinadas con un microscopio Leitz Dialux 20 EB, dotado de
4 objetivos: 160/-EF 4/0,12; 160/-EF 10/0,25; 17 EF 40/0,65 y 160/0, 17 EF 100/1250 EL.
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Las imagenes se captaron con una camara de video CCD de Sony (SONY, Tokio, Japdn)
adaptada al microscopio y conectada al ordenador. Se empled un ordenador modelo 486 ALR,
dotado de tarjeta digitalizadora MATROX PIP 1024,12 Megabytes de memoria RAM, dos
monitores de 15 pulgadas (uno empleado para mostrar las iméagenes y el otro para programacion),

y un software que permitid realizar el tratamiento de analisis de imagenes.

Para el tratamiento de las imagenes se emple6 el programa Visilog 3.6® (Noesis,
Courteboeuf, Francia) que genera imagenes digitalizadas de 256 filas por 256 columnas de
pixels y 256 niveles de gris. Los datos numéricos obtenidos a partir del analisis de imagen fueron

almacenados y manipulados en forma de archivos ASCII mediante el programa Word Star.

3.5.2.-Captacion y analisis de imagen (Al).

De cada pieza quirdrgica se realizaron tres secciones histologicas seriadas, dos del tumor
y una de un limite de reseccién sano (empleado como control). De la seccion con tumor
inmunomarcada para CD34 se captaron 20 imagenes, 10 del centro tumoral (CT) y otras 10 del
tejido sano peritumoral (PT) a nivel de la transicién tumor- tejido sano, sin separarse mas de dos
campos Opticos de 20x del borde tumoral. Igualmente del borde sano (MM) se tomaron 10
iméagenes para control de angiogénesis.

Debido a la heterogeneidad de las muestras tumorales, inicialmente se seleccionaron las
areas vasculares calientes o “Hot Spot”, tanto del centro como de la periferia o &rea peritumoral,
escaneando toda la preparacién con microscopio con el objetivo 10x, siendo captadas
posteriormente para su estudio a 20x, siguiendo asi las recomendaciones de Weidner 1991 y de
las dos conferencias internacionales de consenso sobre metodologia y criterios de evaluacion de
la angiogénesis en tumores sélidos en humanos (Vermeulen PB et al 1996 y 2002).
Consideramos como contable cualquier célula endotelial individualmente inmunotefiida o grupo

de células, que puedan claramente separarse de microvasos adyacentes, células tumorales y de
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otras células del estroma. La existencia de luz vascular no es un requisito. No entramos en

consideraciones de calibre vascular para considerar un vaso contable o no.

Para objetivar los parametros que hacen referencia a la angiogénesis se siguio el

siguiente protocolo:

1/Captura de la imagen con un microscopio Nikon-Optiphot-2, que tenia adosada una
camara de video CCD de Sony (SONY, Tokio, Japon) adaptada al microscopio y conectada al

ordenador, a través del software Visilog 3.6 ®:

2/Almacenamiento de la imagen capturada en gris.

3/Lectura de la imagen por el programa Visilog 3.6.
4/Delimitacion manual de las zonas en las que segmentar los vasos.

5/Una vez delimitadas éstas, con la funcion threshold se binarizaban los vasos atendiendo

a su nivel de gris.

6/ Cuando era necesario, se terminaban de sefialar las estructuras vasculares de forma

interactiva.

7/ Eliminacion del “ruido” extinguiendo los puntos de escasos pixels con las funciones

“erode” y “reconstruye”.

8/ Labelizacién de la imagen para independizar cada uno de los vasos y obtener los

parametros morfométricos de interés.

9/ Obtencion de los parametros: Area, Perimetro, “Compactness” (Perimetro?Area).Para

calcular la densidad vascular se dividia el n° de vasos por la superficie medida.
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Tabla 3.5.2.1: Fases del proceso de analisis de imagen para Angiogénesis.

I' VISILOG SCRIPT FILE
1 V3.8/8/88

|

I START

VLOG: $ clear

Clearing (Memory) : $ 2
VLOG: $ lutselect

Type (std) : $0

VLOG: $ read

Input: $!

Output: $ a

VLOG: $ copy

Input: $ a

Output: $ b

VLOG: $ specify_aoi
Input: $ b

Draw mode (Curve) : $ 2
Fill value: $ 1

Output mask: $ ¢
VLOG: $ mask

Image 1: $ b

Binary mask: $ ¢

Output image: $d
VLOG: $ threshold

Input image: $ d

Low and high thresholds: $ 65 255
Adjusted to: $!'!

Output image: $ e
VLOG: $ bmask

Image 1: $ a

Binary mask: $ e

Output image: $ f
VLOG : $ graphic_mode
VLOG : $ draw

Image toread : $ f
Drawing color : $ 129
VLOG : $ draw

Image toread : $ f
Drawing color : $0

VLOG : $ threshold
Input image : $ f

Low and high thresholds : $ 129 255

Adjustedto : $ @

Output image : $ g
VLOG : $ erode

Input: $g

Number of iterations : $ 1
Output : $ h

VLOG : $ reconstruct
Input image : $ g

Image with markers : $ h
Output : $ i

VLOG : $ hole_fill

Input image : $ i

Output : $1i

VLOG : $ closing

Input : $ i

Number of iterations : $ 1
Output : $1i

VLOG : $ label

Input : $ i

Output: $j

VLOG : $ analyze_cell

Input labeled image : $ |

Shape parameters (yes) : $1
Surface/Perimeter (yes) : $1
Inertia parameters (yes) :$1
Feret diameters (yes) : $1
Intercept numbers (yes) : $1

Density parameters (no) : $0

Save results on (Sdf-file) : $ 2

Output Sdf-filename [.sdf] : $!
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Figura 3.5.2.1: Tratamiento por A.l. de la imagen en gris para obtener parametros

morfométricos de interés.
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mediante la funcién
threshold.
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Figura 3.5.2.1: Tratamiento por A.l. de la imagen en gris para obtener parametros
morfométricos de interés.

Mascara Se terminan de
sobre la perfilar de forma
imagen en interactiva, si es
gris. necesario.

Tras las funciones Con la funcién
erodey hole_fill se
reconstruye se termina la
elimina el ruido. segmentacion.

La funcién label
permite individualizar
cada elemento. Tras
ello el programa
calcula los
parametros de
interés: area,
perimetro, etc.
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Para la Fibrosis se capturaron mediante la cdmara de video CCD de Sony (SONY,
Tokio, Japon) con el microscopio a 4x ocho iméagenes de las preparaciones tefiidas con Rojo
Sirio, seleccionando previo escaneo de toda la preparacion, las zonas peritumorales con mayor
nivel de fibrosis. Las imagenes se binarizaron mediante la funcion threshold, y posteriormente se
obtuvieron los parametros de interés, que se almacenaron, de la misma forma que los parametros

vasculares, en un archivo SDF, para su tratamiento estadistico.

Tabla 3.5.2.2: Fases del proceso de analisis de imagen de Fibrosis.

I VISILOG SCRIPT FILE
1 v3.8/8/88

1l START
VLOG : $ read
Input : $ cl
Output : $ a
VLOG : $ threshold
Input image : $ a
Low and high thresholds : $ 1 255
Adjusted to : $ @
Output image : $ c
VLOG : $ analyze_cell
Input labeled image - $ c
Binary input image... Assuming one element (yes) : $1
Shape parameters (yes) :© $1
Surface/Perimeter (yes) : $1
Inertia parameters (yes) : $1
Feret diameters (yes) : $
Intercept numbers (yes) :
Density parameters (no) : $ 0
Save results on (Sdf-file) : $ 2
Output Sdf-filename [.sdf] : $ f1

1
$1
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Figura 3.5.2.2: Tratamiento morfométrico de la Fibrosis

Fibrosis, tefiida con Rojo
Sirio

Segmentacién del area de
fibrosis mediante la funcién
threshold
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3.6.-ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1.-Analisis descriptivo univariante y estratificado

Con el fin de describir la muestra de individuos participantes en la investigacion y de
organizar, sintetizar y depurar la informacién contenida en la base de datos del estudio, se realizd
inicialmente un analisis univariante y estratificado, que consistié en un analisis de frecuencias y
en un andlisis descriptivo (medidas de posicion y de dispersién) segin la naturaleza de las
variables de estudio (cualitativas o cuantitativas).

3.6.2.-Andlisis bivariante

El siguiente paso consistio en realizar analisis bivariantes en funcién de la naturaleza y
distribucion de las variables de contraste. Asi pues, se utilizaron pruebas paramétricas (T-
Student, ANOVA, Chi-cuadrado, coeficiente de correlacién de Pearson) y no parametricas (U de
Mann-Whitney, K de Kruskal-Wallis y J-H de Jonckheere-Terpstra, prueba exacta de Fisher,
coeficiente de correlacion de Spearman). Para la prueba Chi-cuadrado y las pruebas no
paramétricas se utiliz el método exacto o el de Monte Carlo, para obtener resultados exactos y
fiables cuando los datos no cumplian alguno de los supuestos subyacentes necesarios para el
empleo del método asintotico tipico. Como pruebas de comparaciones maultiples se utilizaron la
prueba de Bonferroni y la C de Dunnett. Estos andlisis bivariantes nos permitio, ademas de
contrastar las hipétesis de estudio, agrupar, en algunos parametros, categorias que no
presentaban diferencias significativas o con muestra insuficiente. También nos gui6é en la

decision de inclusion o exclusion de variables en los modelos multivariantes.
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3.6.3.-Analisis multivariante

3.6.3.1.-Factores asociados a la angiogénesis.

Una vez realizado el analisis bivariante, el siguiente paso consistié en analizar factores
asociados a cada zona de estudio (CT, PT, MM) en sus diferentes mediciones de angiogénesis
(perimetro, area, densidad y compactness) y fibrosis (area, perimetro, compactness), controlando
posibles efectos de confusion. Como modelo multivariante se optd por la regresion logistica
binaria, construyendo uno para cada zona y medicion de angiogénesis (perimetro CT, densidad
MM...), resultando 15 modelos multivariantes. Estos pardmetros se dicotomizaron a partir de sus
valores medios (ver tabla 3.6.3.1), siendo la categoria de referencia aquellos valores por debajo
de la media. Como variables independientes, para cada modelo, se han incluido aquellas que en
el analisis bivariante obtuvieron una significacién inferior a 0,1 y otras que, aungue no tuvieran
significacion estadistica, se consideraron clinicamente relevantes (ver tabla 3.6.3.1 y tabla
3.6.3.2). Como método de inclusién/exclusion de variables se escogi6 el método de seleccion por
pasos hacia atras, segun la probabilidad del estadistico de Wald, considerando como probabilidad
de salida 0,15.
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Tabla 3.6.3.1: Variables incluidas en los modelos de regresion logistica binaria
multivariante para las medidas de angiogénesis

Variables dependientes

Variables independientes (entre paréntesis se

ang'\i"oe;éﬂzsis Zona Tﬁgfé’rdnfecd??)e indica la categoria de referencia)
Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
CT 22.3 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO), sexo (varén), area F
(<=24507,54), perimetro F (<=7622,02) y metastasis (No)
Densidad PT 27 Localizacion (ascendente), grado diferenciaciéon (BD), profundidad
tumoral (T1-T2), infiltracién ganglionar (NO) y metastasis (No)
Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
MM 11.02 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO), sexo (varén), area F
(<=24507,54), tamafio del tumor (<4) y metastasis (No)
. €T 66.38 Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
Perimetro PT 80.17 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
MM 43.82 '
CT 30.39 L . L .
“Compactness” PT 35 7 Localizacion (ascen.dqnte),.grado dlferenmacnon (BD}, prqfundldad
MM >6.84 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
CT 179 Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
PT 232.38 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
Area Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
MM 79 tumoral (T1-T2), infiltracién ganglionar (NO), obstruccion (no), tipo
histolégico (adenocarcinoma) y metastasis (No)

Tabla 3.6.3.2: Variables incluidas en los modelos de regresion logistica binaria
multivariante para fibrosis

Variables

dependientes

Variables independientes (entre paréntesis se indica la

categoria de referencia)

Medida Punto de corte
fibrosis (valor medio)
Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),
Perimetro 7622 infiltracion ganglionar (NO), tamafio del tumor (<4), aspecto macroscopico
(exofitico), edad (continua), tipo histolégico (adenocarcinoma). y metastasis (No)
Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),
“Compactness” 2734.47 infiltracion ganglionar (NO), tamafio del tumor (<4), aspecto macroscopico
(exofitico), edad (continua), tipo histolégico (adenocarcinoma) y metastasis (No)
Area 24507 54 Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),

infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
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3.6.4.-Medias de angiogénesis segun parametros de estudio

Se contrast6 si los valores medios de area, perimetro, “compactness” y densidad vascular
en las zonas PT, CT y MM tienen comportamiento similar independientemente de los
parametros de estudio (estadio Dukes, profundidad tumoral, infiltracién ganglionar, localizacion
y grado de diferenciacion). Para ello se utilizd el modelo lineal general de medidas repetidas,
incluyendo como factores intrasujetos: area, perimetro, compactness y densidad vascular (cada
uno con tres niveles: CT, PT y MM), y como factores intersujetos: estadio Dukes, profundidad
tumoral, infiltracion ganglionar, localizacion y grado de diferenciacién. Como prueba de
significacién multivariada se utilizo la traza de Hotelling, y como prueba estadistica de efectos
intrasujetos se utilizo el estadistico de Greenhouse-Geisser en el caso de violacion del supuesto
de esfericidad (que a su vez éste se contrastd mediante el estadistico de Mauchly). Como pruebas
de contrastes intrasujetos se utilizé el contraste repetido (comparando la media de cada nivel con
la media del nivel siguiente). Para visualizar los resultados se realizaron graficos de perfil de las

medias marginales estimadas.

3.6.5.-Anélisis de supervivencia

Con el fin de estimar modelos para datos de tiempos de espera hasta la ocurrencia de un
suceso con casos censurados presentes, se utilizaron los procedimientos de Kaplan-Meier y la
regresion de Cox. El procedimiento de Kaplan-Meier nos permitié contrastar, de manera
independiente, la igualdad de las distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de
los factores incluidos en el estudio, a traves de la prueba de Breslow. Una vez identificados
aquellos factores pronostico que eran estadisticamente significativos, se evaluaron sus efectos de
manera conjunta mediante el modelo multivariante de Cox. Este proceso se realizd para la
Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) y para la Supervivencia Global (SG). Como evento se
definio aquellos casos en los que la muerte estaba relacionada con la enfermedad de estudio. Los
casos censurados son aquellos casos para los que no se registro el suceso (pérdida del individuo,

muerte no relacionada con la enfermedad o seguir vivo hasta la finalizacién del estudio).
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3.6.6.-Andlisis grafico

Para dar una mejor interpretacion y visualizacién de los resultados estadisticos obtenidos,
se realizaron gréficos de barras (porcentajes) y de barras de error (media e intervalo de confianza
al 95%).

El nivel de significacion utilizado en todo el analisis ha sido de 0.05

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el paquete estadistico SPSS
11.5 (SPSS Base 11.5 Manual del usuario, 2001 SPSS Inc.).
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IV.-RESULTADOS.
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4.1.- ESTUDIO DESCRIPTIVO

4.1.1- Descripcion de datos demograficos

De los 81 pacientes que componen la muestra el 49.4% (40 casos) eran mujeres y el

50.6% (41 casos) era hombres.

La edad media de los pacientes fué de 68.04 afios (con un intervalo de confianza: IC
del 95%, situdndose los limites entre 65.43-70.64 y con una desviacion tipica de 11.78).

4.1.2 .- Descripcion de variables cateqéricas u ordinales

Tamafo tumoral:

Agrupando el tamafio tumoral en tres categorias: <4cm., entre 4 - 6 cm, y >6 cm;

observamos que el mayor porcentaje de casos se situaba entre 4-6 cm (40.26%).

Localizacién tumoral:

El mayor numero de casos (N=42) se localizaron en el colon ascendente, lo que

supone un 51.9% del total, que engloba al ciego, colon ascendente y a&ngulo hepatico.

Perforacion:

En la mayoria de los casos no existia perforacion alguna (91.36%).
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Obstruccién:

De los 81 pacientes, el 71.6% no estaban obstruidos (58 casos).

Profundidad tumoral:

Destacamos el elevado porcentaje de tumores en la muestra que alcanzaron todo el
espesor de la pared T3 (58%) y T4 (27.2%).

Estadio tumoral Dukes:

El estadio B2 (35.80%) y C2 (32.09%) fueron los mas frecuentes. EL grupo de
tumores sin metastasis ganglionares o hematdgenas a distancia (A-B) supuso el 48.13% vy el
de afectacion metastasica ganglionar o hematdgena supuso el 51.85% del total.

Estadio TNM:

Encontramos el mayor nimero de casos en Ell y Elll, 31 y 30 casos, que suponen el

38.3% y 37% respectivamente.

Tratamiento recibido:

Todos los pacientes fueron sometidos a tratamiento quirdrgico como primera opcion

terapéutica y 38 pacientes (46.9%) recibieron ademas tratamiento adyuvante.

Grado de diferenciacién:

Como se aprecia en la tabla 4.1.2 de los 81 casos que componen la serie, 58 fueron
adenocarcinomas (71.60%), de los que el 19.8% fueron BD (16 casos), el 48.1% fueron MD
(39 casos), el 3.7% fueron PD (3 casos) y 23 casos adenocarcinomas mucosecretores (28.4%
del total).
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Tipo histologico:

Del total de los casos, el 71.60% fueron adenocarcinomas y el 28.40% (23 casos)
fueron de la variedad histopatol6gica mucosecretora.

Infiltracion ganglionar:

El 56.79% de los pacientes no presentaron afectacion ganglionar (46 casos) en el
momento de la cirugia y el 43.20% de los casos si, siendo mas frecuentemente como N1 (21

€casos).

Recidiva loco-regional:

Destacamos que de los 81 pacientes solo hemos podido determinar la existencia de
recidiva locoregional en 67 pacientes (82.71%),de los cuales 56 no presentan recidiva loco-
regional (83.5%) y 11 si la presentan (16.42%); tenemos pues un 17.2% de perdida de

informacion (14 pacientes).

Recidiva a distancia:

De 81 pacientes s6lo tenemos 66 como muestra valida pues no hemos conseguido
informacion para este parametro en 15 pacientes, lo que supone un 18.51% de perdida de

informacion.

Exitus:

Para poder determinar la existencia o no de exitus y si estd o no relacionado con el
cancer de colon tenemos una muestra valida de 74 pacientes, lo que supone el 91.35% de la
muestra total objeto de estudio(N=81). De la muestra vélida, 23 casos han sido exitus

relacionado con la enfermedad (31.08%).
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Tabla 4.1.2: Distribucion de las variables categoricas del estudio

Variable | N | % Variable | n | % Variable | n %
[Tamafio del tumor Estadio Dukes Infiltracién ganglionar
<4 25 (32.47% A 2 | 2.47% No 46 56.79%
4-6 31 |40.26% B1 9 [11.11% Si 35 43.20%
>=6 21 |27.27% B2 29 |35.80% [Infiltracién ganglionar
ILocalizacion B3 2 | 2.47% NO 46 56.79%
ASCENDENTE | 42 |51.85% c1 1 |1.23% N1 21 25.92%
TRANSVERSO | 10 |{12.35% c2 26 |32.09% N2 14 17.28%
DESCENDENTE| 29 [35.80% C3 3 | 3.70% Recidiva loco-regional
Perforacion D 9 [11.11% Si 11 16.42%
No 74 |91.36% [Estadio TMN No 56 83.58%
Si 7 | 8.64% El 11 |13.58% |[Recidiva distante
Obstruccion Ell 31 (38.27% Si 11 16.67%
No 58 |71.60% Elll 30 |37.04% No 55 83.33%
Si 23 |28.40% EIV 9 [11.11% [Causa éxitus
Profundidad tumoral Tipo histoldgico Exitus relacionado 23 31.08%
T1 2 | 2.47% |Adenocarcinoma| 58 |71.60% Exggﬁ gﬁffr'riceiggsdo 13 17.57%
T2 10 [12.35% | Mucrosecretor | 23 (28.40% No ha sido exitus 38 51.35%
T3 47 |58.02% [Grado de diferenciacién
T4 22 (27.16% BD 16 |19.75%
MD 39 |48.15%
PD 3 | 3.70%
Mucosecretor | 23 |28.40%

4.1.3.-Descripcion de variables continuas

La tabla 4.1.3 muestra resultados descriptivos de las variables continuas. Asi pues, la
media del area vascular en CT fue de 178.99 (1.C.95% [165.42-192.56]); la media del
“compactness” vascular en CT fue de 30.38 (1.C.95% [29.35-31.41]); la media de la densidad
vascular en CT en la muestra de estudio fue de 22.30 (1.C.95% [20.77-23.82]); la media de
densidad vascular en PT en la muestra de estudio fue de 27.00 (1.C.95% [24.66-29.34]); la
media del area de fibrosis fue de 24507.53 (1.C.95% [22588.75-26426.32]); la media del
perimetro de fibrosis en la muestra de estudio fue de 7622.02 (1.C.95% [7272.13-7971.91]);

la media de densidad “compactness” de fibrosis en la muestra de estudio fue de 2734.46
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(1.C.95% [2527.78-2941.15]) y la media de la densidad vascular en

estudio fue de 110.19 (1.C.95% [100.17-120.22])

Tabla 4.1.3: Estadisticos descriptivos de las variables continuas

MM de la muestra de

. Intervalo de confianza para la media

Me_d|a al 95% Mediana Desv. tip. | Minimo | Maximo
Variables Limite inferior Limite superior
Edad 68.04 65.43 70.64 68.00 11.780 38 99
Tamarfio del tumor 4.905 4.426 5.384 4.500 2.1104 15 10.0
Media de area (CT) 178.9954 165.4248 192.5661 170.0780 61.76236 75.04 430.61
Media perimetro (CT) 66.3781 63.6151 69.1412 66.2544 12.57512 44.58 117.96
Media “compactness” (CT) 30.3872 29.3585 31.4159 30.2018 4.68187 22.68 45.88
Densidad vascular (CT) 22.30 20.77 23.82 21.65 6.933 11.40 48.80
Media de area (pt) 232.3819 213.1156 251.6481 225.2257 87.68392 106.62 | 478.46
Media perimetro (pt) 80.1712 76.2795 84.0629 81.0038 17.71175 49.24 143.69
Media “compactness” (pt) 35.6894 34.3140 37.0649 34.4740 6.25994 24.46 57.84
Densidad vascular (PT) 27.00 24.66 29.34 25.75 10.642 7.7 60.7
Media de area (F) 24507.5391 22588.7538 26426.3243 52889'312 8622.23872 | 9484.13 | 50431.88
Media perimetro (F) 7622.0203 7272.1305 7971.9101 7719.6875 1572.26203 | 3765.75 | 11044.88
Media “compactness” (F) 2734.4685 2527.7800 2941.1570 2702.3151 928.77387 376.68 6833.59
Media de area (MM) 79.0139 72.4687 85.5591 73.4567 28.83706 34.49 183.52
Media perimetro (MM) 43.8201 41.2553 46.3849 42.6633 11.30006 25.96 72.56
Media “compactness” (MM) 26.8409 25.4709 28.2108 25.9253 6.03561 18.43 44.90
VASOS_MM 110.19 100.17 120.22 101.00 44.179 47 300
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4.2.- CORRELACION DE CT, PT MM Y F CON LAS VARIABLES CONTINUAS DEL

ESTUDIO (EDAD,TAMANO TUMORAL).

(Nota:En el estudio de supervivencia se completara mas adelante con las otras dos variables

continuas SLE y SG)

4.2.1.- Correlacion entre angiogénesis de zona CT con las variables continuas de

estudio (edad,tamaio tumoral)

Como podemos ver en la tabla 4.2.1.1 ni cuantitativa ni cualitativamente CT mostro

correlacion estadisticamente significativa con los pardmetros continuos de estudio.

Tabla 4.2.1.1-.: Resultados del analisis de correlacion entre el grado de angiogénesis de
lazona CT con la edad y el tamafio del tumor.

Tamafio
Edad del tumor

Media de area (CT) Correlacion  de 030 -025

Pearson ’ '

Sig. (bilateral) 792 828

N 81 77
Media perimetro (CT) Correlacion  de 073 000

Pearson ' '

Sig. (bilateral) 519 998

N 81 77
Media “compactness” Correlacion de
T Pearson ~ldz - -076

Sig. (bilateral) 206 509

N 81 77
Densidad vascular (CT) Correlacion  de 058 -100

Pearson ' '

Sig. (bilateral) 607 389

N 81 77
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4.2.2.- Correlaciéon entre angiogénesis de zona PT con las variables continuas de

estudio(edad,tamafo tumoral).

Ni cuantitativa ni cualitativamente PT mostré correlacion estadisticamente

significativa con ninguno de los parametros continuos de estudio.

Tabla 4.2.2.1: Resultados del analisis de correlacion entre el grado de angiogénesis de la
zona PT con la edad y el tamafio del tumor.

Tamarfio del
Edad tumor
Media de area (pt) Correlacion de Pearson .051 .019
Sig. (bilateral) .653 .868
N 81 7
Media perimetro (pt) Correlacion de Pearson .006 -.001
Sig. (bilateral) .959 .993
N 81 7
Media “compactness” (pt)  Correlacién de Pearson .029 -.063
Sig. (bilateral) .801 .589
N 81 7
Densidad vascular (PT) Correlacion de Pearson -.043 -.033
Sig. (bilateral) .702 774
N 81 7

4.2.3.- Correlaciéon entre angiogénesis de zona MM con las variables continuas de

estudio(edad,tamafo tumoral).

La tabla 4.2.3.1 muestra los resultados del analisis de correlacion entre el grado de

angiogénesis de la zona MM con la edad y el tamafio del tumor. Ni cuantitativa ni

cualitativamente CT mostré correlacion estadisticamente significativa con ninguno de los

parametros continuos de estudio.
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Tabla 4.2.3.1: Resultados del andlisis de correlacion entre el grado de angiogénesis de la
zona MM con la edad y el tamafio del tumor

Tamarfio del
Edad tumor
Media de area (MM) Correlacion de Pearson -.080 -.057
Sig. (bilateral) 491 .633
N 77 73
Media perimetro (MM) Correlacion de Pearson .014 -.074
Sig. (bilateral) .901 .533
N 77 73
Media compactness”  Correlacion de Pearson 073 111
(Mm)
Sig. (bilateral) .526 .350
N 77 73
Densidad vascular (MM) Correlacion de Pearson -.059 .106
Sig. (bilateral) .608 .370
N 77 73

4.2.4.- Correlacion entre

las determinaciones de fibrosis con las variables

continuas de estudio (edad,tamafo tumoral).

La tabla 4.2.4.1 muestra

los resultados del andlisis de correlacion entre las

determinaciones de fibrosis con la edad y el tamafio del tumor. La media del perimetro de
Fibrosis se correlaciond significativamente y de manera positiva con la edad (rho=0.292;
p=0.009). La media del “compactness” de fibrosis se correlaciono, pero sélo como tendencia

estadistica y de manera positiva, con la edad.

Tabla 4.3.4.1: Resultados del analisis de correlacion entre las determinaciones de
fibrosis con la edad y el tamafo del tumor

Tamafio del
Edad tumor
Media de éarea (F) Correlacion de Pearson .108 .034
Sig. (bilateral) .342 771
N 80 76
Media perimetro (F) Correlacion de Pearson 292 .079
Sig. (bilateral) .009 497
N 80 76
Media “compactness” (F) Correlacion de Pearson .201 .066

Sig. (bilateral) .074 .573
N 80 76
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4.3.- RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CORRELACION ENTRE LAS DIFERENTES

MEDICIONES.

4.3.1.- Correlacion entre las diferentes mediciones tomadas de CT, PT, MM Y F.

Las tablas 4.3.1.1, 4.3.1.2, 43.1.3 y 4.3.1.4 muestran la correlacién entre las
diferentes mediciones (area, perimetro, “compactness” y densidad vascular) tomadas de CT,

PT, MMy F.

Se obtuvo:

e correlacion significativa negativa entre la media del perimetro vascularen CT y la
media del perimetro de F (p=0.011);

e correlacion positiva casi significativa entre la media del area vascular en CT y MM

(p=0.095), y entre la media del “compactness” vascularen CT y PT (p=0.061)

e correlacion positiva significativa entre densidad vascular de CT con PT (p<0.001) y
MM (p=0.006).

e correlacion significativa positiva entre la media de la densidad vascular en CT y la

media de la densidad vascular en PT (p<0.001) y en MM (p=0.006).

Tabla 4.3.1.1: Correlaciones entre area CT, PT, MMy F.

area (CT) area (pt) area (MM)

Correlacion de

Pearson .062 1
area (pt) Significacion (p) .579

Correlacion 102 .008 1
area (MM) Significacion (p) .095 .944

Correlacion de |02 -164 -107
area (F) Significacion (p) .985 .146 .353
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Tabla 4.3.1.2: Correlaciones entre perimetro CT, PT, MMy F

perimetro (CT)

perimetro (pt)

perimetro (MM)

perimetro (pt)

Correlacion de Pearson

.148

1

Significacion (p) .184
. Correlacion de Pearson | .089 .017 1
perimetro (MM)
Significacion (p) 443 .886
. Correlacion de Pearson | -.282 -.122 .069
perimetro (F)
Significacion (p) .011 .283 .552

Tabla 4.3.1.3 Correlaciones entre “Compactness” CT, PT, MMy F

compactness compaptness compactness
(CT) (pt) (MM)

“compactness” (pt) Correlacion de Pearson | .208 1
Significacion (p) .061

“compactness” (MM) Correlacion de Pearson .009 .077 1
Significacion (p) 941 .505

“compactness” (F) Correlacién de Pearson .065 -.138 115
Significacion (p) .569 .223 321

Tabla 4.3.1.4 Correlaciones entre densidad vascular de CT, PT y MM.

Densidad
vascular (CT)

Densidad
vascular (PT)

Densidad vascular (PT)

Correlacion de Pearson

439

1

Significacion (p) .000
Densidad vascular (MM) | Correlacion de Pearson | .312 .169
Significacion (p) .006 141
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4.3.2 Correlacion entre las diferentes mediciones tomadas de fibrosis con la

densidad vascular de las zonas tumorales CT,PT y MM.

Existe una correlacion significativa positiva entre el area media de fibrosis con la
media de la densidad vascular en PT (p=0.40); entre el perimetro medio de fibrosis
con la densidad vascular en CT (p=0.018); y entre la media del “compactness” de

fibrosis con la media de la densidad vascular en MM (p=0.003).

Existe una correlacion positiva casi significativa entre la media del area de fibrosis

con la media de la densidad vascular en CT (p=0.94).

Obtenemos una correlacién significativa pero negativa entre la media del area de

fibrosis con la media de la densidad vascular en MM (p=0.020).

Tabla 4.3.2.1 Correlaciones de area, perimetro y “compactness” de F con densidad
vascular (CT, MMy PT)

Densidad Densidad Densidad
vascular vascular vascular

(CT) (MM) (PT)
Media de area (F) Correlacion de Pearson 189 -.266 230
Sig. (bilateral) .094 .020 .040
Media perimetro (F) Correlacion de Pearson 263 037 105
Sig. (bilateral) 018 751 355
Media “compactness” Correlacion de Pearson 164 338 -.024

"

Sig. (bilateral) 146 .003 .832
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4.3.3.- Correlacion entre las diferentes mediciones de angiogenesis dentro de
cada una de las zonas de estudio.

4.3.3.1.- Correlaciones de lazona CT

Se obtiene una correlacion significativa positiva entre la media del area y perimetro
vascular (p<0,001), y entre media del compactness y perimetro vascular (p<0,001). Y una
correlacion positiva casi significativa entre la media del &rea y “compactness” vascular (
p=0,075). Se obtiene una correlacidn significativa pero negativa entre la media de la densidad

vascular con el “compactness” y perimetro vascular en CT ( p<0,001).

Tabla 4.3.3.1.1 Correlaciones zonas de CT

Media de area Media perimetro Media
(CT) (CT) “compactness” (CT)
Correlacion de Pearson .852 1 .638
Media perimetro (CT)
Sig. (bilateral) .000 . .000
N 82 82 82
Correlacién de Pearson .198 .638 1
Media “compactness” (CT)
Sig. (bilateral) .075 .000
N 82 82 82
Correlacién de Pearson -.132 -.369 -.463
Densidad vascular (CT)
Sig. (bilateral) .236 .001 .000
N 82 82 82

4.3.3.2.- Correlaciones de la zona MM

Se obtuvo una correlacion significativa positiva entre la media del area y perimetro
vascular (p<0.001), asi como entre la media del perimetro y “compactness” vascular
(p<0.001). Y una correlacion significativa positiva entre el area y “compactness” vascular
(p<0.001). Obtuvimos una correlacion significativa pero negativa entre la media de la
densidad vascular y “compactness” vascular (p=0.011).
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Tabla 4.3.3.2.1: Correlaciones de zonas de MM

Media
Media de area Media perimetro “compactness”
(MM) (MM) (MM)
Media perimetro (MM) Correlacion de Pearson .892 1 .897
Sig. (bilateral) .000 .000
N 77 77 77
Media “compactness” (MM) Correlacion de Pearson .617 .897 1
Sig. (bilateral) .000 .000
N 77 77 77
Densidad vascular (MM) Correlacion de Pearson -.034 -181 -.287
Sig. (bilateral) 769 116 .011
N 77 77 77

4.3.3.3.- Correlaciones de la zona PT

Se obtuvo una correlacion significativa positiva entre la media del area y

“compactness” vascular, con el perimetro (p<0.001 y p<0.001 respectivamente), y entre la

media del area con el compactness (p=0.011). También se obtuvo una correlacién pero en

este caso negativa y solo con tendencia a la significacion, entre la densidad vascular y el area

vascular medio en PT (p=0.093)

Tabla 4.3.3.3.1: Correlaciones de PT

Media de area Media perimetro Media
(pt) (pt) “‘compactness” (pt)

Correlacion de Pearson .868 1 .684

Media perimetro (pt) Sig. (bilateral) .000 .000
N 82 82 82
Correlacion de Pearson 279 .684 1

Media “compaptness” (pt) Sig. (bilateral) .011 .000

N 82 82 82

Correlacion de Pearson -.187 -.116 .164

Densidad vascular (PT) Sig. (bilateral) .093 .298 141
N 82 82 82
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4.3. 4.-Correlaciones entre si de las diferentes mediciones tomadas de fibrosis (area,
perimetro vy “compactness’)

Como vemos en la tabla 4.3.4 obtuvimos una correlacion significativa positiva entre
las medias del perimetro de fibrosis con el area y compactness (p<0.001 y p<0.001
respectivamente). Y una correlacion significativa pero negativa entre las medias del area y

compactness de fibrosis (p=0,008).

Tabla 4.3.4 Correlaciones entre las diferentes mediciones de Fibrosis

Media perimetro | Media “compactness”

Media de area (F) (F) (F)

Correlacion de Pearson .453 1 .648
Media perimetro (F)

Sig. (bilateral) .000 . .000

N 80 80 80

Correlacion de Pearson -.292 .648 1

Media “compactness” (F)
Sig. (bilateral) .008 .000
N 80 80 80

4.4.- RESULTADOS DE ANGIOGENESIS

En este apartado se presentan resultados del anlisis bivariante llevado a cabo de los
parametros obtenidos en las diferentes zonas tumorales (CT, PT y MM) con el resto de

variables incluidas en el estudio.

Inicialmente se presentan los resultados que contrastan si existen diferencias
estadisticamente significativas de medias de area, perimetro, “compactness” y densidad
vascular entre los zonas de estudio CT, PT y MM, y se analiza su posible relacién con grado
de diferenciacion, estadio Dukes, profundidad tumoral, ganglio y localizacién. Posteriormente

se analiza para cada parametro su posible relacién con el resto de variables y finalmente se
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estudia la angiogenesis dividiendo a la muestra en dos grupos, hiper e hipovascular, en

relacion a la media de la densidad vascular.

4.4.1 Comparacion CT, PT, MM.

Como vemos en la tabla 4.4.1 se obtuvo que existen diferencias estadisticamente
significativas de medias de area, perimetro, “compactness” y densidad vascular entre las
distintas zonas de estudio CT, PT y MM (Greenhouse-Geisser=115.56, p<0.001; G-
G=134.475, p<0.001; F=54.103, p<0.001; y G-G=124.63, p<0.001, respectivamente).
Siendo las zonas PT las que presentan los valores superiores, tanto para las variables
angiogénicas cuantitativas como cualitativas, seguida posteriormente por las zonas CT y

finalmente las MM.

Tabla 4.4.1: Diferencias en las mediciones entre las distintas zonas de estudio

VARIABLE CT PT MM
MEDIA AREA 179.610364 231.932217 79.013935
MEDIA PERIMETRO 66.137930 79.900307 43.820053
MEDIA “COMPACTNESS” 30.117806 35.624198 26.840858
DENSIDAD VASCULAR 22.51 24.92 11.01

4.4.1.1.- Medias de angiogénesis segun parametros de estudio

A continuacion se muestran los resultados del anlisis realizado para determinar si los
valores medios de area, perimetro, compactness y densidad vascular, en las zonas PT, CT y
MM, tienen comportamiento similar independientemente de los pardmetros de estudio
(estadio de Dukes, profundidad tumoral, infiltracion ganglionar, localizacion y grado de
diferenciacion.

4.4.1.1.1.- Resultados Area

La tabla 4.4.1.1.1muestra los valores medios de &rea de PT, CT y MM segun los
parametros de estudio. De manera descriptiva se observa que, independientemente del

parametro de estudio, los valores medios de area PT son superiores a los de CT y éstos son



134 Estudio de la Angiogénesis intratumoral y reaccion Desmoplasica....

superiores a los de MM. Las pruebas estadisticas confirman que ninguno de los parametros de
estudio considerados modifican este comportamiento observado de PT>CT>MM de manera

significativa. Si se observa alguna excepcion, como la media de area de PT en el estadio
Dukes D, que en vez de ser superior a la observada para CT, es inferior (aunque esta
excepcion no llega a ser estadisticamente significativa con respecto al resto de estadios de

duke considerados, Fgreennouse-Geisser=1,54; gl=4,81; p=0,18).

Tabla 4.4.1.1.1: Medias de area de PT, CT y MM segun parametros de estudio

Media de M%?dee Media de

area (PT) CT) area (MM)
_ A-B1 258.8 190.7 93.9
Estadio Duke B2-B3 234.7 170.7 79.6
el S C1-C3 239.0 184.0 70.1
D 167.6 180.8 89.4
Profundidad T1-T2 254.4 187.7 91.3
fumoral T3 218.8 179.6 73.0
Sy T4 248.2 174.7 85.4
Infiltracion No 235.8 1738 81.1

Ganglionar
Forpone Si 229.0 186.4 73.4
p=0.63)

Localizacion | ASCENDENTE 229.0 177.1 76.1
(Foremore. | TRANSVERSO 224.2 139.7 82.2
cisa=08:020%) | DESCENDENTE | 239.3 1966 | 826
_Grado de BD 251.0 195.1 91.5
diferenciacion MD 216.3 176.0 79.0
e PD 244.1 1750 | 70.7

4.4.1.1.2.- Resultados Perimetro.

La tabla 4.4.1.1.2. muestra los valores de perimetro de PT, CT y MM segun los
parametros de estudio. De manera descriptiva se observa que, independientemente del
parametro de estudio, los valores medios de perimetro de PT son superiores a los de CT y

éstos son superiores a los de MM. Las pruebas estadisticas confirman que ninguno de los
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pardmetros de estudio considerados modifican este comportamiento observado de

PT>CT>MM de manera significativa.

Tabla 4.4.1.1.2.: Medias de perimetro de PT, CT y MM segun parametros de estudio

Media Media Media
perimetro perimetro perimetro
(PT) (CT) (MM)
Estadio Dukes A-Bl 87.5 715 47.3
(FGrein:[o%s; B2-B3 82.5 64.9 445
“pe0.18) C1-C3 78.0 66.7 40.1
D 69.3 64.1 49.7

Profundidad T1-T2 86.4 70.6 46.4

(tﬁmora' T3 77.7 66.7 41.9
‘Greenhouse-
Geisser:O-los;

p=0.38) T4 81.5 63.4 46.6

Infiltracion No 82.8 66.0 45.4

Ganglionar
(Foreennouse- Si 76.8 66.4 41.6

Geisser:O-g; p:04)

Localizacion | ASCENDENTE 78.4 64.9 42.1
(FG'Ej“Sf’gfg_ TRANSVERSO 82.2 61.0 43.7
Geisser—V. 1

p=0.82) DESCENDENTE 81.7 70.3 46.6
_Grado de BD 84.2 70.6 46.3
d'ffg‘:r:fhﬁ‘i'on MD 79.0 65.1 45.0
eisser:0-47;
T PD 79.1 65.6 40.3

4.4.1.1.3.- Resultados de ““Compactness”.

La tabla 4.4.1.1.3. muestra los valores medios de compactness de PT, CT y MM
segun los pardmetros de estudio. De manera descriptiva se observa que, independientemente
del parametro de estudio, los valores medios de compactness PT son superiores a los de CT y
éstos son superiores a los de MM. Las pruebas estadisticas confirman que ninguno de los
parametros de estudio considerados modifican este comportamiento observado de

PT>CT>MM de manera significativa.
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estudio

Media Media Media
“compactness” | “compactness” | “compactness”
(PT) (CT) (MM)

Estadio Duke A-Bl 38.5 334 27.7
(FGrein:[ogsé-. BZ'B?) 368 300 274
“p=0.15) C1-C3 33.6 30.3 25.0

D 35.6 27.8 30.1
Profundidad T1-T2 37.9 32.8 27.2
umoral T3 35.2 30.4 26.2
Greenhouse-
Geisser—0.85;
p=0.49) T4 35.4 28.8 28.1
Infiltracion No 37.2 30.7 27.9
Ganglionar
oo si 33.8 29.6 25.7
p=0.32)

Localizacion | ASCENDENTE 35.0 29.4 25.7
(FG'ei"(;‘)gg, TRANSVERSO 38.9 31.2 26.9
Geisser—V- ’

p=0.47) DESCENDENTE 35.5 313 28.7
_Grado de BD 35.6 31.4 26.6
diferenciacion MD 36.4 29.8 28.2
cisser=1.46;
Gp:O.22) PD 34.6 30.5 24.9

(OBSERVACION: EN ESTADIO DUKES SE OBTIENE SIGNIFICACION, ESTO ES DEBIDO A QUE EN “D” LOS VALORES SON
MUY SUPERIORES AL DEL RESTO DE ESTADIOS; EVIDENTEMENTE NO VALIDA LA RELACION PT>CT>MM SINO QUE,
PARA ESTA CATEGORIA, ES TODAVIA MAS FUERTE; LAS VECES EN QUE HA HABIDO ALGUNA EXCEPCION
DESCRIPTIVA O SIGNIFICACION, COMO OCURRE AHORA Y PARA EL AREA O EL COMPACTNESS, INTERVIENE EL
ESTADIO “D”; HAY QUE TENER CUIDADO YA QUE ESTA CATEGORIA ES LA QUE MENOS MUESTRA TIENE Y POR LO
TANTO ESOS RESULTADOS SE DEBEN A LA FALTA DE MUESTRA'Y NO AL PROPIO ESTADIO)

4.4.1.1.4.- Resultados de densidad vascular.

La tabla 4.4.1.1.4. muestra los valores medios de densidad vascular de PT, CT y MM
segun los pardmetros de estudio. De manera descriptiva se observa que, independientemente
del parametro de estudio, los valores medios de densidad vascular PT son superiores a los de
CT vy éstos son superiores a los de MM. Las pruebas estadisticas confirman que ninguno de
los parametros de estudio considerados modifican este comportamiento observado de
PT>CT>MM de manera significativa.
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Tabla 4.4.1.1.4: Medias de densidad vascular de PT, CT y MM segun parametros de

estudio
Densidad Densidad Densidad vascular
vascular (PT) | vascular (CT) (MM)

Etadio Duk A-B1 26.5 21.7 11.7

Stadlo Dukes
(Formae. B2-B3 24.6 21.7 11.1

casser=3; p=0.013) C1-C3 27.2 23.0 11.2

D 37.0 23.5 9.3

Profundidad T1-T2 26.1 22.5 11.3

umoral T3 27.2 216 10.6
‘Greenhouse-

Geisser:O-s;

p=0.84) T4 27.9 23.9 11.8

Infiltracion No 26.3 21.7 10.8

Ganglionar
oo si 28.8 235 111

p=0.58)

Localizacion | ASCENDENTE 27.9 24.3 11.6
<FGfezn(;°;s; TRANSVERSO 26.7 20.2 12.8
Geisser—\Y. I}

p=0.54) DESCENDENTE 26.4 20.4 9.5

_Grado de_, BD 25.1 21.8 11.3

d'f%fm”e‘:h'ji'o” MD 28.4 22.6 10.4
cisser—0.68;
szo_sg) PD 26.8 224 11.8

A continuacion se muestran las graficas en las que se visualiza como los valores
medios de densidad vascular de PT son superiores a los de CT y éstos son superiores a los de

MM segun los distintos parametros de estudio.
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Medias de densidad vascular segun Estadio Duke
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Grafica 4.4.1.1.4.1 Medias de densidad vascular en distintas zonas de estudio segun el
estadio de Dukes
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Graéfica 4.4.1.1.4.2 Medias de densidad vascular en distintas zonas de estudio segun la
profundidad tumoral.
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Medias de densidad vascular segun Infiltracién Ganglionar
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Grafica 4.4.1.1.4.3 Medias de densidad vascular en distintas zonas de estudio segun la
infiltracion ganglionar.
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Grafica 4.4.1.1.4.4 Medias de densidad vascular en distintas zonas de estudio segun la
localizacion tumoral.
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Medias de densidad vascular segin Grado de Diferenciacion
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Grafica 4.4.1.1.4.5 Medias de densidad vascular en distintas zonas de estudio segun el
grado de diferenciacion.

4.4.2 -Resultados del andlisis bivariante CT, PT, MM, con el resto de parametros
de estudio.

4421.-CT

El 4rea de CT muestra un valor medio en localizacion transverso significativamente
inferior al observado en localizacion descendente, mientras que en perimetro de CT es
localizacion ascendente la que obtiene un valor medio inferior, aunque no llega a ser
significativo.Respecto al Estadio de Dukes, el perimetro de CT muestra un valor medio en A-
B1 superior al observado en el estadio D, aunque no llega a ser estadisticamente significativo.
Resultado similar se obtiene con “compactness”.Respecto a profundidad tumoral, el grupo
T1-T2 presenta una media de “compactness” superior a la obtenida en T4, no siendo
estadisticamente significativas. Si se obtienen diferencias de medias estadisticamente
significativas en cuanto a la afectacion ganglionar, presentando NO una media
significativamente superior de “compactness” respecto a N2.

En cuanto a enfermedad metastasica se observo una tendencia a la significacion, presentando

un valor medio de “compactness” menor en el grupo de enfermos metastasicos. Por ultimo,
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individuos con localizacién ascendente presentaron una media de densidad vascular

significativamente superior a la de los individuos con localizacién descendente.

Tabla 4.4.2.1.: Resume los resultados obtenidos para el parametro CT.

CT _Variables Prueba _ Significacion _
-— indep. estadistica (p) Observaciones
Transverso<Des
Area Localizacion | F=3.39 0.039 cendente
Ascendente<Des
Localizacion | F=2.72 0.072 cendente
Perimetro Estadio Duke |F=2.17 0.051 A-B1>D
Profundidad
Tumoral F=3 0.056 T1-T2>T4
Estadio Duke |F=2.62 0.057 A-B1>D
Ganglios F=3.32 0.041 NO>N2
Enfermedad
“Compactness” | metastasica |F=2.82 0.097 Si<No
Densidad Ascendente>Des
vascular Localizacion |F=3.61 0.032 cendente
442.2.-PT.

Tanto el area como el perimetro en PT mostraron un valor medio en los casos con
enfermedad metastésica, significativamente menor que aquellos sin metéstasis a distancia.
En cuanto al estadio de Dukes, vemos que los estadios A-B1 presentaron mayor area que los
estadios D (aunque no llega a ser estadisticamente significativo, pero muestra una tendencia a
la significacién); lo mismo ocurre con el perimetro, ya que su valor medio fue menor en el
estadio D que en el A-B1, aunque no llega tampoco a ser estadisticamente significativo.
Igualmente en cuanto al “compactness”, los enfermos en estadio A-B1 presentaron un valor
medio de “compactness’mayor que los estadios D, sin llegar a ser estadisticamente
significativo. Lo que si alcanzé significacion estadistica fue que los enfermos con afectacion
ganglionar(N1)presentaron valores medios de “compactness” menores que los enfermos sin

metéstasis ganglionares(NO).
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Los valores medios de densidad vascular tienden a ser significativamente mayores en
los enfermos con enfermedad metastasica a distancia y significativamente mayores en los
estadios D frente a estadios B2-B3, asi como en los enfermos con afectacion metastasica

ganglionar N2 frente a NO y N1

Tabla 4.4.2.2.: Resume los resultados obtenidos para el parametro PT.

pT _Variables Prueba _ Significacio _
— indep. estadistica n (p) Observaciones
Estadio Duke |F=2.1 0.1 A-B1>D
Enfermedad | Brown-
Area metastasica | Forsythe=9.47 0.007 Si<No
Estadio Duke |F=2.17 0.098 A-B1>D
Enfermedad | Brown-
Perimetro metastasica | Forsythe=10.36 0.005 Si<No
Estadio Duke |F=2.27 0.087 A-B1>D
Brown-
“Compactness” | Ganglios Forsythe=4.85 0.016 NO>N1
Estadio Duke |F=3.58 0.018 B2-B3<D
Brown-
Ganglios Forsythe=4.08 0.026 N2>NO y N1
Densidad Enfermedad | Brown-
vascular metastasica | Forsythe=4.08 0.071 Si>No
4.4.2.3.-. MM.

En cuanto a los valores medios del area, perimetro y “compactness” en el borde sano,
ninguna variable alcanzo significacion estadistica; sélo encontramos algunas variables que
tienden a ser estadisticamente significativas:

-Los enfermos obstruidos tenian valores medios del area mayores en su borde sano que los
que no lo estaban (p=0.051).

-Los tumores BD tenian valores medios del area en su borde sano mayores que los PD
(p=0.08).

-Los adenocarcinomas tenian valores medios del area en su borde sano mayores que los

adenocarcinomas mucosecretores (p=0.077).
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-Los tumores que no llegaron a dar afectacion ganglionar(NO) tenian valores medios en su
borde sano mayores de area y perimetro que los N1.

-Los tumores con diseminacion metastasica a distancia (M1) también tenian valores medios
mayores de area, perimetro y “compactness”, en su borde sano, que los MO.

-Los estadios tumorales C1-C3 tenian un perimetro medio menor en los vasos de su borde
sano que los tumores en estadio D (p=0.082).

-En relacion a la densidad vascular, los tumores de localizacién descendente tienen menor
recuento vascular en su borde sano que los localizados en ascendente y transverso.Y en
cuanto al tamafio, los tumores menores de 4-6 cm presentaron también menor recuento

vascular en su borde sano que 10s >6 cm.

Tabla 4.4. 2.3: Resumen de los resultados obtenidos para el parametro MM

MM Variables Prueba Significacion | Observaciones
indep. estadistica
Area Grado F=2.61 0.08 BD>PD
diferenciacion
Estadio Dukes | F=2.33 0.081 Al1-B1>C1-C3
Obstruccién F=3.92 0.051 Si>No
Tipo F=3.21 0.077 Adenocarcinoma>Mucrosecretor
histoldgico
Perimetro Estadio Dukes | F=2.33 0.082 D>C1-C3
Localizacion F=2.61 0.08 Descendente<Ascendente y
Transverso
“Compactness” | Enfermedad F=2.77 0.1 Si>No
metastésica
Densidad Tamafio  del|F=2.47 0.09 4-6<(>=6)
vascular tumor
Localizacion F=2.61 0.08 Descendente<Ascendente y
Transverso
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4.4.3.- Resultados de las comparaciones al dividir la muestra en hipo e

hipervascular en relacion a la media de la densidad vascular.

4.4.3.1ZonasCT

No se encontraron diferencias significativas en CT entre ambos grupos, en relacion a:
-la distribucion de los pacientes por grado de diferenciacién, tamafio tumoral,
enfermedad metastésica, estadio de Dukes, aspecto macroscépico, grupos de edad,

existencia o no de recidiva loco-regional o a distancia, ni por la profundidad tumoral.

Se encontraron diferencias casi significativas entre ambos grupos en CT en relacion
a:

-Afectacion ganglionar: aunque en ambos grupos son mas frecuentes los casos NO,
seguido de los N1y N2, en el grupo hipervascular fueron casi significativamente mas
frecuentes los N2 que en el grupo hipovascular, y en el grupo hipovascular fueron
casi significativamente mas frecuentes los casos NO que en el grupo hipervascular
(p=0.059).

-Localizacion tumoral: en el grupo hipervascular fue casi significativamente mas
frecuente la ascendente, seguida de la descendente y la transversa; en el grupo
hipovascular la localizacion casi significativamente més frecuente fue la descendente

seguida de la transversa y la ascendente (p=0.083).

Se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en relacion a:

-Sexo: en el grupo hipovascular fueron significativamente mas frecuentes los
hombres, mientras que en el grupo hipervascular son significativamente mas
frecuentes las mujeres (p=0.033)

-Perimetro de fibrosis: en el grupo hipervascular existio significativamente mayor

perimetro de fibrosis que en el grupo hipovacular.
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4.4.3.2.- Zonas MM

e No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en relacion a:

- la distribucién de los pacientes por tamafio tumoral, infiltracion ganglionar,
afectacion metastasica, estadio Dukes, edad, recidiva loco-regional o a distancia,
profundidad tumoral.

e Se encontraron diferencias casi significativas entre ambos grupos en relacion a:
-Localizacion tumoral: en el grupo hipovascular fue casi significativamente mas
frecuente la localizacion descendente que en el grupo hipervascular, siendo en este
ultimo grupo casi significativamente mas frecuente la localizacion ascendente que en
el hipovascular.

-Sexo: en el grupo hipervascular fue casi significativamente mas frecuentes las
mujeres y en el hipovascular los hombres.
-Grado de diferenciacion: en el grupo hipovascular fueron casi significativamente méas

frecuentes los casos MD, mientras que en el grupo hipervascular lo fueron los PD.

4.4.3.3.- Zonas PT

e No se encontraron diferencias significativas ni casi significativas al analizar las zonas
PT entre el grupo hiper e hipovascular para ningin pardmetro estudiado, salvo para la
enfermedad metastasica, que fue casi significativamente méas frecuente en el grupo

hipervascular (p=0.068).

La tabla 4.4.3 resume los resultados analiticos obtenidos del analisis bivariante de
densidad vascular de CT, PT y MM (corte en media: hipo e hipervascular) con grado de
diferenciacion, tamario tumoral, infiltracion ganglionar, enfermedad metastésica, estadio de
Dukes, aspecto macroscopico, sexo, grupos de edad, existencia o no de recidiva loco-regional

0 a distancia, profundidad tumoral, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.
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Tabla 4.4.3: Andlisis bivariante de Densidad vascular hipo e hipervascular de CT, PT y

MM.
Densidad : . Prueba L .
vascular Variables indep. estadistica Significacion Observaciones
. ., . 2 Hipovascular-NO
Infiltracion ganglionar x"=5.65 0.059 Hipervascular-N2
cT Localizacion v°=4.91 0.086 Hipovascular-descendente
Sexo v’=4.53 0.033 Hipervascular-mujer
Area F T=-2.23 0.029 Hipervascular>hipovascular
Perimetro F T=-2.31 0.023 Hipervascular>hipovascular
: .y 2 Hipervascular-PD
Grado de diferenciacion % °=6.62 0.037 Hipovascular-MD
L 2 Hipovascular-descendente
MM Localizacion x“=5.05 0.08 Hipervascular-ascendente
Sexo v’=2.83 0.093 Hipervascular-mujer
PT Enfermedad metastasica | y°=3.34 0.068 Hipervascular-si

4.5.-RESULTADOS DE LA FIBROSIS:

4.5.1.-Andlisis bivariante Fibrosis (F).

e Los tumores que alcanzaron la profundidad T4 presentaron valores medios mayores

de area de fibrosis que los T1 y de “compactness” que los T3 (p=0.1 y p=0.09,

respectivamente, sin llegar a ser por tanto estadisticamente significativos).

e Los tumores bien diferenciados (BD) presentaron valores medios menores de area que

los MD (sin alcanzar significacion estadistica, p=0.082) y significativamente menores

de perimetro que los PD (p=0.045). Los valores medios de “compactness” en los

tumores MD son menores que los PD, con tendencia a la significacion estadistica
(p=0.07).
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En cuanto al estadio, sélo llegaron a alcanzar tendencia a la significacion estadistica el
perimetro de fibrosis, cuyos valores medios en los estadios C1-C3 fueron mayores que
en los estadios A-B1 (p=0.076).

Los tumores de colon ascendente presentaron significativamente (p=0.036) menor

valor medio de perimetro que los de colon descendente.

Los tumores ulcerados también presentaron unos valores medios significativamente
menores de perimetro que los exofiticos y difusamente infiltrativos (p=0.009), y de

“compactness” que los difusamente infiltrativos (p=0.014).

Los tumores de tamafio> 6¢cm presentaron valores medios mayores de “compactness”
que los tumores mas pequefios (de 4-6 cm), sin llegar a ser estadisticamente

significativos (p=0.99).

Los pacientes con algun tipo de recidiva loco-regional desarrollaron tumores con
valores medios de ‘“compactness” mayores que los enfermos sin recidiva loco-

regional, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

Lo mismo ocurridé en cuanto al tipo histopatoldgico y el “compactness”; los
adenocarcinomas mucosecretores presentaron mayores “compactness” que los que no
lo son (p=0.002).

La edad mostré una asociacion positiva y estadisticamente significativa en relacion a
los valores medios de perimetro, y con tendencia a la significacion estadistica en

cuanto a los valores medios de “compactness* (p=0.009 y p=0.074, respectivamente).

Los valores medios de perimetro mostraron una asociacién negativa Yy

estadisticamente significativa en cuanto a la supervivencia libre de enfermedad y
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supervivencia global (p=0.024 y p=0.045, respectivamente). En relacion al

“compactness”, tanto para la supervivencia libre de enfermedad como para la

supervivencia global, existié una asociacion negativa, que fue estadisticamente
significativa para la primera (p=0.047), y con tendencia a la significacion para la

supervivencia global (p=0.078).



Tabla 4.5.1;: Muestra los resultados del andlisis bivariante Fibrosis

= Variables Prueba
- indep. estadistica Signif. (p) | Observaciones
Profundidad
Tumoral F=2.16 0.1 T1<T4
Grado de
Area diferenciacion | F=2.58 0.082 BD<MD
Rho
Edad Pearson=0.292 0.009 Asociacién positiva
Estadio
Dukes F=2.38 0.076 A-B1<C1-C3
Localizacion | F=3.46 0.036 Ascendente>Descendente
Aspecto Ulcerado<  Exofitico vy
macroscopico | F=5.04 0.009 Difusamente infiltrativo
Grado de
diferenciacion | F=3.23 0.045 BD<PD
Tipo
histoldgico F=4.09 0.047 Si>No
Recidiva loco-
Perimetro regional F=3.08 0.084 Si>No
Rho
Edad Pearson=0.201 0.074 Asociacién positiva
Profundidad
Tumoral
(T1-T2. T3 y
T4) F=2.44 0.094 T3<T4
Aspecto Ulcerado< Difusamente
macroscopico | F=4.55 0.014 infiltrativo
Grado de
diferenciacion | F=2.62 0.079 MD<PD
Tipo
histologico F=5.6 0.02 Si>No
Recidiva loco-
regional F=4.49 0.038 Si>No
Tamafio del
“Compactness” |tumor F=2.38 0.99 (4-6)<(>=6)
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4.6.-. ANALISIS MULTIVARIANTE.

Una vez realizado el analisis bivariante, el siguiente paso consistié en analizar factores
asociados a cada zona de estudio (CT, PT, MM) en sus diferentes mediciones de angiogénesis
(perimetro, area, densidad y “compactness”) y fibrosis (area, perimetro,”compactness”). Como
modelo multivariante se optd por la regresion logistica binaria, construyendo uno para cada zona
y medicion de angiogénesis (perimetro CT, densidad MM...), resultando 15 modelos
multivariantes. Estos parametros se dicotomizaron a partir de sus valores medios (ver tabla
4.6.1), siendo la categoria de referencia aquellos valores por debajo de la media. Como variables
independientes, para cada modelo, se han incluido aquellas que en el analisis bivariante
obtuvieron una significacion inferior a 0.1 y otras que, aunque no tuvieran significacion
estadistica, se consideraron clinicamente relevantes (ver tablas 4.6.1 y 4.6.2). Como método de
inclusién/exclusién de variables se escogidé el método de seleccidn por pasos hacia atras segun la

probabilidad del estadistico de Wald, considerando como probabilidad de salida 0.15.
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Tabla 4.6.1. Variables incluidas en los modelos de regresion logistica binaria multivariante
para las medidas de angiogénesis

Variables dependientes

Variables independientes (entre paréntesis se indica la

Medida Zona | Puntodecorte categoria de referencia)

angiogénesis (valor medio)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
CT 22.3 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO), sexo (varén), area F
(<=24507.54), perimetro F (<=7622.02) y metastasis (No)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad

Densidad PT 21 tumoral (T1-T2), infiltracién ganglionar (NO) y metéastasis (No)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
MM 11.02 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO), sexo (varén), area F
(<=24507.54), tamafio del tumor (<4) y metéastasis (No)

. €T 66.38 Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
Perimetro PT 80.17 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
MM 43.82 ’ gang y
CT 30.39 o . L .
“ ” Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
compactness PT 35.7 S > . J .
MM 6.8 tumoral (T1-T2), infiltracién ganglionar (NO) y metéastasis (No)
CT 179 Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
) PT 232.38 tumoral (T1-T2), infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)
Area Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad
MM 79 tumoral (T1-T2), infiltracién ganglionar (NO), obstruccioén (no), tipo

histolégico (adenocarcinoma) y metastasis (No)

Tabla 4.6.2. Variables incluidas en los modelos de regresion logistica binaria multivariante
para fibrosis

Variables dependientes

Punto de Variables independientes (entre paréntesis se indica la categoria de
Medida fibrosis | corte (valor referencia)
medio)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),
Perimetro 7622 infiltracion ganglionar (NO), tamafio del tumor (<4), aspecto macroscopico
(exofitico), edad (continua), tipo histolégico (adenocarcinoma). y metéstasis (No)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),
“compactness” 2734.47 infiltracion ganglionar (NO), tamafio del tumor (<4), aspecto macroscopico
(excafitico), edad (continua), tipo histolégico (adenocarcinoma) y metastasis (No)

Localizacion (ascendente), grado diferenciacion (BD), profundidad tumoral (T1-T2),

Area 24507.54 infiltracion ganglionar (NO) y metastasis (No)

Las tablas de 4.6.3 y 4.6.4 muestran los principales resultados en cuanto al diagnostico y

ajuste de cada modelo construido. Como se puede observar los modelos que presentaron mayor
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significacién son densidad y perimetro de CT, perimetro y “compactness” de F y “compactness”
de PT.

Tabla 4.6.3: Resultados en cuanto al diagnostico y ajuste de cada modelo
construido en relacién a angiogénesis

Variables dependientes Medidas de ajuste del modelo
Medida % (sig. -2 log 5
angiogénesis Zona x (i9.) verosimilitud R” Nagelkerke
CT 19.041 (0.004) 89.4 0.285
Densidad PT 3.34 (0.068) 107.45 0.054
MM 10.82 (0.013) 89.7 0.184
CT 15.93 (0.003) 96.34 0.238
Perimetro PT 4.53 (0.033) 107.74 0.073
MM 7.95 (0.094) 98.47 0.131
CT 8.82 (0.012) 103.16 0.138
“compactness” PT 18.55 (0.001) 90.95 0.276
MM 3.532 (0.171) 102.96 0*
CT 6.69 (0.035) 105.29 0.106
Area PT 3.56 (0.059) 108.42 0.057
MM 12.34 (0.002) 91.46 0.2

0% modelo sin variables significativas (Unicamente constante)

Tabla 4.6.4. Resultados en cuanto al diagnostico y ajuste de cada modelo construido en
relacion a fibrosis

Variables dependientes Medidas de ajuste del modelo
Medida 2, . -2 log 2
fibrosis Zona %~ (sig.) verosimilitud R” Nagelkerke
Perimetro F 23.31(0.003 81.83 0.353
‘compactness” F 29.68(<0.001) 80.77 0.414
Area F 2.11 (0.347) 110.45 0*

0% modelo sin variables significativas (Unicamente constante)

En cuanto a la capacidad predictiva de los modelos (Tablas 4.6.5 y 4.6.6) estableciendo
como punto de corte la probabilidad 0.5, los resultados fueron similares a los obtenidos respecto
a su significacion, siendo perimetro de F el que mayor porcentaje de prediccion correcta

presento.
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Tabla 4.6.5: Muestra la capacidad predictiva de los modelos en relacion a la angiogenesis

Variables dependientes Medidas de prediccidn del modelo
Medida Zona FN Fp? PG
angiogeénesis
CT 80.9 51.5 68.8
Densidad PT 93.5 20 61.7
MM 77.5 54.5 67.1
CT 80.5 62.5 71.6
Perimetro PT 20 95.1 58
MM 87.8 33.3 62.3
CT 27.9 94.4 59.3
“compactness” PT 66.7 69.7 67.9
MM 100 0 61
CT 44.2 81.6 61.7
Area PT 18.6 94.7 54.3
MM 80.4 58.1 71.4

'FN (falsos negativos): % de individuos que son clasificados por el modelo correctamente por debajo de la media de la
zona de angiogénesis correspondiente

°FP (falsos positivos): % de individuos que son clasificados por el modelo correctamente por encima de la media de la
zona de angiogénesis correspondiente

®pG (porcentaje global): % de individuos que son clasificados correctamente

Tabla 4.6.6: Muestra la capacidad predictiva de los modelos en relacién a la fibrosis.

Variables dependientes Medidas de prediccidon del modelo
Medida Zona FN FP? PG
Fibrosis
Perimetro F 69.4 80 75
“compactness” F 69.8 70.3 70
Area F 100 0 53.8

'FN (falsos negativos): % de individuos que son clasificados por el modelo correctamente por debajo de la media de la
zona de angiogénesis correspondiente

?FP (falsos positivos): % de individuos que son clasificados por el modelo correctamente por encima de la media de la
zona de angiogénesis correspondiente

®PG (porcentaje global): % de individuos que son clasificados correctamente

A continuacion pasamos a describir cada uno de los modelos finalmente obtenidos.

Algunas observaciones de cara a la interpretacion de los resultados son:

Tener una OR>1 indica que la categoria de la variable independiente en cuestion,
respecto a su categoria de referencia, es un factor de riesgo de tener valores de esa zona

por encima de la media. Es decir, los individuos con esa caracteristica tienen mas
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probabilidad que la caracteristica de referencia de tener valores de esa zona por encima de
la media (que es el punto de corte establecido para determinar las dos categorias de la

variable dependiente) a igualdad del resto de caracteristicas.

Tener una OR<1 indica que la categoria de la variable independiente en cuestion,
respecto a su categoria de referencia, es un factor de riesgo de tener valores de esa zona por
encima de la media. Es decir, los individuos con esa caracteristica tienen mas probabilidad que la
caracteristica de referencia de tener valores de esa zona por debajo de la media (que es el punto
de corte establecido para determinar las dos categorias de la variable dependiente) a igualdad del

resto de caracteristicas.

4.6.1.- Andlisis multivariante de angiogénesis

4.6.1.1 Densidad de CT

Como factores asociados a la densidad de CT se obtienen: la profundidad tumoral, la

infiltracion ganglionar, el sexo y el perimetro de F. Asi pues:

- La profundidad tumoral T3 y T4 actGan como factores protectores de tener valores de
densidad de CT por encima de la media respecto a la profundidad tumoral T1-T2, aunque
no llega a tener significacion estadistica; es decir, los casos T3 y T4 poseen mas
probabilidad que los T1-T2 de tener valores de densidad vascular por debajo de la media,
no presentando significacion estadistica para los casos T4, y una tendencia a la

significacion para los T3.
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Respecto a la Infiltracion Ganglionar, N1 y N2 son factores de riesgo respecto a NO,
aumentando el riesgo conforme aumenta el nivel de infiltracion (ORn;=2.6 y ORN2=4.7);
ser N1 tiene 2.6 veces mas riesgo que ser NO de tener valores de densidad vascular en CT
por encima de la media, no llegando a tener significacion estadistica. Ser N2 tiene 4.7
veces mas riesgo que ser NO de tener valores de densidad vascular en CT por encima de

la media, alcanzando significacién estadistica (p=0.038).

También el riesgo es mayor en mujeres que en hombres (ORmyjer=2.89). Ser mujer tiene
2.8 veces més riesgo de tener valores de densidad vascular en CT por encima de la media

que ser hombre, alcanzando significacion estadistica (p=0.044).

Igualmente ocurre con el perimetro de F, donde los valores superiores a su media
(7622.02) muestran casi 4 veces mas de riesgo de tener valores de densidad de CT por

encima de la media, alcanzando significacion estadistica (p=0.017).

Tabla 4.6.1.1: Muestra los factores asociados a la densidad vascular en CT

Parametro Variable ipdep. _ 1.C.95%
angiogénesis (categoria de B E.T. Wald Gl | Sig. OR Inf Sup
referencia) ) '
Prof tum (T1-T2) 4.625 2 .099
Prof tum T3 -1.725 .893 3.730 1 .053 .178 .031 1.026
Prof tum T4 -.847 .925 .839 1 .360 429 .070 2.627
Infil gang (NO) 4.984 2 .083
Densidad CT Infil gang N1 .969 .632 2.351 1 125 2.635 .764 9.094
Infil gang N2 1.555 748 4.319 1 .038 4.733 1.093 20.503
Sexo Mujer 1.061 527 4.063 1 .044 2.890 1.030 8.113
Perimetro F>7622,02 1.349 .567 5.668 1 .017 3.853 1.269 11.697
Constante -.977 .718 1.851 1 174 377

4.6.1.2 Densidad MM

Localizacion descendente respecto a ascendente actia como factor protector de densidad

vascular en MM. Es decir, los tumores de localizacion descendente tienen mas probabilidad que

los de localizacidn ascendente de tener valores de densidad vascular en su borde sano por debajo
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de la media, siendo estadisticamente significativo. Lo mismo ocurre en los que se localizan en
transverso, aunque no de manera significativa.

También, valores de area de fibrosis altos (por encima de su media) tienen mas
probabilidad de tener valores bajos de densidad en MM, siendo casi estadisticamente
significativo.

Tabla 4.6.1.2 Muestra los factores asociados a la densidad vascular en MM

Variable Variable indep. 1.C.95%
dependiente (categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf su
P referencia) ) p-
Localizacion 6.638 P 036
(ascendente)
Localizacion -393 | .799 242 1 | 623 | 675 | 141 | 3232
. Transverso
Densidad MM Localizacion
-1.500 .583 6.621 1 .010 .223 .071 .699
Descendente
Area F >24507,5391 -.948 516 3.372 1 .066 .388 141 1.066
Constante 744 412 3.263 1 .071 2.104

4.6.1.3 Densidad PT

La enfermedad metastasica es factor de riesgo de tener valores de densidad de PT altos

(OR=3.58). Es la Unica zona que obtiene tendencia a la significacion (p=0.081).

4.6.1.3 Muestra los factores asociados a densidad vascular en PT

Variable Variable indep. 1.C.95%
: (categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR
dependiente referencia) Inf. Sup.
Densidad PT mi?;i:émseig;‘dsi 1276 | 732 | 3.044 1 | 081 | 3583 | .854 | 15.031
Constante 429 | 243 | 3.121 1 | 077 | 651

4.6.1.4 Perimetrode CT

La infiltracién ganglionar y el grado de diferenciacion son factores asociados a perimetro
de CT. N1 tiene 4 veces mas riesgo respecto a NO de tener valores de perimetro por encima de la
media, mientras que N2, aunque sigue siendo factor de riesgo, no presenta significacion

estadistica. Los grados de diferenciacion MD y PD actdan como factores protectores respecto a
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BD, siendo estadisticamente significativo en PD. Asi pues, los tumores PD tienen mas

probabilidad que los BD de tener valores de perimetro por debajo de la media.

Tabla 4.6.1.4 Muestra los factores asociados a perimetro vascular en CT

Variable indep. 1.C.95%
Angiogénesis (categoria de B E.T. Wald Gl | Sig. OR Inf S
referencia) ) up-
Infil gang (NO) 5.272 2 .072
Infil gang N1 1.413 .616 5.267 1 .022 4.109 1.229 13.739
Infil gang N2 .386 .667 .335 1 .563 1.471 .398 5.443
Perimetro CT Grado dif (BD) 8.952 2 .011
Grado dif MD -.987 .688 2.061 1 151 .373 .097 1.434
Grado dif PD -2.219 .769 8.326 1 .004 .109 .024 491
Constante .738 .606 1.486 1 .223 2.092

4.6.1.5 Perimetro PT

La enfermedad metastasica es factor protector de tener valores de perimetro de PT altos
(OR=0,205).

Tabla 4.6.1.5 Muestra los factores asociados a perimetro vascular en PT

Variable Variable indep. 1.C.95%
: (categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR
dependiente referencia) Inf. Sup.
Perimetro PT mi?;i;?selgaadsl 1584 | 826 | 3680 | 1 | .055 | 205 | .041 | 1.035
Constante .198 .239 .688 1 407 1.219

4.6.1.6.- Perimetro MM

Localizacion descendente respecto a ascendente actla como factor de riesgo, mientras
que transverso no presenta asociacion estadistica. Los tumores de localizacién descendente
presentan 3 veces mas de riesgo que los de localizacion ascendente de tener valores medios de
perimetro en MM por encima de la media, siendo estadisticamente significativo.

Por otra parte, infiltracion ganglionar N1 respecto a NO actlGa como factor protector,

siendo casi estadisticamente significativo, mientras que N2 dista mucho de la significacién. Los
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tumores N1 tienen mas probabilidad que los NO de tener valores medios de perimetro en MM por

debajo de la media, siendo casi estadisticamente significativo.

Tabla 4.6.1.6 Muestra los factores asociados a perimetro vascular en MM

. Variable indep. 1.C.95%
devzrrlz?éﬁte (categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf Su
P referencia) ) p.
Localizacion 4.482 2 106
(ascendente)
Localizacion
Transverso -.015 .765 .000 1 .985 .985 .220 4.412
. Localizacion
Perimetro MM Descendente 1.127 .550 4.203 1 .040 3.087 1.051 9.070
Infil gang (NO) 4.006 2 .135
Infil gang N1 -1.211 .624 3.772 1 .052 .298 .088 1.011
Infil gang N2 -.024 .644 .001 1 971 977 277 3.449
Constante -.206 .398 .267 1 .605 .814

4.6.1.7. “Compactness” CT

Infiltracion ganglionar aparece como Unico factor asociado a *“compactness” de CT,
actuando como factor protector en N2 respecto a NO. Es decir, los tumores N2 tienen mas
probabilidad que los NO de tener valores medios de “compactness” en CT por debajo de la

media, siendo estadisticamente significativo. N1 no muestra significacion estadistica.

Tabla 4.6.1.7. Muestra los factores asociados al “compactness” vascular en CT

Variable Variable ipdep. _ 1.C.95%
dependiente (categorla_l de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf Sup
referencia) ) )
Infil gang (NO) 6.646 2 .036
“compactness” Infil gang N1 486 537 .816 1 .366 1.625 .567 4.660
CT Infil gang N2 -1.792 .819 4.790 1 .029 167 .033 .829
Constante .000 .295 .000 1 1.000 1.000

4.6.1.8.- “Compactness” PT

Infiltracién ganglionar N1 respecto a NO es factor protector de tener valores de

“compactness” PT por encima de la media. Es decir, los casos N1 presentan mayor probabilidad



Resultados 159

que los NO de tener valores vasculares medios de “compactness” en PT por debajo de la media,
siendo estadisticamente significativa (p=0.022). En el caso de N2 la asociacion no es
estadisticamente significativa.

En cuanto al grado de diferenciacion, aunque el modelo mantiene esta zona, no se

observa asociacion estadisticamente significativa con “compactness” de PT.

Tabla 4.6.1.8 Muestra los factores asociados al “compactness” vascular en PT

Variable indep. 1.C.95%
Angiogénesis (categoria de B E.T. Wald Gl | Sig. OR |
. nf. Sup.
referencia)
Infil gang (NO) 9.747 2 .008
Infil gang N1 -2.552 .818 9.735 1 .002 .078 .016 .387
“compactness Infil gang N2 -.434 .650 446 1 .504 .648 .181 2.315
" pT Grado dif (BD) 4,539 2 .103
Grado dif MD .618 .680 .827 1 .363 1.855 490 7.030
Grado dif PD -.632 742 727 1 .394 531 124 2.274
Constante .080 .580 .019 1 .891 1.083

4.6.1.9.- AreaCT

Los grados de diferenciacion MD y PD acttan como factores protectores respecto a BD,

aunque so6lo de manera significativa en PD.

Tabla 4.6.1.9: Muestra los factores asociados al area vascular en CT

Variable Variable i,ndep. ‘ 1.C.95%
dependiente (categorla} de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf Sup
referencia) ) )
Grado dif (BD) 6.154 2 .046
Area CT Grado dif MD -.357 .608 .344 1 .558 .700 .213 2.305
Grado dif PD -1.509 .680 4.929 1 .026 221 .058 .838
Constante 511 516 .979 1 .323 1.667

4.6.1.10.- Area PT

Enfermedad metastasica aparece como factor protector, con tendencia a la significacion
estadistica (ORmetsstasis=0,24). Los individuos con metastasis presentan mas probabilidad que los

no metastasicos de tener valores medios de &rea vascular en PT por debajo de la media.
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Tabla 4.6.1.10: Muestra los factores asociados a area vascular en PT

Variable Variable indep. 1.C.95%
dependiente (categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf su
P referencia) . p.
Enfermedad
Area PT metastasica Si 1,414 1,825 2,936 1 087 243 | ,048 | 1,226
Constante ,028 237 ,014 1 ,906 1,029

4.6.1.11.- Area MM

Obstruccion y metastasis aparecen como factores de riesgos asociados a area de MM
(ORobstruccion=3,31; ORmetastasis=7,34).

Tabla 4.6.1.11: Muestra los factores asociados a area vascular en MM

Variable Variable ipdep. _ 1.C.95%
dependiente (categorle_l de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf Sup
referencia) ) )
Obstruccion Si 1,196 ,557 4,613 1 ,032 3,307 1,110 9,851
Area MM Enfermedad 1,993 | 851 | 5482 | 1 | ,019 | 7,340 | 1,384 | 38,937
metastasica Si
Constante -,984 314 9,841 1 ,002 374

4.6.2.- Multivariante fibrosis.

4.6.2.1.- Perimetro F

Grado de diferenciacion, profundidad tumoral, aspecto macroscopico y tamafio del tumor

estan asociados a perimetro de F, con los siguientes resultados:

- MD y PD son factores de riesgo respecto a BD, observandose que es mayor el riesgo a
medida que disminuye el grado de diferenciacién, siendo estadisticamente significativo
en PD; es decir, los PD presentan 7.2 veces mas riesgo que los MD de tener valores
medios de perimetro de fibrosis por encima de la media (OR=7.225;p=0.34.)
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- T3y T4 también acttan como factores de riesgo, aumentando éste a mayor profundidad,

y mostrandose tendencia a la significacion (OR13=5.6; p=0.70) (OR4=7.1; p=0.78).

- Respecto al aspecto macroscopico, el ulcerado es factor protector respecto al exofitico
(presenta menos probabilidad de tener valores de perimetro de F por encima de la media),

mientras que el diseminado infiltrativo no presenta significacion estadistica.

- Por dltimo, tamafios del tumor por encima de 4 presenta menos probabilidad de tener
valores de perimetro de F superiores a la media. Es decir, los tumores de 4-6 cm
presentan mas probabilidad que los menores de 4 cm de tener valores de perimetro de
fibrosis por debajo de la media, siendo estadisticamente significativo (OR=0.21;
p=0.031); y con tendencia a la significacion para los > 6¢cm.

Tabla 4.6.2.1: Muestra los factores asociados a perimetro de fibrosis

Variable indep.
Fibrosis (categoria de B ET. | wad | Gl | Sig. OR 1.C.95%
referencia)
Grado dif (BD) 4.568 2 | 102
Grado dif MD 1.160 | .828 1.964 1 | 161 | 3191 | 630 | 16.168
Grado dif PD 1.978 | .932 | 4.500 1 | 034 | 7225 | 1.162 | 44.911
Prof tum (T1-T2) 3.573 2 | 168
Prof tum T3 1.740 | 960 | 3.286 1 | 070 | 5697 | .868 | 37.376
Prof tum T4 1.972 | 1.119 | 3.106 1 | 078 | 7.185 | .802 | 64.395
Aspecto Macros 10529 | 2 | .005
. (Exofitico)
perimetro F Aspecto Macros 2100 | 687 | 9333 | 1 | 002 | 122 | .032 471
Ulcerado - : ' : ' : :
Aspecto MaclosDIS | 109 | 787 | 019 | 1 | 800 | 897 | 192 | 4192
Tamafio tumor(<4) 4,939 2 .085
Tamafio tumor 4-6 | -1.549 | .716 | 4.674 1 | 031 | .213 .052 .865
Tamafio tumor>6 -1.329 | .796 2.790 1 | 095 | .265 .056 1.259
Constante -956 | .986 1939 1 | 333 | .385

4.6.2.1.- “Compactness” F

e La localizacion descendente actia como factor protector respecto a la ascendente

de tener valores de “compactness” de F por encima de la media.
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Infiltraciones ganglionares N1 y N2 se muestran como factores de riesgo, aunque
solo de manera significativa en N1 (ORpn;=5.8 y ORp2=1.61). Es decir, los casos
N1 presentan mas riesgo que los NO de tener valores medios de “compactness”
por encima de la media, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p=0.02).

Respecto a profundidad tumoral, no se observo significacion estadistica.

El aspecto macroscopico ulcerado fué factor protector respecto al exofitico,
mientras que el diseminado infiltrativo no presenté significacion estadistica.

Por Gltimo, metéstasis actia como factor de riesgo (OR= 11.76).

Tabla 4.6.2.2: Muestra los factores asociados a “compactness” de fibrosis

Variable indep.
Fibrosis (categoria de B E.T. Wald Gl | Sig. OR 1.C.95%
referencia)
Localizacién 7.257 2 .027
(ascendente)
Localizacién .014 .975 .000 1 .989 1.014 .150 6.847
Transverso
Localizacién -2.006 |.781 6.602 1 .010 .135 .029 .621
Descendente
Infil gang (NO) 5.543 2 .063
Infil gang N1 1.752 747 5.504 1 .019 5.764 1.334 24.906
Infil gang N2 A75 .821 .334 1 .563 1.608 .321 8.038
“compactness Prof tum (T1-T2) 4.296 2 117
" F Prof tum T3 -.894 .962 .865 1 .352 .409 .062 2.692
Prof tum T4 465 1.050 197 1 .657 1.593 .204 12.460
Aspecto Macros 9.125 2 .010
(Exofitico)
Aspecto Macros -1.743 .720 5.869 1 .015 175 .043 717
Ulcerado
Aspecto Macros Dis | .799 .826 .935 1 .334 2.222 440 11.217
infiltrat
Metastasis Si 2.465 1.100 5.024 1 .025 11.764 |1.363 101.545
Constante 437 .890 241 1 .623 1.549
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4.7.- RESULTADOS DEL ANALISIS DE SUPERVIVENCIA.

Con el fin de estimar modelos para datos de tiempos de espera hasta el suceso casual de
un evento con casos censurados presentes, se utilizaron los procedimientos de Kaplan-Meier y la
regresion de Cox. El procedimiento de Kaplan-Meier nos permitié contrastar, de manera
independiente, la igualdad de las distribuciones de supervivencia para los diferentes niveles de
los factores incluidos en el estudio a través de la prueba de Breslow. Una vez identificados
aquellos factores pronéstico que eran estadisticamente significativos, se evaluaron sus efectos de
manera conjunta mediante el modelo multivariante de Cox. Este proceso se realiz6 para la
Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) y para la Supervivencia Global (SG). Como evento se
defini6 aquellos casos en los que la muerte estaba relacionada con la enfermedad de estudio. Los

casos censurados son aquellos casos para los que no se registro el evento (pérdida del individuo,

muerte no relacionada con la enfermedad o seguir vivo hasta la finalizacion del estudio)

4.7.1.- Supervivencia global

La tabla 4.7.1.1 muestra los resultados obtenidos del analisis de supervivencia de Kaplan-
Meier en aquellos modelos en los que se ha detectado asociacion estadisticamente significativa
o0 casi significativa (p<0.1). En ella se incluye el factor de estudio, la categoria del factor, el
tiempo medio de supervivencia (no se ha incluido la mediana ya que en muchos casos el
porcentaje de casos censurados supera el 50%), su error estdndar, el porcentaje de casos

censurados, la prueba de Breslow y su significacion estadistica.
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Estadio Dukes: EIl estadio de Dukes presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la supervivencia global (p<0.001).Y como podemos ver en la tabla
VII.A.1, conforme progresa el estadio de Dukes existe una progresiva disminucion del

tiempo medio de supervivencia (Supgz-s3=115, Supci-c3=89, Supp=13 meses).

Profundidad Tumoral: Al igual que el estadio de Dukes, presentd una asociacion
estadisticamente significativa con la supervivencia global (p=0.001). A mayor
profundidad de penetracion en la pared existe una progresiva disminucion de la

supervivencia global (Supti-12=142, Supt3=111, Supts=51 meses).

Infiltracién ganglionar: La infiltracion ganglionar también presentd una asociacion
estadisticamente significativa con la supervivencia global (p=0.001). Y como podemos
ver en la tabla VII.A.1, conforme progresa la afectacion ganglionar existe una progresiva
disminucion del tiempo medio de supervivencia (SupN0=131, SupN1=109, SupN2=26

meses)

La enfermedad metastésica a distancia también se asoci6 significativamente con la
supervivencia global (P<0.001), presentando los que poseen metastasis a distancia 16
meses de tiempo medio de supervivencia frente a los 119 meses de los que carecian de

dicha afectacion.

Recidiva locorregional y a distancia también se asociaron significativamente con la
supervivencia global (P<0.001 en ambas).

-Los que presentaron recidiva locorregional tienen un tiempo medio de supervivencia de
27 meses y los que no de 133.

-Los que presentaron recidiva a distancia tuvieron 25 meses de supervivencia media

frente a los 138 de los que no.
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e “Compactness”vascular en CT se asocid casi significativamente con la supervivencia

global (p=0.0679). Los casos que presentaron unos valores medios de “compactness”

vascular en CT iguales o por debajo de la media presentaron 91 meses de tiempo medio

de supervivencia. Los casos que presentaron valores medios de “compactness” vascular

en CT por encima de la media tuvieron 124 meses de tiempo medio de supervivencia.

e “Compactness” de Fibrosis se asocio significativamente con la supervivencia global

(p=0.0337), presentando mayor tiempo de supervivencia media los casos que tenian

valores medios de “compactness” de fibrosis igual o por debajo de la media (124 meses

frente a 69 meses).

Tabla 4.7.1.1: Resultados Supervivencia Global (Kaplan-Meier)

Tiempo de % casos
Factor Categoria Supervivencia | Error Estandar 0 Prueba Breslow Significacién
(Media) censurados
A-B1 - - 100
. B2-B3 115 8 85.2
Estadio Dukes cic3 89 11 552 40.42 <0.001
D 13 3 25
. T1-T2 142 10 90.9
Pr?;‘::gr'glad T3 111 9 74.4 13.73 0.001
T4 51 10 45
Infiltraci NO 131 8 85
”a'n rI?SLOaT N1 109 12 71.4 36.13 <0.001
gang N2 26 6 154
Enfermedad Si 16 3 22.2
Metastasica No 119 7 75.4 39.48 <0.001
Recidiva Si 27 5 9.1
Locorregional No 133 6 85.4 39.50 <0.001
Recidiva Si 25 4 0
Distante No 138 6 88.9 55.49 <0.001
“Compactness” <=media 91 10 60
CT >media 124 10 79.4 333 0.0679
“Compactness” <=media 124 9 79.5
F >media 69 8 55.9 451 0.0337

El siguiente paso fue estudiar el efecto conjunto de estos factores predictivos

significativos, introduciéndolos en modelo de Cox. Como método de exclusion de variables se

escogio el de seleccidén por pasos hacia atrds segun la probabilidad del estadistico de Wald,
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considerando como probabilidad de salida 0.15. Otro de los criterios que determind la

construccion del modelo de Cox, fue el porcentaje de perdidos que se producia al considerar

todas esas variables, yendo desde el 34.1% (con todas las variables) hasta el 11%. Este rango tan
amplio de perdidos, viene provocado fundamentalmente por los factores predictores de estadio
Dukes y ambas recidivas (locorregional y distante). Asi pues, inicialmente se presentan los
resultados del modelo sin incluir estos factores (aprovechando el maximo tamafo de muestra),
analizando posteriormente los resultados obtenidos cuando consideramos todas las variables, con

el fin de contrastar ambos modelos.

La tabla 4.7.1.2 muestra los resultados del modelo de Cox en el que se han incluido los
factores predictivos de profundidad tumoral, infiltracion ganglionar, enfermedad metastésica,
“compactness” de CT y de F obteniendo como factores predictivos significativos la profundidad
tumoral, la infiltracion ganglionar y la enfermedad metastasica, actuando todos ellos como
factores de riesgo. ElI modelo es estadisticamente significativo (-2 log de la
verosimilitud=150.29; ¥?=58.89, p<0.001). Asi pues, un individuo con profundidad tumoral T3
respecto a otro con profundidad tumoral T1-T2, y a igualdad de condiciones en el resto de
parametros (infiltracion ganglionar y los N2, 3,7; siendo dicho riesgo s6lo enfermedad
metastasica), tiene 1,5 veces mas riesgo de presentar el evento de estudio (muerte). En el caso de
los individuos con profundidad T4, el riesgo es casi 5 veces mayor. En ambos casos, el riesgo no
es estadisticamente significativo, aunque si muestra tendencia a la significacion. Con infiltracion
ganglionar ocurre de manera similar que con profundidad tumoral (los casos N1 presentan 1.8
veces mayor riesgo de morir que los NO estadisticamente significativo para los N2 con una
p=0.42), mientras que tener enfermedad metastésica tiene casi 7 veces mas riesgo de morir que

un individuo que no la ha tenido, con una p=0.005.
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Tabla 4.7.1.2: Modelo de Cox. Supervivencia Global.

Variable indep. 1.C.95%
(categorle_t de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf. Sup.
referencia)
Prof tum (T1-T2) 6.720 2 .035
Prof tum T3 416 1.096 .144 1 .705 1.516 177 12.998
Prof tum T4 1.587 1.103 2.069 1 .150 4.889 .562 42.502
Infil gang (NO) 4.152 2 125
Infil gang N1 .622 .597 1.084 1 .298 1.863 578 6.006
Infil gang N2 1.318 .650 4.116 1 .042 3.737 1.046 13.356
Enfermedad 1.939 686 7.990 1 005 6.952 1.812 26.672
metastasica

Aunque estadio Dukes y ambas recidivas elevaban el porcentaje de muestra perdida, si
nos parecid interesante estudiar los resultados del modelo que incluye todas las variables
significativas del analisis de Kaplan-Meier. La tabla 4.7.1.2.1 muestra los resultados del ultimo
paso (modelos final), obteniendo como factores de riesgo significativos ambas recidivas y el
“compactness” de F, y como factor protector el “compactness” de CT. La muestra que se pierde
debido a ambas recidivas, presenta un mayor porcentaje de casos de T4 (profundidad tumoral),
N2 (infiltracion ganglionar), metéstasis y estadio Dukes D, siendo estas dos ultimas
significativas (p<0.001). Ademads, los casos perdidos tienen una SLE y una SG
significativamente inferior a la observada en los casos validos. Por Gltimo, la muestra valida y de
casos perdidos es similar para compactness de CT y F. Esto indica que el modelo anteriormente
obtenido es més valido que en el que a continuacion se expone, ya que la muestra que se pierde
estd asociada a varios parametros y a las variables de estudio (SLE y SG), perdiendo éste
fiabilidad.

Presentar recidiva locorregional conlleva 26 veces mayor riesgo de morir que no
presentarla (p<0.001). Igualmente ocurre con la recidiva a distancia, su existencia da 75 veces
mayor riesgo de morir que no presentarla (p<0.001).

Presentar un “compactness” vascular medio en CT por encima de la media conlleva mas

probabilidad, que los que lo tienen por debajo de la media, de sobrevivir. Y a la inversa,
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presentar un “compactness” de fibrosis por encima de la media conlleva 5 veces mayor riesgo
que los que lo tienen por debajo de la media de presentar menor valor de supervivencia global, es
decir mayor probabilidad de morir. Los resultados sobre “compactness” de CT y F indican una
posible asociaciéon, que hay que tomar con cautela debido al porcentaje de casos perdidos

(23.2%) vy a la asociacion encontrada entre la muestra perdida y varios de los parametros de

estudio.
Tabla 4.7.1.2.1: Modelo de Cox. Supervivencia Global.
Variable indep. 1.C.95%
(categoria de B E.T. Wald Gl Sig. OR
. Inf. Sup.
referencia)
Recidiva = 3.279 718 20.880 1 .000 26.554 6.506 108.390
Locorregional SI
Recidiva Distante Si 4.327 .922 22.026 1 .000 75.746 12.431 461.554
“Compactness”
CT>=30.39 -1.404 714 3.872 1 .049 .246 .061 .994
“Compactness”
F>=734.47 1.609 .753 4.567 1 .033 5.000 1.143 21.880

4.7.2.- Supervivencia libre de enfermedad

La tabla 4.7.2.1 muestra los resultados obtenidos del analisis de supervivencia de
Kaplan-Meier en aquellos modelos en los que se ha detectado asociacion estadisticamente
significativa o casi significativa (p<0,1). En ella se incluye el factor de estudio, la categoria del
factor, el tiempo medio de supervivencia (no se ha incluido la mediana ya que en muchos casos
el porcentaje de casos censurados supera el 50%), su error estandar, el porcentaje de casos
censurados, la prueba de Breslow y su significacion estadistica. Los resultados son similares a

los obtenidos con la Supervivencia Global.
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El estadio de Dukes, la profundidad tumoral y la infiltracion ganglionar, muestran una asociacion

significativa con la supervivencia libre de enfermedad (SLE) (p <0,001, p=0,0013; p=0,001

respectivamente). Conforme aumenta la categoria de estos factores, como podemos ver en la

siguiente tabla, disminuye la media de SLE.

El presentar enfermedad metastasica sincrénica, o el que aparezca una recidiva

locorregional o a distancia, también presenta una significativa menor SLE.

“Compactness” vascular medio en CT igual o menor de la media tiene una SLE de 87

meses; y mayor de la media asciende a 122 meses de SLE (p=0,062). Igualmente ocurre con el
“compactness” de Fibrosis y SLE (p=0,0465).

Tabla 4.7.2.1: Resultados Supervivencia Libre de Enfermedad (Kaplan-Meier)

Tiempo de

0,
Factor Categoria Supervivencia Error Estandar % casos Prueba Breslow Significacién
. censurados
(Media)
A-B1 - - 100
. B2-B3 113 9 85.2
Estadio Dukes cic3 87 12 55.0 41.13 <0.001
D 0 0 25
. T1-T2 141 10 90.9
P?L‘#n”gr'glad 3 110 9 74.4 13.25 0.0013
T4 45 11 45
Infiltracién NO 129 8 85
anglionar N1 108 13 71.4 35.75 <0.001
gang N2 18 7 154
Enfermedad Si 5 3 22.2
Metastasica No 117 8 75.4 44.21 <0.001
Recidiva Si 17 4 9.1
Locorregional No 132 7 85.4 40.51 <0.001
Recidiva Si 17 3 0
Distante No 136 6 88.9 51.44 <0.001
“Compactness” <=media 87 11 60
CT >media 122 10 79.4 341 0.0627
“Compactness” <=media 122 10 79.5
F >media 65 9 55.9 3.96 0.0465

El siguiente paso fue estudiar el efecto conjunto de estos factores predictivos

significativos, obteniendo resultados similares a los de la Superviencia Global.
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La tabla 4.7.2.2 muestra los resultados del modelo de Cox en el que se han incluido los
factores predictivos de profundidad tumoral, infiltracion ganglionar, enfermedad metastasica,
compactness de CT y de F obteniendo como factores predictivos significativos la profundidad
tumoral, la infiltracion ganglionar y la enfermedad metastasica, actuando todos ellos como
factores de riesgo. EI modelo es estadisticamente significativo (-2 log de la
verosimilitud=150,37; x?=61,43, p<0,001). Asi pues, un individuo con profundidad tumoral T3
respecto a otro con profundidad tumoral T1-T2, y a igualdad de condiciones en el resto de
parametros (infiltracion ganglionar y enfermedad metastasica), tiene 1.7 veces mas riesgo de
presentar el evento de estudio (muerte). En el caso de los individuos con profundidad T4, el
riesgo es de 4.5 veces mayor. En ambos casos el riesgo no es estadisticamente significativo,
aunque si muestra tendencia a la significacion. Con infiltracion ganglionar ocurre de manera
similar que con profundidad tumoral, mientras que tener enfermedad metastasica tiene 10 veces

mas riesgo de morir que un individuo que no la ha tenido.

Tabla 4.7.2.2: Modelo de Cox. Supervivencia Libre de Enfermedad.

Variable indep. 1.C.95%
(categorle_t de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf. Sup.
referencia)
Prof tum (T1-T2) 4.882 2 .087
Prof tum T3 535 1.090 241 1 .624 1.707 .202 14.453
Prof tum T4 1.499 1.108 1.829 1 176 4.475 510 39.265
Infil gang (NO) 5.473 2 .065
Infil gang N1 532 .596 .795 1 .373 1.702 .529 5.478
Infil gang N2 1.384 .594 5.423 1 .020 3.990 1.245 12.785
Enfermedad 2.353 695 11.468 1 001 10516 2,694 41.044
metastasica

La tabla 4.7.2.2.1 muestra los resultados del modelo final, que en este caso se han considerado
todas las variables significativas en Kaplan-Meier, obteniendo como factores de riesgo
significativos ambas recidivas y como factor protector el compactness de CT. Hay que tener en

cuenta las mismas consideraciones que las apuntadas para SG.
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ervivencia Libre de Enfermedad.

Tabla 4.7.2.2.1: Modelo de Cox. Su
Variable indep. 1.C.95%
(categorla_t de B E.T. Wald Gl Sig. OR Inf. Sup.
referencia)
Recidiva 2.869 588 23.773 1 .000 17.617 5.560 55.819
Locorregional Sl
Recidiva Distante Si 3.890 782 24.765 1 .000 48.933 10.572 226.492
“Compactness”
CT>=30,39 -1.489 .625 5.683 1 .017 .226 .066 767
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V.-DISCUSION
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Para el cancer colorrectal, uno de los tumores malignos mas frecuentes, aunque el estadio en
el momento del diagnostico es el factor prondstico mas importante, son necesarios otros
factores predictores del riesgo de recaida, ademas de los sistemas clinico- patol6gicos de
estadiaje usados actualmente (TNM/Dukes), por diversas razones:

1°/Una considerable fraccion de tumores colorrectales N- aproximadamente el 10%
de los pacientes con estadio A de Dukes y entre el 30%-40% del estadio B, pueden
desarrollar recurrencia local 0 metastasis a distancia afios después del tratamiento quirtrgico
estandar (Olson et al 1980); no siendo la quimioterapia adyuvante rutinariamente
administrada en este grupo porque ningun estudio de quimioterapia adyuvante realizado ha
demostrado todavia un efecto beneficioso para la supervivencia (Moertel 1990, 1995 ).

2°/En el estadio B2/1l (T3, T4, NOMO) la supervivencia a los 5 afios varia del 60% al
80% (Cohen AM 2000).

3°/La existencia de N+ no siempre predice claramente unos resultados mas
desfavorables (Wolkmark et al 1986). La quimioterapia adyuvante es administrada
rutinariamente tras la cirugia a pacientes con cancer de colon N+. Sin embargo, solo el 15%
de ellos se benefician de una mejora en la supervivencia, mientras que el 85% restante estan
expuestos a la toxicidad, coste e inconvenientes de la quimioterapia, sin recibir ningun
beneficio demostrado (Moertel CG 1990).

Asi pues, la identificacion y tratamiento adyuvante de los pacientes con tendencia a la
recaida, mejoraria la supervivencia del cancer colorrectal sin el riesgo de sobretratamiento.
Por lo que es importante encontrar otros indicadores que puedan predecir el riesgo de recaida

o de desarrollar metéstasis y que nos ayuden a cribar a los pacientes de estadios precoces con
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alto riesgo, los cuales puedan necesitar un tratamiento quimioterapico preventivo u otra

terapia adyuvante.

El sistema TNM proporciona una clasificacion del cancer colorrectal, ya que
proporciona datos del mismo en cuanto a la profundidad de invasion en la pared (T),
existencia de ganglios linfaticos afectados o no (N) y existencia o no de metastasis a distancia
(M). En cambio, el estadiaje tumoral supone una adaptacion de la informacion proporcionada
por la clasificacion TNM a uno de los cuatro estadios propuestos (I, I, I, IV), con la
finalidad de englobar el tumor en una serie de grupos lo mas homogéneos posibles en cuanto
a comportamiento tumoral, prondstico y tratamiento. En este sentido, se hacen evidentes las
deficiencias del actual sistema TNM, pues no tiene en cuenta otros factores con evidente
significacion pronostica, como por ejemplo el grado de diferenciacion, el componente
mucinoso mayor al 50%, asi como la presencia de infiltracion venosa, linfatica o perineura,l
entre otros. La clasificacion de Dukes, ademas de las limitaciones anteriores, también tiene
otras, por ejemplo: el cancer “precoz” limitado a la submucosa no puede identificarse de
forma especifica. Del mismo modo, esta clasificacion no subdivide el estadio C en subgrupos
en relacion al numero de ganglios o su localizacion; hechos que si contempla el sistema
TNM vy que tiene gran repercusion pronostica. Otras limitaciones importantes derivan de la
calidad del espécimen, es decir, de la reseccién y del procesado de la pieza. También existe
una notable variabilidad inter-observador que puede hacer variar por ejemplo, el porcentaje
del estadio A entre el 5% y el 30%. Por otro lado, el nimero promedio de ganglios aislados
puede variar ampliamente y condicionar la migracion de estadio p.ej del “B” al “C” o del
“1I” al “NI”. El nimero de ganglios es muy importante como factor prondstico; asi la
presencia de 1 a 4 ganglios afectos supone una tasa de supervivencia del 50%-55%, mientras

que la presencia de 5 0 mas ganglios positivos descienden la supervivencia al 22-28%.

Por otro lado, el estudio de los caracteres bioldgicos de los tumores en estadio B2/Il
revela un subgrupo de pacientes de alto riesgo que se podrian beneficiar de terapia adyuvante
postoperatoria. Un analisis por el NCCTG ha demostrado que la presencia de ADN
aneuploide y una alta fraccion de fase-S medido por citometria de flujo podria caracterizar a

un grupo de pacientes en el estadio B2/11 con un prondstico similar a los pacientes con
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ganglios + (Witzig TE 1991). De manera similar se ha demostrado que las delecciones
alélicas del brazo largo del cromosoma 18(18q) se asocian a peor pronéstico en pacientes con
estadio B2 (Jen JK 1994).

Asi, en un intento de superar las limitaciones de los sistemas actuales de estadiaje,
(TNM /Dukes), se han introducido una serie de parametros adicionales que permitiran
estratificar a los pacientes en una serie de grupos “prondstico” lo mas homogéneos posibles
en relacién a la complejidad de las distintas opciones terapéuticas.

La determinacién de la densidad de angiogénesis en el carcinoma primario representa
actualmente una linea de investigacion prometedora en el conocimiento del comportamiento
y pronostico tumoral. Numerosos estudios avalan la hipdtesis de que la angiogénesis es
necesaria para el crecimiento de los tumores solidos (Folkman et al. 1990, Weidner 1991),
facilita dos procesos responsables del fenotipo maligno de los tumores como son la
capacidad invasiva y metastasis (Liotta et al. 1974, Skobe et al. 1997) y que, desarrolla un
papel determinante en la sensibilidad tumoral al tratamiento con quimioterapia y radioterapia
(Milas L et al. 1988). La cinética de crecimiento tumoral se correlaciona con la
concentracion de factores angiogénicos en la sangre de pacientes con cancer colorrectal
avanzado (Dirix et al 1996, 1997). Aunque la fraccién de proliferacion de un tumor no
depende del nimero de microvasos, las células tumorales son menos propensas a realizar
apoptosis en tumores bien vascularizados (Holmgren et al. 1995, Lu et al. 1997). La
invasividad de diversos tipos de carcinoma “in situ” puede predecirse por el elevado contaje
microvascular al otro lado de la membrana basal (Hanahan et al 1996).

En tumores humanos, la evidencia de que la cuantificacion de la angiogénesis
mediante el contaje vascular, podria predecir la capacidad de metastatizar y supervivencia de
los pacientes, fué publicado inicialmente para el melanoma cutaneo (Srivastava A 1988) y
posteriormente ha sido documentada para otros tipos de tumores, entre ellos el de mama,
cancer de pulmon de células no pequefas, cabeza y cuello, prostata y tumor testicular de
células germinales (Weidner N 1991, Macchiarini P 1992, Gasparini G 1993, Wakui S
1992, Olivarez D 1994).
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Datos sobre la angiogénesis tumoral y sus implicaciones clinicas y prondsticas no han
sido tan extensamente investigados en tumores del tracto gastrointestinal, y con resultados
contradictorios en el cancer de colon. Por ello, y junto a la necesidad de determinar otras
variables prondsticas que nos expliquen la discrepancia de resultados en casos con el mismo
estadio segun los sistemas actuales de homogeneizacion de los pacientes, nos hemos
planteado estudiar la angiogénesis mediante morfometria en el cancer de colon, asi como la
reaccion desmoplasica para poder responder a las preguntas:

e ;Son la angiogénesis y la reaccion desmoplésica variables pronosticas

independientes ?.

e ;Podrian estas variables darnos informacion sobre el comportamientos del cancer

de colon ?.

La respuesta a esta y otras cuestiones son el objeto fundamental de este estudio.

5.1.-DISCUSION DE LA METODOLOGIA

Nosotros, al igual que la mayoria de los estudios realizados sobre la significancia pronostica
de la angiogénesis en pacientes con cancer colorrectal (Saclarides et al. 1994, Frank et al.
1995, Takahashi et al. 1995 y 1997, Tomisaki et al. 1996, Engel et al. 1996,
Takebayashi et al. 19962 y 1996b, Tanigawa et al. 1997, Galindo et al. 2000), hemos
realizado un estudio con un disefio retrospectivo, de base hospitalaria, constituido por una
cohorte de 406 pacientes. Otros autores como Vermeulen et al. 1999, Lindmark et al. 1996
y Prall F et al. 2003 realizaron un estudio prospectivo de la densidad vascular intratumoral y

supervivencia en pacientes con cancer colorrectal.

Se ha realizado una seleccion muestral rigurosa en base a una serie de criterios de
inclusion y exclusién, expuestos en el apartado de material y métodos, con la finalidad de
obtener una serie lo m&s homogénea posible. Todos los pacientes incluidos presentan

adenocarcinoma de colon, no de recto, como primer y Unico diagnostico de cancer, han sido
sometidos a cirugia como pauta de tratamiento inicial y presentan méargenes quirtrgicos

libres.
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La importancia de la metodologia en la evaluacién de la microvascularizacion tumoral
ha sido expuesta recientemente por Schor et al 1998, llegando a la conclusion de que ésta
depende de los siguientes factores: tratamiento previo de las muestras tisulares (empleo de
RT y/o QT), método de cuantificacion de la angiogénesis (&reas de mayor densidad
microvascular, densidad microvascular media y volumen vascular), marcadores endoteliales
y subjetividad por parte del observador. En su estudio sobre la microvascularizacion en el
carcinoma de mama no encuentran diferencias significativas entre el tejido tumoral y los
casos controles, sugiriendo la posibilidad de que tales resultados sean consecuencia de una
deficiente metodologia. Otros autores han apreciado que ocasionalmente el aumento de la
neovascularizacién aparece en muestras de tejido normal (Chomette 1989). En estudios
realizados sobre angiogénesis y cancer de colon también hay resultados contradictorios, como
hemos expuesto anteriormente (Saclarides et al. 1994, Frank et al. 1995; Takahashi et al.
1995 y 1997, Tomisaki et al. 1996, Engel et al. 1996, Takebayashi et al. 1996a y 1996b,
Tanigawa et al. 1997 frente a Bossi et al. 1995, Lindmark et al. 1996), que se suelen

atribuir a diferencias metodoldgicas.

En cuanto a la localizacién, la mayoria de los estudios de angiogénesis y cancer de
colon incluyen las localizaciones coldnica y rectal indistintamente (Bossoi 1995, Tomisaki
1996, Vermeulen 1995 y 1999, Takebayashi 1996, Lindmark 1996, Engel 1996,
Tanigawa 1997, Banner 1998, Povlopoulus 1998). Nosotros al igual que Frank et al.
1995, Takahashi et al. 1997, Fox et al. 1998 hemos incluido solo a los adenocarcinomas de
colon para homogeneizar la muestra evitando asi diferencias en cuanto:

1°/ A la técnica quirurgica / Factor cirujano (Porter GA 1998, Quirke P 1986). Pues
mientras en el cancer de colon la mayoria de las recidivas locales se presentan junto con
enfermedad diseminada (Abulafi y Williams 1994), en el cancer de recto se presentan casi
siempre solas; lo que supone que la técnica quirdrgica es decisiva y hasta cierto punto con
resultados cirujano-dependiente. Diversos estudios han encontrado al factor cirujano como un
factor prondstico independiente (Chapuis P 2002, Read TE 2002, Heald RJ 1998).

2°/Al tratamiento adyuvante recibido. En el céncer de recto estd indicada la
radioterapia pre o postoperatoria en los pacientes de alto riesgo (T3-4 y/o N+) (GITSG 71-

75, NCCTG 79-4751, Marsh et al 1994, Cedemark et al 1995, Gerard et al 1988,
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EORTC, Swedish rectal cancer trial 1997), no asi en el cancer de colon, donde el papel de
la radioterapia es muy limitado debido a la escasa incidencia de recidivas locales tras la
cirugia (3%-4%); ya que el colon es un 6rgano intraperitoneal, movil, donde técnicamente es
posible obtener margenes quirdrgicos muy amplios, y donde la aplicacién de radioterapia
presenta alta morbilidad dada las relaciones anatomicas existentes y la movilidad de las asas
de intestino delgado y del propio intestino grueso.

3°/A las distintas vias de diseminacion inherentes a sus diferentes relaciones
anatomicas; asi en los tumores de colon el margen mesocdlico es normalmente amplio pero
el estado del margen circunsferencial es particularmente importante en el cancer rectal debido
a la proximidad anatomica de las estructuras pélvicas, que condiciona que los margenes
radiales que se obtienen en la reseccion del tumor sean muy escasos, siendo la recidiva local
el patron de fallo mas frecuente en los estadios Il y Ill. La diseminacion del tumor en el
mesorrecto y la cantidad de reseccion mesorrectal se han involucrado recientemente como
factores prondstico en el cancer de recto. Cawthorn et al 1990 observaron que aquellos
pacientes con infiltracion del mesorrecto menor de 4mm. tenian una supervivencia del 55% a
los 5 afios, mientras que aquellos enfermos con méas de 4mm. de infiltracion mesorrectal
sobrevivian solamente el 25% a los 5 afios; ademas un reciente estudio histolégico realizado
por Scott et al 1995 ha evidenciado que la diseminacién mesorrectal se extiende mas alla de
la intramural, habiéndose encontrado depdsitos tumorales unos 3cm. mas alld del tumor
primario. Por esta razon, la mayoria de los estudios aleatorizados incluyen QT y RT en los
dos estadios (11 y 1), a diferencia del cancer de colon, donde no se incluye la radioterapia en
el tratamiento, y la quimioterapia adyuvante en el estadio Il es controvertida (Chau | 2002)
no indicandose de forma generalizada salvo en el subgrupo de pacientes con tumores de alto
riesgo (perforacion, obstruccion intestinal, invasion venosa, linfatica o perineural,
adherencia/infiltracion de drganos vecinos, grado pobremente diferenciado) que tienen peor

supervivencia, y por ello se les aconseja tratamiento adyuvante igual que en el estadio I11.

Otro factor considerado, cirugia como tratamiento inicial, es determinante en la
valoracion no solo del grado de angiogénesis, sino de las caracteristicas histopatoldgicas
(indice mitdtico, grado de diferenciacion, profundidad maxima de invasion tumoral), y

pronosticas (bordes quirtrgicos), ya que éstas Unicamente son valorables en el analisis de la
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pieza histopatoldgica completa, no pudiéndose determinar correctamente con el
estudio del bloque histopatologico correspondiente a la toma de biopsia (Anneroth 1984 y
1987). Carcinomas que hayan sido previamente irradiados o sometidos a QT presentaran
modificaciones tisulares derivadas de tales tratamientos.

Desde el punto de vista prondstico, la importancia de los margenes quirurgicos ha
sido puesta de manifiesto por distintos estudios (De Quay et al. 1999, Adam 1JM 1995,
Ratto C 1998).

Para la determinacion de la microvascularizacion tisular se han empleado distintas
técnicas. Durante la década de los 60, ésta se valord a través de la inyeccion vascular con
tinta china (Kos 1960, Zinse 1960), presentando resultados escasamente especificos ya que
Unicamente se tefila una escasa proporcion del total de los vasos neoformados. Este
procedimiento se basaba en la inyeccion de tinta china en la cornea del conejo, la cual
permanecia estable de forma indefinida. En el momento en el que se producia la
neovascularizacion, las areas adyacentes a los vasos se tefiian con la tinta y se detectaban
particulas de dicho pigmento en los ganglios linfaticos homolaterales.

Posteriormente se introdujeron técnicas inmunohistoquimicas dirigidas a la deteccién
de Fosfatasa Alcalina (Stafl et al 1975), Vimentina (Wakui 1992) y Lecitina (Svrivasta
1988).

Estas técnicas han quedado sustituidas en la actualidad por otras técnicas
inmunohistoquimicas en las que para la identificacion de microvasos se usan anticuerpos
monoclonales frente a antigenos especificos de las células endoteliales. Dentro del amplio
rango de anticuerpos especificos endoteliales humanos disponibles actualmente distinguimos
dos categorias: los marcadores celulares pan-endoteliales y los anticuerpos frente al endotelio

activo/proliferante. Ademas de las células endoteliales, otros constituyentes de la pared

vascular pueden tedricamente ser utilizados para visualizar el grado de vascularizacion

intratumoral; entre ellos distinguimos los pericitos (indice de cobertura por pericitos) y

componentes de la Idmina basal (Vermeulen PB et al. 1996, Eberhard A et al. 2000).
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En el cancer de colon la mayoria de los autores que han estudiado la neoangiogénesis han
empleado el Factor VIII o de vW como factor antigénico (Roncucci et al. 1992, Saclarides
TJ 1993, Frank RE 1995, Tomisaki S 1996, Vermeulen PB 1995, Takebayashi Y1996,
Lindmark G 1996, Takahashi Y1997, Banner BF 1997, Fox SH 1995, Prall F 2003), si

bien presenta el inconveniente de tefiir simultaneamente vasos linfaticos (Bosari 1992) y de

no tefir parte de los endotelios capilares de los tejidos tumorales (Vermeulen PB 1995).
Otros investigadores (Bossi et al. 1995, Vermeulen et al. 1999, Engel et al. 1996) en

sus estudios sobre la angiogénesis y cancer de colon usaron el CD31 o PECAM para la

determinacion de la microvasculatura; éste posee el inconveniente de que puede tener
reacciones cruzadas con fibroblastos, células plasmaticas y mielomonocitos; otra desventaja
del CD31 es la frecuente pérdida antigénica debido a las fijaciones que contienen éacido
acético.

Un andlisis reciente de densidad microvascular intratumoral en cancer de mama
sugiere que anti-CD34 puede ser el anticuerpo mas reproducible y seguro para estudios de
rutina (Martin L 1995). Es por ello, junto con las recomendaciones de la primera conferencia
internacional de consenso sobre metodologia y criterios de evaluacion de angiogénesis
(Vermeulen PB et al 1996), que en nuestro estudio, al igual que en el de otros autores
(Tomisaki et al 1996, Tanigawa et al 1997, Galindo Gallego et al 2000), se ha empleado
el factor CD34, que posee una mayor sensibilidad, permitiendo tanto la identificacion de
capilares y arteriolas con una moderada reaccion cruzada frente a fibroblastos y células
endoteliales tumorales (Macchiarinni 1992, Salven et al. 1997), proporcionando una mejor
informacion pronostica que la obtenida con anti FVIII (Tanigawa N 1996). El recuento
vascular mediante CD34 es 3-4 veces més alto que con VWF (Tanigawa N 1996, 1997). Sin
embargo el CD34 no discrimina entre vasos de tejido sano y aquellos neoformados por la
accién tumoral o entre aquellos que se encuentran en un estado quiescente de los que son
producto de migracién y proliferacion endotelial. Este hecho, exige una rigurosa seleccion de

los microvasos y del estroma a estudiar, seleccionando Gnicamente aquellos que guardan

relacion con el tumor. Por ello, se han considerado Unicamente aquellas areas de estroma
adyacentes al tejido tumoral y los microvasos situados en el seno del tumor y en la interfase

tumor-huésped (area de mayor vascularizacion); excluyendo todas aquellas areas no
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relacionadas con el tumor (tejido benigno adyacente al mismo), o zonas esclerosadas
intratumorales, zonas necroticas y hemorragicas.

Ademas el CD34, al igual que el factor de vonWillebrand, presenta el inconveniente
de que marca una proporcion de vasos linfaticos (aunque en menos proporcién que este
altimo), y aungue se asume que las neoplasias no forman nuevos vasos linfaticos (van Netten
JP 1995), el marcaje de vasos linfaticos preexistentes puede inducir falsos positivos en el
microrecuento vascular.

Recientemente, algunos autores como Prall F et al 2003 han empleado un doble

inmunomarcaje con factor VIII / Ki67 para determinar el endotelio proliferante. Para ello han

usado el anticuerpo MiB-1 frente al antigeno nuclear Ki67 de las células en fase no GO,

pudiéndose establecer asi la proporcién de células endoteliales con actividad proliferativa.

En nuestro estudio obtuvimos tincidn positiva para el Ac CD34 en todas las muestras
analizadas (n=81). Otros estudios que han empleado el Ac frente al factor VIII han obtenido
en escasa proporcion muestras no aptas para su posterior analisis (Hogmo 1999, Wiggins
1995).

Siguiendo las recomendaciones de Weidner et al 1991, debido a la heterogeneicidad
de secciones histolégicas tumorales, hemos determinado la angiogénesis en las zonas
calientes o “hot spot”, al igual que la mayoria de los autores que han estudiado la
angiogénesis en el cancer colorrectal, debido a que las areas vasculares “hot spot” derivan de
los clones de células tumorales con mayor capacidad angiogénica y seran estas células la que
predominantemente entraran en la circulacion, influyendo méas en el comportamiento del
tumor por su mayor probabilidad de dar metéstasis vascularizadas.

Vermeulen et al 1995 observaron el doble de proliferacion de células endoteliales en
las areas vasculares “hot spot” del cancer de colon comparado con areas vasculares tumorales
no seleccionadas, y encontraron que la densidad vascular en las diferentes zonas “hot spot” de

un tumor separadas por tejido tumoral con baja densidad vascular eran similares. Esto les

sugiere que la densidad vascular es un parametro estable en todas las regiones del tumor vy

puede ser punteado o insinuado como una caracteristica bioldgica del mismo. Lo cual es
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relevante si la angiogénesis llega a ser un factor prondstico en el carcinoma colorrectal.
Asi pues, la determinacion de estas regiones es critica a la hora de establecer la
potencial asociacidn entre progresion tumoral y angiogénesis; sin embargo, este es el punto

mas subjetivo de todo el proceso, por ser observador dependiente.

Hemos estudiado la angiogénesis separadamente en el centro tumoral y en el
adyacente tejido sano peritumoral, ya que diversos estudios han mostrado una diferencia
cualitativa en la arquitectura vascular entre la parte central y periférica del tumor (Fox et al
1998, Konerding et al 2001).

El método de andlisis por digitalizacion de imagen ha sido empleado en el presente
estudio con la finalidad de realizar una cuantificacion de la densidad microvascular que
supere los métodos tradicionales basados en la determinacion semicuantitativa mediante
recuento a través de microscopia oOptica (Weidner et al 1992), obteniendo un procedimiento
que disminuye el error humano, incrementa la especificidad, permite la exploracion de
aquellas &reas mas significativas del tumor y que nos permite ademas hacer un estudio
morfométrico de angiogénesis y reaccion desmoplasica. Entre los autores que al igual que
nosotros han utilizado el analisis de imagen, destacamos los trabajos de Pritchard AJ et al.
1995 quienes realizaron un estudio cuantitativo y morfométrico de angiogénesis en el cancer
colorrectal mediante analisis de imagen e inmunomarcaron con QB/end/10 y JC70.

Pavlopoulos et al. 1998 realizaron un estudio de angiogénesis mediante
inmunomarcaje con factor VIII en el cancer de colon, usando anélisis de imagen para la
cuantificacion de la densidad microvascular asi como para la determinacién de siete
caracteristicas morfoldgicas, entre las que destacamos: area, perimetro, “compactness”
(perimetro?/area) y factor de forma(4n x area/perimetro).

Konerding et al. 2001 realizaron un estudio de la arquitectura microvascular en tres
dimensiones de lesiones precancerosas y cancer de colon, inmunomarcando con FVIII y

VEGF, usando un programa de analisis de imagen para la reconstruccion en 3D
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5.2.-DISCUSION DE RESULTADOS

5.2.1.-Determinacién de angiogénesis

5.2.1.1.-Estudio topogréafico descriptivo de la arquitectura vascular tumoral
versus borde sano (PT -CT vs. MM).

Densidad vascular

e PTy/oCT>MM:

En cuanto a la determinacion cuantitativa de la angiogénesis (densidad vascular),

hemos encontrado que es mayor en todas las regiones tumorales (CT, PT) que en el control
sano (MM)(PT y/o CT >MM).

Coincidimos pués con la mayoria de los autores, que han estudiado la angiogénesis
tumoral en el cancer de colon confrontada con un control sano (Konerding et al 2001,
Skinner et al 1995, Fox et al 1998, Bossi P et al 1995, Vermeulen PB et al 1995....), y
corroboramos asi el papel de la angiogénesis en la biologia del cancer de colon, postulado ya
en 1971 por Folkman para los tumores sélidos. Sin embargo, nuestro estudio, a diferencia del
de Bossi et al 1995 y Skinner et al 1995, carece del andlisis de la angiogénesis en las etapas
intermedias del desarrollo tumoral, segin el modelo de tumorogénesis de Fearson y
Volgelstein 1990, para poder establecer conclusiones sobre el posible papel de la

angiogénesis en la progresion tumoral de este tipo de cancer.
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En contraposicién a nuestros resultados, estan los de otros autores como Mylnek et al
y Porschen et al 1994, quienes encontraron un volumen vascular reducido en los carcinomas
comparado con el colon normal. Las diferencias con estos dos estudios pueden ser atribuidas a
diferencias metodoldgicas: Mylnek us6 la fosfatasa alcalina como marcador histoquimico
para determinar los vasos dentro de las secciones histoldgicas; esta técnica sélo demuestra
células endoteliales en la fase arterial de la malla microvascular por lo que una considerable
fraccion de vasculatura tumoral podria no ser considerada. Poschen et al 1994 usaron un
anticuerpo monoclonal frente a un epitope de células endoteliales humanas para demostrar la
vasculatura, y sus valores son considerablemente menores que los de Skinner et al porque
probablemente reflejan la dificultad de medir parametros vasculares en tejidos deshidratados
donde los vasos estan colapsados, y porque el epitope de las células endoteliales normales,
blanco del anticuerpo, no sea completamente expresado en el tejido tumoral (Ohtani y
Sasano). Dichos autores tampoco seleccionaron las zonas “hot spot”de las secciones
tumorales.

Pritchard AJ 1995, comparando con mucosa normal el centro de los carcinomas
colorrectales pobremente diferenciados, encontr6 que era significativamente menos
vascularizado mientras que el centro de los moderadamente diferenciados era més
vascularizado, pero tan solo 1.4 veces mayor que la mucosa normal. Aungue Pritchard AJ et
al al igual que nosotros realizaron determinaciones de la densidad vascular en diferentes
regiones tumorales de 20 adenocarcinomas colorrectales, determinando la distribucion del
flujo sanguineo en el tumor y en su entorno para posteriormente compararla con los patrones
obtenidos en animales de experimentacion y tumores humanos, sus resultados no son del todo
comparables con los nuestros debido a las evidentes diferencias metodoldgicas.

Las regiones tumorales definidas por Pritchard AJ et al, no se corresponden con las nuestras,
pues el autor habla de centro y periferia tumoral para referirse al tumor estrictamente
hablando, y nosotros cuando hablamos de periferia tumoral nos referimos al tejido sano
peritumoral adyacente, y a diferencia de él, que no selecciona las areas, nuestros resultados
hacen referencia a la media de 10 seleccionadas areas vasculares “hot spot” de las distintas
regiones tumorales (CT, PT, MM). Ademas dicho autor, s6lo analiza los vasos con una luz

claramente definida.



Discusion 187

e PT>CT:

Al comparar los resultados del analisis de la densidad vascular entre las distintas
regiones tumorales, como vemos en la Tabla 4.4.1, coincidimos con Konerding et al 2001 y
encontramos que es significativamente mayor en las areas “hot spot” del adyacente tejido
peritumoral que en las areas “hot spot” intratumorales (PT>CT).

Este descenso de la densidad vascular en el centro del tumor puede ser resultado de
fendmenos de compresion vascular que conducen a isquemia y necrosis. Goldacre y Sylven
1962, Warren 1970 y Folkman 1985 encontraron que entre los factores que pueden contribuir
a esta compresion se incluyen la acumulacion de fluidos extracelulares debidos a la
hiperpermeabilidad vascular y pobre drenaje linfatico, asi como a la descontrolada
proliferacion de células neoplasicas. La necrosis central es un hallazgo comin en los
carcinomas implantados en los animales de experimentacion cuando alcanzan 1-2cm3
(Goldacre and Sylven 1962), asi como en carcinomas humanos, particularmente en los
casos pobremente diferenciados (Pritchard et al 1995).

Por otra parte, y dado que hemos medido la angiogénesis en las zonas PT, no sélo
en el estroma submucoso, sino que también en la mucosa, cabe la hipotesis de que en PT
la mayor angiogénesis no es por vascularizacién preexistente sino que por induccion
tumoral.

Hay otros muchos autores que al igual que nosotros, en diversos tumores malignos,
encuentran que los tejidos del huésped presentan un incremento de la densidad vascular
adyacente al borde invasivo; y ello es probablemente debido a la liberacion de factores
angiogénicos por parte del tumor (Folkman 1985). Por ejemplo, Goldmann 1908 y
Thompson et al 1987 publicaron una densidad vascular incrementada en los tejidos del
huésped adyacente a carcinomas transplantados en raton; Srivastava et al 1986, encontr6 lo
mismo en los tejidos adyacentes al melanoma maligno de humanos.

Nuestros resultados difieren de otros autores como Bossi et al 1995 y Fox et al 1998.
Bossi et al. 1995, encontraron que la mucosa de transicion presenta mayor grado de
angiogénesis que la mucosa normal, pero menor que dentro del tumor. Estos resultados no son
del todo comparables a los nuestros dado que cuando nosotros hablamos de periferia tumoral

nos referimos al adyacente tejido sano peritumoral (estroma y/o mucosa) y no solo a la
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mucosa de transicion. Fox et al 1998, cuando estudia los tumores en estadios precoces
(T1/T2) encuentra que la densidad vascular es significativamente mayor en el tumor que en el
tejido normal adyacente; sin embargo, en estadios avanzados (T3/T4), encuentra la misma
densidad microvascular en ambas zonas. Sin embargo, al igual que nos ocurre con los
hallazgos obtenidos por Bossi, nuestros resultados no son del todo comparables a los de Fox
dado que estos ultimos, aungue si seleccionan las zonas “hot spot” intratumorales, a la hora
de determinar la densidad vascular en el adyacente tejido normal eligen los campos al azar,
sin seleccionar las &reas mas vascularizadas, con lo cual pueden infraestimar la densidad
vascular en dichas zonas.

Nosotros hemos encontrado que globalmente la zona tumoral (PT y/o CT) tienen
mayor densidad vascular que el borde sano (MM), y que PT tiene mayor densidad
vascular que CT, independientemente del resto de los factores clinico-histopatol6gicos
analizados (grado de diferenciacion, profundidad, estadio de Dukes, afectacion
ganglionar o localizacion tumoral) (ver tabla 4.4.1.1.4).

A diferencia de los estudios de Fox et al donde esa diferencia regional no se mantiene
en los estadios T3/T4 (CT=PT), y los de Pritchard AJ et al 1995 quienes encontraron
modificaciones en dicha observacién en relacion al grado de diferenciacion tumoral. Sin
embargo, como comentamos antes, nuestros resultados no son del todo comparables a los
estudios mencionados dadas las evidentes diferencias metodolodgicas y a la desviacion de los
estandares que dichos autores realizan a la hora de determinar la densidad vascular.

La mayoria de los estudios realizados sobre la importancia prondstica de la
angiogénesis en los distintos tumores se ha centrado en la determinacion cuantitativa de la
densidad vascular, pasando por alto otros parametros que pueden tener significado
prondstico tales como: la complejidad de la malla microvascular y el tamafio y forma de los

microvasos.

Los estudios sobre la distribucion de los vasos sanguineos tumorales se han realizado
sobre todo en tumores espontaneos o inducidos en animales de experimentacién (Goldmann
1908, Goldacre and Sylven 1962, Thompson et al. 1987).
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El estudio de Pavlopoulos et al. 1998, fue el primero en estudiar la significancia prondstica
de caracteristicas morfométricas de la microvascularizacion en pacientes con cancer de colon,
ademas de la densidad microvascular, para establecer la relacion entre angiogénesis con
factores clinico-histopatolégicos y de prondstico. Nuestro estudio, al igual que el de este
autor, también estudia diversas caracteristicas morfométricas y las evalia mediante analisis de
imagen en las regiones “hot spot”; pero a diferencia de él, que usa el factor VIII, nosotros
usamos anti CD34 como marcador inmunohistoquimico, y segregamos el estudio analizando
las distintas regiones tumorales.

Tener informacion acerca de la distribucion de los vasos sanguineos en y alrededor del
tumor puede ser importante para: 1°/el conocimiento acerca del crecimiento tumoral y la
capacidad metastasica, 2°/ el desarrollo de terapias antitumorales, 3°/ la efectividad de la

radioterapia, 4°/explicar resultados clinicos y prondstico.

Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos.

o PT-CT>MM

En cuanto al estudio morfométrico de la angiogénesis, como vemos en la tabla 4.4.1,

coincidiendo con los trabajos de Skinner et al 1995, Konerding et al 2001 y Pritchard et al
1995, todas las variables morfométricas estudiadas en nuestro caso ( &rea, perimetro y

“compactness”), son también mayores en el tumor que en el borde sano.

o PT>CT

Al igual que ocurre con la densidad vascular, encontramos que las medias del area,
perimetro y “compactness” vascular, son también mayores en la periferia (PT) que en el
centro tumoral (CT) y estas diferencias se mantienen estadisticamente significativas,
independientemente de cual sea el grado de diferenciacion, estadio de Dukes, profundidad y
localizacion tumoral (ver tablas de 4.4.1.1.1 a 4.4.113y gréficas de 441141 a
4.4.1.1.4.5).
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Nuestros resultados estdn en consonancia con los hallazgos de Konerding en que la
arquitectura vascular tumoral difiere de la microvascularizacion de los tejidos normales, pero
también las diferencias son significativas dentro del tumor (PT frente CT).

El que encontremos un mayor “compactness” vascular medio en PT en relacion a CT
puede ser reflejo del mayor colapso vascular 0 a que los vasos sean mas aberrantes

secundario a una mayor neoangiogénesis en esta zona tumoral.

Asi podemos decir, que la angiogénesis estudiada tanto cuantitativa como

cualitativamente es mayor en el tejido peritumoral adyacente que en CT y que en MM.

5.2.1.2.-Estudio de correlacion

En el estudio de correlacion de las distintas zonas tumorales entre si y el borde sano
(CT/PT/MM), como vemos en las tablas 4.3.1.1 a 4.3.1.4, encontramos una correlacion
significativamente positiva entre las densidades vasculares de CT con PT (p<0.001) y MM
(p=0.006); asi como una correlacion positiva casi significativa entre area de CT y MM
(p=0.095), y entre compactness CT y PT (p=0.061).

Asi podriamos decir que:

-1°/ La arquitectura vascular tumoral es distinta pero se ve influenciada, o sea
correlacionada positivamente, por la arquitectura vascular del tejido preexistente sobre el que
se desarrolla el tumor. Cuanto mayor es el numero de vasos de un tejido y mayor es el area
de sus vasos, el tumor que se desarrolle en €l, tendra una mayor densidad y area vascular.

-2°/Ademas, y dado que el sentido de la correlacion es doble, habria que considerar
que el que se correlacione positivamente el area de CT y MM, asi como la densidad vascular
de CT y MM, puede ser reflejo de la accion sistémica de los factores angiogénicos

-3°/Estos hallazgos también apoyan el concepto de que una vez que se desarrolla el
tumor en el escenario tumoral (CT/PT), los mismos factores con actividad angiogénica que
influyen o interacttan en la zona CT, también lo hacen en PT (tejido estromal adyacente al
tumor), existiendo una estrecha interaccion entre el tumor y tejidos adyacentes del huésped,
estroma peritumoral, corroborando asi la evidencia de otros muchos autores (Kathy DM et al.
2001, Takahashi Y et al. 1995, O’Byrne KJ et al. 2000, Barbera-Guillem E et al. 2002).
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5.2.1.3.- Analisis bivariante-multivariante.

Localizacion tumoral

e Densidad vascular

Tanto en el andlisis bivariante como cuando dividimos a la muestra en hiper
/hipovascular, tenemos que los tumores localizados en colon ascendente presentan una mayor
densidad vascular, tanto en CT como en MM, que los localizados en colon descendente.
Confirmandose estos resultados en el analisis multivariante sélo para la zona MM, donde los
tumores de descendente presentan mayor probabilidad que los de ascendente de tener valores
medios de densidad vascular por debajo de la media (p=0,01).

La mayoria de la literatura revisada entre los que estudian la relacion existente entre la
localizacion tumoral y la angiogénesis (Pietra et al. 2000, Banner et al. 1997, Vermeulen et
al. 1999, Tanigawa et al. 1997, Giatromanolaki et al. 1999, Lee JC et al. 2000, Shan YS et
al. 2003, Fenjvesi A 2003) no encuentran correlacion entre ambos, s6lo en un estudio de
Banner et al 1998 encontraron que los mayores recuentos vasculares se encuentran en los
tumores de colon ascendente y los menores en colon descendente, pero a diferencia de
nosotros, ellos no llegan a encontrar tal diferencia estadisticamente significativa.

Este hallazgo de unos mayores recuentos vasculares en colon derecho en relacion a
otras localizaciones estaria en consonancia con el incremento observado en los ultimos afios
en la incidencia de los carcinomas proximales. Igualmente la patologia molecular también
muestra diferencias segun la localizacion. Tumores con altos niveles de inestabilidad de los
microsatélites (MSI-H) 6 mutacion del protooncogén Ras se localizan con mas frecuencia en
el ciego, colon ascendente y colon transverso (Jass JR et. 1998, Rashid A et al. 1999, Tang
WY et al. 1999).Y como expusimos en la introduccién, esta mutacion esta implicada en la

elevacion de factores angiogénicos, como el VEGF (Rak J 1995).
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e Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos

Hemos encontrado, s6lo en el bivariante, perdiendo la significacion en el
multivariante, que los tumores que se localizan en colon descendente presentan un area
vascular media en CT significativamente mayor (p=0.039) que los localizados en colon
transverso, y un perimetro vascular medio en CT, casi significativamente mas grande
(p=0.072) que los tumores localizados en colon ascendente. Reflejando quizas unos menores
niveles de angiogénesis en esta localizacion descendente dado que los vasos neoformados son
mas pequefios. Ademas, corroborando estos hallazgos tenemos el previo en relacion a la
menor densidad vascular de los tumores localizados en descendente.

Los vasos de los bordes sanos no muestran diferencias en cuanto a la forma en
unas localizaciones y otras. Sin embargo, los vasos del centro del tumor y del borde sano

son mayores en el colon descendente.

Sexo

e Densidad vascular

En el analisis multivariante encontramos que ser mujer conlleva 2.8 veces mas riesgo
de tener valores de densidad vascular en CT por encima de la media que los hombres,
alcanzando la significacion estadistica (p=0,044).

Nuestros resultados, al igual que los de Pietra N et al 2000, sugieren que la densidad
vascular se correlaciona significativamente con el sexo, teniendo valores mayores de densidad
vascular las mujeres en relacion a los hombres. Esta observacion podria estar relacionada con
su diferente estado hormonal ya que estudios publicados previamente han mostrado que los
estrégenos y los antagonistas estrogénicos pueden modular la angiogénesis tumoral en
modelos animales (Banerjee SK et al 1997, Cockerill GW et al 1995, Gagliardi AR et al
1996, Nakamura J et al 1996), y aunque el papel de los estrogenos en el control de la
angiogénesis en humanos no esta claro aun (Marinho A et al 1997;Siitonen SM et al 1995 ),

algunos autores opinan que los antagonistas estrogénicos podrian tener un papel en futuros
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tratamientos no citotoxicos del cancer colorrectal (Hanauske AR 1996, Saclarides TJ
1997).

A pesar de ello, nuestros resultados difieren de la mayoria de los autores que estudian
la angiogénesis y el cancer colorrectal, pues la mayoria de ellos no encuentran asociacion

entre la densidad vascular y el sexo (Choi HJ et al 1998...)

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos

El tamafio y forma de los vasos no muestra ninguna asociacion con el sexo.

Profundidad tumoral

e Densidad vascular

En el analisis multivariante hemos encontrado, con una tendencia a la significacion
estadistica (p=0,053), que los tumores que alcanzan la profundidad tumoral T3 presentan mas
probabilidad que los T1-T2 de tener valores medios de densidad vascular en CT, por debajo
de la media de la misma (OR=0,178).

Podriamos intentar explicar este resultado diciendo que la angiogénesis es necesaria
para el crecimiento tumoral inicial hasta la submucosa, no siendo tan necesaria una vez que el
tumor alcanza la muscular propia. Ello va en consonancia con la consideracion de Bossi et al
1995 de que la angiogénesis es un suceso que ocurre precozmente en la tumorogénesis
colorrectal. Por otra parte, la muscular propia es una zona de la pared intestinal muy bien
vascularizada, y esta microvascularizacion preexistente pudiera ser suficiente para facilitar el
crecimiento y diseminacion tumoral en y desde este nivel de penetracién, sin necesidad de
neoangiogénesis (Leedy et al 1994, Prall et al 2003). Aunque, para corroborar esta hipétesis,
deberiamos determinar la densidad vascular, ademas de con el CD34, con el CD105, el cual
segun los trabajos de Akagi K et al 2002, es un marcador mas especifico de neoangiogénesis

en el cancer de colon, pues marca las células endoteliales con actividad proliferativa; y del
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cociente de dicho marcaje, quizas si se pudiera establecer el indice de neoangiogénesis

especifica para cada profundidad de invasién tumoral.

Otros autores que también han estudiado la relacién entre la profundidad de
infiltracion de la pared y la densidad vascular, tampoco han encontrado asociacion
significativa entre ellas (Vermeulen et al 1999, Tomisaki MD et al 1996, Choi HJ et al
1998, Pietra N et al 2000). Sin embargo, Takebayashi Y et al 1996, inmunomarcando con
antiCD34 y Tanigawa N et al 1997 y Tarta C et al 2002, inmunomarcando con anti FVIII,
vieron una asociacién estadisticamente significativa entre la profundidad de penetracion en la
pared y la densidad vascular, encontrando que la densidad vascular se incrementaba
significativamente conforme el tumor infiltraba mas profundamente en el espesor de la pared,
y apoyando asi la hipdtesis de que la progresion tumoral puede relacionarse con la

angiogénesis.

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos

Solo en el andlisis bivariante, y sin llegar a alcanzar la significacion estadistica,
obtenemos que los tumores que alcanzan la profundidad T1-T2, presentan valores medios de
“compactness” vascular en CT mayores que los T4.

Luego, aunque solo como tendencia a la significacion estadistica, en T1-T2 los vasos
en CT, son mayores en numero que los T3y T4, y con un mayor “compactness”. Son pues,
mas irregulares, pudiéndose interpretar estas caracteristicas como que los tumores, al
principio, muestran neovascularizacion intratumoral que se desarrolla con el tiempo,
cuando el tumor infiltra a mayor profundidad, haciéndose mas regulares en forma y

disponiéndose en menor namero por unidad de superficie.

En cuanto al estadio de Dukes:

e Densidad vascular:
El estadio de Dukes solo ha sido considerado en el analisis bivariante, y no en el analisis
multivariante, debido a que es la expresion de otros tres factores (profundidad de invasion,
afectacion ganglionar y metéstasis),que si que han sido considerados.
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Sélo en el analisis bivariante encontramos una asociacion significativa (p=0,018) entre
la densidad vascular en PT y el estadio D. Siendo la media de la densidad vascular en PT de
los estadios D significativamente mayor a la de los estadios B2-B3. Igualmente, cuando
dividimos a la muestra en dos grupos (hipo/hipervascular), obtenemos que los individuos con
enfermedad metastasica a distancia se encuentran mas frecuentemente en el grupo
hipervascular de PT, aunque esto ultimo, no llega a alcanzar significacion estadistica
(p=0,068).

Asi, podriamos decir, que es el adyacente tejido sano el lugar determinante para la
diseminacion metastasica a distancia de la enfermedad, dado que es en la zona PT, y no en CT,
donde los tumores con afectacion metastasica presentan una significativa mayor densidad
vascular que los tumores B2-B3.

Nosotros, a diferencia de otros autores (Takebayashi Y et al 1996, Tomisaki Sl et al
1996, Pavlopoulus PM et al 1998, Choi HJ et al 1998), no hemos encontrado diferencias
significativas en cuanto a la densidad vascular entre los distintos estadios; no hemos visto ni
un aumento, ni una disminucion progresiva de la densidad vascular, conforme avanza el
estadio. Pero, si que encontramos, que la densidad vascular es significativamente mayor en
tejido tumoral (PT y/o CT) que en el borde sano (MM); y que el estadio mas avanzado, el
estadio D, o sea, el metastatico a distancia, presenta una significativa mayor densidad vascular
en PT que los estadios B2-B3. Esto, junto con el hallazgo también corroborado por otros
autores (Vermeulen et al 1999, Tanigawa et al 1997, Tomisaki et al 1996, Saclarides et al
1993 ), de que los pacientes con enfermedad metastasica se distribuyen con mas frecuencia en
el grupo hipervascular (en nuestro caso de PT), sigue apoyando la hip6tesis de Bossi P et al
1995, Pavlopoulus PM et al 1998 y evidenciado en estudios de experimentacion (Folkman J
et al 1989), y en otras extirpes tumorales p.ej mama y cervix (Weidner N et al 1991, Bosari
S et al 1992, Guidi A et al 1994, Hanahan D 1996, Dobbs SP 1997), asi como en nuestros
resultados en relacion a la densidad vascular tumoral y la profundidad tumoral, de que la
angiogéenesis es un temprano y critico suceso en la tumorogénesis colorrectal, y que para
que el fendmeno metastasico tenga lugar tiene que existir un incremento sobreafiadido en
la densidad vascular (Mac Cawley LJ 2000, Liotta LA 1998).



196 Estudio de la Angiogénesis intratumoral y reaccion Desmoplasica

Otros autores, no encuentran ninguna correlacion significativa entre el estadio de
Dukes y la densidad vascular en el carcinoma colorrectal (Lindmark G et al
1996,Vermeulen PB et al 1999,Bossi P et al 1995,Galindo Gallego ; et al 2000,Shan YS et
al 2003); ni entre la densidad vascular y el riesgo de metastasis en distintos tumores: mama,
melanoma (Hall NR et al 1992,VVan Hoef M et al 1993,Carnochan P et al 1991).

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos

En cuanto a las caracteristicas morfométricas vasculares, perimetro y “compactness”,
obtenemos, aunque so6lo con tendencia a la significacion estadistica, y s6lo en el analisis
bivariante que sus medias en el estadio D, tanto en las zonas CT como PT, son menores que
en el estadio A-B1 (p=0.051, p=0.098 respectivamente para el perimetro y p =0.057, p=0.098
para el “compactness”) . Es decir, en el estadio D la neoangiogénesis es mayor y sus vasos son
mas pequefios (menor perimetro), y menos irregulares, lo cual podria facilitar el intercambio
transvascular. Este menor “compactness” del estadio D podria ser reflejo del incremento en la
presion intraluminal, probablemente atribuible a la obstruccion existente, fruto del desorden
estructural, o a que los vasos neoformados en los tumores mas incipientes en estadios mas
precoces de Dukes, son mas irregulares, alcanzando un perimetro mas redondeado a
medida que el tumor progresa.

Las condiciones hemorreoldgicas son dignas de investigacion, pues pueden influir en el
potencial proliferativo y metastasico tumoral. Se ha documentado que los patrones de flujo
intravascular, pueden influir en la remodelacion de la malla microvascular, a través de varios
mecanismos, como la intususcepcion (Patan S et al 1996).

Al igual que ocurre con la densidad vascular, nuestros resultados tampoco coinciden
con los de Pavlopoulos PM et al 1998, en cuanto a las caracteristicas morfométricas
vasculares, ya que estos autores encontraron que conforme progresa el estadio de Dukes,
existe un significativo descenso en la densidad vascular y un aumento en los valores de area 'y
perimetro, sin encontrar diferencias en cuanto al “compactness”. Sin embargo, encuentran
concordancia en el punto en que es el estadio con mas densidad vascular, es decir, el que mas

vasos neoformados presenta el que tiene los vasos mas pequerios (area, perimetro). Lo que nos



Discusion 197

ayuda a plantear la hipotesis de que: los vasos neoformados son mas pequefios y menos
colapsados que los vasos maduros.

Con los datos obtenidos en el analisis de la profundidad tumoral y estadio de
Dukes podemos inferir que los tumores incipientes (T1-T2) muestran en su centro mayor
densidad vascular que disminuye en los tumores mas evolucionados (T3). En la periferia
del tumor ocurre lo contrario: la densidad vascular es mayor en los tumores en estadio D
de Dukes.

Con respecto a la forma de los vasos, tanto en el centro del tumor como en la periferia,
en estadios mas incipientes(A-B1 vs. D) los vasos son mas irregulares; siendo también asi,

aunque sdlo en CT, para los tumores mas incipientes (T1-T2).

En cuanto a la enfermedad metastasica:

e Densidad vascular

En el andlisis multivariante encontramos con una tendencia a la significacion
estadistica que los casos con enfermedad metastasica a distancia presentan 3,5 veces mas
riesgo, que los no metastaticos, de tener valores medios de densidad vascular en PT por
encima de la media (p=0,081).

Coincidimos con Vermeulen et al 1999, Tanigawa et al 1997, Tomisaki et al 1996,
Saclarides et al 1993, Yamamura T et al 2001, Takahashi et al 1997, Choi HJ et al 1998 en que
la densidad vascular en la zona tumoral, en nuestro caso en PT, es mayor en los tumores con
enfermedad metastasica hematdgena que los que no presentan tal diseminacion (M1 vs MO).

A diferencia de los autores anteriormente citados, que sélo realizan la determinacion
de la densidad vascular en la zona tumoral, salvo Saclarides que sélo lo hace en la periferia
tumoral, hemos determinado la densidad vascular tanto en la zona tumoral CT como en la
periferia tumoral PT. Ello nos permite sugerir lo anteriormente mencionado, es la zona PT y

no la CT el lugar clave para el desarrollo del fendmeno metastasico.
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o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos.

Los pacientes con enfermedad metastasica en el momento diagnéstico inicial presentan
en CT wun casi significativo menor “compactness” vascular medio (p=0.097) y en PT una
significativa menor area (p=0.007) y menor perimetro medio de sus vasos (p=0.005). En el
analisis multivariante el “compactness” pierde significacion, y se mantienen para el
perimetro y area, como una tendencia a la significacién. Asi, los casos con afectacion
metastasica a distancia, presentan méas probabilidad que los no metastésicos, de tener valores
medios de area y perimetro en PT por debajo de la media.

Yamamura et al 2001 encontraron que los tumores de colon con metastasis hepaticas
presentan unos significativos mayores recuentos vasculares en comparaciéon con los no
metastasicos, y que el didmetro de sus vasos es significativamente mayor que el de estos
altimos. Asi, es posible que una mayor luz vascular facilite a las células tumorales invadir los
microvasos, asociandose asi a la formacion de metastasis. Coincidiendo con estos resultados
estan los de Tsuji T et al 2002, quienes también encontraron que el diametro microvascular
puede ser un pardmetro fundamental responsable de la intravasacién de células tumorales,
facilitandose asi el primer eslabdn metastasico.Estos autores observaron que aungue con la
progresion tumoral disminuia el recuento vascular, se incrementaba el diametro vascular de
forma significativa.

Nosotros, al igual que Yamaura et al 2001, Tsuji T et al 2002, hemos realizado un
estudio morfométrico de la vascularizacion tumoral en el cancer de colon, pero a diferencia de
ellos, no hemos determinado el didmetro vascular sino el area, perimetro y “compactness
vascular”; el que encontremos en la enfermedad metastasica una significativa menor area y
perimetro vascular creemos que estd en consonancia con una significativa mayor densidad
vascular. Los vasos neoformados son mas pequefios (menor area y menor perimetro), pero a su
vez presentan un menor “compactness vascular”, lo cual refleja una mayor luz vascular en

relacién a los no metastasicos, facilitandose probablemente asi la intravasacién tumoral.
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En cuanto a la afectacion ganglionar

e Densidad vascular

En el andlisis multivariante obtenemos que la afectacion nodal ganglionar N1 y N2
son factores de riesgo respecto a NO de tener valores de densidad vascular en CT por encima
de la media (2,6 y 4,7 veces mas respectivamente que NO), aunque so6lo llega a alcanzar
significacion estadistica en N2.

Asi, podemos decir que la angiogénesis interviene en el fendmeno metastasico
ganglionar, relacionandose con el potencial biolégico maligno del tumor.Y al igual que
nosotros, otros investigadores, han encontrado una asociacion significativa positiva entre la
densidad vascular y la afectacion ganglionar nodal, tanto en el cancer de colon (Saclarides et
al 1994, Tanigawa et al 1997, Takebayashi Y et al 1996,Choi HJ et al 1998,0h-¢ et al 2001)
como en otros tumores malignos, p.ej melanoma (Srivastava et al 1988), mama (Weidner N
et al 1992, Horak E et al 1992, Bosari S et al 1992, Arapandoni-Dadioti et al 1999),
préstata (Halvorsen et al 2000).

Otros autores, sin embargo, no han encontrado asociacién entre los recuentos
vasculares y la afectacion ganglionar nodal, asi en el cancer de colon (Bossi et al 1995,
Galindo Gallego M et al 2000, Tomisaki et al 1995, Shan YS et al 2003), mama (Ogawa et
al 1995, Hansen et al 2000).

Nuestros resultados estan en consonancia con los hallazgos de Akagi K (2000), quien
realiz6 un estudio de la expresion de VEGF-C en tejidos de cancer colorrectal en humanos,
indicando sus datos una amplia correlacion entre la expresion de VEGF-C y metéstasis
ganglionar nodal. VEGF-C es un ligando para los receptores tipo 3 de VEGF (VEGFR-3),
cuya expresion tiene lugar no sélo en los vasos linfaticos, sino que también en el endotelio de

los vasos sanguineos, estimulando pues tanto la linfangiogénesis como la angiogénesis.

La mayoria de los autores que estudian la relacion entre la densidad vascular con la

afectacion ganglionar, lo hacen considerando la afectacion ganglionar como presente o ausente
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(Saclarides et al 1994, Tomisaki et al 1996, Takebayashi Y et al 1996, Tanigawa et al
1997, Bossi et al 1995). A diferencia de ellos, nosotros distinguimos tres grupos NO, N1y N2;

probablemente esta diferencia metodoldgica podria explicar en parte la diferencia en los
resultados. Asi, Vermeulen et al 1999 no encuentran diferencias cuando consideran la muestra
en N- vs N+, y si cuando distinguen entre N+ (<3) vs. N+ (>3).

Muy en desacuerdo con nuestros resultados estan los de Prall et al 2003, quienes
encuentran que la media de la densidad vascular en las zonas “hot spot” es menor en los casos
con afectacion ganglionar vs N-. Ellos consideran que la neoangiogénesis precede al
carcinoma colorrectal, pero altos recuentos vasculares no impactan en la supervivencia. Y por
otra parte, consideran que podria ser que la angiogénesis no tuviera lugar en el fendmeno

metastésico nodal ganglionar.

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos (*“‘compactnes™)

Los tumores NO presentan vasos mas irregulares, tanto en el centro como en la
periferia del tumor, que los N2 y N1 respectivamente. Los tumores N1 y N2 tienen un
tamafo vascular en el centro del tumor mayor que los tumores NO. Estos hallazgos, en
relacion al “compactness”, son paralelos a los encontrados al analizar la profundidad

tumoral y el estadio de Dukes.

En cuanto al tamafio tumoral.

e Densidad vascular

No encontramos, ni en el andlisis bivariante ni en el analisis multivariante, asociacion
significativa entre el tamafio tumoral y la angiogénesis (estudiada tanto cualitativa como
cuantitativamente) en ninguna zona tumoral CT o PT.

Aunque los tumores solidos proliferan automaticamente hasta un tamafio de unos pocos
mm de didmetro, crecimientos sobreafiadidos requieren de la angiogénesis (Folkman J 1990,
Rofstad EK 1984).
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Al igual que la mayoria de los autores que estudian la angiogénesis en relacion al
tamafio tumoral, lo hicimos en funcion del mayor diametro tumoral, y al igual que ellos, no
encontramos asociacion significativa (Tomisaki Sl et al 1996, Vermeulen PD et al 1999,
Tanigawa N et al 1997, Pavlopoulos PM et al 1998, Banner BF 1998, Shan YS et al 2003,
Tarta et al 2002). Sin embargo, Takebayashi et al 1996 encontr6é que el tamafio tumoral se
correlacionaba significativamente con el contaje microvascular (p=0,001), y sus resultados le
sugirieron que las fases precoces y ultimas del crecimiento tumoral colorrectal son facilitadas
por la angiogénesis. Wapnir EL et al 2001, han postulado que dado que los tumores sélidos
son tridimensionales, mas que la determinacién del didmetro mayor, seria el calculo del
volumen tumoral (ellos usaron la formula de la elipse para el cAncer de mama) el que nos daria
mas informacion de la importancia de la angiogénesis en el crecimiento tumoral, haciendo
referencia a su tamafio. Asi, expresando el tamafio en funcion del mayor didmetro ellos no
encuentran variaciones significativas entre los distintos grupos de tamafio; sin embargo, si que

la encuentran cuando determinan el recuento microvascular en funcién del volumen tumoral.

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos

No encontramos asociacion alguna en cuanto a la determinacion morfométrica de la

angiogénesis y el tamafio tumoral, ni en el analisis bivariante ni en el analisis multivariante.

En cuanto al grado de diferenciacion tumoral.

e Densidad vascular

La determinacion cuantitativa de la angiogénesis no se asocia significativamente en
ninguna zona tumoral con el grado de diferenciacion tumoral.

Pavlopoulos PM et al 1998, encontraron que la densidad vascular es mas baja en los
tumores moderadamente diferenciados (MD) que en los pobremente diferenciados (PD); sin
embargo, esta diferencia no alcanz6 significacion estadistica (p=0,178). Diversos autores si
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Ilegan a encontrar asociacion significativa entre la densidad vascular tumoral y el grado de

diferenciacion, siendo los PD los que se asocian a los mayores recuentos vasculares en

comparacion a los BD (Tanigawa N et al 1997, Galindo Gallego et al 2000, Hirotoki O-¢e et
al 2001, Choi H et al 1998, Fenjvesi A 2003). Sin embargo, otros autores al igual que
nosotros, (Tomisaki S-1 et al 1996, Vermeulen et al 1998, Bossi et al 1995, Lindmark et al
1996; Takebayashi Y et al 1996, Tarta C et al 2002, Pietra N et al 2000, Shan YS et al
2003) tampoco encuentran asociacion entre el grado de diferenciacion y la determinacion de
angiogénesis.

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos.

En el analisis multivariante, los tumores PD presentan mas probabilidad que los BD de
tener valores medios de perimetro y area vascular en CT por debajo de la media (p=0,004 y
p=0,036 respectivamente). En relacién al “compactness”, en el analisis multivariante se
mantiene el modelo en esta zona, y encontramos que los PD tienen mas probabilidad que los
BD de tener valores de compactness por debajo de la media en PT; pero dicha asociacion no es
significativa.

Nuestros resultados estan en consonancia con los de Pavlopoulos PM et al 1998, que al
igual que nosotros, realizaron un analisis de pardmetros morfométricos y encontraron
variaciones morfolégicas cuantitativas en el patron vascular entre los distintos grados de
diferenciacion. Ellos encuentran que los tumores BD presentan unos mayores valores de
“compactness” en relacion a las neoplasias PD. Y al igual que estos autores, pensamos que
estos hallazgos pueden sugerir una incrementada presion intraluminal en las neoplasias PD,

atribuible probablemente a la obstruccion resultante del desorden estructural.

Obstruccidn.

e Densidad vascular

No encontramos asociacién, ni con tendencia a la significacion, en relacién a la determinacion

cuantitativa de la angiogénesis y la existencia de obstruccion en ninguna zona tumoral.
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En la revision realizada de la literatura s6lo hemos encontrado un estudio que analize la
angiogénesis y las complicaciones preoperatorias, el de Pietra N et al 2000, quienes al igual
que nosotros, nNo encuentran ninguna asociacion significativa entre la existencia de dichas
complicaciones y la angiogénesis, considerada cuantitativa o cualitativamente, en ninguna
zona tumoral (CT/PT).

o Area, Perimetro y Factor de forma de los vasos.

Al igual que ocurre con la densidad vascular, no encontramos ninguna asociacion entre
la existencia de obstruccion y el area, perimetro o0 “compactness” vascular en las zonas
tumorales. Pero, si encontramos en el analisis multivariante que los tumores obstruidos
presentan casi 3 veces mas probabilidad que los no obstruidos de tener valores medios de &rea
vascular en su borde sano por encima de la media (p=0,032).

No hemos encontrado ningun resultado similar en la literatura revisada.

5.2.2.-Determinacién de fibrosis .Reaccion Desmoplasica.

5.2.2.1.-Reaccion desmoplasica y angiogénesis

En el andlisis multivariante encontramos que unos valores medios de perimetro de

fibrosis por encima de la media representan un factor de riesgo significativo (cuatro veces mas
riesgo), respecto a valores de dicho perimetro por debajo de la media, de tener valores de
densidad vascular en el centro tumoral (CT) por encima de la media.
Igualmente, en el andlisis bivariante, ocurre con el area de fibrosis y la densidad vascular en
CT; que los tumores con unos valores medios de area de fibrosis por encima de la media se
suelen encontrar mas frecuentemente en el grupo de los tumores hipervasculares en CT
(p=0,029); sin embargo ello pierde su significacion en el analisis multivariante.

Asi, de los resultados de nuestro estudio se puede deducir que: existe una asociacion

significativa entre la densidad vascular en CT vy el area, pero sobre todo con el perimetro de
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fibrosis. Por otra parte, es un resultado a esperar, dado que es multiple la evidencia; algunos

de los mismos factores de crecimiento que estan implicados en la angiogénesis también lo

estan en la activacion de los miofibroblastos e intervienen en la formacion de la matriz
extracelular (Dvorak HF 1992, Gospodaronicz D 1987; Walker RM A 2001).

No hemos encontrado en la literatura revisada, ningun trabajo que realize un estudio
simultaneo de angiogénesis y reaccion desmoplasica en el cancer de colon.

Vermeulen PB et al 2001, estudiaron las metéstasis hepaticas del cancer colorrectal y
observaron que crecian en tres patrones distintos con diferente grado de angiogénesis y
desmoplasia. En el patron de crecimiento desmoplésico habia significativamente mas
microvasos (CD 34 +) que en el resto de los patrones, y ademas, el porcentaje de vasos

inmaduros, que no estaban cubiertos por pericitos, era también mayor.

5.2.2.2.- Determinacién de fibrosis y su asociacion con otras variables clinico-

patologicas:

e Areay Perimetro de fibrosis.

Grado de diferenciacion tumoral

Cuando medimos el perimetro de fibrosis vemos, tanto en el analisis bivariante como
en el multivariante, que sus valores son mayores conforme progresa la indiferenciacion
tumoral. Asi, en el analisis multivariante obtuvimos que los tumores PD presentan un riesgo
mayor de 7 veces en relacion a los BD de tener valores medios de PF por encima de la media.
Sélo en el andlisis bivariante, y no en multivariante, y sin llegar a alcanzar significacion
estadistica, encontramos ademas que el area de fibrosis de los tumores MD es mayor a la de
los BD. Coincidimos pues con Ichiro Nakada et al 1998, quienes encontraron que son los
tumores con mas indiferenciacion (en su caso los MD vs BD) los que asocian reaccion

desmoplasica.

Profundidad tumoral
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En el anélisis multivariante, aunque no llegue a alcanzar la significacion estadistica,

obtenemos que a mayor penetracion tumoral en el espesor de la pared, mayor es el riesgo de

tener valores superiores a la media de perimetro de fibrosis, en relaciéon a la categoria de
referencia T1-2. Asi, los tumores T3 presentan casi 6 veces mas riesgo que los T1-2,y los T4,
7 veces mas. En ello coincidimos con las observaciones de Ohtani y Sasano 1983, y las de
Ichiro Nakada et al 1998, quienes sugieren que los carcinomas solo inducen una vigorosa

reaccion desmoplasica tras producirse la invasion a través de la muscularis mucosae.

Aunque no se conoce cual es el papel exacto de la reaccion desmoplasica, distintos
autores postulan la hipotesis de considerarla como una reaccion del huésped frente a la
neoplasia, con intencion de aislarla e impedir su progresion (Hewitt et al 1993, Barsky y
Gopalakrishna 1987, Schurch W 1981, Seemayer TA 1979, Miura S et al 1993, Watanabe
SH et al 1995). Desde esta perspectiva parece logico pensar que sean los tumores mas
indiferenciados los que tienen mas capacidad de penetrar a través de la pared en los que sea
necesario generar mas esta reaccion. Por otra parte, esta reaccion es consecuencia del efecto
de una serie de factores de crecimiento, muchos de ellos con accién angiogénica, liberados
tanto por las células tumorales como estromales (fibroblastos, miofibroblastos), por
mecanismos auto y/o paracrinos (Walter RM A et al 2001, Hauptmann S et al 2003, Shao
et al 2001). Y son los tumores con mayor capacidad invasiva, los mas indiferenciados y los
que sobrepasan la submucosa, los que poseen mayor capacidad histolégica de interaccion con
las células del estroma circundante generando desmoplasia (Naito L et al 1982; Hewitt et al
1993; Fisher et al 2000).

Localizacion tumoral

La localizacion tumoral ascendente se ha mostrado, aunque sélo en el analisis
bivariante, como una variable independiente en relacién al perimetro de fibrosis; los tumores
de dicha localizacion presentan unos valores medios de perimetro de fibrosis mayores que los
de la localizacién descendente (p=0,036). Ya en el estudio de angiogénesis también obtuvimos

que la localizacion ascendente tenia unos valores mayores de densidad vascular, siendo estos
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vasos mas pequefios (menor perimetro) en CT. Asi, parece que en este medio mas

neoangiogénico es donde se genera también mas desmoplasia.

Estadio tumoral

Los tumores que llegan a alcanzar los estadios mas avanzados, C1-C3 versus A-B1,
presentan unos valores superiores de perimetro de fibrosis; este resultado solo se observa en el
andlisis bivariante como tendencia a la significacion estadistica; esta variable no se incluy6 en

el estudio multivariante.

Recidiva loco-regional

Los tumores que presentan recidiva locorregional presentan mayor perimetro de
fibrosis respecto a los que no la presentan; solo en el analisis bivariante y como tendencia a la

significacion estadistica.

Si sélo determinamos el area y perimetro de fibrosis podriamos decir, segun nuestros
resultados, que esta reaccion medida en el adyacente borde tumoral y generada segun la
hip6tesis de diversos autores (Hewitt et al 1993, Barsky and Gopalakrishna 1987, Schurch
W 1981, Seemayer TA 1979, Miura S et al 1993, Watanabe SH et al 1995), con la
intencion de frenar la diseminacion tumoral, fracasa en su objetivo. Obtenemos que los
tumores de estadios mas avanzados y los que recidivan son, aunque sélo en el analisis
bivariante, los que presentan mayores valores de perimetro de fibrosis.

Sin embargo, cuando estudiamos la reaccion desmopléasica a través de su
“compactness”, vemos en el analisis multivariante que son precisamente los tumores con
capacidad metastasica, tanto ganglionar como a distancia, los que presentan unos
significativos valores superiores de “compactness” en relacion a sus categorias de referencia.

Tener valores mayores de “compactness” tiene una significacion distinta, de tenerlos
de perimetro de fibrosis, cuanto mayor es el compactness, aunque las medidas de perimetro de

fibrosis sean mayores, mas irregular es la reaccion desmoplasica
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““Compactness’ de fibrosis

Afectacion metastasica ganglionar

Los tumores con afectacion ganglionar N1 presentan en el analisis multivariante un
significativo mayor riesgo (casi seis veces) de tener unos valores medios de “compactness” de
fibrosis por encima de la media, en relacion a los NO.

Metastasis a distancia

En el multivariante, aquellos tumores que presentan metastasis a distancia poseen casi
12 veces mayor riesgo que los que no la presentan de tener valores medios de “compactness”
de fibrosis por encima de la media.

Asi pues, es en los tumores con capacidad metastasica donde tenemos una reaccion
desmoplasica mas irregular.

Recidiva loco-regional.

En el andlisis bivariante vimos como el “compactness” de fibrosis es mayor en los que

presentan recidiva locorregional frente a los que no.

Componente mucosecretor.

El “compactness” de fibrosis es mayor en los que presentan componente mucosecretor

frente a los que no lo presentan; perdiendo la significacidn en el analisis multivariante.

Profundidad tumoral.

Solo como tendencia a la significacion estadistica en el analisis bivariante, en los

tumores T4 el “compactness” es mayor que en los T3.
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Grado de diferenciacion.

En los PD versus MD, también es mayor el “compactness” medio de fibrosis; solo en

el andlisis bivariante y como tendencia a la significacion estadistica.

Localizacion tumoral.

En el anélisis multivariante, los tumores de localizacion descendente presentan mayor
probabilidad que los de localizacidn ascendente de tener valores medios de “compactness” de
fibrosis por debajo de la media (p=0,043); luego, los tumores de localizacion ascendente,
presentan una reaccién desmoplasica de mayor perimetro y “compactness” que los de
localizacién descendente. Comportandose en este sentido igual que los tumores con mayor
capacidad invasiva.

En la revision realizada de la literatura no hemos encontrado ninguna referencia al
respecto.

Fruto de estos resultados podria pensarse que esta reaccion desmoplasica, que se
genera mas extensamente (mayor perimetro o area de fibrosis) en los tumores mas
invasivos (los PD vs MD, T3 y T4 vs T1 -T2, mucosecretores vs no mucosecretor,
recidivados loco-regionalmente vs no recidivados, C1-C3 vs A-Bl), se desestructura
también maés, es mas irregular en ellos (mayor “compactness’medio de fibrosis). Asi,
estos tumores generan en el huésped una mayor reaccion, pero por otra parte, poseen
una maquinaria mas potente, p.ej. las enzimas degradativas de la matriz, entre otros
mecanismos, para remodelarla y permitir a sus células fenotipicamente mas invasivas
atravesar dicha barrera para poder propagarse. Estos resultados estan en consonancia
con los de otros autores (Zeng Z.S et al 1996; Gatenby y Taylor 1990; Shiozawa J 2000;
Adachi Y 2001).

Son  pocos los estudios que hemos encontrado que hayan estudiado la relacion
existente entre la reaccion desmoplésica y el cancer de colon; destacamos el de Hewitt RE et
al 1993, Ichiro Nakada et al 1998, Offerhaus G et al 1990, Ueno H et al 2004.
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Nishimura R et al 1998 han estudiado la significacion de la presencia de focos de
fibrosis en el cancer colorrectal. Algo mas frecuentemente estudiado ha sido la estructura de
las membranas basales en el cancer colorrectal (Havenith MG et al 1988, Daneker GW et al
1987, Hewith et al 1991, Burtin P et al 1982, Foster SJ et al 1986).

De nuestro estudio se puede deducir un paralelismo, cuando hablamos de alto
“compactness” de fibrosis, con los resultados de otros autores cuando hablan de débil
reaccion desmoplésica (Hewitt et al 1993), componente estromal inmaduro (Ueno H et al
2004) o altos niveles de metaloproteinasas (MMPs), en pacientes con cancer colorrectal
(Zeng et al 1996, Shiozawa J et al 2000, Adachi Y et al 2001).

Nosotros, al igual que estos autores, que encuentran mayores niveles de MMPs en los
tumores PD frente a los MD, en los que alcanzan mayor nivel de penetracién en la pared, en
los casos con afectacion ganglionar frente a los que no la presentan, en los metastasicos a
distancia vs no metastasicos; encontramos también en estos casos mayores valores de
“compactness”. Quizas, el que la reaccion desmoplasica sea mas irregular en estas situaciones
sea reflejo de la accion de estas metaloproteinasas; las cuales, precisamente se generan mas en
un medio mas neoangiogénico. Y son en estas situaciones ( la localizacion ascendente, los
tumores mas indiferenciados, los metastéasicos tanto ganglionar como a distancia), en las que
encontramos los mayores valores de densidad vascular. Asi parece, que en este medio mas
neoangiogénico es donde por un lado se genera también mas desmoplasia, pero por otro, esta
es menos compacta, mas irregular. Ciertamente, como expusimos en la introduccion, existe un
paralelismo entre el proceso de generacion de neovasos y la cascada metastasica, comparten
una via comun. Muchos de los mecanismos necesarios para la generacion de brotes vasculares
son también necesarios para que las células tumorales invadan la pared del colon hasta llegar a
la corriente sanguinea. Asi, parece logico que la mayor neovascularizacion potencie el
desarrollo de este suceso. Entre estos mecanismos comunes destacamos la ruptura de la
membrana basal y de la matriz extracelular realizada por las MMPs, las cuales son secretadas
tanto por las células endoteliales, como estromales (miofibroblastos).

Sugiriéndose asi, en estas situaciones, un mayor “turn over” estromal para las proteinas de

matriz, sobre todo coladgeno. Por un lado se generan mas (mayor area, mayor perimetro de
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fibrosis); pero por otro lado, esta respuesta estromal puede verse frenada, desestructurada, por
la presencia de factores inhibitorios presentes en el borde invasivo de estos carcinomas
(Gatenby RA y Taylor 1990, Adachi Y 2001, Shiozawa J 2000). Consecuentemente, la
matriz estromal en estos tumores puede estar sujeta a remodelacion méas que ser una estructura
estatica. En consonancia con esta idea, esta el estudio de Hewitt et al 1993, en el que en la
periferia tumoral de algunos carcinomas encontraron mediante ISH altos niveles de sintesis de
colageno I, mientras que su determinacion con inmunohistoquimica apreciaba niveles
disminuidos. Ello probablemente sea secundario a los altos niveles de MMPs en el borde
invasivo de los carcinomas colorrectales (Hewitt 1991; Zeng ZS 1996; Shiozawa J et al
2000).

¢Por qué se asocia una respuesta desmoplésica con alto “compactness” en la periferia
tumoral a una incrementada capacidad invasiva y metastasica?

-Se ha sugerido que la desdiferenciacion glandular es una caracteristica del borde
invasivo de las células del cancer colorrectal, considerada como el primer y crucial paso en la
invasion tumoral, y que puede ser debido a una deficiencia de coladgeno | en estos sitios
(Hewitt et al 1993). Asi, factores tisulares del huésped pueden estar implicados en la
iniciacion y mantenimiento del proceso de desdiferenciacion (Gabbert et al 1985). Ueno H et
al 2004 observaron que los mayores indices de brotes tumorales germinativos por campo
se encuentran en los casos con estroma inmaduro. Nosotros encontramos un mayor
compactness de fibrosis en los casos PD vs MD, lo que puede representar que el borde del
tumor es mas “infiltrativo” en el estroma en vez de “empujar” al mismo

-Los estudios de David G and Bernfield 1981 de cultivos celulares y desarrollo
embrionario sugieren que el colageno | tiene un efecto estabilizante morfogenético. Por
analogia, la actividad invasiva e integridad de la membrana basal extracelular en sitios
especificos del carcinoma colorrectal puede depender del balance entre la sintesis de
coladgeno | y la produccion intersticial de colagenasa por las células del adyacente tejido
conectivo.Asi, los miofibroblastos producen tanto componentes de la matriz como enzimas
capaces de degradarla (MMPs), (Martin M 1996). .

Nosotros, a diferencia de Hewitt et al 1993, no hemos comparado la reaccion

desmoplasica entre las distintas zonas tumorales, sino sélo adyacente al borde invasivo; pero
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nuestros resultados concuerdan con dicho autor en el sentido de que la débil respuesta
desmoplasica, en nuestro caso el alto “compactness” de la misma en el borde invasivo, se
asocia a una incrementada capacidad invasiva y metastasica (siempre y cuando admitamos que

la débil respuesta desmoplasica de Hewitt sea equivalente a un alto “compactness” nuestro).

También apoya esta hipotesis Barsky y Gopalakrishna 1987 quienes encontraron que la
L-3,4 hidroxiprolina induce inhibicion de la respuesta desmoplasica conduciendo a un

incremento de las metastasis espontaneas en los melanomas murinos de experimentacion.

Estas observaciones coinciden con las de Miura S et al 1993 en el cancer colorrectal y
con las de Watanabe SH et al 1995 en el carcinoma gastrico; estos Ultimos estudiando la
reaccion estromal mediante la determinacion de la proliferacion de miofibroblastos y sintesis
de colageno | y Il consideraron que tanto la proliferacion de miofibroblastos como la sintesis

de estroma tumoral eran una obvia respuesta del huésped frente a la neoplasia.

Otros autores han estudiado el depdsito de colageno IV y laminina en las membrana
basales de los pacientes con cancer colorrectal encontrando una relacion significativa entre
depdsitos discontinuos o ausentes de dicho coladgeno en las membranas basales y tumores mas
indiferenciados, con mayor profundidad de infiltracion en la pared, con una mayor tendencia a
la diseminacion metastasica, ganglionar y a distancia, asi como unas supervivencias mas
cortas (Burtin et al 1983, Forster SJ et al 1986, Stenback et al 1985, Havenith et al 1988,
Hewitt RE et al 1991,1994 ).

Estos hallazgos, y su correlacion con la supervivencia, sugieren que la membrana basal
(MB) en los carcinomas colorrectales puede tener una funcion de barrera. Ademaés, la
evidencia muestra un paralelismo entre el estado de las membranas basales y el del estroma
extracelular (Hewitt RE et al 1994). Hewitt RE et al 1994, realizaron un estudio sobre la
influencia local de los tejidos del huésped en la continuidad de la membrana basal en los
carcinomas colorrectales, y sus resultados les sugirieron que los tejidos del huésped pueden
influir en la actividad invasiva a través de su efecto en la continuidad de la membrana basal.
Asi, observaron que para los carcinomas colorrectales es evidente la marcada asociacion entre

la discontinuidad de la membrana basal epitelial, donde el tumor es adyacente a un estroma
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deficiente en colageno I, con un marcado potencial maligno. Sin embargo, cuando estudian
las muestras de tejido metastasico de cancer de colon en ganglios linfaticos o en higado,

encuentran una tendencia a mayor continuidad de las membranas basales.

De estos trabajos, y del nuestro, surge la idea de que tanto el estado de las membranas
basales, como de los focos de fibrosis, asi como de la reaccion desmoplasica, no son
definitivos ni estaticos. Tanto las membranas basales como el estroma estan en continua
formacién y destruccion, y el resultado de este balance puede ser que se modifique en los
distintos tiempos en funcion de los distintos factores generadores e inhibidores o degradativos,
facilitando o dificultando asi los fendmenos de invasividad y metastasis (factores de
crecimiento, metaloproteinasas). Y ello, probablemente, como reflejo del estado de la
interaccion entre células neoplésicas y las adyacentes mesenquimales. Asi mismo, parece
existir un paralelismo entre el estado de las membranas basales y los niveles de colageno |
(principal componente de la matriz extracelular). Pero para conocer mejor la funcion exacta de
la reaccion desmoplasica, ademés de su cuantificacion morfométrica y estudio estructural,
seria importante conocer las concentraciones de las moléculas que la componen, como se
deduce de los trabajos de Hauptmann S et al 2003, Ueno H et al 2004.

5.2.3.-Andlisis de supervivencia

5.2.3.1.-Factores clinico -patoldgicos tradicionales

En el andlisis de Kaplan-Meier (K-M): el estadio de Dukes, la profundidad tumoral,

afectacion ganglionar, enfermedad metastasica, recidiva locoregional y a distancia,
presentan asociacion significativa con la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la
supervivencia global ( SG).

De manera que, conforme progresa la categoria de estas variables independientes,
existe una disminucion progresiva del tiempo medio de supervivencia, tanto de la SG como de
la SLE.
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Para el analisis de Cox: debido al porcentaje de casos censurados hemos construido dos

modelos; en el primer modelo, el mas valido, en el que no hemos considerado ni al estadio de

Dukes ni a ambas recidivas, obtenemos como factores predictores significativos la
profundidad tumoral, la infiltracion ganglionar y la enfermedad metastésica.

e Para la profundidad tumoral, tanto en cuanto a SLE como para SG, el riesgo no
es estadisticamente significativo, aunque si muestra tendencia a la
significacion. Asi por ejemplo, para la SG, un individuo con profundidad
tumoral T3 respecto a otro con profundidad tumoral T1-T2, y a igualdad de
condiciones en el resto de pardmetros (infiltracion ganglionar y enfermedad
metastasica), tiene 1,5 veces mas riesgo de presentar el fenomeno de estudio
(muerte). En el caso de los individuos con profundidad T4, el riesgo es casi 5
veces mayor. En ambos casos el riesgo no es estadisticamente significativo,

aunque si muestra tendencia a la significacion.

Con la afectacion ganglionar ocurre en el andlisis de Cox igual que con la
profundidad tumoral; siendo dicho riesgo sélo estadisticamente significativo

para N2, tanto en relacion a la SG como SLE.

La enfermedad metastasica si alcanza la significacion estadistica en el analisis
de Cox tanto para la SG como para la SLE. Asi, para la SG un individuo con
enfermedad metastasica tiene 7 veces mas riesgo de morir que un individuo
que no la ha tenido, con una p=0,005; y para la SLE 10 veces mas que un
individuo que no la ha tenido.

En el sequndo modelo del anélisis de Cox, en el que se incluyen a ambas recidivas y al

estadio de Dukes, s6lo ambas recidivas, y no el estadio de Dukes, alcanzan valor como
predictores significativos tanto para la SG como para la SLE

5.2.3.2.-Angiogenesis

La densidad vascular no presenta asociacion prondéstica alguna, ni con la SG ni con
SLE. Sin embargo, la determinacién morfométrica de la misma a través y solo a travées de su
“compactness”, se ha mostrado en el analisis de Kaplan Meier como variable pronostica

independiente para ambas supervivencias, la SG y SLE. Asi, el “compactness” vascular en
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CT se asocia casi significativamente con la SG (p=0,0679) y la SLE (0,062); los casos que
presentan unos valores medios de compactness vascular en CT iguales o por debajo de la
media presentan 91 meses de tiempo medio de supervivencia global y 87 de SLE; los
casos que presentan valores medios de compactness vascular en CT por encima de la

media presentan 124 meses de tiempo medio de SGy 122 de SLE.

En el analisis de Cox el compactness vascular en CT pierde su valor como factor

predictivo en el primer modelo, el més valido, en el que no incluimos ni el estadio de Dukes ni
ambas recidivas porque elevan el porcentaje de muestra perdida. Sin embargo, en el segundo

modelo de Cox, en el que si incluimos a dichas variables, el compactness vascular en CT

toma valor significativo como factor protector en cuanto a la SG y SLE. Asi, tener un
“compactness” vascular medio en CT por encima de la media conlleva més probabilidad, que

los que lo tienen por debajo de la media, de sobrevivir.

En nuestro estudio, a diferencia de otros autores, que si han encontrado asociacién
entre un mal prondstico y altos recuentos de densidad vascular ( Saclarides et al 1994, Frank
et al 1995, Tomisaki Sl et al 1996, Engel et al 1997, Takebayashit et al 1996a y 1996b,
Takahashi et al 1997, Tanigawar et al 1997, Choi HJ et al 1998, Vermeulen PB et al 1999,
Fenjvesi A 2003), no hemos encontrado una asociacion prondstica en el cancer de colon entre

la determinacién cuantitativa de la angiogénesis y la SG/SLE .

Coincidimos pues con Bossit et al 1995, Pavlopoulost et al 1998, Fox et al 1998,
Sternfeld et al 1999, Pietra N et al 2000, Tarta C et al 2002, quienes tampoco encontraron
correlacion entre la densidad vascular y supervivencia en el cancer colorrectal. Otros autores,
si encontraron una asociacion significativa entre altos recuentos vasculares ( IMD ) y mayor
supervivencia (Lindmarkr et al 1996, Prall F et al 2003, Abdalla et al 1999, Shan YS et al

2003), ('los que presentan t tanto en el bivariante como en el multivariante ).

Las discrepancias entre estos estudios son a menudo atribuidas tanto al disefio de los
mismos como a diferencias en la metodologia (Vermeulen et al 1999, Pietra N et al 2000,

Banner BF et al 1997, Hasan J et al 2002); por ejemplo: a los diferentes tipos de anticuerpos
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usados para inmunomarcar los vasos (FVIII versus CD31, versus CD34), a las diferencias en el
tamafio de campo a la hora de realizar el contaje, a la experiencia del observador. Sin embargo,
probablemente como apunta Prall F et al 2003, ademés del problema metodol6gico existan otros
factores relacionados con las caracteristicas bioldgicas de este tipo de cancer y el tejido base
sobre el que se origina; por ejemplo: el cancer de mama crece en un tejido conectivo mas
avascular mientras que el de colon infiltra dentro de unas capas ampliamente vascularizadas, y
a la hora de determinar la densidad vascular con los anticuerpos panendoteliales habituales es
muy dificil discriminar entre vasos neoformados y preexistentes. Pero por otra parte, como se ha
demostrado en algunos estudios, el cancer de colon a diferencia del de pulmén no es de los
tumores del tipo no angiogénico, ya que existe un alto nimero de células endoteliales
proliferantes determinado a través del doble marcaje Ki67/FVIII (Pezzella et al 1997, Mc
Guire et al 1997). Luego, la neoangiogénesis se hace presente en el cancer colorrectal, pero la
densidad microvascular no tiene impacto en la supervivencia. Prall F et al 2003, también sefialan
como otra posible explicacion para esta ausencia de significancion pronostica la asociacion
existente entre la alta densidad microvascular con la respuesta linfohistiocitica. El infiltrado
linfohistiocitico podria elaborar mediadores angiogénicos, y asi estimular la proliferacién de
microvasos. Asi, un mejor pronostico asociado con alta densidad microvascular podria ser un
epifendmeno, y la verdadera razdn para el buen pronoéstico sea la reaccion del huésped frente al

cancer como reflejo de la respuesta linfohistiocitica.

Sin embargo, coincidimos con Pavlopoulos PM et al 1998 en que aunque no encontramos
significacion prondstica en la determinacién de la densidad vascular en las areas hot spots, es la
determinacién de una de las caracteristicas morfométricas de la angiogénesis, en nuestro caso el
“compactness” vascular en CT y en el de estos autores el TVA (&rea vascular total), la que nos
da informacion prondstica. El area vascular total hace referencia a la proporcion de area
intensamente  inmunomarcada en relacion al total de superficie inmunomarcada, y el
“compactness” vascular es una de las caracteristicas de los vasos inmunomarcados que expresa
la relacion existente entre el perimetro y el éarea (perimetros?/area). Tener un mayor

“compactness” vascular medio supone tener unos vasos mas colapsados (0 mas irregulares), lo
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cual tedricamente dificultaria el intercambio transvascular, disminuyendo la posibilidad de que
las células tumorales entren en el torrente circulatorio y por tanto dificultando el proceso de
invasion y metastasis. Asi, de esta manera se justificaria el aumento de la SLE y SG en los
enfermos que ante idénticas determinaciones de densidad vascular presentan unos mayores
valores de “compactness” o inferiores de TVA. Estos datos corroboran nuestros resultados
previos en relacion al “compactness” vascular medio en PT y CT, en el andlisis multivariante,
donde vimos que los casos N1 y N2 respectivamente tenian mayor probabilidad que los NO de
tener valores medios de “compactness” por debajo de la media. Pavlopoulos también encontr6 un
incremento significativo de las ramificaciones vasculares en los estadios precoces de los
carcinomas en comparacién con los adenomas, permaneciendo dichas ramificaciones inalteradas
a través de los distintos estadios de Dukes. Por lo tanto, manifiesta una diferencia significativa
entre la malla neovascular con la del tejido normal, siendo ello de importancia prondstica

significativa como lo demostro su estudio de Kaplan Meier.

En nuestro estudio, al igual que en otros muchos que estudian la angiogénesis en el
cancer de colon, vemos como la neoangiogénesis esta presente en este proceso; hemos visto al
igual que otros autores unos significativos mayores recuentos vasculares en el tejido enfermo en
relacion al sano; la evidencia de otros trabajos como los de Vermeulen 1995, Prall F et al 2003,
que han determinado la fraccién de células proliferantes, también corroboran esta observacion.
Sin embargo, parece légico pensar que aungue la angiogénesis es un suceso presente en el cancer
de colon no sea s6lo su determinacién cuantitativa el Gnico factor que pueda o no tener
transcendencia pronostica, sino que su estudio morfométrico estructural también es clave en este
aspecto, como lo han puesto de manifiesto los trabajos de Pavlopoulos et al 1998, Yamamura T
et al 2001, Prall F et al 2003. Prall F et al, encuentran que los pacientes con una densidad
vascular por encima de la media asocian un mejor prondstico en relacién a los que lo tienen por
debajo de la media; sin embargo, al igual que nosotros, encuentran una asociacion entre las
caracteristicas estructurales de la malla microvascular y el prondstico; asi encuentran una
asociacion significativa entre un mayor desorden estructural y una menor densidad vascular ,

asociandose ello a un peor prondstico en cuanto a la supervivencia. No sélo el que exista méas
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densidad vascular favorece la diseminacion metastasica, sino que ademas esos vasos presenten
un mayor desorden estructural, unas membranas basales rotas, un menor “compactness”...Y
ademas de estos puntos, existen otros muchos, y muy diversos factores que son clave para que
toda la cascada metastésica llegue a su fin, como por ejemplo: proteinas que controlan el ciclo

celular, la apoptosis, receptores de matriz, moléculas de adhesion, MMPs.....

Tabla comparativa prondéstico cancer colon

Autores que  encuentran | No asociacion Buen prondstico asociado a
asociacion entre mal altos recuentos vasculares.
prondstico y altos recuentos

vasculares

Saclarides 1994 Bossi 1995 Lindmark 1996

Frank 1995 Pavlopoulos 1998 Prall F 2003

Tomisaki SI 1996 Fox 1996 Abdalla 1999

Engel 1997 Sternfeld 1999 Shan YS 2003
Takebayashi 1996 Pietra N 2000

Takahashi 1997 Tarta C 2002

Tanigawa 1997

Choi HJ 1998

Vermeulen PB 1999

Fenjvesi A 2003

5.2.3.3.-Desmoplasia.

Al igual que ocurre con la angiogénesis, en la desmoplasia solo el “compactness” de

fibrosis se presenta en el anélisis de Kaplan Meier como variable prondstica independiente, en

este caso, a diferencia del “compactness” vascular, como factor de riesgo y alcanzando la
significacion estadistica tanto para la SG (p=0,0337)como para la SLE (p=0,0465). Los
individuos que presentan un valor medio de ““compactness™ de fibrosis igual o por debajo de la
media tienen un tiempo medio de supervivencia global de 124 mesesy 122 de SLE; y los que lo
tienen por encima de la media presentan 69 meses de tiempo medio de SG y 65 meses de tiempo
medio de SLE.
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A mayor “compactness” de fibrosis, menor supervivencia; es decir, a fibrosis mas
irregular, menor supervivencia.

En el andlisis de Cox, al igual que para la angiogénesis, el “compactness” de fibrosis

pierde su valor pronostico en el primer modelo, manteniéndolo en el segundo solo para la SG.
Los individuos con un “‘compactness” de fibrosis por encima de la media conlleva 5 veces
mayor riesgo que los que lo tienen por debajo de la media de presentar valores menores de
supervivencia global.

Los resultados en el segundo modelo de Cox sobre el “compactnees” vascular de CT y de
fibrosis indican una posible asociacion que hay que tomar con cautela debido al porcentaje de
casos perdidos (23,2%) y a la asociacion encontrada entre la muestra perdida y varios de los

parametros de estudio.

Nuestros resultados estdn en consonancia con los de otros autores que han estudiado el
impacto de las enzimas degradativas de la matriz extracelular y membranas basales en la
supervivencia de los pacientes con cancer de colon. Debido a que el colageno IV es el mayor
componente de las membranas basales y su pérdida se asocia a alto potencial metastasico a
distancia y pobre pronostico (Forster SJ et al 1986), diversos autores han estudiado la
significancia prondstica de las MMPs gue lo destruyen selectivamente (MMp-2y MMp-9). Asi,
Zeng ZS 1996, encontrd que los niveles de MMp-9 RNA son un factor prondstico independiente
para la supervivencia libre de enfermedad, tanto en el analisis univariante como en el
multivariante; y solo en el univariante para la supervivencia global (quizas reflejando el corto
tiempo de seguimiento). Bernhard EJ et al 1994 observaron que la expresion de MMp-9 se asocia
al fenotipo metastasico. Y en consonancia con estos resultados estan tambien los de Tutton MG
et al 2003.

El aumento de la expresion de cathepsin B en los estadios 111/1V del cancer colorrectal se
asocia con corta supervivencia, en comparacion a los que no la expresan (Campo et al 1994).
También en el cancer de mama se ha visto que el aumento de la expresion de cathepsin D se
asocia a un pobre pronoéstico (Joensuu H et al 1995).
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Mulcahy HE et al 1994 encontraron que un aumento en la expresion de u-PA en el
estadio B de Dukes se asocia a corta supervivencia.
Adachi Y et al 2001 vieron que los pacientes con cancer de colon Matrilysisn + tienen

una significativa menor supervivencia que aquellos Matrilysisn -.

Igualmente, en este sentido coincidimos con los autores que han determinado el
inmunomarcaje del coldgeno IV de las membranas basales en pacientes con cancer de colon.
Entre ellos, con Havenith MG 1988, quien observé que el depoésito de colageno IV en las
membranas basales se presenta como un factor prondstico independiente; asi, los estadios Cy D
de Dukes con un deposito limitado presentaban una supervivencia significativamente mas corta.
Offerhaus 1990, determind la expresion de colageno IV mediante inmunohistoquimica en la
interfase tumor-estroma. En el anélisis univariante, perdiendo la significacion en el
multivariante, el depdsito de colageno IV mostraba una asociacion estadisticamente significativa

con la supervivencia; a mayor dep0sito mayor supervivencia.

En un estudio reciente de Ueno H et al 2004, se realiz6 una categorizacién morfoldgica
del componente fibrotico estromal en los adenocarcinomas de recto que penetran la muscular
propia en tres categorias (maduro, intermedio, inmaduro) en funcion de sus caracteristicas
histoldgicas estudiaron su relacion con el comportamiento y respuesta inmune del huésped.
Observaron que esta categorizacion, tanto en el analisis univariante como en el multivariante, se
correlaciona con los resultados en cuanto a supervivencia de los pacientes y podria ser Gtil para
predecir dichos resultados. La supervivencia a los 5y 10 afios eran peor en el grupo de estroma
inmaduro, seguido del intermedio, siendo la mejor supervivencia para el de estroma maduro. Los
valores de supervivencia especifica a los cinco afios eran para cada grupo 79,5%, 54,5%,
27.2%, respectivamente. Conforme progresa la maduracion del estroma aumenta
significativamente el numero promedio de células T y disminuye el numero de brotes invasivos.
Influyendo significativamente ambos (N° de brotes y categorizacion del estroma) en la

supervivencia.



220 Estudio de la Angiogénesis intratumoral y reaccion Desmoplasica

Nosotros no hemos realizado una caracterizacion histolégica del componente estromal,
pero si un estudio morfométrico ayudados por un sistema de anélisis de imagen. Y encontramos
un paralelismo en nuestros resultados, en cuanto a supervivencia, con los de Ueno H et al 2004,
cuando hablamos de alto “compactness” de fibrosis y componente estromal inmaduro.

Estos resultados apoyan la hipotesis que considera a la reaccion desmoplasica como
barrera frenadora del avance invasivo tumoral; cuando esta reaccion se desestructura (es
mas irregular) o presenta componentes mas inmaduros, se asocia a supervivencias mas

cortas.

Para confrontar nuestros resultados con los de Ueno H le hemos aplicado el método del
analisis de imagen (“Threshold”) a las imagenes que aparecen en su trabajo, publicado en la
revista Gut 2004, y tras calcular el “compactness” de las mismas, se corrobora el paralelismo con
nuestros resultados. Pues, conforme progresa la inmadurez del estroma, aumenta el compactness
del mismo; asi obtuvimos un compactness de 290 para la imagen A (estroma maduro), 508 para

la imagen B (estroma intermedio), 899 para la imagen C (estroma inmaduro).
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Categorizacion histolégica del componente fibrotico estromal segin Ueno H et al 2004.
Imagen A: estroma maduro

Imagen B: estroma intermedio
Imagen C: estroma inmaduro.
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Resultado de la aplicacion del anélisis de imagen (“threshold”) a las tres categorias estromales de

Ueno H et al 2004.
Conforme progresa la inmadurez del estroma evidenciamos una mayor irregularidad del

componente fibrotico estromal, reflejandose en el aumento progresivo del “compactness” (Fig A
290, Fig B 508, Fig C 899).
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1. La cuantificacion de la angiogenesis, en las areas “hot spot” de las diferentes zonas tumorales
nos ha permitido conocer que la arquitectura vascular tumoral de los adenocarcinomas de colon,
difiere de la microvasculatura del colon sano, y que dentro del mismo tumor existe diferente
distribucion entre zona central y la periférica, manteniéndose dichas diferencias,
independientemente de cual sea el grado de diferenciacion, localizacion, profundidad tumoral,
estadio de Dukes e infiltracion ganglionar.

2. La fibrosis tumoral o reaccion desmoplasica se relaciona con la densidad vascular. Los
tumores que dan lugar a una fibrosis mas extensa, en cuanto a perimetro, son los que presentan

los mayores recuentos vasculares en la zona centro tumoral.

3. Una densidad vascular en la periferia tumoral por encima de la media conlleva mas riesgo de
tener enfermedad metastasica a distancia, que tener dicha densidad por debajo de la media

4. A mayor indiferenciacion tumoral, mayor capacidad para generar un mayor perimetro de

fibrosis.

5. Los tumores con enfermedad metastasica a distancia, son los que generan un contorno mas

irregular en su reaccion desmoplasica

6. El analisis de imagen ha permitido conocer y valorar parametros morfoldgicos de angiogenesis
y desmoplasia en los adenocarcinomas de colon con significacion pronostica. Asi la irregularidad
vascular en el centro del tumor y el contorno irregular de la fibrosis (determinadas
morfometricamente por su “compactness”) se han mostrado como variables prondstico
independientes para la supervivencia global y libre de enfermedad. La densidad vascular, sin

embargo, no presenta asociacion con ningdn tipo de supervivencia.
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ABREVIATURAS.

AJCC: American Joint comité on Cancer.
Aa: Aminoécido.

AVM: Area vascular media.

BVI: Invasion de vasos sanguineos.
CCR:Caéncer colorrectal.

CCH: Céncer de colon en humanos.

CIAS: Analisis computarizado de imagen.
CMI: Respuesta inmune mediada por células.
CEA: Antigeno carcinoembrionario.

CIN: Neoplasia intracervical.

CD34: Antigeno de células progenitoras del sistema hematopoyético humano.

CD31: Molécula de adhesion celular endotelial plaquetario o PECAM.

CT: Centro tumoral.

DMI: Densidad microvascular intratumoral.
3D: Tres dimensiones.

ECM: Extracelular matriz.

ECP: Proliferacion de células endoteliales.
ECS: Células endoteliales.

FAP: Poliposis adenomatosa familiar.

FDPs: Productos de degradacion del fibrinogeno.

FGF: Factor de crecimiento derivado de fibroblastos.

FvW: Factor de Von Willebrand.

GITSG: Gastrointestinal Tumor Study Group.
HI: Respuesta immune humoral.

IGF: Factor de crecimiento “insulin like”.
MM: Borde sano.

MB: Membrana basal.
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MMPs: Metaloproteinasas.

MMPIs: Inhibidor de las metaloproteinasas.
MSI-H:Alta inestabilidad de los microsateélites.

N-: Sin afectacién ganglionar.

N+: Con afectacion ganglionar.

PT: Periferia tumoral.

PDFG: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PECAM: Molécula de adhesién celular endotelial plaquetaria.
QT: Quimioterapia.

RT: Radioterapia.

SG: Supervivencia global.

SLE: Supervivencia libre de enfermedad.

TCP: Proliferacion de células endoteliales.

TGF: Factor de crecimiento transformante.

UICC: Internacional Union Against Cancer.

VPF: Factor de permeabilidad vascular.

VEGF: Factor de permeabilidad endotelial vascular.
WHO:Organizacion Mundial de la Salud.
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