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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer colorrectal

La incidencia de cancer colorrectal (CCR) sigue aumentado en las ultimas
décadas (1), siendo mayor en hombres que en mujeres. En el afio 2012 se
detectaron 65,6 nuevos casos de CCR por 100.000 habitantes en hombres y 35,3
en mujeres (2). El CCR es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres
espafolas (después del cancer de mama) y el tercero en los hombres (después
del cancer de préstata y pulmén). Segun los datos del Instituto Nacional de
Estadistica, en el afio 2012 fallecieron en Espafia 15.604 personas por CCR, lo
que representa alrededor de 42 muertes diarias por este tipo de tumor (3). A
pesar de que la mortalidad por CCR ha disminuido en Espafia en los ultimos
anos, reduciéndose un 0,2% anual en hombres desde 1998 y un 1,4% anual en
mujeres desde 1996 (4), actualmente el CCR ocupa el segundo lugar en

defunciones por cancer en ambos sexos, después del cancer de pulmon (4).

Las cifras de incidencia y mortalidad por CCR en Europa son semejantes. El CCR
es el segundo tipo de cancer en incidencia y la segunda causa de muerte por
cancer cuando se analizan ambos sexos conjuntamente. La incidencia de CCR
ajustada (por 100.000 habitantes) en Europa en 2012 fue de 446,8 casos,
levemente mayor en hombres (241,6) que en mujeres (205,2). Si se analizan
hombres y mujeres por separado, el CCR representa, como sucede en Espaifia, la
tercera causa de cancer en hombres (13,2%) después del cancer de prostata y
pulmdn, y la segunda causa de cancer en mujeres (12,7%) después del cancer de
mama. El nUmero estimado de muertes por cancer en Europa en 2012 fue de 1,75
millones; una de cada 8 defunciones por cancer fue debida al CCR. Actualmente,
el CCR es la segunda causa de muerte por cancer; en hombres representa un
11,6% (después del cancer de pulmon) y en mujeres un 13,0% (después del

cancer de mama) (2).
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INTRODUCCION

Probablemente, la combinacién de una deteccién precoz del CCR junto con las
mejoras diagnosticas y terapéuticas es responsable del aumento de la incidencia

y del descenso de la mortalidad de CCR en el mundo occidental (1).

1.2 Caracteristicas clinicopatologicas, extension local y

diseminacion del CCR

La mayoria de los tumores se localizan en el recto (39%) y el sigma (35%), siendo
menos frecuentes en colon ascendente (10%), colon transverso (4%), colon

descendente (4%), flexura hepatica (2%) y flexura esplénica (2%) (figura 1).

Colon
transverso A_

- Flexura
= esplénica

Flexura [
hepatica /*':
"% Colon

' descendente

Colon =

Figura 1. Localizacién anatdmica del tracto inestinal bajo. Adaptada de Netter F.H. (5).

La clasificacion histologica de los tumores de colon y recto segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) incluye tumores epiteliales y no epiteliales. Los
adenocarcinomas constituyen alrededor del 85% de los tumores epiteliales de
colon y recto. Dentro de este grupo también encontramos el adenocarcinoma
mucinoso o coloide que viene definido por la presencia de material extracelular
mucoide en mas del 50% del tumor. Este tipo histolégico representa entre el 10-
15% de los tumores de colon y recto (6) y su incidencia es mayor en el mundo

occidental. En los ultimos anos, varios estudios han descrito un aumento de
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adenocarcinoma mucinoso en pacientes con CCR tras administracion de
radioterapia (7). Otros tipos histolégicos mucho menos frecuentes son el
adenocarcinoma de células en anillo de sello (presenta mas del 50% de estas
células), carcinoma de célula pequefa (carcinoma neuroendocrino de alto grado),
carcinoma escamoso, carcinoma adenoescamoso, carcinoma medular vy

carcinoma indiferenciado (8).

Segun el grado histologico o de diferenciacion glandular, los adenocarcinomas se
dividen en alto y bajo grado. Los de alto grado vienen definidos por la presencia
de menos del 50% de glandulas y son los clasificados antiguamente como
pobremente diferenciados e indiferenciados. Cuando mas del 50% del tumor esta
constituido por glandulas se denomina de bajo grado. Los tumores de bajo grado
representan mas del 80% de los tumores y anteriormente eran definidos como
bien y moderadamente diferenciados (9). La estratificacion en dos grados ha
demostrado una menor variabilidad interobservador y una mayor relevancia
prondstica que la estratificacién en cuatro niveles (bien, moderado y pobremente
diferenciado e indiferenciado) (9, 10).

El cancer de colon y recto puede diseminarse a través de varias vias, lo que

facilita la progresion de la enfermedad localmente o a distancia.

» Diseminacion local intramural: la extension local del tumor se produce en
profundidad a través de las diferentes capas de la pared del colon y en
extension longitudinal de la pared. En el momento del diagnéstico menos
del 5% de los tumores estan limitados a la mucosa, un 10%
aproximadamente alcanzan la capa muscular sin sobrepasarla, mientras
gue en un 60% de los tumores, la infiltracién intramural alcanza la grasa
subserosa. Finalmente, un 25% de los tumores han perforado la serosa o

invaden organos adyacentes en el momento del diagndstico.

» Diseminacion transperitoneal: Una vez el tumor invade y traspasa el

peritoneo visceral puede desarrollar siembras celulares en la cavidad
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peritoneal, afectando el peritoneo visceral y/o parietal. Este desarrollo de
metéstasis en la cavidad peritoneal se denomina carcinomatosis peritoneal.
Casi el 15% de los pacientes con CCR presentan carcinomatosis peritoneal

en el momento del diagndstico (11).

» Diseminacion linfatica: EI CCR puede diseminarse a los ganglios linfaticos
a traves del drenaje linfatico. La diseminacion linfatica depende en gran
medida de la penetracion del tumor primario. Alrededor del 10% de los
tumores limitados a la mucosa presentan metéstasis linfaticas, mientras
que aquellos tumores en los que la infiltracion alcanza la capa muscular o
la sobrepasa, la afectacion ganglionar asciende al 25% y 45%,

respectivamente.

« Diseminacion hematégena: Las células tumorales pueden migrar al torrente
sanguineo e invadir otros 6rganos. Generalmente, esta diseminacién se
produce a través de la vena porta, siendo el higado el érgano dénde mas
frecuentemente se diagnostican las metastasis (12). Si estas células logran
pasar el filtro hepatico o afectan directamente a venas que drenan la vena
cava podran causar metastasis en cualquier 6rgano. Los érganos afectos
por metastasis de colon, después del higado, por orden de frecuencia son:
pulmon, tejido 0seo y cerebro. Aproximadamente el 20% de los pacientes

presentan metastasis a distancia en el momento del diagnostico (12, 13).

1.2.1 Clasificacion de los tumores en funcion del grado de extension:
Sistema TNM

El sistema TNM es el método mas utilizado para clasificar el grado de extension
local y a distancia de los tumores de colon y recto. Se utiliza no solo para definir la
extension de la enfermedad, sino también para guiar el algoritmo terapéutico y

determinar el prondstico.
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Cada estadio vendra definido por la combinacion de 3 categorias: la extension en
profundidad del tumor (T, tumor), la afectacion linfatica (N, node en inglés) y la
afectacion sistémica (M, metastasis). La categoria T de CCR describe la
extension del tumor a través de las capas que forman la pared del colon y recto.
La categoria N indica si existe 0 no propagacion de la enfermedad a los ganglios
linfaticos regionales; y si lo ha hecho, cuantos ganglios estan afectos. Finalmente,
la categoria M indica si el tumor se ha propagado a otros drganos como el higado
o ganglios linfaticos distantes. A su vez, cada categoria se subdivide en diferentes
niveles representados por nimeros o letras que aparecen despuésdela T, Ny M.
Cuando aparece una x significa que esa categoria no puede ser evaluada porque

la informacién no esta disponible (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién del cancer colorrectal de acuerdo con la invasion local (categoria T), la afectacion
linfatica (categoria N) y la presencia de metastasis a distancia segun la American Joint Committee on Cancer
(AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC)(14, 15).

Categoria T

Tis el tumor sélo afecta la mucosa, sin infiltrar la capa muscular de la mucosa (carcinoma in situ)
T1 progresion hasta la capa submucosa, sin infiltrar la muscular propia

T2 infiltracion de la capa muscular propia sin sobrepasarla

T3 progresién hasta la subserosa sin infiltrar la serosa

T4a infiltracién de la serosa o peritoneo visceral

T4b progresién a través de la pared con invasion de tejidos u érganos adyacentes

Categoria N

NO no afectacion de ganglios linfaticos regionales

Nla afectacion de 1 ganglio linfatico regional

N1b afectacion de 2 a 3 ganglios linfaticos regionales

Nic depositos tumorales en el tejido pericélico/perirectal, pero no en los ganglios linfaticos en si
N2a afectacion de 4 a 6 ganglios linfaticos regionales

N2b afectacion de 7 o mas ganglios linfaticos regionales

Categoria M

MO no propagacion del tumor a drganos o ganglios linfaticos a distancia

Mila propagacion a 1 érgano distal o ganglio linfatico a distancia

M1b propagacion a mas de un érgano distante o carcinomatosis peritoneal
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Una vez se han determinado las categorias T, N y M; esta informacion se
combina y se cataloga en diferentes estadios (del 1 al 4) con implicaciones

terapéuticas y pronosticas (tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion TNM del cancer colorrectal por estadios (72 edicién) segun la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC)(14, 15).

T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1/T2 NO MO
Estadio Il T3/T4 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Inc T4b NO MO
Estadio Il Cualquier T N+ MO
A T1/T2 N1 MO
Tl N2a MO
1B T3/T4a N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
nc T4a N2a MO
T3/T4a N2b MO
T4b N1/N2 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N | M+
IVA Cualquier T Cualquier N | Mla
VB Cualquier T Cualquier N | M1b

Este sistema de clasificacion fue desarrollado y es periédicamente actualizado por
la American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Union for International
Cancer Control (UICC). La ultima revision de la clasificacion es efectiva desde
Enero de 2010(14).
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1.3 Tratamiento quirdrgico del cancer de colon y recto

El tratamiento quirdrgico estandar del cancer de colon consiste en la reseccion del
segmento de colon afecto por el tumor con los correspondientes ganglios
linfaticos situados en el mesocolon que lo acompafia y los vasos sanguineos que
lo irrigan. Se consideran cuatro tipos de intervenciones quirargicas segun el tumor
se localice en el colon ascendente, transverso, descendente o sigma (figura 2). La
colectomia derecha incluye la seccion proximal de los vasos ileocdlicos, coélicos
derechos y la rama derecha de los vasos colicos medios. Si el tumor se localiza
en colon transverso se amplia esta seccion al origen de los vasos célicos medios.
Si el tumor se encuentra en el colon descendente se realiza una colectomia
izquierda. En este caso la seccion incluye la ligadura de la arteria mesentérica
inferior proximal al origen de la arteria coélica izquierda. Si el tumor se encuentra
en sigma la ligadura de la arteria mesentérica inferior se puede realizar distal al
origen de la arteria colica izquierda. Respecto a los tumores localizados en la
flexura esplénica existen dos opciones. Algunos cirujanos realizan una colectomia
izquierda y otros prefieren una colectomia derecha ampliada practicando una

anastomosis ileo-colica.

Figura 2. Tipos de resecciones quirargicas segun la localizacion del tumor. (a) hemicolectomia derecha; (b)
hemicolectomia derecha ampliada; (c) hemicolectomia izquierda; (d) sigmoidectomia. Adaptada de Netter
F.H. (5)

Una reseccion de 5 cm de intestino sano a cada lado del tumor, se considera
oncologicamente adecuado para minimizar el riesgo de recurrencia. La mayoria

de las veces, este margen quirdrgico es superado debido a la necesidad de incluir
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en la reseccién todo el drenaje linfatico del segmento del colon afectado con su
correspondiente irrigacion. La longitud del ileon terminal resecado en un tumor de
colon ascendente no parece influir en la recurrencia local, por lo que se resecara

el minimo ileon distal para prevenir trastornos de malabsorcion (16).

Respecto al tratamiento quirargico del cancer de recto, se han introducido
cambios importantes en los ultimos afos, fundamentalmente la escision total del
mesorrecto (ETM). La ETM fue descrita por Heald et al en 1986 (17). Esta técnica
consiste en la exéresis del recto conjuntamente con el mesorrecto de alrededor y
la fascia mesorrectal que lo envuelve preservando los nervios autébnomos de la
pelvis. EI mesorrecto esta constituido por tejido graso que contiene estructuras
linfaticas, vasculares y nerviosas, y que rodea el recto de forma circunferencial
desde el promontorio sacro para luego descender mientras se estrecha hasta
debajo de la fascia de Waldeyer alrededor de los musculos elevadores del ano a
nivel del tercio distal del recto. La importancia de realizar una ETM radica en que
se incluyen la mayoria de los ganglios de drenaje del tumor asi como posibles

depositos tumorales en la grasa (18).

Por otro lado, se ha demostrado la importancia de conseguir un margen
circunferencial libre de enfermedad. Un margen circunferencial libre de
enfermedad se considera una distancia superior a 1 mm entre el borde del tumor
y el margen de reseccion de la pieza quirdrgica. Los pacientes con margen
circunferencial afecto presentan un riesgo de recurrencia local y desarrollo de

metastasis mayor (19, 20).

La técnica quirtrgica del cancer de recto varia en funcién de la localizacién del
tumor. El recto se divide en tres partes, el recto superior (de 11 a 15 cm del
margen anal), medio (de 7 a 11 cm del margen anal) e inferior (de 3-4 a 7 cm del
margen anal). En los tumores del recto superior se recomienda un margen distal
minimo de 4 cm (16). En estos casos no es necesaria la ETM sino que es
suficiente con la seccion parcial del mesorecto. En cambio, para los tumores de
recto medio e inferior es necesario realizar una ETM (21). Para los tumores

situados hasta 5 cm del margen anal, un margen distal de reseccion de 1 cm es

26



INTRODUCCION

oncologicamente aceptable (16). Cuando el tumor afecta el complejo esfinteriano

esta indicado realizar una amputaciéon abdominoperineal de Miles (22).

Actualmente las resecciones de CCR pueden realizarse por via laparoscopica. Se
ha demostrado que es una via segura, que ofrece ventajas clinicas en el
postoperatorio inmediato sin aumentar la morbimortalidad a corto plazo
comparandolo con la via abierta tanto en colon (23) como en recto (24). Por otro
lado, no hay diferencias en los resultados oncoldgicos entre ambas técnicas (25,
26). Finalmente, existe interés en la innovacién y mejora de la cirugia del CCR,
particularmente en el desarrollo de otros abordajes minimamente invasivos como
el abordaje por puerto Unico (SILS, Single Incisional Laparoscopic Surgery), el
TAMIS (TransAnal Minimally Invasive Surgery), el Transanal NOTES (Natural
Orifice Transluminal Endoscopic Surgery) o la cirugia robdtica. Aunque estas
nuevas técnicas todavia deben demostrar sus ventajas en estudios aleatorizados
incluyendo resultados a corto y largo plazo (26-28), podrian ser especialmente
beneficiosas para ciertos subgrupos de pacientes. Por ejemplo, tanto en la
publicacién del grupo de Atallah en la descripcion de los primeros 20 pacientes en
los que ha realizado la ETM via TAMIS, como el grupo de Lacy al publicar sus
primeros 20 pacientes tras realizar la ETM via Transanal NOTES, ambos sugieren
gue los candidatos ideales para este abordaje serian los varones obesos de pelvis
estrecha con un céncer de recto distal (29, 30).

1.4 Recurrencia del cancer colorrectal

Después de la resecciéon quirdrgica de un CCR con intencion curativa, el factor
determinante mas importante de supervivencia global es la aparicion de
recurrencia, ya sea local o a distancia. Esta puede ocurrir hasta en el 50% de los
pacientes(31, 32). A su vez, el factor pronostico independiente mejor definido para
predecir la recurrencia tumoral es el estadio tumoral(32, 33). Pero existen otras
variables con valor prondéstico que también influyen en el resultado oncoldgico

como ciertas caracteristicas anatomopatologicas del tumor primario, la calidad de
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la técnica quirlrgica y la combinacion terapéutica con quimioterapia y/o
radioterapia.

1.4.1 Factores pronosticos de recurrencia dependientes del tumor.

Se han estudiado multiples caracteristicas del tumor primario que pueden influir

en el prondstico de los pacientes con CCR.

1.4.1.1. Localizacion del tumor

Algunos estudios han analizado el valor prondstico que podria tener la
localizacion del tumor. La mayoria de ellos, clasifican el colon en dos regiones
segun su origen embriologico: colon derecho (desde ciego hasta los 2/3
proximales del colon transverso), originado de la rama caudal del intestino medio;
y colon izquierdo (desde el tercio distal del colon transverso hasta el colon
sigmoide) derivado del intestino posterior embrionario. La base de esta teoria es
que los dos origenes embriolégicos podrian dar lugar a tumores con distinto
comportamiento y pronéstico segun donde se localicen. Varios estudios concluyen
gque existe una menor supervivencia en pacientes con tumores del colon derecho
(34-36), aunque otros no han encontrado diferencias entre el colon derecho e
izquierdo (36-38). Por ejemplo, un estudio realizado en 29.568 pacientes (38)
pone en duda la base racional de esta clasificaciéon dado que los tumores de ciego
y angulo esplénico, pertenecientes a grupos de origen embrionario diferentes,
presentan caracteristicas patolégicas menos favorables que los tumores de colon
ascendente y descendente que también tienen diferentes origenes. El estudio
prospectivo de Jess et al con 23.487 pacientes concluye que los tumores de colon
derecho tienen una mayor mortalidad que los del colon izquierdo, aunque al
analizar por sublocalizaciones la mortalidad fue mayor en los pacientes con una
neoplasia de angulo esplénico (36). En el estudio de Weiss no se observan
diferencias entre colon derecho e izquierdo, pero al estratificar por estadio
tumoral, detecta una menor mortalidad en los tumores de colon derecho en el
estadio Il en comparacién a los de colon izquierdo del mismo estadio, pero una

mayor mortalidad en tumores de colon derecho en el estadio Ill (37). Asi, al
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ajustar por diferentes variables clinicas (edad, sexo, categoria ASA,...) o0
patolégicas (estadio tumoral, tipo histolégico o grado de diferenciacion celular,...)
estas diferencias no se detectaban e incluso, aparecian otras. Estos resultados
concuerdan con los de la revision sistematica de Hansen et al (39), que al realizar
el andlisis multivariado encuentra que los factores con una influencia directa sobre
la supervivencia son la edad, el sexo, el modo de presentacion (electivo/urgente),
las comorbilidades asociadas y el estadio tumoral, mientras que la localizacion del

tumor por si misma no tiene una clara relacion con el pronostico.
1.4.1.2. Tipo histologico del tumor y grado de diferenciacion celular

Los Unicos tipos histolégicos de CCR que por si mismos tienen mal pronéstico son
el adenocarcinoma de células en anillo de sello y el carcinoma de célula pequenia.
En una muestra de 119.363 pacientes se detectd una supervivencia a los 5 afios
significativamente menor en los adenocarcinomas de células en anillo de sello
comparandolo con los adenocarcinomas o los adenocarcinomas Mmucinosos.
Incluso esta menor supervivencia se mantuvo al estratificar por estadios a
excepcion del estadio | doénde no se observan diferencias entre los tipos
histologicos de CCR. A pesar de ello, los autores son cautos debido a que la
prevalencia de adenocarcinoma de células en anillo de sello representaba el 1%
de la muestra (40). En otro estudio realizado en 5.817 autopsias de pacientes con
tumores de colon y recto, 1.679 presentaban metastasis a distancia; siendo la
proporcion de éstas significativamente mayor en los adenocarcinomas de células
en anillos de sello (61,2%) que en los mucinosos (33,9%) y los adenocarcinomas
(27,6%). Ademas se detecté que las metastasis eran multiples con mayor
frecuencia en los adenocarcinomas con células en anillo de sello y mucinoso que
en los adenocarcinomas (41). En cambio, el carcinoma medular y el
adenocarcinoma mucinoso asociado a inestabilidad de microsatélites tienen un

prondstico mas favorable (10, 42).

Diferentes estudios han demostrado que un tumor de alto grado histoloégico es un
factor independiente de mal prondstico en cancer de colon (43) y recto (44). De la

misma manera, los tumores histolégicamente no formadores de glandulas (por
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ejemplo, adenocarcinoma de células en anillo de sello, carcinoma de célula
pequeia y el carcinoma indiferenciado) se asignan siempre al grupo de tumores

de alto grado, y consecuentemente tienen un peor pronostico (10).

1.4.1.3. Estadio tumoral

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la clasificacion mas utilizada sobre
el grado de extension de los tumores de colon y recto es el sistema TNM (14). El
estadio tumoral es el factor prondstico independiente més importante tras el
diagnéstico de CCR ya que la supervivencia disminuye a medida que aumenta el
estadio (12). En un estudio realizado en 2.720 pacientes procedentes de 11
registros de cancer europeos en el afilo 2000 se obtuvo una supervivencia global a
los 3 afos del 73% en los pacientes con CCR localizado, del 45% en los
pacientes con CCR con afectacion ganglionar y sélo una supervivencia del 11%
en los pacientes con CCR que presentaban metastasis hepaticas sincrénicas al
tumor primario (45). Si comparamos los pacientes con CCR localizado con los que
presentan enfermedad a distancia, encontramos que el riesgo relativo de fallecer
es 14,33 veces (IC95%: 13,34 - 15,40) mayor en un paciente con CCR
metastatico respecto a un paciente con CRC localizado (46).

El estadio tumoral del CCR de acuerdo con la ultima edicion del sistema TNM ha
supuesto algunas modificaciones con implicaciones prondsticas. En una serie
reciente con 1.865 pacientes (47), la supervivencia libre de enfermedad a los 5
anos es: Estadio | del 86,3%, Estadio Ila del 79,7%, Estadio llb del 71,3%, Estadio
llc del 73,8%, Estadio llla del 85,4%, Estadio lllb del 70,3%, Estadio llic del
46,9%, Estadio IVa del 15,2% y Estadio IVb del 9,7%.

En cuanto a la categoria T, que viene definida por la invasion de la pared del
intestino, los tumores con mejor prondstico son los carcinomas in situ (pTis).
Estos tumores aun no han penetrado la membrana basal del epitelio, por lo que
no se consideran carcinomas invasivos(10). Por este motivo, estos tumores no
producen metéastasis. En el otro extremo de la clasificacion T encontramos los

tumores que invaden el peritoneo visceral por extension directa a traves de la
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pared y que pueden invadir rganos adyacentes al colon. Estos son los tumores
pT4 que se subdividen, en la séptima edicion del sistema TNM en pT4a y pT4b.
Los tumores pT4a son aquellos que perforan el peritoneo visceral y pT4b los que
invaden dérganos o estructuras contiguas. Esta subclasificacion de la categoria T4
se debe a la deteccion de un mejor pronéstico de los pacientes con invasion del
peritoneo visceral sin invasion de otros érganos en relacion con los que si afectan
otros Organos vecinos, tanto en el cancer de colon (48) como en el de recto (49).
Sin embargo, en el estudio de Lan et al no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre pT4a 'y pT4b (47).

Sin enfermedad metastatica a distancia, la existencia de ganglios positivos es el
mejor factor prondstico de supervivencia en el CCR. La categoria N también se ha
modificado en la séptima edicion del sistema TNM. Anteriormente N1 significaba
de 1 a 3 ganglios positivos y N2, 4 o0 mas ganglios positivos. En la ultima edicion,
y de acuerdo con varios estudios que han demostrado una diferencia en el
pronéstico en funciéon de los ganglios afectos, se ha decidido subdividir esta
categoria (48, 49). Asi, actualmente, Nla significa que existe un solo ganglio
positivo, N1b de 2 a 3 ganglios, N2a de 4 a 6 ganglios y N2b 7 o mas ganglios

afectos.

El cambio mas importante es debido a la incorporacién del subgrupo Nlc. Este
grupo incluye los pacientes que presentan depadsitos tumorales en la subserosa,
mesenterio o tejido pericélico o perirectal sin ganglios afectos por el tumor. Estos
pacientes antes eran catalogados como NO, por lo que les correspondia un
estadio Il y no recibian tratamiento adyuvante generalmente. Ahora son
clasificados como N1, y consecuentemente el estadio pasa a Il por lo que reciben
tratamiento adyuvante. Ademas se ha visto que se comportan como N1 en cuanto
al prondstico (47).

La categoria M también se modifico en la Ultima edicion. Actualmente se divide en
Mla que incluye metéastasis a distancia con afectacion de un érgano y M1b los
pacientes que presentan metastasis a distancia en 2 o mas o6rganos o en la
cavidad peritoneal. En el estudio de Lan YT et al (47) no encontraron diferencias

en cuanto a la supervivencia al comparar los pacientes en estas nuevas
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categorias, M1a (n=240) y M1b (n=181). En la discusion defienden la idea de que
la carcinomatosis peritoneal no se deberia considerar enfermedad terminal del
estadio IV debido a que actualmente existe la posibilidad de tratar estos pacientes
(sin otras metastasis) con cirugia citoreductora y quimioterapia hipertérmica
intraoperatoria. Asi, comparan los pacientes Mla y M1lb considerando los
pacientes con carcinomatosis peritoneal sin otra evidencia de metastasis a
distancia (n=81) en el grupo Mla, como si se tratase de la afectacion de 1 soélo

organo, encontrando una mejora de la supervivencia significativa en el grupo M1la.

Debido a la subclasificacion de T4 (ay b), M1 (ay b) y el nuevo subgrupo N1c, los
estadios se han modificado minimamente respecto las clasificaciones previas
como queda reflejado en el apartado anterior (tabla 2). Esta nueva
subclasificacién permite una mejor estadificacion prondstica, sobretodo de los
pacientes de los grupos llIB y llIC, que en el estudio de Lan (47) tienen una
supervivencia del 70,3% y 46,9% respectivamente. Sin embargo, al igual que
pasaba con la clasificacion previa (sexta edicion), los pacientes del grupo IlIA

tienen un mejor prondstico que los pacientes IIB y IIC (40, 47).

1.4.1.4. Invasion linfatica, venosa y perineural

La invasion de vasos de pequefio calibre también es una caracteristica
anatomopatoldgica de los tumores de colon y recto con valor pronéstico. La
invasion vascular, tanto venosa como linfatica, presente en un tumor, e€s un punto
clave para el desarrollo de micrometastasis. Los vasos de pequefio calibre de la
submucosa aumentan el riesgo de metastasis en los ganglios linfaticos
regionales, mientras que los capilares venosos extramurales aumentan el riesgo
de metéstasis hepaticas (9, 10). La identificacion y diferenciacion entre la invasion
linfatica y venosa por parte del patélogo no es facil. La fibrosis inducida por el
tumor y los artefactos producidos por las diferentes técnicas de fijacion de la
muestra asi como la ausencia de una clasificacion de referencia para estandarizar
su evaluacion, hace que exista una variabilidad interobservador nada
despreciable (9, 10, 50). De esta manera, en el protocolo de evaluacion de una
pieza quirargica de CCR del College of American Pathologists publicado en 2009
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se propone el registro de la invasion linfovascular como una Unica variable (51).
Tanto la invasion linfatica como la venosa se consideran factores de riesgo

independientes de mal prondstico (9, 10).

La invasion perineural también es un factor independiente de mal prondstico (10,
52). Se trata de la invasion de células tumorales a través de los nervios
perilesionales y esta bien establecida como via de diseminacién tumoral. Incluso,
la invasién perineural se puede observar en ausencia de invasion venosa o
linfatica (53). Esta presente en hasta el 33% de los tumores de colon y recto. La
presencia de invasion perineural se asocia a tumores en estadio avanzado, a un
aumento de la recurrencia local y a un descenso de la supervivencia a los 5 afos.
En un estudio realizado en 124 tumores de colon y recto con ganglios linfaticos
negativos (estadio 1l) los pacientes con invasion perineural presentaron una
supervivencia del 57% mientras que los que no tenian invasion perineural la
supervivencia aumentd de forma significativa hasta el 87% (54). Este y otros
estudios son los que proponen administrar tratamiento adyuvante a los pacientes
con estadio Il con invasién perineural (53) por el alto riesgo de recurrencia tumoral

y reduccion de la supervivencia por cancer y global.

La presencia de invasion linfatica, vascular y perineural son factores
independientes de mal prondstico del CCR. En el protocolo de examen de una
pieza quirdrgica de CCR del College of American Pathologists se recomienda que
se valore tanto la invasion linfovascular como la invasion perineural de la siguiente

manera: no identificado, presente o indeterminado (51).

1.4.1.5. Respuesta inflamatoria tumoral

Existe una respuesta inflamatoria antitumoral por parte del huésped. Y a su vez, el
tumor es capaz de generar una respuesta inflamatoria propia que puede estimular
su progresion. Esta respuesta inflamatoria se debe, por un lado, a los cambios
celulares secundarios a la necrosis tumoral; y por otro, al dafio producido en el
tejido peritumoral. Esta respuesta local se manifiesta por la presencia de células

inflamatorias en biopsias tumorales (55). Las células inflamatorias o leucocitos
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son principalmente macrofagos asociados al tumor (TAM, Tumor-Associated
Macrophages) derivados de precursores monociticos circulantes. Cuando los
TAM se activan adecuadamente actuan en contra de las células tumorales
defendiendo el huésped del tumor. Sin embargo, los TAM también pueden
favorecer la diseminacion tumoral. En la respuesta inflamatoria tumoral también
estan implicadas otras células leucocitarias tales como las células dendriticas
asociadas al tumor (TADC, Tumor-Associated Dendritic Cells) y células T
infiltrantes del tumor (TIL, Tumor-Infiltrating T cells). Los leucocitos en el
microambiente inflamatorio liberaran citoquinas que, por mecanismos autocrinos y

paracrinos, perpetuaran esta respuesta inflamatoria en la zona del tumor (55).

Las citoquinas son moléculas de bajo peso molecular que median la
comunicacion entre células. Estas son sintetizadas por células inmunologicas y
estromales (como fibroblastos y células endoteliales). Las interleuquinas (IL) son
citoquinas encargadas especificamente de mediar la comunicacion entre

leucocitos.

La activacion de citoquinas por las células inflamatorias y también por células
estromales puede favorecer la progresion tumoral por diferentes mecanismos
(figura 3). Pueden inducir cambios celulares, por ejemplo dafan el ADN o
inactivan la proteina supresora de tumores p53, hasta transformar células
epiteliales sanas en tumorales. Estas nuevas células malignas sintetizan mas
mediadores inflamatorios, manteniendo el microambiente inflamatorio alrededor
del tumor y asi favoreciendo la supervivencia y proliferacion de estas células
tumorales. El tumor crece y compromete la vascularizacion del tejido perilesional
provocando un estrés hipéxico a las células. Por un lado, esta hipoxia intra y
peritumoral que resulta en necrosis tumoral seguird manteniendo la sintesis de
citoquinas inflamatorias. Por otro lado, estimulard la sintesis de citoquinas
angiogénicas para formar nuevos vasos por los que la nueva masa tumoral podra
nutrirse y oxigenarse, como veremos mAas adelante. Algunas citoquinas
inflamatorias sintetizadas en este ambiente inducen la produccién de proteasas
que destruiran la matriz extracelular favoreciendo la invasion local del tumor.

Otras citoquinas inflamatorias no s6lo promueven la supervivencia y proliferacion
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de células malignas sino que también inducen la expresion de oncogenes que les
dard a las células la capacidad de migrar e invadir la membrana basal. Asi, la
sintesis de citoquinas y sus receptores en el contexto de una respuesta
inflamatoria dirigen el movimiento de las células leucocitarias durante la
inflamacion, pero también de las células transformadas durante la progresion
tumoral. De esta manera, durante la transformacion celular, muchas de estas
células expresan receptores de citoquinas y por lo tanto utilizan estas citoquinas
para migrar al torrente linfatico y sanguineo. Las citoquinas favorecen la
supervivencia de las células malignas en érganos a distancia, de nuevo atrayendo
infiltrados inflamatorios que favoreceran la proliferacion de células tumorales y

estimularan la angiogénesis; formando las metastasis a distancia (55-59).

En resumen, una vez iniciado el proceso de carcinogénesis, esta inflamacion
latente secundaria al tumor favorece la supervivencia y proliferacion de las células
neoplasicas, y estimula la angiogénesis facilitando el crecimiento de la masa
tumoral y favoreciendo la capacidad de migracion e invasion de las células al
torrente linfatico y sanguineo. Ello permitira la implantacion de metastasis a

distancia del tumor primario.
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Figura 3. Respuesta inflamatoria y progresion tumoral de un epitelio. (a) Epitelio normal (la homeostasis
tisular esta regulada por citoquinas que actian por mecanismos autocrinos y paracrinos). (b) Carcinoma in
situ. Un ambiente inflamatorio podria estimular la carcinogénesis a través, entre otros mecanismos, de la
produccién de citoquinas por infiltrados promotores de tumores, como por ejemplo, células T infiltrantes del
tumor o macréfagos asociados al tumor (TAM). (c) Invasién local. La activacion de citoquinas por células
inflamatorias, estromales y tumorales perpetla la tumorogénesis; estimulan la supervivencia de células
tumorales, promueven la angiogénesis, favorecen la capacidad de migracién e invasion a través de la
membrana basal, invadiendo vasos sanguineos y linfaticos. (d) Metastasis a distancia. Cuando una célula
tumoral alcanza un érgano a distancia, la respuesta inflamatoria tumoral de nuevo se activa para facilitar la
supervivencia celular y promover la angiogénesis para formar el nuevo tumor o metastasis. Adaptada de
Mantovani et al(56).

Algunos de los ensayos realizados para estudiar el efecto de citoquinas
inflamatorias en el comportamiento de células cancerigenas in vitro, han
consistido en cultivar células tumorales con células mononucleadas de sangre
periférica (57). Estas células inmunoldgicas, sin ningun estimulo, son capaces de
sintetizar pequefias concentraciones de citoquinas inflamatorias. Pero cuando se
cultivan con células malignas son capaces de producir mayores cantidades de
citoquinas proinflamatorias y, en menor medida, también anti-inflamatorias.
Algunas de las citoquinas se sintetizan en cantidad proporcional al numero de
células malignas (58). De estos resultados se deduce que existe una alteracion
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del balance de produccién de citoquinas generado por la interaccion entre células
inmunitarias y células tumorales que apoya el papel de las células malignas en la
promocién y mantenimiento de la inflamacién como uno de los mecanismos de
progresion de los tumores como el cancer de colon(57, 58). Ademas, parece que
esta produccion de citoquinas es mayor a medida que aumenta el grado de

malignidad de la célula.

Una de las citoquinas mas estudiada e implicada en la respuesta inflamatoria
tumoral es la interleuquina 6 (IL-6).

* Interleuquina 6 (IL-6):

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria sintetizada por diferentes tipos celulares,
como las células T, los macréfagos, las células estromales y las propias células
del tumor como respuesta, principalmente, al factor de necrosis tumoral alpha
(TNF-a) y a la interleuquina 1 (IL-1). La IL-6 modula la funcion inmunoldgica
mediando una respuesta inflamatoria, local y sistémica, asociada al tumor. La
activacion de la IL-6 en respuesta a la necrosis tumoral, por diferentes vias
metabdlicas, favorece la supervivencia y proliferacion de células malignas e inhibe
su actividad apoptética. La expresion de IL-6 en las lesiones de colon es paralela
a la progresion tumoral, observando valores maximos en lesiones cancerosas de
alto grado (59).

Algunos grupos han intentado cuantificar esta respuesta inflamatoria del tumor
mediante niveles de proteinas inflamatorias y también angiogénicas; y han
estudiado su posible relacion con el grado de progresion tumoral. En una revision
sistematica de 2008 se observo que los valores de IL-6 en pacientes con cancer
eran mas elevados que en los controles sanos. Los autores concluyeron que
existe una asociacion entre IL-6 y cancer aunque no pudieron demostrar un valor
diagnéstico (60). Por ejemplo, se ha visto que la necrosis tumoral,
independientemente del estadio T del tumor, se asocia a concentraciones
elevadas de citoquinas como la IL-6, IL-10 y el VEGF, a una mayor ratio entre
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linfocitos y neutrdfilos, asi como a un mayor contaje de plaquetas, de linfocitos y
neutrofilos (61). Posteriormente, se ha detectado que concentraciones elevadas
de IL-6 se asocian a una pobre supervivencia en pacientes con cancer (62).
Incluso, se ha propuesto un sistema de puntuacion llamado Glasgow Prognostic
Score que incluye otros dos marcadores de respuesta inflamatoria sistémica. Esta
puntacion clasifica a los pacientes segun el nivel de proteina C reactiva (PCR)
(menor o mayor a 10 mg/dl) y la concentracion de albumina (menor o mayor a 35
g/l). Este estudio concluyé que el Glasgow Prognosis Score es un factor predictor
de supervivencia independientemente del estadio tumoral en pacientes con CCR
operable (63). Esta puntuacién ha sido analizada en mas de 60 estudios

concluyéndose su valia como factor prondstico independiente del cancer (64).

1.4.1.6. Angiogénesis tumoral

La formacion de nuevos vasos a partir de capilares preexistentes se denomina
angiogénesis. Hay un elevado numero de enfermedades caracterizadas por
alteraciones del proceso angiogénico debidas a su insuficiencia (como por
ejemplo, en la esclerodermia o en las Ulceras) o a su exceso (como sucede en los
procesos neoplasicos) (65). Los vasos sanguineos son los encargados de aportar
oxigeno y nutrientes a las células. Un tejido sin vasos sanguineos es incapaz de
sobrevivir. En el caso de los tumores, sin vasos sanguineos éstos no podrian
crecer mas alld de 2-3 mm de didmetro (66) ni metastatizar hacia otros érganos.
La angiogénesis es un proceso imprescindible en la progresiéon tumoral, ya que es
la responsable de formar un soporte vascular a las células tumorales

permitiéndoles proliferar, migrar e invadir hacia otros érganos.

Existen diferentes vias por los que se forman vasos sanguineos en el tejido
normal y también en el tumoral (figura 4). La creacion de vasos nuevos, que
generalmente sucede en la fase embrionaria, ocurre por diferenciacion de células
precursoras (angioblastos) a células endoteliales que posteriormente se
diferenciaran en arterias o venas en funcion de sefiales especificas. Este es el
proceso normal de creacion de nuevos vasos denominado vasculogénesis. Las
otras vias de formacion de vasos son: por expansion de brotes de células
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endoteliales (angiogénesis); por division de vasos preexistentes (intususcepcion);
por secuestro de los vasos por parte de las células tumorales; por
reemplazamiento de células endoteliales por células tumorales (mimetismo
vascular) o por células madre tumorales que por anormalidades citogenéticas en

sus cromosomas se transforman en células endoteliales.

a. Angiogénesis en brotes b. Vasculogénesis

Célula endotelial
progenitora
diferenciandose en
~ célula endotelial

Membrana
basal

Célula endotelial

c. Intususcepcion

Célula tumoral

f. Transformacion de células madre
e. Mimetismo vascular tumorales

o I

Célula endotelial Célula tumoral

Figura 4: Tipos de formacion de vasos en tejido normal (a - ¢) y tumoral (a —f): (a) Angiogénesis por
expansion en brotes de células; (b) Vasculogénesis, diferenciacion de células endoteliales progenitoras a
células endoteliales; (c) Intususcepcion, division de vasos pre-existentes; (d) Secuestro de vasos por parte de
las células tumorales; (e) Mimetismo vascular o reemplazamiento de células endoteliales por células
tumorales y (f) transformacion de células madre tumorales a células endoteliales. Adaptada de Carmeliet et
al(67).

39



INTRODUCCION

En el tejido normal se utiliza la vasculogénesis, la angiogénesis en brotes y la
intususcepcion para formar vasos; pero los tumores pueden utilizar cualquiera de
las 6 vias descritas (67). La formacion de vasos en tejidos tumorales también
puede ser asistida por el reclutamiento de precursores de células
hematopoyéticas que se trasladan desde la médula 6sea y/o de células
progenitoras endoteliales de la pared vascular (a este proceso se le denomina

vasculogénesis postnatal).

El proceso de angiogénesis tiene diferentes fases. Primero se produce una
vasodilatacion de los vasos preexistentes. Posteriormente aumenta la
permeabilidad de estos vasos y hay una extravasacion de proteinas plasmaticas.
Finalmente hay una invasiéon de células estromales y activacion de células
endoteliales que proliferardn y migraran para formar nuevos vasos a través del
tejido tumoral. Al mismo tiempo, se estimulan enzimas proteoliticas
(metaloproteasas) que degradan la membrana basal de estos vasos hasta la

rotura de la misma (65).

La regulacion de la angiogénesis se lleva a cabo mediante un perfecto equilibrio
entre la produccion y la liberacion de diversos factores activadores
(proangiogénicos) e inhibidores (antiangiogénicos) que varian en funcion de las
necesidades y del tipo de tejido (68) (tabla 3).

Al igual que la respuesta inflamatoria al tumor, el proceso angiogénico no esta
producido por una sola molécula, sino que depende de la cooperacion e
integracion de varios factores que pueden ser circulantes o actuar localmente
como factores paracrinos. En este proceso participan las células inflamatorias,
particularmente las TAM que sintetizaran las citoquinas TNFaq, IL-1 e IL-6. La IL-6
estimula la angiogénesis a través de la produccion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF, Vascular Endotelial Growth Factor), permitiendo la
invasion vascular de las células tumorales y favoreciendo la capacidad
metastatica del tumor (60, 62). Los macréfagos también producen TGF-f que

tiene una funcién angiogénica por si misma y a su vez favorecera la sintesis de
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VEGF. Otra citoquina proangiogénica es la IL-8, mientras que la IL-10 es
antiangiogénica (55, 69).

Tabla 3: Factores reguladores de la angiogénesis [MMP: degradacion de la matriz extracelular; MEC: matriz
extracelular; FGF: factores de crecimiento de fibroblastos; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular;

CE: célula endotelial]. Adaptada de Mauriz et al(65).

tpermeabilided, tactivaderes del plasmindgeno.
tcolagenasas intersticiales, proliferacion y
migracion de las CE, apoptosis CE

Angiostatina

Jpoliferacion y migracion de las CE, lformacion
tubo vascular, tapoptosis CE

+poliferacion y migracion de las CE, tactivadores
del plasmindgeno, tintegrinas af, y otras
moléculas de adhesion

Endostatina

4poliferacion y migracion de las CE, tapoptosis
CE

Formacion de brotes vasculares y estabilizacion
de los vasos

Desestabilizacion de los vasos, tapoptosis CE

tpoliferacion y migracion de las CE, formacion de
los broles vasculares en presencia del VEGF

Ipoliferacion y migracion de las CE, lactivadores
del plasminageno, 1+ TIMP, tapaoptosis CE

Estabilizacion de los vasos

Inhibicion de la proliferacion de la CE inducida

por el FGF, tapoptosis CE
Imigracion de las CE, tapoptosis CE
Generacidn de angiostatina
Jpoliferacién y migracién de las CE

Estabilizacion de los vasos
Mgracion CE

Pdliferacion CE

Pdliferacion y migracion CE
Pdliferacion CE

Mgracion CE, formacion del tubo

TSP-1y TSP-2
MMP
PEDF

Pdliferacion CE, Lapoptosis CE, induccidn del
VEGF, tactivadores del plasminégeno
Pdliferacion v migracion CE

Agregacion CE, formacion tubo, migracion CE,
estabilizacion tubo, angiogénoesis inducida por
FGF

Adhesion CE, migracion CE, }apoptosis CE,
angiogénesis inducida por FGF

tpermeabilidad, proliferacién CE, liheracion FGF

Oxido nitrico

Mientras se mantiene el equilibrio entre factores pro y antiangiogénicos se
entiende que el tumor esta quiescente y no crece. A este equilibrio angiogénico se
le denomina “interruptor angiogénico” (“angiogenic switch”) (70) (figura 5). Cuando
se desequilibra esta balanza hacia la angiogénesis se desencadena todo el

proceso que conduce a la formacién de nuevos vasos.
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The switch:
<— On
<«— Off

Activators @ Inhibitors
aFGF Thrombospondin-1
bFGF 16 kD Prolactin
VEGF Interferon a/f3
: Platelet factor-4
Angiostatin

Figura 5: Interruptor angiogénico (angiogenic switch, en inglés). El proceso angiogénico puede activarse o
inhibirse con la presencia de factores proangiogénicos o0 antiangiogénicos que accionan el interruptor
angiogénico hacia un lado u otro. Adaptada de Hanrahan et al(70).

Son varios los mecanismos que activaran el interruptor angiogénico a través de
estos factores. Estos son: mecanismos de estrés metabdlico (por ejemplo, la
hipoxia, la acidosis o la hipoglicemia), por estrés mecéanico (por ejemplo, por la
presion generada por la proliferacion celular), la respuesta inmunoldgica o
inflamatoria al tumor, o las mutaciones genéticas (por ejemplo, la activacion de
oncogenes o la inhibicion de genes supresores del tumor que amplificaran la

expresion de factores proangiogénicos) (68).

» Factor de crecimiento el endotelio vascular (VEGF):

El factor estimulador de angiogénesis mas estudiado es el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF, Vascular Endotelial Growth Factor). El VEGF es un
potente inductor de la formacién de vasos sanguineos durante el desarrollo
embrionario (vasculogénesis). Sin embargo, también participa en la formacion de
nuevos vasos (angiogénesis) en los procesos de inflamacion crénica, cicatrizacion
y en la progresion tumoral. Especificamente en los procesos neoplasicos, el
VEGF estimula la proliferacion y migracién de células endoteliales (71); favorece
la permeabilidad de los vasos facilitando la extravasacion de proteinas
plasmaticas y la invasion de células estromales y la movilizacion de células

progenitoras endoteliales de la médula ésea a sitios donde se desarrolla la
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neovascularizacion (72). De esta manera, el VEGF estimula la formacion de
nuevos vasos que irrigaran el tumor y favorece la diseminacion metastasica de las
células tumorales. La angiogénesis y su principal mediador, el VEGF, estan
implicados no so6lo en el crecimiento tumoral sind también en su capacidad

metastatica.

Hasta la fecha se conocen 6 miembros de la familia del VEGF. VEGF-A (que
corresponde al comunmente llamado VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E y el factor de crecimiento placentario (PIGF, placental growth factor). El mas
importante es el VEGF-A que a su vez se subdivide en 6 isoformas en funcion del
namero de aminoacidos: VEGFi2;, VEGFi4s, VEGFi65, VEGFi1s3, VEGFg,
VEGF06 (65). Todas estas variantes del VEGF se expresan en el CCR, con
predominancia del VEGF-A (73). El VEGF realiza su funcion en las células diana
a través de 3 receptores con actividad tirosina quinasa. Estos son el receptor
VEGFR-1 (antes nombrado Flt-1), el VEGFR-3 (KDR/Flt-1) y el mas importante en
el proceso de angiogénesis, el VEGFR-2 (KDR/FIk-1).

Entre otros biomarcadores de angiogénesis, se han estudiado la densidad
vascular intratumoral, la expresion de VEGF intratumoral y la concentracion de
VEGF en suero y plasma como factores de mal prondstico en varios tipos de
tumores, incluyendo el CCR (74, 75). La mayoria de los estudios muestran una
correlacion positiva entre una mayor densidad vascular intratumoral con una
enfermedad oncolégica mas avanzada. De esta manera, se ha detectado una
mayor densidad vascular tumoral en pacientes con tumores mas invasivos(76,
77), en pacientes con ganglios linfaticos positivos en comparacion con ganglios
negativos (76, 78) y en pacientes con enfermedad metastasica en comparacion
con pacientes con enfermedad localizada (77). Una mayor densidad vascular
tumoral también se ha asociado a un peor pronéstico (76, 77, 79, 80). Incluso se
ha estudiado el VEGF intratumoral como variable predictora de respuesta a la
radioterapia en pacientes con cancer de recto, observando valores
significativamente mayores de VEGF en las biopsias de cancer de recto previa a
la radioterapia en aquellos pacientes que posteriormente no respondieron

comparado con los que respondieron (81). El meta-analisis de Des Guetz
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publicado en 2006 observé que la densidad vascular tumoral y el VEGF eran
factores de mal pronostico en el CCR, tanto en supervivencia global como

supervivencia libre de enfermedad (82).

Por otro lado, el VEGF en suero es mayor en pacientes con cancer que en
pacientes sanos (79, 83-86). También se ha visto que, al igual que ocurre con la
expresion de VEGF intratumoral, los valores séricos de VEGF preoperatorios son
mayores al aumentar la profundidad de invasion del tumor asi como en los
pacientes con ganglios positivos y en los pacientes con enfermedad metastatica
(79, 83, 84). Otra evidencia de que los niveles de VEGF son més altos con una
enfermedad neoplasica mas avanzada es el encontrar valores de VEGF
plasmatico mas elevados en pacientes que se les ha realizado una cirugia
paliativa que una cirugia curativa (85). Valores elevados de VEGF preoperatorio
se correlacionan con una peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
global (83, 85). Incluso, en algunos estudios el VEGF sérico es factor prondstico
independiente en el CCR (83).

Una prueba de la implicacion de la citoquina angiogénica VEGF en la progresion
tumoral, es la introduccion de farmacos anti-angiogénicos en pacientes con
metastasis de CCR. En una revision de la Cochrane de 2009 se analizan 5
ensayos randomizados, concluyendo que al afadir Bevacizumab al tratamiento
quimioterapico en pacientes con metastasis de CCR irresecables, el periodo de
estabilidad de la enfermedad se prolongé de 7,1 meses a 9,7 meses; y la
supervivencia global de estos pacientes aumenté de 17,7 meses a 20,5 meses
(87).

1.4.2 Factores pronésticos de recurrencia dependientes del cirujano y de la

agresion quirargica.

Ademas de todos los factores relacionados con el tumor, existen una serie de
factores prondsticos relacionados con la intervencién quirtrgica realizada por el

cirujano.
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1.4.2.1 Calidad de la cirugia

Ya hemos comentado anteriormente, que el nimero de ganglios afectos por
células tumorales es factor independiente de mal prondstico. Pero también se ha
descrito que el niumero de ganglios resecados tiene valor prondstico. Se ha
publicado que a mayor numero de ganglios identificados en la pieza quirurgica,
mejor es la supervivencia (48, 49, 88). Por este motivo, es tan importante realizar
una correcta reseccion oncologica del tumor por parte del cirujano como un
adecuado examen histopatologico de la pieza quirargica por parte del patologo.
Se asume que un mayor numero de ganglios resecados, permitira una mejor
deteccidon de aquellos ganglios afectos por células tumorales. Si existen ganglios
positivos no incluidos en la pieza quirargica el paciente es infraestadiado y no
recibird el tratamiento adyuvante indicado. Se considera éptima la reseccion de un
minimo de 12 ganglios en el CCR (16). Recientemente, Li Destri et al (89) han
revisado la literatura al respecto del numero de ganglios que deben ser resecados
con el fin de optimizar el mejor tratamiento oncoldgico para cada paciente. En
dicha revision, la mayoria de autores estan de acuerdo que resecar menos de 12
ganglios reduce la supervivencia del enfermo, pero que resecar mas de 12
ganglios no aumenta dicha supervivencia. Estos realizan un analisis de los
factores que pueden influir en la reseccion de mas o menos ganglios como son
los dependientes del cirujano y del patélogo. Pero también estudian los factores
inmodificables dependientes del paciente (menor exéresis de ganglios en
pacientes de edad avanzada, en mujeres y en obesos) y del tumor, como es su
localizacion, estadio y pacientes que han recibido tratamiento preoperatorio (por
ejemplo, en el cancer de recto tratado con neoadyuvancia el numero de ganglios
suele ser inferior a 12) (6). Por ello, se ha propuesto el ratio de ganglios linfaticos
(que seria los ganglios afectos respecto los identificados) como variable con mejor
valor prondéstico y analizan el valor que podria afiadir la deteccion del ganglio
centinela que hasta la fecha es incierto.

En el cancer de recto tan importante como el estadio tumoral es una correcta ETM

y un margen circunferencial libre. Actualmente, la ETM (17) es la técnica
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quirurgica de eleccion en un tumor de recto. La ETM se ha convertido en un factor
predictor independiente de supervivencia global (90, 91) en estos pacientes. En
un estudio que incluia 1.411 pacientes de 3 centros hospitalarios diferentes que
se agruparon en dos grupos en funcion de si se habia realizado o no la ETM, se
observé una mayor supervivencia global y relacionada con el cancer y una menor
recurrencia local en el grupo de pacientes donde realizaron la ETM (92). La
apertura de la fascia que envuelve el mesorrecto durante la intervencion
quirurgica o la afectacion del margen de reseccion favorece la diseminacion local
de células neoplasicas, especialmente en pacientes con tumores que infiltran

extensamente la grasa perirrectal.

La afectacion del margen circunferencial también se asocia a un peor pronostico
en cuanto a supervivencia y a un aumento de la recurrencia local y también a
distancia (19, 20, 33, 93). Incluso cuando la ETM es correcta, la afectacion del
margen circunferencial disminuye la supervivencia libre de enfermedad y se

asocia a mayor mortalidad relacionada con el cancer (94).

Durante la intervencion quirdrgica, aproximadamente un 15% de los tumores de
recto estan adheridos a 6rganos adyacentes. De éstos, entre el 49 y 84% tendran
confirmaciéon histologica (estadio T4b). Asi, se debe realizar una diseccion en
bloque del tumor con las estructuras afectas dado que es muy dificil discernir
entre infiltracion tumoral y reaccion inflamatoria antes o durante la cirugia(16, 18).
De la misma manera que la afectacion del margen circunferencial o la ETM
incompleta condiciona unos peores resultados oncologicos, también se ha
descrito que la perforacion del recto durante la cirugia se asocia a un aumento de
la recurrencia local y a una disminucion de la supervivencia a los 5 afios (16, 95).
Esta complicacion se ha descrito entre un 8% y un 26% de los pacientes

intervenidos de cancer de recto (16).

De forma analoga a las mejoras en los resultados oncol6gicos conseguidos tras la
introduccién de la ETM en el cancer de recto, algunos expertos proponen la
exéresis completa del mesocolon (ECM) para el cancer de colon. Estos proponen
una exéresis mas extensa del mesenterio del colon por el plano anatomico con el
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objetivo de disminuir la recurrencia y aumentar la supervivencia de estos
enfermos. Esta técnica consiste en la diseccion entre el plano embriologico de la
fascia visceral del mesocolon y la fascia parietal del retroperitoneo para conseguir
la exéresis integra del mesenterio del colon que contiene los ganglios linfaticos
intermedios dénde drena el tumor. También incluye la ligadura en el origen de los
vasos que irrigan el tumor con la intencion de resecar los ganglios linfaticos
centrales en una direccion vertical asi como la reseccion de la longitud adecuada
del intestino que incluira los ganglios linfaticos pericdlicos en una direccion
longitudinal siguiendo el recorrido de la arteria marginal (96). West et al comparan
la ECM con la técnica standard encontrando una reseccion de casi el doble de
ganglios linfaticos en el grupo de la ECM (30 vs. 18; P<0,0001) a expensas de
ganglios linfaticos negativos; es decir, no encontro diferencias significativas en los
ganglios linfaticos positivos resecados entre los grupos. En el mismo estudio
analizan la reseccibn en el plano de diseccion del mesocolon siendo
significativamente mejor en el grupo de la ECM y observando una mayor exeresis
de tejido en este grupo. Los autores no analizan la morbilidad ni mortalidad entre
grupos asi como los resultados oncoldgicos a largo plazo (97). Hohenberger et al
realizan un estudio prospectivo en 1.329 pacientes y detectan una disminucion
significativa de la recurrencia local y un aumento de la supervivencia relacionada
con el cancer a los 5 afios significativamente mayor en los pacientes que se les
realiz6 una ECM (98). Una revision sistematica reciente (99) que incluye 21
estudios no encuentra evidencia suficiente para recomendar la ECM como técnica
estandar para el tratamiento del cancer de colon. Por un lado, no encuentra
diferencias significativas en la morbilidad ni mortalidad entre las técnicas. Y
aunque la recurrencia local, la supervivencia relacionada con el cancer a los 5
afos y la supervivencia global fue mejor en el grupo ECM, los autores enumeran
las limitaciones de la revision que impiden dar resultados de forma contundente.
Estas limitaciones son la inclusibn de sélo series de casos prospectivos y
retrospectivos, la heterogenicidad entre los estudios, la falta de analisis de
variables y la existencia de so6lo 5 estudios que tenian un grupo control. Ademas
los autores insisten en la necesidad de valorar los resultados funcionales y la

calidad de vida de estos pacientes tras una reseccién extensa de colon.
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Teniendo en cuenta las implicaciones de una correcta exéresis del tumor por
parte del cirujano en la supervivencia del enfermo, es de vital importancia la
especializacion de cirujanos entrenados en esta técnica quirdrgica. Se ha
observado un descenso de las complicaciones postoperatorias incluyendo la
dehiscencia anastomotica y una reduccion de la recurrencia local a medida que
aumenta la experiencia del cirujano (100). También se han obtenido mejores
resultados oncoldgicos en las instituciones con un volumen mayor de pacientes
(101). La cirugia debe ser RO (reseccion en bloque del tumor con margenes
negativos). La reseccion R1 (margenes histolégicamente positivos) o R2 (tumor
macroscopico residual) aumentan la recurrencia local y disminuyen la

supervivencia (16, 18).

1.4.2.2 Respuesta inflamatoria secundaria a la cirugia.

La respuesta inflamatoria aguda que se produce por el traumatismo quirargico es
beneficiosa para la eliminacion de posibles agentes patdgenos y para activar los
procesos de cicatrizacion de los tejidos (102). Esta respuesta principalmente es
local, aunque en funcidon del grado de agresion también habrd una respuesta
sistémica. Se inicia rapidamente con la produccion de citoquinas quimiotacticas
qgue atraeran en minutos neutréfilos y macrofagos, entre otras células, a la zona
quirdrgica. Estas células seran las encargadas de realizar funciones de fagocitosis
y apoptosis. Por otro lado, seguiran secretando mas citoquinas para atraer al foco
traumatico otras células que inicien el proceso de cicatrizacion tisular (103, 104).
La citoquina mas importante implicada en este proceso es la IL-6 que actuard a

través de mecanismos autocrinos y paracrinos.

La concentracion de IL-6 peritoneal tras cirugia de CCR presenta un pico a las 6
horas de la agresiéon quirdrgica. Posteriormente, sus niveles descienden hasta
alcanzar niveles preoperatorios a las 48-72 horas, si no existe un estimulo que
perpetle la respuesta inflamatoria (102, 105, 106). Por ello se considera que la IL-
6 es un marcador precoz de dafio tisular secundario a la agresion quirurgica. Se

han detectado valores superiores de IL-6 peritoneal tras cirugia de recto respecto
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a la cirugia del colon, pero estos no han alcanzado la significacion estadistica
(107).

Paralelamente a lo que sucede a nivel local, en el suero también se detecta un
pico de IL-6 a las 6 horas que posteriormente descendera. Sin embargo, la
concentracion de IL-6 es mucho menor en el suero que en el liquido peritoneal
(108, 109), quizas debido a que la respuesta inflamatoria se origina en la cavidad
peritoneal. En un estudio realizado por nuestro grupo, observamos que la
concentracion de citoquinas proinflamatorias en el liquido peritoneal alcanzo
niveles entre 50 y 200 veces mas elevados en suero, lo que sugiere que la
respuesta sistémica a la cirugia es sélo un reflejo menor de lo que ocurre a nivel

local, en el foco traumatico (109).

La concentracion de IL-6 en suero es proporcional a la intensidad del traumatismo
quirargico. Por ejemplo, se han detectado valores de IL-6 mayores en pacientes
intervenidos de cirugia de aorta que en pacientes intervenidos de hernia inguinal
(105, 110). De la misma forma, se han descrito niveles de IL-6 inferiores en los
pacientes intervenidos por laparoscopia respecto a los operados por laparotomia
(111). Nuestro grupo también ha estudiado la respuesta inflamatoria en un modelo
animal de cancer de colon confirmando que los valores séricos de IL-6 alcanzan
un pico maximo 6 horas después de la intervencion quirdrgica tanto en el grupo
de cirugia abierta como en el de cirugia laparoscopica. Cuando se compararon los
valores de IL-6 entre los dos grupos, se observo que fueron significativamente
mas elevados en el grupo de cirugia abierta (112). Posteriormente hemos
confirmado también estas diferencias en la respuesta inflamatoria postoperatoria

entre cirugia abierta y laparoscépica en un ensayo clinico aleatorizado (109).

Se ha estudiado la IL-6 en liquido peritoneal, entre otras citoquinas, como factor
predictivo de complicaciones postquirargicas. En el estudio de Zhu et al
detectaron valores de IL-1B8, IL-6 y TNFa en liquido peritoneal al 5° dia
postoperatorio significativamente mas elevados en pacientes que presentaron un
ileo paralitico postoperatorio respecto los pacientes que no presentaron ninguna

complicacion. Incluso se observo que los valores de las 3 citoquinas inflamatorias
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al 1r, 3r y 5° dia postoperatorio aumentaban de forma significativa en los
pacientes que posteriormente presentaron un ileo mientras los otros disminuian
los niveles (113). También se han detectado valores mas altos de otras citoquinas
en suero de pacientes que han presentado una sepsis intrabdominal tras cirugia
de CCR respecto a los pacientes que no presentaron ninguna complicacion (114).
Incluso se han detectado valores de IL-6 tres veces més elevados en el primer dia
del postoperatorio (antes del diagndstico de la infeccidon peritoneal secundaria a la
dehiscencia de anastomosis) en los pacientes que han presentado esta
complicacion respecto a los que no presentaron ninguna complicaciéon (106, 115).
Por este motivo, algunos consideran que la deteccion de IL-6 elevada a las 72
horas de la cirugia podria ser un marcador precoz de complicacion postoperatoria

como la dehiscencia anastomotica.

El valor prondstico oncologico de proteinas que participan en la respuesta
inflamatoria postquirdrgica en pacientes con CCR ha sido escasamente
estudiado. Por ejemplo, un estudio prospectivo encuentra que valores elevados
de proteina C reactiva a los 4 meses de la cirugia de CCR curativa se asociacian
a una mayor recurrencia tumoral que los pacientes con valores bajos (116). No
hemos encontrado ninguna publicacidbn que estudie especificamente el valor
prondstico de la IL-6 postoperatoria. Los niveles de IL-6 en suero preoperatorio Si
han sido estudiados y se ha observado su valor prondstico en los pacientes con
CCR. Los pacientes con valores elevados de IL-6 preoperatorios presentan una

supervivencia menor que los pacientes con valores de IL-6 bajos (117).

En resumen, la IL-6 es un marcador de dafio tisular. La cirugia induce una
respuesta de IL-6 local y sistémica relacionada con la magnitud de la operacion.
Una respuesta amplificada y prolongada de IL-6 se asocia al desarrollo de
complicaciones tras la cirugia (102, 106, 110, 113, 115) y ademas también parece

tener un valor prondstico en los pacientes con cancer (117).

50



INTRODUCCION

1.4.2.3 Respuesta angiogénica secundaria a la cirugi  a.

La angiogénesis también estd implicada en procesos bioldgicos tales como la
regeneracion hepatica, el ciclo menstrual y la cicatrizacion de las heridas
(imprescindible tras una intervencion quirdrgica). Por este motivo el
comportamiento de VEGF tras una intervencion quirdrgica también se ha
estudiado, aunque menos que las variaciones de IL-6.

Después de una agresion quirdrgica, las citoquinas son sintetizadas y liberadas a
la zona del insulto antes de ser secretadas sistémicamente, por lo que no es de
extrafiar obtener valores de VEGF peritoneal mucho mas elevados que los

obtenidos en suero, tal y como ocurre con la IL-6.

El comportamiento de la citoquina VEGF en suero o plasma es parecido al de la
IL-6. ElI VEGF alcanza una concentracion pico a las 6h tras la incision cutanea vy,
en este caso, desciende de forma mas lenta que la IL-6, perdurando la respuesta
unos pocos dias (86, 109, 118). Al igual que sucedia con la IL-6, el estimulo de
VEGF parece proporcional a la magnitud de la agresiéon quirargica, encontrando
valores mas elevados tras cirugia mayor, como la cirugia de aneurisma de aorta,
gue en cirugia menor, como es una tonsilectomia (118). En cambio no parece tan
clara la mayor sintesis de VEGF en cirugia abierta que en laparoscopica,
encontrando resultados contradictorios en la literatura (86, 109). Nuestro grupo Si
gue ha demostrado valores mas elevados de IL-6 y VEGF en suero de ratones
después de una laparotomia media respecto un abordaje laparoscopico (112).
Posteriormente, en nuestro ensayo clinico aleatorizado en pacientes intervenidos
de CCR (109) confirmamos que existe una mayor expresion de VEGF después de

cirugia abierta en comparacién con la cirugia laparoscopica.

Analogamente a lo observado con la IL-6, parece que el VEGF también tiene un
valor predictivo de aparicion de complicaciones postoperatorias asi como un valor
pronéstico sobre el resultado oncologico. Los valores de VEGF en el

postoperatorio de pacientes que presentan una complicacion son
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significativamente mas elevados que los pacientes que cursan con un

postoperatorio normal (114).

Por otro lado, en nuestra linea de investigacion hemos observado que la
concentracion de VEGF en suero durante el periodo postoperatorio inmediato era
significativamente mayor en aquellos que posteriormente presentaron una
recurrencia tumoral, tanto en nuestro modelo animal (112) como en el ensayo
clinico (109). La concentracion de VEGF sérica en los primeros dias del
postoperatorio fue factor prondstico independiente de recurrencia junto con la
afectacion ganglionar (109).

En resumen, la agresion quirdrgica es responsable de una respuesta angiogénica
gue participara en los procesos de cicatrizacién y reparacion de los tejidos. Esta
respuesta es proporcional a la magnitud de la cirugia, y es mayor a nivel local que
sistémico. Ademas, una concentracion elevada de VEGF en el postoperatorio
inmediato tiene valor predictivo de complicaciones postquirdrgicas y se asocian a

un peor resultado oncoldégico.

1.4.2.4 Complicaciones de la cirugia: asociacion entre dehiscencia

anastomaotica y recurrencia tumoral

El paradigma de complicacién séptica después de la reseccion de CCR es, sin
duda, la dehiscencia anastomadtica. La incidencia varia entre un 2% y un 15%
dependiendo de la definicidbn de dehiscencia de anastomosis y de la localizacion
del tumor, siendo mas frecuente tras la cirugia del cancer de recto (119-123). Esta
complicacion se asocia a una elevada morbilidad y en consecuencia una mayor
estancia hospitalaria. En un estudio sobre 28.271 pacientes intervenidos de
cancer de colon, se detect6 una morbilidad postoperatoria del 62,7% en los
pacientes que presentaron una dehiscencia anastomética con una estancia
hospitalaria 2,3 veces mayor que los pacientes que no presentaron esta
complicacion. La dehiscencia anastomoética también tiene una mortalidad

asociada nada despreciable. En el mismo estudio detectaron una mortalidad del
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18,6% en los pacientes que habian presentado una dehiscencia frente al 2,6% en
los pacientes que no la presentaron (124). La mortalidad asociada a esta
complicacion es mayor tras la reseccion de un cancer de colon en comparacion
con la reseccion de recto (26,3% vs. 2,5%) (119). En el meta-analisis de Snijders
et al (122) en pacientes intervenidos de cancer de recto concluyeron que la
dehiscencia anastomotica es responsable directa de un tercio de las muertes

postoperatorias.

Numerosos estudios publicados en los ultimos afios sugieren que la dehiscencia
de anastomosis se asocia a un peor resultado oncologico (119, 120, 123-128). En
dichos estudios se ha observado una asociacion entre la dehiscencia y una mayor
tasa de recurrencia del tumor y mortalidad especifica por cancer asi como una

menor supervivencia.

McArdle et al (127), en una serie de 2.235 pacientes operados de cancer de colon
y recto observaron un descenso significativo de la supervivencia global a los 5
afos del 55,1% al 42% (P=0,009) y de la supervivencia relacionada con el cancer
del 68% al 50% (P<0,001). Los autores concluyeron que la dehiscencia de
anastomosis es un factor independiente asociado a una menor supervivencia
global y relacionada con el cancer en el andlisis multivariado. Walker et al (123),
en una serie de 1.722 pacientes con CCR, observaron que la razon de riesgo de
los pacientes con infeccion peritoneal postoperatoria respecto los que no
presentaron esta complicacion en la supervivencia relacionada con el cancer era
de 1,8 (IC del 95%: 1,3-2,6; P<0,05); es decir, el riesgo de morir de cancer tras
sufrir una infeccion peritoneal es casi el doble respecto los pacientes que no han

presentado esta complicacion depués de cirugia de CCR.

Ptok et al (128) encontraron que los pacientes con dehiscencia anastomoética tras
cirugia de cancer de recto que requirieron una reintervencion tenian una tasa de
recidiva local a los 5 aflos superior y una menor supervivencia libre de
enfermedad que los pacientes sin dehiscencia. Es interesante sefialar como en
este estudio, la dehiscencia de anastomosis que se resolvid con tratamiento

conservador no tuvo un efecto independiente sobre la recurrencia.
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En el estudio de Law et al (119) la recurrencia a los 5 afios en pacientes con y sin
dehiscencia anastomatica fue del 53,8% y 27,2% respectivamente. El porcentaje
de ambas formas de recurrencia, local y sistémica, fue significativamente mayor
en aguellos pacientes que presentaron una dehiscencia. El analisis multivariado
mostré que la dehiscencia era un factor independiente asociado a la recurrencia
sistémica (razon de riesgo 1,94; IC 95%: 1,23-3,06; P=0,004) para todos los
pacientes, mientras que fue un factor independiente asociado a la recurrencia
local s6lo en el subgrupo de pacientes con cancer de recto (razon de riesgo: 2,55;
IC 95%:1,07-6,06; P=0,034). Los mismos resultados obtienen Bell et al (125) en
una muestra de 403 pacientes operados de cancer de recto donde también
encuentran que la dehiscencia anastomaética es un factor de riesgo independiente
de recurrencia local. Mé&s recientemente, Katoh et al (126) analizaron
especificamente el riesgo de recurrencia sistémica relacionada con la dehiscencia
en una serie de 207 pacientes con CCR. La razon de riesgo de los pacientes con
infeccion peritoneal en comparacion con los que no la presentaron fue de 4,38
(1IC95%: 1,66-11,58; P=0,003), lo que indicaba que la infeccion peritoneal
aumentaba el riesgo de recurrencia y muerte por cancer en un factor de 4 o mas.

Aunque la asociacién entre dehiscencia de anastomosis y aumento de la
recurrencia tumoral y mortalidad por cancer ha sido cuestionada por algunos
autores (129-131), el meta-analisis de Mirnezami et al (120) sobre un total de
21.902 pacientes incluidos en 21 estudios concluyé que la dehiscencia de
anastomosis tiene un impacto negativo en el resultado oncolégico de los

pacientes operados de CCR.

1.4.2.5 Mecanismos implicados entre dehiscencia anastomoética y

recurrencia tumoral

Se han propuesto varias hipotesis para explicar la asociacién entre dehiscencia

de anastomosis, infeccién peritoneal postoperatoria y la recurrencia del tumor.

Varios estudios han demostrado la presencia de células tumorales residuales tras

la reseccion quirurgica de CCR con intencion curativa en la linea de grapas tras
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una anastomosis mecanica (132, 133) y en la luz intestinal (134, 135). Se ha
sugerido que la dehiscencia podria favorecer la implantacion de estas células
tumorales exfoliadas que serian depositadas en la pelvis fuera de la luz intestinal
(136). Este comportamiento seria equiparable a la perforacion inadvertida de un
tumor de recto durante la exéresis quirdrgica, que conlleva un peor pronéstico de

supervivencia y eleva la incidencia de recurrencia local (16, 95).

Otro de los mecanismos gue se han sugerido es que la inflamacién postoperatoria
podria inhibir la apoptosis de las células tumorales (123). Sin embargo, estas
hipdtesis no se han demostrado, y deben estudiarse otros factores implicados en

el crecimiento del tumor.

Como se ha comentado, la cirugia induce no sélo una respuesta inflamatoria sin6é
también una respuesta angiogénica que son proporcionales al traumatismo
quirargico (109, 112). La inflamacién y angiogénesis postoperatorias forman parte
del proceso de curacidn de las heridas pero también son factores que pueden ser
aprovechados por las células tumorales residuales para su supervivencia y
progresion, por lo que podrian favorecer la recurrencia tumoral. Nuestro grupo ha
demostrado en un modelo animal de cancer de colon que la concentracion
postoperatoria en suero de la citoquina pro-inflamatoria IL-6 se correlaciona con la
concentracion en suero de VEGF, la principal citoquina angiogénica. En ese
estudio preclinico, la recurrencia tumoral se asoci0 a concentraciones mas
elevadas de IL-6 y de VEGF (112). Hemos demostrado también en un modelo
experimental de cancer de colon que los ratones a los que se les inducia una
infeccidon peritoneal tras la reseccion del tumor presentaban una mayor expresion
de VEGF y una mayor recurrencia tumoral en comparacion con los ratones a los
que no se les inducia la infeccion (137). Mas recientemente, hemos confirmado
los mismos resultados en un estudio clinico de cohortes con controles apareados
en el que la recurrencia tumoral sistémica fue significativamente mayor en
pacientes con cancer de colon en estadio Il y Il que presentaron una infeccion
intraabdominal en el postoperatorio en comparacion con pacientes que siguieron
un curso postoperatorio sin complicaciones. La concentracion en suero y en

liguido peritoneal de IL-6 y de VEGF fue significativamente mayor en los
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pacientes que presentaron una infeccidon intraabdominal postoperatoria y se
asocié a un mayor riesgo de recurrencia tumoral (138). Por ello, se propone que la
infeccion peritoneal postoperatoria amplifica las respuestas inflamatoria y
angiogénica, hecho que podria favorecer la progresion de células tumorales
viables en el lecho quirdrgico (139, 140) y también el crecimiento de
micrometastasis. En este sentido, hay que sefialar que se han aislado células
tumorales en sangre periférica de pacientes con enfermedad no metastatizada
(141, 142). La revision de Akagi et al (143) incluye 13 estudios dénde se detectan
tasas de células tumorales en sangre periférica entre el 22 y el 62% en pacientes
con CCR sin metéastasis (estadio I, Il y Ill). Ademas, 12 de los 13 estudios
encontraron diferencias significativas en recurrencia y mortalidad en los pacientes
que tenian células tumorales en sangre periférica. Algunos pacientes presentan
ademas metastasis hepaticas ocultas en el momento de la reseccién quirdrgica
del tumor primario (144, 145). Estas micrometastasis en érganos a distancia
quiescentes o dormidas podrian progresar con el estimulo de una respuesta
inflamatoria sistémica y angiogénica magnificada y prolongada. De estos estudios
se puede deducir que algunos pacientes con CCR localizado presentaran células
tumorales residuales a nivel local pero también a nivel sistémico después de la

intervencion quirdrgica.

Ademas de un incremento en la concentracion en suero y liquido peritoneal de IL-
6 y VEGF en pacientes que presentan una dehiscencia de anastomosis, es
necesario identificar otras citoquinas implicadas en la respuesta inflamatoria y
angiogénica que puedan servir como biomarcadores de recurrencia y quizas

como nuevas dianas terapéuticas.

Por otro lado, otros factores relacionados con el crecimiento tumoral y el
desarrollo de metastasis pueden estar implicados en la asociacion entre la
infeccion peritoneal postoperatoria y la recurrencia del CCR. El objetivo de
nuestro grupo es estudiar si el incremento de la respuesta inflamatoria induce un
cambio en la actividad de células tumorales in vitro, lo que podria explicar su
influencia en células tumorales residuales in vivo, aportandoles una mayor

capacidad de progresion tumoral. En concreto, el siguiente paso de nuestra linea
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de investigacion es estudiar la capacidad de proliferacion, migracion e invasion de
lineas tumorales al ser tratadas con sueros y liquidos peritoneales de pacientes
que han sufrido una infeccion intraabdominal secundaria a una dehiscencia
anastomotica y compararlo con el comportamiento de las células tumorales al
aplicarles muestras de pacientes que no presentaron una complicacion. Este
podria ser otro mecanismo por el cual se explicaria la asociacion entre

dehiscencia anastomatica y recurrencia local.

En este sentido nuestro grupo de investigacion, tiene experiencia en un modelo in
vitro de interaccion entre células inflamatorias y células tumorales, el cual
mimetiza, al menos en parte, situaciones fisiologicas como el microambiente
inflamatorio que se encuentra en ciertos tumores o la respuesta inflamatoria a la
qgue pueden verse sometidas células tumorales residuales después de una
infeccion peritoneal postoperatoria. Este modelo esta basado en la linea celular
THP1 derivada de un linfoma monocitario humano (146). Las células THP1
muestran un fenotipo monocitico y cuando son sometidas a ciertos tratamientos
(lipopolisacaridos, éster de forbol, PMA -forbol 12-miristato 13-acetato-) se
diferencian morfolégicamente a macrofagos pasando a secretar citoquinas y
factores extracelulares propios de una respuesta inflamatoria (TNFa, IL-6 e IL-8).
Utilizando medios condicionados por cultivos THP1 diferenciados (medio
inflamatorio), hemos hallado que mientras que algunas lineas de colon sufren un
proceso de muerte celular por apoptosis al ser tratadas con el medio inflamatorio,
otras lineas sobreviven al tratamiento. Es decir, no sélo observamos células de
cancer de colon que son resistentes a los efectos citotoxicos del medio
inflamatorio, sino que ademas estas células muestran una respuesta adaptativa a
este medio que podria favorecer su supervivencia y diseminacion en los tejidos.
En particular, el tratamiento de la linea celular tumoral HT-29 con medio
inflamatorio induce un fenotipo de scattering in vitro (pérdida de caracteristicas
epiteliales incluyendo una pobre adhesién intercelular) asociado a un incremento
de la movilidad celular en ensayos de reparacion de heridas sobre monocapas

celulares (figura 6).
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Figura 6: Experimento de reparacion de heridas en cultivos de la linea celular de cancer de colon HT-29
sometida a tratamiento con medios condicionados por monocitos THP1 no activados (THP-control) o
diferenciados a macréfagos (medio inflamatorio, THP-PMA). Analisis de la actividad celular de ambos grupos
en el momento del tratamiento (Oh), a las 24 horas (24h) y a las 48 horas (48h) de incubacién con el
tratamiento. (a) Grafica donde observamos que la zona de reparacion fue significativamente mas amplia al
tratar las células tumorales con medio THP-PMA. (b) Fotografia dénde se observa esta mayor capacidad de
migracion celular que se correlacioné con la adquisicion del fenotipo scattering con pérdida de la morfologia
epitelial (caracteristica de células con mayor capacidad invasiva).

Otros autores han demostrado que el tratamiento de lineas celulares tumorales
con citoquinas proinflamatorias exégenas aumenta su capacidad de proliferacion
(147, 148), migracion (149-151) e invasion (152).

A partir de estos resultados se propone que algunas células tumorales sometidas
a un ambiente inflamatorio adquieren un incremento de su capacidad invasiva que
podria contribuir a su supervivencia y capacidad de dar lugar a una recurrencia

tumoral.
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2 HIPOTESIS

La hipodtesis del presente proyecto de investigacion propone que los pacientes
intervenidos de CCR con intencion curativa que presentan una infeccion
peritoneal en el postoperatorio desarrollan una respuesta inflamatoria, local y
sistémica, que actia directamente sobre células tumorales residuales,
aumentando su capacidad para dar lugar a recidivas tumorales. Esta accion
directa de la inflamacion sobre las células tumorales residuales deberia tener
lugar mediante la liberacion de factores solubles (por ejemplo, citoquinas) y podria
ser identificada mediante ensayos in vitro con los que analizar ciertos parametros
de actividad celular relacionados con la progresion tumoral: proliferacion,

migracion e invasion celular.

Una mayor capacidad de proliferacion, migraciéon e invasion de las células
tumorales in vitro en el contexto de una infeccion peritoneal postoperatoria, podria
explicar, al menos en parte, un posible mecanismo por el cual existe un mayor
porcentaje de recurrencia tumoral observado en aquellos pacientes que presentan

una infeccion peritoneal tras la reseccion del tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivos Generales

Estudiar la respuesta inflamatoria y angiogénica en los pacientes
intervenidos de CCR a los que se les practica una reseccién con intencion
curativa mediante el analisis cuantitativo en suero de un conjunto
seleccionado de citoquinas. Comparar los resultados entre un grupo de
pacientes que ha presentado una infeccion peritoneal postoperatoria y otro
grupo de pacientes que no ha presentado ninguna complicacion en el
postoperatorio.

Analizar el efecto del suero y del liqguido peritoneal de pacientes
intervenidos de CCR con intencion curativa sobre la capacidad de
proliferacion, migracion e invasion celular en dos lineas celulares de cancer
in vitro. Comparar los resultados entre un grupo de pacientes que ha
presentado una infecciébn peritoneal postoperatoria y otro grupo de
pacientes que no ha presentado ninguna complicacién en el postoperatorio.

Investigar la asociacién entre variables del paciente, caracteristicas del
tumor, resultados de la expresidbn de citoquinas inflamatorias y/o
angiogénicas y los resultados de los ensayos in vitro con la recurrencia

tumoral.

Objetivos Especificos

Determinar la expresion en suero de la citoquina proinflamatoria IL-6 y la
citoquina angiogénica VEGF en pacientes sometidos a una reseccion de
CCR con intencién curativa y comparar los resultados de los pacientes que
presentaron una infeccion en el postoperatorio con aquellos que no
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presentaron ninguna complicacion; con este objetivo pretendemos

confirmar los resultados de nuestra serie previa.

Determinar el perfil de expresion en suero de otras citoquinas inflamatorias
y/o angiogénicas en pacientes sometidos a una reseccion de CCR con
intencion curativa y comparar los resultados de los pacientes que
presentaron una infeccion en el postoperatorio con aquellos que no

presentaron ninguna complicacion.

Estudiar la actividad proliferativa y la capacidad de migracion e invasion in
vitro de las lineas celulares MDA-MB-230 y SW620 tras aplicarles suero y
liquido peritoneal de pacientes que han presentado una infeccion peritoneal

postoperatoria y compararlo con los pacientes que no la han presentado.

Comparar la recurrencia tumoral entre los pacientes intervenidos de CCR
que presentaron una infeccion peritoneal postoperatoria con aquellos que

no presentaron ninguna complicacion.

Estudiar la asociacion entre variables del paciente, caracteristicas del
tumor, resultados de la expresiébn de citoquinas inflamatorias y/o
angiogénicas y los resultados de los ensayos in vitro con la recurrencia

tumoral.



67



68



MATERIAL Y METODOS

4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Disefo del estudio

Estudio prospectivo de cohortes con controles apareados.

4.2 Sujetos del estudio

4.2.1 Criterios de inclusién

Pacientes con cancer de colon o recto (CCR) ingresados en la Unidad de Cirugia
Colorrectal del Hospital del Mar a los que se les ha indicado una reseccion

quirdrgica electiva con intencion curativa.

4.2.2 Criterios de exclusion

» Pacientes con el diagndstico sincronico de otro tumor primario.

» Pacientes a los que se realicen otros procedimientos quirdrgicos de forma
sincrénica ademas de la reseccién de colon o recto.

» Pacientes en los que no es posible la reseccion curativa del tumor en el
acto quirurgico.

» Pacientes que precisan de cirugia urgente por CCR perforado u oclusivo.

» Pacientes con enfermedad metastatica de CCR.

* Pacientes sin consentimiento informado.
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4.2.3 Grupos de estudio

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes que cumplian los criterios de
inclusion y ninguno de los de exclusion. De acuerdo con el curso postoperatorio

los pacientes fueron incluidos en el grupo de infeccion o en el grupo control.

Los pacientes que presentaron en la evolucidn postoperatoria una infeccion
intraabdominal en forma de absceso 0 peritonitis secundaria a una dehiscencia

anastomotica se incluyeron en el grupo infeccidn.

Para cada uno de los pacientes del grupo infeccion se selecciond un control entre
aguellos pacientes que no habian presentado ninguna complicacion
postoperatoria. ElI apareamiento se realiz6 de acuerdo con siete criterios: sexo,
edad (+ 5 afos), fecha de la cirugia (= 3 afios), abordaje quirargico (laparotomia o
laparoscopia), localizacion del tumor (colon derecho - desde el ciego hasta la
mitad proximal del colon transverso-; colon izquierdo -desde la mitad distal del
colon transverso hasta el sigma-; y recto -desde la union rectosigmoidea hasta el
canal anal-), estadio tumoral de acuerdo con la clasificacion TNM (International
Union Against Cancer, 7" edition) (14) y administracion de quimioterapia y

radioterapia neoadyuvante en los pacientes con cancer de recto.

4.3 Técnica quirdrgica

Todos los pacientes fueron intervenidos utilizando las técnicas quirlrgicas
habituales siguiendo unos estrictos criterios oncoldgicos. La reseccion de colon y
recto fue realizada segun la técnica usual en nuestro centro: hemicolectomia
derecha con anastomosis mecanica latero-lateral en pacientes con neoplasias de
ciego, colon ascendente y angulo hepatico; hemicolectomia izquierda en
pacientes con neoplasias en colon descendente y angulo esplénico;
sigmoidectomia o reseccion anterior de recto en neoplasias de sigma y reseccion

anterior o reseccion anterior baja en neoplasias de recto. En las resecciones de
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colon izquierdo o recto se realizO una anastomosis término-terminal mecanica
segun la técnica del doble grapado. En aquellos pacientes en los que se realizo
una reseccion anterior baja con una anastomosis a menos de 7 cm se realizo
ademas una ileostomia derivativa. En pacientes con neoplasias de recto inferior
que infiltraban el elevador del ano o el sistema esfinteriano se realiz6 una

amputacion abdominoperineal de Miles.

El abordaje, por cirugia abierta o laparoscopica, fue a criterio del cirujano
responsable considerando las caracteristicas del paciente y del tumor asi como su
propia experiencia en cada una de las técnicas. Los pacientes fueron intervenidos

por cirujanos con amplia experiencia en cirugia colorrectal.

4.4 Cuidados perioperatorios

Todos los pacientes tuvieron el mismo tratamiento perioperatorio siguiendo las
directrices del programa de rehabilitacion multimodal o fast-track hasta
presentarse una complicacion postoperatoria, en caso de producirse. El programa
de rehabilitacion multimodal fue instaurado en la unidad de cirugia colorrectal del
Hospital del Mar en Marzo de 2006 (153) y sigue vigente en la actualidad. Las

estrategias mas destacados del programa son (154, 155):

» Fase preoperatoria: informacion oral y escrita por parte del cirujano
responsable y de una enfermera en consultas externas. Los pacientes
ingresan el dia anterior a la intervencién para realizar la preparacion
mecanica del colon (si esta indicado) con polietilenglicol. A su vez, se les
administra una solucion hidrocarbonada (135 g de carbohidratos en 1000
cc) en forma de nutricién enteral (Edanec®) y se permite hidratacién oral
hasta 6 horas antes de la intervencion quirdrgica.

» Fase intraoperatoria: Administracion de antibioticoterapia profilactica con
dosis Unica de Gentamicina 240 mg y Metronidazol 2 g. Uso de

anestésicos de accion corta. Hidratacion ajustada con reposicion de
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pérdidas hematicas y pérdidas insensibles ajustadas a 6-8 ml/Kg/h.
Administracion de sueroterapia a temperatura controlada y uso de manta

térmica para evitar la hipotermia.

» Fase postoperatoria: Analgesia multimodal con analgesia epidural durante
las primeras 48 horas. Dieta progresiva a partir de las 4-6 horas
postoperatorias. Retirada de la sueroterapia cuando el paciente tolere la

dieta liquida. Estimulacion de la movilizacion precoz.

En ausencia de complicaciones, los pacientes fueron dados de alta hospitalaria
con una correcta tolerancia a la dieta solida, dolor controlado con analgesia oral y

buena movilizacién.

El protocolo de rehabilitacion multimodal en cirugia colorrectal no considera
dentro de sus estrategias el uso de drenajes intrabdominales. Sin embargo, se
dejaron drenajes aspirativos de baja presién tipo Blake (drenaje de silicona de 15
Fr. redondo con reservorio J-VAC de 100 cc de Johnson & Johnson, Espafia) en
el lecho quirurgico al finalizar la intervencion quirdrgica. Estos drenajes sirvieron
para la obtencion de muestras de liquido peritoneal en el postoperatorio y se
retiraron, generalmente, al cuarto dia de la intervencion quirdrgica una vez

tomadas las muestras correspondientes.

4.5 Variables y recogida de datos

Se registraron los siguientes datos y variables de cada paciente:

» Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes:
0 Sexo
o Edad
0 Antigeno carcinoembrionario (CEA) preoperatorio
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» Datos de la intervencién quirargica:

o

Localizacién del tumor: colon derecho, colon transverso, colon
izquierdo, colon sigmoide y recto.

Via de abordaje: laparotomia o laparoscopia

Conversion a cirugia abierta

Tipo de intervencidn quirdrgica: hemicolectomia derecha,
hemicolectomia derecha ampliada, colectomia subtotal, colectomia
total, hemicolectomia izquierda, sigmoidectomia, reseccion anterior
de recto o amputacion abdominoperineal de Miles.

Tiempo quirdrgico

Necesidad de transfusion perioperatoria

» Caracteristicas histopatolégicas del tumor:

o

O O O O

Tipo histologico

Grado de diferenciacion tumoral

Numero de ganglios aislados y numero de ganglios afectos
Estadio tumoral

Invasion linfovascular y perineural

» Datos del postoperatorio y complicaciones:

o

O O O o

Estancia hospitalaria

Morbilidad postoperatoria (tipo de complicacion)

Tratamiento de la complicacion

Reintervencion

Reingreso (hasta los 30 dias después de la intervencion quirdrgica)

e Tratamiento neoadyuvante y/o adyuvante

» Seguimiento oncoldégico:

o

Tiempo de seguimiento

0 Recurrencia tumoral local

0 Recurrencia tumoral sistémica
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o Fecha de diagnéstico de recurrencia
o Mortalidad relacionada o no con el cancer

4.6 Definicibn de infeccién peritoneal como complicacion
postoperatoria: absceso intraabdominal y dehiscencia

anastomotica.

La infeccion peritoneal postoperatoria se presenta como un absceso
intraabdominal o una peritonitis localizada o generalizada secundaria a una

dehiscencia anastomética con repercusion clinica en forma de sepsis.

El absceso intraabdominal se define como una coleccion liquida intraabdominal

asociada a fiebre y/o leucocitosis con cultivo positivo. Generalmente, su
tratamiento consiste en la administraciéon de antibiéticos y el drenaje percutaneo

de la coleccion.

La dehiscencia anastomdtica se define como aquella complicacion debida a una

fuga de contenido intestinal a través de la anastomosis, que generalmente ocurre
entre el cuarto y séptimo dia de la intervencion quirargica, produciendo
secundariamente una peritonitis localizada o generalizada y una sepsis asociada.
Su diagnodstico es fundamentalmente clinico, y se confirma radiologicamente
mediante la realizacion de una tomografia axial computerizada (TAC) y la
administracion simultdinea de un enema con contraste hidrosoluble
(Gastrografin®) o durante la reintervencién quirdrgica. Su tratamiento precisa, en

la mayoria de los casos, una reintervencion quirdrgica.
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4.7 Obtencidén y analisis de las muestras de sangre y liquido

peritoneal

4.7.1 Muestras de suero

Se obtuvo una muestra de 10 cc de sangre antes de iniciar la intervencion
quirdrgica. Posteriormente, se extrajeron muestras adicionales al 4° dia y/o en el
momento en el que el paciente presentd una infeccién peritoneal, en caso de que
esta ocurriera. La sangre se centrifugd (Centrifugadora Eppendorf, Modelo 5702,
Hamburgo, Alemania) inmediatamente después de su extraccion a 3000
revoluciones por minuto durante 10 minutos a 4°C. El suero resultante fue

congelado y almacenado a -80°C hasta el momento de su analisis.

4.7.2 Muestras de liquido peritoneal

Inmediatamente después de la laparotomia o tras la introduccion de los trocares,
en el caso de la cirugia laparoscopica, se realiz6 un lavado peritoneal con 100cc
de suero fisioldgico durante 5 minutos. Posteriormente, se extrajo una muestra de
10 cc. Al 4° dia y/o en el momento en el que el paciente presentd una infeccion
peritoneal, se obtuvieron muestras de 10 cc de liquido peritoneal a través del
drenaje. Las muestras fueron centrifugadas inmediatamente a 3000 revoluciones
por minuto durante 10 minutos a 4°C. El liquido resultante fue almacenado en

alicuotas y congelado a -80°C hasta su analisis.

4.7.3 Determinacion de citoquinas (IL-6 y VEGF) por el ensayo ELISA en

muestras de suero

La concentracion sérica de citoquina proinflamatoria IL-6 y del factor angiogénico
VEGF se determin6 mediante la técnica ELISA (del inglés, Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay) o ensayo por immunoabsorcién ligado a enzima, con el kit
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comercial RayBio® Human IL-6 o VEGF ELISA kit (Ray Biotech, Inc., Norcross,
GA).

El ensayo ELISA es una técnica cuantitativa de inmunoensayo en el cual un
antigeno a estudio se detecta mediante un anticuerpo primario anti-antigeno que
recubre los pocillos de una microplaca. En una segunda reaccién, el anticuerpo
primario es reconocido por un anticuerpo secundario el cual esta conjugado a la
enzima peroxidasa. Asi pues, cada molécula de antigeno estard unida a un
anticuerpo en la base de los pocillos que lo retiene y a un segundo anticuerpo que
lo marca. Finalmente, se realiza una incubacién con un sustrato especifico de la
peroxidasa que al oxidarse da lugar a un producto coloreado cuya cantidad puede
medirse en un colorimetro. La aparicion de color permite obtener una medida

relativa de la cantidad de antigeno en cada muestra (figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del ensayo ELISA para la deteccién de un solo antigeno (en nuestro
caso IL-6 o VEGF) al aplicar diferentes muestras de suero.

Paralelamente a las muestras que se quieren estudiar, se realiza una recta patron
con un contenido conocido de la citoquina a estudio. Es decir, se realizan
diluciones sucesivas conocidas de proteina recombinante con las que se obtiene
una recta patron. A partir de esta recta patron se puede obtener una estimacion
de la concentracion real de la citoquina extrapolando las medidas relativas
obtenidas en la recta patron. Ademas, para aumentar el nivel minimo de deteccion
del antigeno, el protocolo utilizado en el presente estudio incluyé un segundo

anticuerpo conjugado a biotina y se realizd una tercera incubacion con
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estreptavidina conjugada a peroxidasa. Una molécula de biotina se une a cuatro
de estreptavidina. De esta manera se consigue amplificar la sefal a partir de una
sola molécula de antigeno. Especificamente, a este tipo de ensayo ELISA se le
denomina ELISA tipo “sandwich” o ensayo de captura de antigeno y deteccion

mediante inmunocomplejos.

El ensayo se realiz0 siguiendo las instrucciones proporcionadas por la casa
comercial, asi como la preparacién y dilucion de todos los reactivos. Las muestras
a estudio fueron diluidas 1:3 con el diluyente especifico entregado en el kit
comprobando que el resultado estuviese dentro de los valores de la recta patron.
Si no era asi, se repiti6 el ensayo con diluciones mayores. Se realizaron
duplicados de todas las muestras. En cada microplaca de 96 pocillos se
incluyeron los controles positivos y los controles negativos. Los controles positivos
fueron representados por la recta patron. Y los controles negativos son muestras
donde se tiene certeza de la ausencia del antigeno a estudio, en otras palabras,
s6lo se afiade el diluyente en estos pocillos. El ensayo se realiz6 a temperatura
ambiente en el laboratorio y las incubaciones se colocaron en un agitador

oscilante de sobremesa.

Se inicid el ensayo pipeteando 100 ul por pocillo de cada muestra diluida y se
realiz6 la rectapatron por duplicado (que incluia los controles positivos y
negativos). Se incubaron las muestras con el anticuerpo monoclonal (primario)
adherido al fondo de los pocillos durante 2,5 horas. Posteriormente, se realizaron
4 lavados con 300 ul por pocillo de solucién de tampén de lavado. Después se
desheché el exceso de anticuerpos de los pocillos con los lavados, y se aplico
100 pul por pocillo del anticuerpo policlonal (secundario). Se trata de un anticuerpo
biotinilado que se diluyé 1:80 previamente. Después de una hora de incubacion,
se realizaron 4 lavados méas para eliminar el material no fijjado. Tras el dltimo
lavado, se afadio la estreptavidina marcada con horseradish peroxidasa (HRP-
Estreptavidina) para la deteccion de anticuerpos marcados con biotina (el
anticuerposecundario), diluida 1:300.

Después de una incubacién de 45 minutos, se eliminaron todas las moléculas

marcadas no fijjadas en forma de inmunocomplejos con 4 lavados mas.
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Posteriormente, se afiadio 100ul por pocillo del sustrato enzimatico de
tetramethylbenzidine (TMB) que desencadeno la reaccion colorimétrica (azul). Se
incubd la placa a temperatura ambiente en el agitador oscilante y en este ultimo
paso, se incubd en la oscuridad durante 30 minutos. Finalmente, se afiadieron
50pul por pocillode la solucién final que inactivéd la reaccion y provocé un cambio
del color azul al amarillo (figura 8). La cantidad de color es proporcional a la
cantidad de antigeno (IL-6 o VEGF) que se fijo inicialmente. Inmediatamente se
mide la intensidad del color en un lector de ELISA (espectrofotébmetro) a una

longitud de onda de 450 nm.
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Figura 8: (a) Fotografia de una microplaca de 96 pocillos donde se ha realizado un ensayos de ELISA para
detectar VEGF. (b) Esquema de una plantilla disefiada para un ensayo ELISA. Observamos en las 2 Ultimas
columnas de la fotografia (a) un gradiente de la intensidad de color (de mayor a menor) que corresponde,
como indica la plantilla (b) a las diluciones consecutivas del antigeno a estudio (VEGF) o recta patron.

El resultado final se expresé como concentracion real de la citoquina en cada
muestra extrapolando los valores de densidad 6ptica al patrén de cada ensayo y

corregido por las diluciones de las muestras empleadas. En caso de obtenerse
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valores de densidad Optica que cayeron fuera de la recta patron, fue necesario
repetir el ensayo aumentando o disminuyendo la dilucion de la muestra hasta

obtener un valor fiable.

4.7.4 Arrays de anticuerpos

Se realiz6 un analisis de las concentraciones relativas de diversas citoquinas
inflamatorias y angiogénicas en las muestras de suero de nuestros pacientes
mediante el kit comercial RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array C series
1000 (Ray Biotech, Inc., Norcross, GA). Este método emplea membranas o
micromatrices de proteinas basadas en anticuerpos disponibles comercialmente.
Este array de anticuerpos permite la deteccion y cuantificacion relativa de
multiples citoquinas de forma simultanea, en este caso 43 citoquinas repartidas en
dos membranas (figura 9). Se trata de un sistema cualitativo que, si se combina
con la mediciébn por ELISA en paralelo para cada muestra de una de las
citoquinas contenidas en las membranas, permite realizar un analisis semi-
cuantitativo, es decir, expresar la cantidad relativa de cada citoquina entre las

distintas muestras.
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RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array 1

A B C D E F G H
1 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF ENA-78 b FGF
2 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF ENA-78 b FGF
3 GRO INF-y IGF-I IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 PDGF-BB
4 GRO INF-y IGF-I IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 PDGF-BB
5 PIGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
6 PIGF RANTES TGF-B1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
7 BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS
8| BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS

RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array 2

a b c d e f g h
1 POS POS NEG NEG Angiopoietin-1| Angiopoietin-2 | Angiostatin | Endostatin
2 POS POS NEG NEG Angiopoietin-1| Angiopoietin-2 | Angiostatin | Endostatin
3| G-CSF GM-CSF 1-309 IL-10 IL-1a IL-1B8 IL-2 IL-4
4 G-CSF GM-CSF 1-309 IL-10 IL-1a IL-1B8 IL-2 IL-4
5 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9 PECAM-1 Tie-2 TNF-a
6 I-TAC MCP-3 MCP-4 MMP-1 MMP-9 PECAM-1 Tie-2 TNF-a
7| uPAR VEGF R2 | VEGF R3 BLANK BLANK BLANK BLANK POS
8] uPAR VEGF R2 | VEGF R3 BLANK BLANK BLANK BLANK POS

Figura 9. Esquema del array de anticuerpos donde se incluyen las 43 citoquinas a estudio. Modificado de
RayBio® Human Angiogenesis Antibody Array C series 1000 (Ray Biotech, Inc., Norcross, GA).

Para el procesamiento de las muestras se siguieron las instrucciones de la casa
comercial con nuestras muestras diluidas diez veces (1:10); especificamente se
pipetearon 120 ul de cada muestra con 1080 ul de tampon de bloqueo. En cada
experimento se procesaron las muestras de 4 pacientes (2 parejas del estudio). El
ensayo se realizo en el laboratorio a temperatura ambiente y las incubaciones se

realizaron sobre un agitador oscilante.

Se colocaron las membranas que contienen los anticuerpos primarios de las
citoquinas a detectar, una en cada pozo de una placa proporcionada por la casa
comercial. Se afiadieron 2 ml de tampon de blogueo en cada pozo y se incub6
durante 30 minutos. Tras la retirada del tampdn se pipetearon las muestras (1,2
ml) a estudio y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas o a 4°C
durante toda la noche. Posteriormente, se deshecharon las muestras y se
realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con 2 ml de tampon de lavado. Los 3
primeros lavados con el tampdn de lavado numero 1 y los 2 dltimos con el tampdn

de lavado numero 2, proporcionados por la casa comercial. Tras la extraccion del
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altimo lavado se afiadi6 1 ml de los anticuerpos conjugados con biotina
(anticuerpo secundario) diluidos previamente y entregados también por la casa
comercial. ElI anticuerpo conjugado con biotina 1 para la membrana 1 y el
anticuerpo 2 para la membrana nimero 2. Asi, se dej6 incubando durante toda la
noche a 4°C o durante 2 horas a temperatura ambiente, siempre sobre un
agitador oscilante. Después de la incubacion, se retird el anticuerpo conjugado
con biotina sobrante al realizar 5 lavados de las mismas caracteristicas que se
han explicado anteriormente. Inmediatamente después del ultimo lavado, se
afadié a cada membrana 1ml de HRP-Estreptavidina previamente diluida 1:1000
con tampon de bloqueo. Se dejo incubar 2 horas a temperatura ambiente o toda la
noche a 4°C. Después se realizaron de nuevo 5 lavados con 2 ml de tampon de
lavado 1y 2, y se mantuvo la solucion del ultimo lavado hasta poder realizar la
lectura de sus resultados para evitar la deshidratacion de las membranas. Se
preparo el tampdn de deteccién siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
Se retird el exceso de solucion del ultimo lavado y se colocaron las membranas
sobre un papel de film plastico cara arriba. Inmediatamente, se aplicé 400 ul de
tampén de deteccion por membrana asegurando que éstas quedasen bien
recubiertas sin burbujas de aire. En este caso, el tampon de deteccion contiene el
sustrato de la peroxidasa que al oxidarse emite luz (luminiscencia), a diferencia de
los sustratos usados en ELISA que adquieren un color. Tras una incubacién de 2
minutos se colocaron las membranas sobre una superficie dura a modo de
bandeja (por ejemplo, un film de autorradiografia usado) y se cubri6 y fijé con un

papel de film de nuevo evitando burbujas de aire (figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica de un ensayo de array de anticuerpos, dénde detectamos 43 proteinas diferentes
en una muestra de suero. En nuestro ensayo procesamos las muestras por parejas.
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Finalmente las membranas fueron reveladas utilizando un sistema de captacion
de imagen (Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS System, BioRad Laboratories,
Inc., Hercules, California) equipado para la deteccion de quimioluminiscencia.
Para la captacion y analisis de densitometria usamos el software “Quantity One
4.6”. Se captaron exposiciones acumuladas cada minuto (si en la primera ya hubo
sobreexposicion, se redujo el tiempo), y luego se escogio la ultima imagen que no
mostraba saturacion en ninguno de los dots (circulos alrededor de cada deteccion
de anticuerpo a estudio). A partir de esa imagen, se realizo el analisis de
densitometria utlizando circulos del mismo tamafio para cada dot, mas cuatro
circulos adicionales para calcular el background. Ademas de este background
general, el andlisis incluye una correccion para cada circulo (background
substraction method) que permite eliminar la sefial de fondo en zonas donde
aparece una mancha. Consiste en calcular un valor de fondo estimado para el
total del circulo a partir de la sefial de color contenida en la primera hilera interna
de pixels de cada circulo, y luego sustraer este valor de fondo corregido para el
tamafo del circulo del valor obtenido en el volumen total del circulo

correspondiente (figura 11).

Figura 11. Fotografia que muestra un ejemplo de una membrana con diferentes intensidades de dots
(izquierda) y andlisis de densitometria utlizando circulos del mismo tamafio para cada dot (derecha), mas
cuatro circulos adicionales (circulos periféricos) para calcular el background.

Al final se obtuvo el listado de resultados como adjusted volume, que es el que se

introdujo en la aplicacién Excel proporcionada por el kit (RayBio® Angiogenesis
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Array C-1000 Analysis Tool; Ray Biotech, Inc., Norcross, GA) que proporciono un

valor para cada antigeno del estudio.

Siguiendo las instrucciones de la casa comercial, se realiz6 una normalizacién de
los valores de citoquinas resultantes de cada membrana con un control positivo.
El objetivo de esta normalizacion es poder comparar los resultados obtenidos
entre membranas. Ademas, también recomiendan la normalizacion de este valor
de forma arbitraria con un valor de 10.000 para cada control positivo de las
muestras analizadas. El control positivo utilizado por la casa comercial es el
anticuerpo secundario implicado en la misma reacciéon de inmunohistoquimica
para la deteccion de las citoquinas. Sin embargo, este normalizador no tiene en
cuenta variaciones del ensayo, entre membranas diferentes, sucedidas
previamente a la aplicacion del anticuerpo secundario. Para poder comparar los
resultados entre las diferentes membranas, se normalizaron los resultados
obtenidos para cada muestra, con los valores de IL-6 detectados por ELISA

utilizando el kit de la misma casa comercial que los arrays.

4.7.5 Ensayos in vitro

4.75.1 Lineas celulares

Para los ensayos in vitro utilizamos 2 lineas celulares humanas establecidas y
comercializadas: MDA-MB-231 y SW620. La MDA-MB-231 es una linea celular de
cancer mamario y la linea celular SW620 proviene de adenocarcinoma de colon

metastatizado a ganglios linfaticos en humanos (figura 10).
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Figura 12. Fotografia de la linea celular MDA-MB-231 (a) y SW620 (b) empleadas en los ensayos in vitro.

4.7.5.2 Mantenimiento de cultivos celulares

Los cultivos celulares de las lineas MDA-MB-231 y SW620 se mantuvieron con
medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS) y antibidticos (penicilina 100 mU/ml y estreptomicina 100
mg/ml) en frascos de cultivo celular de 75 cm?. Las condiciones de mantenimiento
de los cultivos en una incubadora celular standard fueron 37°C de temperatura,
5% de dioxido de carbono (CO;) y 100% de humedad relativa.

Para el mantenimiento de las lineas celulares se realizaron diluciones de
densidad celular y se cambi6 el medio cada 2-3 dias en una campana de flujo
laminar. A este proceso se le denomina pase celular. El objetivo es transferir un
pequefio grupo de células en un nuevo frasco y afiadirle medio de cultivo fresco.
Este proceso impide la acumulacién de productos metabdlicos potencialmente
toxicos y células apoptéticas, y repone los nutrientes del medio de cultivo para

favorecer el crecimiento celular.

En detalle, el procedimiento se inicié con la extraccién del medio de cultivo del
frasco seguido de un lavado de las células con un tampén (tampon fosfato en
solucién salina, PBS). Ambas lineas celulares crecen adheridas a un substrato, en
este caso el plastico del frasco. Por este motivo es necesario disgregarlas para
obtener una suspension celular. Para ello, se utilizé una solucion de tripsina. La

tripsina es una proteasa que digiere aquellas proteinas celulares implicadas en la
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adhesion celular al soporte. Asi, se empled una solucion de tripsina que actué en
las células durante 5 minutos en la incubadora a 37°C. Posteriormente, se afiadio
DMEM con 10% FBS, que detiene la accion de la tripsina, y se centrifugo la
solucién a 1000 rpm durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento celular que quedd con 10cc de DMEM con 10% FBS.

Para mantener unas condiciones de cultivo reproducibles entre pases y
experimentos, es necesario sembrar las células a la misma densidad y que esta
densidad sea controlada por el investigador. Esto supone conocer el nimero de
células viables de la suspension celular. Para ello, es necesario contar el nimero
de células vivas. Se utilizo el colorante azul de tripano que tifie los ndcleos de las
células con la membrana dafiada, es decir, células muertas, permitiendo realizar

un contaje de las células vivas en una camara de Neubauer.

A modo de ejemplo, se aspiraron 20 pl de los 10 ml de la suspension celular obtenida tras la
tripsinizacion y se mezclaron con 80 pl de solucion de azul de tripano (diluciéon 1/5) en un tubo
eppendorf. Después se pipetearon 10 ul de esta nueva suspension a cada lado del hemocitémetro
0 camara de recuento de Neubauer (obtuvimos un duplicado del contaje cuya diferencia debia ser
menor al 10% para considerarla correcta). Bajo el microscopio, se observaba la cuadricula de 9
cuadrados grandes cada uno subdividido en 16 cuadrados mas pequefios. El contaje de células se
realizé en dos cuadrados grandes a cada lado de la camara, de manera que se obtuvieron cuatro
determinaciones del nimero de células en un cuadrado grande. Después, se realizdé una media del
contaje de los 4 cuadrados grandes a ambos lados de la camara (para obtener un resultado
duplicado). Para reducir el error de recuento, se consideré6 un nimero minimo de 100 células
contadas en total (lo que normalmente correspondia a 4 cuadrados). El volumen de medio
instilado en cada cuadrado grande es de 0.1 pl o 10 ml. Asi, la media de los contajes indica el
namero de células en 0.1pl de la suspensién de células en azul de tripano. Este proceso se realizé
por duplicado.

En este caso seria:

N N T 33+31+32+32= 126 células en un cuadrado.
3,?: ,' & : el E : El resultado del contaje del duplicado es 114 células. La diferencia
& & L1 & a & &
- _‘ : - i"' entre ambos resultados es <10%, por lo que se consider6 valido el

22 "o o * |* = ) contaje.

“s 88 * ss"lssas 126+114= 240 células.
LR L] @ 4 @ L , . 7
L, oa ola®s o | 240 células/ 2 duplicados= 120 células.

s/ «"s® | 120 células / 4 cuadrados grandes contados (4 en cada duplicado) =

30 células por cuadrado grande.
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Dado que conocemos el volumen de cada cuadrado (0.1 yl o 10'4ml), el volumen de la solucién
celular inicial de 10ml y la dilucién con azul de tripano de 1/5; podemos calcular cuantas células
tenemos en nuestra solucion.

30células/cuadrado x 10ml de solucién x 5 (dilucién con azul de tripano 1/5) x 10* (1cuadrado/10™
ml) = 1.5 x 10" células

En nuestra solucién celular de 10 ml tenemos 1.5 x 10’ células en total 0 1.5 x 10° células/ml.

A partir de este calculo podemos sembrar los frascos a la densidad celular deseada.

En todos los casos se superd el 95% de viabilidad celular en ambas lineas
celulares. Todos los experimentos fueron realizados con celulas procedentes de

pases celulares entre 3y 10.

4.7.5.3 Ensayo de actividad hexosaminidasa

La actividad de la hexosaminidasa se utiliz6 como pardmetro para estimar el
namero de células relativo para determinar el crecimiento de cultivos celulares en
los ensayos de proliferacion y para analizar la movilidad celular en los ensayos de
migracion e invasion. La hexosaminidasa es una enzima lisosomal que se
expresa Unicamente en células vivas; por lo que el nivel de enzima
hexosaminidasa medido en una preparacion celular es proporcional al nimero de
células viables. Se realizaron ensayos colorimétricos para la deteccion de la
hexosaminidasa. Especificamente, se utilizé el método colorimétrico disefiado por
Landegren (156) y modificado por Givens (157). Este ensayo colorimétrico emplea
4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminida como el sustrato sintético para detectar
la actividad de la enzima hexosaminidasa. Antes de la lectura final, se aplico una
solucién de revelado que detiene la reaccién de la hexosaminidasa. El producto
de esta reaccion da lugar a una emision colorimétrica (amarillo) proporcional al
tamafo de la poblacion celular que puede cuantificarse en el espectrofotometro o

colorimetro de placas.

Los reactivos utilizados en los ensayos colorimétricos de proliferacion, migracion e

invasion fueron:
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» Sustrato de hexosaminidasa: Por 100ml de sustrato de hexosaminidasa se
requieren 0,128g (7,5 mM) 4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide
(Sigma N-9376) en 1,470g (0,1 M) de Citrato Sodico disuelto en 100ml de
agua milli Q ajustado a pH 5,0 con 10 N HCI. Finalmente, la solucion es
mezclada con 250 ul (0,25%) Triton X-100. Para conseguir una disolucion
completa la solucion debe estar a 40°C y posteriormente, se puede
almacenar a -20°C (156).

* La solucién de revelado de la hexosaminidasa se obtuvo con 0,75 g (150
mM) de Glycine y 2 ml (5 mM) de EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
disueltos en 200ml de agua milliQ y ajustado a pH 10,4 con 10 N NaOH. La

solucion final puede ser alicuotada y almacenada a -20°C (156, 157).

4.7.5.4 Puesta a punto del ensayo de actividad de hexosaminidasa

El ensayo de actividad de hexosaminidasa es un ensayo senzillo, rapido y
validado para cuantificar el crecimiento celular (157). En la literatura se
encuentran mas de 100 articulos que utilizan este método en ensayos de
proliferacion celular citando el trabajo inicial de Landegren et al (156). En las
condiciones experimentales de este trabajo, el ensayo es factible y valido como
medida cuantitativa de células vivas al validar el experimento con el contaje

celular directo de un grupo representativo de las muestras de nuestro estudio.

Cabe mencionar que previamente se descartaron otros métodos similares de
cuantificacion celular en los que se utilizan sustratos metabdlicos de las células.
En el estudio de proliferacion celular se plante6 utilizar un kit comercial
denominado Cell Titer-Blue® Cell Viability Assay (Promega Corporation, Madison,
USA). Se trata de un ensayo de proliferacion celular de uso generalizado en
investigacion. Se basa en medir la actividad oxidativa de las células
(mayoritariamente actividades oxido-reductasa/deshidrogenasa mitocondriales)
como medida del numero de células del cultivo mediante un sustrato que al ser

reducido en la reaccion emite fluorescencia. Estos ensayos no eran adecuados
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porque se comprobd que el tratamiento con muestras de suero y liquido
peritoneal, por si mismo, ya modificaba la actividad de las enzimas metabdlicas
implicadas de una manera independiente a sus efectos sobre la proliferacion
celular. Es decir, el numero de ceélulas detectado por fluorescencia no se
correspondia con el recuento de células al microscopio éptico. Por lo que se tuvo
gue abandonar el uso de este kit comercial y usar el ensayo de actividad de

hexosaminidasa.

Para continuar con el protocolo del ensayo de hexosaminidasa en nuestras
condiciones de experimentacion se realizaron diferentes ensayos para determinar

las condiciones Optimas de trabajo.

En primer lugar, se realizaron ensayos preliminares de proliferacién, migracion e
invasion con diferentes lineas de cancer de colon HT-29, LoVo, CT-26, COLO
201, LS174T, SW480, Caco-2 y SW620 asi como la linea de cancer mamario
MDA-MB-231 (recomendada por la casa comercial que suministra el material de
ensayos de migracion e invasion). Finalmente se eligieron las lineas SW620 de
adenocarcinoma de colon metastatizado a ganglios linfaticos para los ensayos de
invasion y la linea celular MDA-MB-231 de carcinoma de mama humano como la
mas idonea para los ensayos de migracion. Estos modelos celulares dan lugar a
tasas de migracion e invasion moderadas en condiciones basales, por lo que se
consideraron 6ptimas para poder detectar tanto aquellos sueros como liquidos
peritoneales que estimulan la actividad de las células, como aquellos que la

inhiban.

Para poder determinar la densidad celular idonea para sembrar las células en los
ensayos, se realizd6 una recta patrén de diferentes concentraciones de ambas
lineas celulares. El objetivo era encontrar una densidad celular que permitiese un
crecimiento de los respectivos cultivos durante el periodo de duracion del
experimento tal que, al final del mismo, no tenia lugar ningun fenémeno de
inhibicion de la proliferacion celular por contacto al compactarse la capa de
células, por ejemplo, sino que los cultivos seguian creciendo activamente. Al
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mismo tiempo, esta densidad celular idonea tenia que dar lugar a un nimero de
células a partir del cual, una activacion o inhibicion sobre el crecimiento resultaba
claramente detectable (figura 13). Ademas, este ensayo es sensible y capaz de
detectar concentraciones bajas de células en comparacién con otros ensayos
colorimétricos (170). Para los ensayos de proliferacion, migracion e invasion, se

ha validado su nivel minimo de deteccion en 5.000 células (figura 13).

(@)
1.500 -
1.200

u

B

= O

3B

8 5900

kel

£ ,

33 & 150

o ZF 8o

S $600 g s

$8 T e

g Q. T g

E 8%

z S £ 100
300 83
,,,,,,,,,,, 25

o2
= 0
] § s
0 T T T = 50 1
0 : 50 100

0 2 4 6 8 10

Numero de células sembradas (x103)

Figura 13: Gréficas de la curva patrén dénde se han sembrado diferentes concentraciones de células MDA-
MB-231 (eje de abscisas) y su correspondiente deteccion en el espectrofotdémetro (eje de ordenadas). (a)
Observamos una saturacion celular a partir de la siembra de 80.000 células MDA-MB-231 (*). (b) Ampliacion
de la gréfica (a). Hasta sembrar 5.000 células (&) encontramos detecciones en el espectrofotémetro que no
siguen una recta; y a partir de 5.000 células observamos una crecimiento lineal, donde al aumentar el nimero
de células sembradas aumenta de forma proporcional el nimero de células detectadas por
espectrofotometro.

De esta manera, se llegé a la conclusion de que la concentracion celular 6ptima
en nuestras condiciones de trabajo para los ensayos de proliferacion es de 1x10*
células por pocillo de MDA-MB-231 y 2x10* células por pocillo de SW620; para el
ensayo de migracién es 0.5x10° células por pocillo de MDA-MB-231 y para el

ensayo de invasion es 1x10° células por pocillo de SW620.
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Para los ensayos de invasion con células SW620, ademas se realizaron ensayos
preliminares para averiguar el volumen y la concentracion de membrana BME
gue daba mejores resultados de invasion. Para la linea celular SW620 se observo
que al suplementar el cultivo con un reactivo estimulador de la migracion como el
PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) existia una mejor actividad de invasion en
respuesta a la presencia de FBS respecto a controles sin FBS (ver Materiales y
Métodos). Por tanto, para poner de manifiesto la actividad invasiva de las células
SW620, todos los experimentos de invasidon con esta linea celular fueron

realizados en presencia de PMA 200 nM.

El FBS contenido en el medio de cultivo puede contener niveles muy bajos de
enzima hexosaminidasa, aunque suficientes para alterar los resultados si los
valores o diferencias dentro de un ensayo no son muy altos. Por este motivo, en
todas las placas hemos utilizado controles negativos (156) que consisten en
pozos sin células cuyos valores de ensayo hexosaminidasa seran restados del

resto de pozos de cada placa como valor de fondo.

4.7.5.5 Preparacion de las muestras (suero y liquido peritoneal)

Los sueros de los pacientes a estudio fueron diluidos al 10% en medio IMDM
(Iscover’s Modified Dulbecco’s Medium) suplementado con Insulina, Transferrina 'y
Selenium (ITS solution; Life Technologies, Paisley, UK) y el 10% de FBS.

Las muestras de liquido peritoneal también fueron diluidas al 10% en medio
IMDM con ITS y al 10% de FBS. Posteriormente a la dilucion, la muestra se filtrd
de forma estéril con una unidad de filtracién Millex® (33 mm) con membrana MF-
Millipore™ (Merck Millipore Ltd., Cork, Irlanda). El objetivo de esta filtracion fue
eliminar particulas o precipitados de la muestra no disueltos de tamafio superior al

poro (0,22 um) para minimizar el riesgo de interferencias con los resultados.

Se realizaron experimentos previos al ensayo definitivo, con el objetivo de

detectar la concentracion minima de muestra imprescindible para revelar
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diferencias. Ademas, las muestras son finitas por lo que era importante utilizar la

minima cantidad de muestra para poder realizar varios ensayos y poder repetirlos.

4.7.5.6 Disefio de las placas de los ensayos de proliferacion, migracion

e invasion

Las placas utilizadas para los ensayos de proliferacion, migracién e invasion
contenian 96 pocillos. Todos los ensayos se realizaron al menos dos veces y en
dias diferentes. En todas las placas se realizaron duplicados de las muestras para
disminuir la variabilidad al considerar el resultado final la media de los resultados
(figura 14).

MDAMB231 S PLACA TRANSPARENT HEX.7.2 HEX-7
260i 298i 302i 327i 350i 368i 421i 407i 406i 421i DA DA
B B B B B B B B B 10d 0.000 0.000
260i 298i 302i 327i 350i 368i 421i 407i 406i 407i DA DA
id 48h 4d 3d 4d 48h 4d 4d 4d 7d 0.000 0.000
278c 259c 301c 324c 296¢ 210c 402c 359c 287c 406i DA DA
B B B B B B B B B 8d 000 000
278c 259c 301c 324c 296¢ 210c 402c 359¢c 287c DA DA DA
4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 0.000 00 00
260i 298i 302i 327i 350i 368i 421i 407i 406i 421i DA DA
B B B B B B B B B 10d 0 0
260i 298i 302i 327i 350i 368i 421i 407i 406i 407i DA DA
id 48h 4d 3d 4d 48h 4d 4d 4d 7d 0.6 0.6
278c 259c 301c 324c 296¢ 210c 402c 359c 287c 406i DA DA
B B B B B B B B B 8d
278c 259c 301c 324c 296¢ 210c 402c 359¢c 287c DA 0 ¢
4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 4d 0.000 0% FB 0% FB

Figura 14. Ejemplo de plantilla de una placa de ensayo de proliferacion en muestras de suero en la linea
MDA-MB-231. El control positivo (cuadrados grises oscuros) viene representado por un gradiete de
concentracion de células conocido, y esta en duplicado. El control negativo (cuadrados negros) viene
representado por pocillos sin células, y esta también en duplicado. Las muestras de las parejas (cuadrados
grises claros y blancos) también se analizan por duplicado.

El control positivo, siempre presente en cada placa por duplicado, consistio en
diferentes diluciones de células a una concentracion conocida distribuidas en 7
pocillos. Estos controles positivos nos permitieron construir un patron de
proliferacion/migracién/invasion celular en cada placa sometida a ensayo. De esta
manera, se aseguré en cada ensayo la magnitud de los valores obtenidos de

proliferacion/migracién/invasion, es decir, que la activacion o inhibicion respecto a
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un control no tratado, caian dentro de una cinética lineal. Estos controles positivos

son analogos a la recta patrén utilizada en los ensayos de ELISA.

El control negativo, también siempre presente en cada placa por duplicado,
estuvo representado por medio de cultivo IMDM suplementado con 10% de FBS
sin presencia de células. Estos pocillos sin células indicaron los valores de
actividad enzimatica de fondo de la reaccion de la hexosaminidasa en las
condiciones del ensayo. Para el analisis final, se restd este valor a todos los
resultados obtenidos en los diferentes pocillos tratados con las muestras del
estudio.

4.7.5.7 Ensayo de proliferacion celular

Previamente al inicio del ensayo se realiz6 un nuevo pase de células con cambio
de medio (descrito en el apartado 4.7.5.2). Se realiz6 el contaje de cada una de
las lineas celulares, con el objetivo de sembrar las células en placas de 96
pocillos en duplicados a una densidad de 1x10* células por pocillo de MDA-
MB231 y 2x10* células por pocillo de SW620. Estas densidades celulares
permitian un crecimiento de los respectivos cultivos durante el periodo de
duracion del experimento tal que, al final del mismo, no tenia lugar ningun
fendmeno de inhibicién de la proliferacién celular por contacto al compactarse la
capa de células sino que los cultivos seguian creciendo activamente. Al mismo
tiempo, estas densidades daban lugar a un namero de células a partir del cual,
efectos positivos 0 negativos sobre el crecimiento resultaban claramente

detectables.

Se sembraron 50 ul por pocillo de células en DMEM suplementado con el 10% de
FBS. Posteriormente, se realizd un periodo de incubacién de 24 horas. Al dia
siguiente, una vez las células se adherieron al fondo del pocillo, se retir6 el
sobrenadante de cada pocillo. Inmediatamente, se aplico la muestra de suero o
liquido peritoneal que se quiso estudiar segun el esquema disefiado (figura 11).
Tras 24 horas de incubacion, se retiraron las muestras de los pocillos aplicadas el

dia anterior y se realiz6é un lavado de los pocillos con 100 pl por pocillo de PBS 1x.
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Después se aplicaron 50 pl por pocillo de sustrato de hexosaminidasa y se
incubaron las placas durante 3 horas. La reaccion se detuvo al aplicar 80 pl por
pocillo de la solucion de revelado de la hexosaminidasa. Los pocillos con alto
contenido de células viables se volvieron inmediatamente amarillos. Finalmente
se realizaron las lecturas en el espectrofotbmetro a una densidad O6ptica

(absorvancia) de 410 nm.

4.7.5.8 Ensayo de migracién celular

Para los ensayos de migracion e invasion se utilizé una placa receptora y una
placa con transwells. La placa receptora (Corning HTS Transwell-96 well
accessory plate; Corning Life Science, Corning, NY) es una placa compuesta de
96 pocillos dénde aplicamos las muestras a estudio. Esta placa receptora puede
ser opaca o de plastico transparente siempre y cuando sea compatible con
lecturas de fluorescencia (debe ser un plastico que no emita autofluorescencia).
La placa con transwells (Corning HTS Transwell-96 well Permeable Support;
Corning Life Science, Corning, NY) es una placa que contiene 96 transwells y que
encajan en los 96 pocillos de la placa receptora (figura 15). Los transwells son
pocillos que se caracterizan por tener una membrana porosaen su base inferior
con un tamafio de poro determinado. De esta manera, los poros pequefios
(inferior a 1 um) permiten el paso de moléculas en solucion pero no células, y los
poros de tamafios mayores (3-8 um) permitiran el paso de células dependiendo
de su tamafio. Se colocaron las células en los transwells y sélo traspasaron la
membrana porosa aquellas células con capacidad migratoria (tamafio del poro de
los transwells: 8 um). La lectura de la reaccion colorimétrica realizada en las
placas receptoras detectd aquellas células vivas que migraron de los transwells a

la placa receptora.

Transwells

o |
Py

Figura 1 epresentacion de una placa con transwells.
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Los ensayos de migracion fueron realizados con la linea celular MDA-MB-231. El

protocolo general del ensayo de migracion es el siguiente (figura 16).

Previo al inicio del ensayo se realiz6 un pase de células con cambio de medio
(apartado 4.5.7.2) a una concentracion celular de 1x10° células por pocillo de
MDA-MB231.

Veinticuatro horas mas tarde, se realiz6 un lavado con PBS y se afiadid a las
células IMDM con ITS pero sin suplemento de FBS. A este proceso se le llama
“starving” o dejar las células “hambrientas” (sin FBS) durante 24 horas en la
incubadora. De esta manera, cuando las células estén dentro de los transwells,
también sin FBS, y se pongan en contacto con el medio de cultivo del pozo de la
placa receptora, si éste contiene FBS entonces se establecerd un gradiente de
aguellas moléculas del suero que actian como atrayentes celulares y se facilitara

la migracién direccional desde el transwell hacia el pozo de la placa receptora.

. Cultivo de células tumorales

Medio de cultivo

con muestras a estudio

|

L

!

‘EI-P-:’-,!J \ Analisis de MIGRACION celular

Figura 16. Representacion esquematica del ensayo de migracion in vitro con células MDA-MB231 al aplicar
muestras de suero y liquido peritoneal.

El tercer dia del ensayo se sembraron las células en la placa de transwells y se
colocaron las muestras de suero o liquido peritoneal en la placa receptora. Para

preparar las células, el primer paso fue retirar el medio IMDM sin FBS de los
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frascos. Tras un lavado con PBS se disgregaron las células, en este caso, con
Accutase Solution (Life Technologies, Paisey, UK) que se dej6 actuar en la
incubadora durante 5 minutos. Esta solucion de disgregacion celular esta
recomendada por el fabricante de los transwells, ya que la tripsina es muy
agresiva y puede entorpecer la migracion. Posteriormente, la suspension celular
se centrifugdé durante 5 minutos a 1000 rpm. Se descarto el sobrenadante y se
resuspendido de nuevo con medio fresco IMDM sin FBS. Se realizé el contaje
celular en la camara de Neubauer y se sembraron las células a una densidad de
0.5x10° células por pocillo en la placa de transwells que se introdujo en la placa
receptora que contenia las muestras. En paralelo, en la placa receptora se
depositaron 100 pl por pocillo de las muestras a estudio segun la placa disefiada
para cada experimento (figura 14). A su vez, se prepararon las muestras de los
controles positivos (diferentes diluciones conocidas de MDA-MB231 en los
pocillos de los transwells y medio IMDM con FBS en los pocillos de la placa
receptora) y los controles negativos (medio sin células en los transwells y medio
con FBS en la placa receptora). Ademas, en los ensayos de migracion e invasion,
se afadieron unos pozos que contenian células en los transwells y medio IMDM
con y sin FBS en los pocillos de la placa receptora. De esta manera, se pudo
determinar los niveles de referencia de migracion pasiva de las células (sin FBS) y

la migracién inducida por el propio FBS del medio de cultivo.

Después de una incubacion de 24 horas, se retiraron las muestras de la placa
receptora y se lavaron los pocillos con 100 pl por pocillo con el tampon D-PBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Invitrogen) que contiene calcio y
magnesio para preservar la adhesion de las células durante el lavado.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl de una solucién de disociacion celular en los
pocillos de la placa receptora (Cell Dissotiation Solution; AbBcn. Trevigen). En
este momento, se vaciaron los pocillos de la placa de transwells y se introdujo de
nuevo la placa de transwells en la placa receptora con la finalidad de poner en
contacto las células que habian migrado hasta la cara inferior del transwell con la
solucion de disociacion. Acto seguido, se realizdé una incubacion de una hora,
incluyendo un paso que consistié en golpear la placa con la punta de los dedos en

mitad de la incubacion para facilitar el desprendimiento de las células que
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estuviesen siendo disociadas en la cara inferior del transwell. Tras 1 hora de
incubacion, se extrajo la placa de transwells con cuidado de no agitarla, de tal
manera que las células que hubieran migrado estuvieran ahora en suspension
dentro de los pozos de la placa receptora. Para iniciar el ensayo enzimatico, se
afiadieron 100 pl por pocillo de sustrato de hexosaminidasa 2x. La reaccion
colorimétrica se ley6 tras afiadir 160 pl por pocillo de solucién de revelado de la
hexosaminidasa tras un periodo de incubacion de 4 horas con el sustrato. La
lectura de la placa receptora con las células migradas desde los transwells, se

realizo en el espectrofotémetro a una longitud de onda (absorvancia) de 410 nm.

4.7.5.9 Ensayo de invasion celular

Los ensayos de invasion celular fueron realizados con la linea celular SW620. Se
seguid el mismo protocolo que en el ensayo de migracion con la diferencia de que
la membrana porosa de los transwells fue recubierta por una capa de membrana
basal que simula el ambiente del tejido conjuntivo (figura 15). Esta membrana
constituye una barrera adicional para que las células puedan traspasar el
transwell, de tal manera que solo podran hacerlo aquellas células con capacidad
de degradar el extracto de membrana basal y desplazarse a través de ella; es

decir, con capacidad invasiva.

La membrana basal incorporada a los transwells se constituyé con un extracto de
membrana basal ya preparada comercialmente (BME, Basement Membrane
Extract; Trevigen Inc, Gaithersburg, MD, USA) diluida con una solucion de tampoén
de recubrimiento (Coatting Buffer; Trevigen Inc, Gaithersburg, MD, USA).
Previamente a los ensayos, se hicieron pruebas de puesta a punto para
determinar la cantidad de membrana basal y su concentracion optima en relacion
a la capacidad invasiva basal de las células SW620 (sin tratamiento). Los mejores
resultados se obtuvieron utilizando 35 pl de membrana basal a una concentracion

0,5x respecto a la solucion concentrada comercial.

También en unos experimentos preliminares se detectd que al suplementar la
solucién de células SW620 con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) se obtuvo
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una mayor respuesta de la capacidad invasiva por efecto del FBS del medio de
cultivo. Anadir PMA fue una condicion oOptima para poner de manifiesto la
actividad invasiva de las células SW620. Por ello todos los experimentos de
invasion con la linea SW620 fueron realizados en presencia de PMA 200 nM,

tanto en controles como en cultivos tratados.

El protocolo del ensayo de invasion celular fue igual al de migracion excepto por
la linia celular empleada y por la presencia de membrana basal en los transwells.
Brevemente, se sembro la linea celular SW620 en medio de cultivo DMEM con
10% de FBS a densidad 1x10° células por pocillo. A las 24 horas de incubacién se
dejaron las células sin FBS (starving), afiadiéndoles IMDM suplementado con ITS,
24 horas més. Al dia siguiente, se colocaron las muestras a estudio en los pocillos
de la placa receptora previamente diluidos al 10% con IMDM vy filtrados (en el
caso de los liquidos peritoneales). En paralelo, se retird6 el medio IMDM de los
frascos de cultivo donde crecian las células y se disgregaron con solucion
Accutase. La suspension celular obtenida tras afadirle el PMA fue sembrada a
una densidad de 1x10° células por pocillo en una placa de transwells que
contenia la membrana basal. Finalmente, se introdujo la placa de transwells en la
placa receptora que contenia las muestras. Después de 24 horas, se realiz6 el
ensayo de hexosaminidasa para determinar el nimero de células que habian
invadido la membrana basal de los transwells y se habian depositado en el fondo
de los pocillos de la placa receptora (figura 17). Siguiendo los mismos pasos
descritos en el ensayo de migracion se realizo la lectura de las placas en el

espectrofotometro.
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Cultivo de células tumorales

Membrana basal

l Medio de cultivo

con muestras a estudio
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U‘, : : ,ai\ Anélisis de INVASION celular

Figura 17. Representacion esquematica del ensayo de invasién in vitro con células SW620 al aplicar
muestras de suero y liquido peritoneal.

4.8 Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron en forma de media (y desviacion
estandar, DE) si seguian una distribucion normal o mediana (y rango intercuartil)
si no tenian una distribucién normal. Las variables cualitativas se expresaron en

frecuencias y porcentajes.

Las variables cuantitativas se han comparado mediante la prueba de la T de
Student o el test no paramétrico de Wilcoxon, cuando la variable no seguia una
distribucion normal. Las variables categéricas se han comparado mediante el test
de chi-cuadrado. Para valorar el grado de asociacion entre variables, se calculé el
coeficiente de correlacion de Pearson y se aplico la correlacion de Spearman para

las variables no paramétricas.

Los andlisis bivariados se realizaron con el analisis proporcional de Cox para
estudiar la asociacion entre variables clinico-patoldgicas, resultados de los
ensayos in vitro e infeccion peritoneal, y para estimar la asociacion entre las

diferentes variables y la recurrencia de la enfermedad.
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El andlisis de supervivencia se calculé con el método de Kaplan-Meier y el

analisis estadistico para comparar los grupos fue el test de Log-Rank.

Una P< 0.05 se considerd estadisticamente significativa. Todos los calculos se
realizaron con el programa estadistico SPSS version 18.0 (SPPS Inc, Chicago,
IL).

4.9 Aspectos éticos

El presente proyecto de investigacion siguio los principios éticos de la Declaracion
de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial. Este proyecto fue presentado y

aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital del Mar.

A todos los pacientes incluidos en este estudio se les proporcioné una Hoja de
Informacién (ANEXO 1) y una Hoja de Consentimiento Informado (ANEXO 2).
Aquellos pacientes que no firmaron el consentimiento informado no fueron
incluidos en el estudio. Asi mismo, todos los datos generados en este estudio

fueron y seran tratados de forma confidencial segun la legislacion vigente.

4.10 Aspectos de financiacion

El presente estudio se ha realizado con la ayuda de una beca del Fondo de
Investigacion Sanitaria del Instituto de Salud Carlos 1l (ISCIIl) concedida en el
2012 con un periodo de duracibn de tres afios, con numero de registro
P111/01093 y como investigador principal el Dr. Miguel Pera.

La autora de la tesis obtuvo una beca competitiva, Ayudas de Investigacion Jordi

Gras para Residentes del Parc de Salut Mar entre Agosto 2011 y Julio 2012.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los pacientes, del tumor y resultados

perioperatorios.

Entre enero de 2008 y marzo de 2012 se diagnosticaron en nuestro hospital 420
pacientes de CCR con indicaciéon de cirugia con intencién curativa, que no
presentaron ninguno de los criterios de exclusion (ver apartado 4.2.2). Estos

fueron los pacientes elegibles para el estudio.

Cuarenta y siete pacientes presentaron una infeccibn Organo-espacio
postoperatoria, lo que representa un 11,2% del total de pacientes. En 34
pacientes se tratd de una peritonitis secundaria a una dehiscencia de anastomosis
y los otros 13 pacientes presentaron un absceso intrabdominal. Estos pacientes
fueron incluidos en el grupo infeccién (figura 18). Para constituir el grupo control
se seleccionaron 47 pacientes que no presentaron ninguna complicacion
postoperatoria y fueron apareados con los pacientes del grupo infeccion por siete

variables (ver apartado 4.2.3).

Intervenidos de CCR
n=420

I 1
L, . 4 N\
Infeccidn peritoneal . . .
Otras complicaciones Sin complicaciones

(orgarl:]o= E;pamo) n=108 n=265

Grupo INFECCION Grupo CONTROL
n=47 n=47

13 abscesos
intrabdominales

34 dehiscencias
anastomoticas
= J

FIGURA 18: Diagrama de flujo de la inclusién de pacientes en el presente estudio.
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Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes de cada uno de los
grupos se muestran en la tabla 4. Podemos observar, por el propio disefio del
estudio, que no hubo diferencias entre grupos en la edad media ni el sexo de los
pacientes, asi como tampoco en la localizacion del tumor. El porcentaje de
pacientes con categoria ASA (American Society of Anesthesiologists) 3 y 4 fue
mayor en el grupo infeccidén, aunque esta diferencia no alcanzé la significacion
estadistica. Tampoco observamos diferencias entre los niveles del antigeno
carcinoembrionario (CEA) preoperatorios entre grupos. En relacion a los
pacientes con cancer de recto, se administré tratamiento neoadyuvante en 5

pacientes de cada grupo.

Tabla 4: Caracteristicas de los pacientes del estudio.

Grupo Control Grupo Infeccién 5
(n=47) (n=47)
Edad (afios); xtDE 72+9 74+£9
Sexo (hombres); n(%) 33(70) 33 (70)
Categoria ASA; n(%)
-2 19 (40,4 10(21,4
-3 26 §55,5; 3;(68)) 0195
4 2 (4,3) 5(10,6)
Localizacion del tumor
Colon Derecho 18 (38) 18 (38)
Colon Izquierdo 15 (32) 15 (32)
Recto 14 (30) 14 (30)
CEA preoperatorio (ng/dl) xxDE 10+£11 11+£33 0,893

En la tabla 5 se observan las caracteristicas perioperatorias en ambos grupos. La
reseccion del tumor se realizé por laparoscopia en 10 pacientes de cada grupo,
otra de las variables de apareamiento. No encontramos diferencias ni en el tiempo

operatorio ni en la necesidad de transfusion perioperatoria.

Veinte y cinco (53%) pacientes del grupo infeccidn precisaron una reintervencion
quirdrgica, en todos los casos por peritonitis secundaria a una dehiscencia de la
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anastomosis. Los otros 22 pacientes del grupo infeccion fueron tratados con éxito
con antibioticos y drenaje percutaneo. Tres pacientes del grupo infeccion
fallecieron en los 30 dias siguientes a la intervencion quirdrgica por
complicaciones postoperatorias. Como era de esperar, la estancia postoperatoria

de los pacientes que presentaron una infeccidén peritoneal fue significativamente

mas prolongada que los que no presentaron complicacion alguna.

Tabla 5: Caracteristicas perioperatorias relacionadas con la intervencién quirdrgica.

Grupo Control Grupo Infeccion 5
(n=47) (n=47)
Abordaje laparoscopico; n(%) 10 (21) 10 (21)
Tiempo operatorio (min); x+tDE 194 £ 78 204 £ 89 0,734
Transfusion sanguinea; n(%) 5(11) 6 (13) 1,000
Reoperacion; n(%) 0 (0) 25 (53) 0,001
Estancia hospitalaria (dias); xxDE 7+8 25+11 0,001

La tabla 6 muestra la distribucién de los pacientes segun el estadio tumoral, otra
de las variables de apareamiento. En la mayoria de los pacientes el grado de
extension correspondia a los estadios Il y Ill. La cirugia fue RO en todos los
pacientes de los dos grupos. No observamos diferencias significativas en el
namero de ganglios identificados entre los grupos. Tampoco encontramos
diferencias significativas en otras caracteristicas anatomopatoldgicas del tumor,
como el grado de diferenciacion celular o la presencia de invasion linfovascular o

perineural.
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Tabla 6: Caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores en ambos grupos.

Grupo Control Grupo Infeccion .

(n=47) (n=47)
Estadio tumoral; n(%)
- Estadio | 7 (15) 7 (15)
- Estadio Il 20 (42,5) 20 (42,5)
- Estadio IlI 20 (42,5) 20 (42,5)
Numero de ganglios
_ N 23+15 22+14 0,559
identificados; xtDE
Grado de diferenciacion; n(%)
- Bajo grado 35 (74) 33 (70)

0,646

- Alto grado 12 (26) 14 (30)
Invasion linfovascular; n(%) 20 (42) 15 (32) 0,289
Invasion perineural; n(%) 15 (32) 11 (23) 0,358

No hubo diferencias significativas en la administracién de quimioterapia adyuvante
entre los dos grupos del estudio (grupo control: 21 (44%) pacientes vs. grupo
infeccion: 15 (31%) pacientes; p=0,134).

5.2 Resultados de los ensayos ELISA (IL-6 y VEGF)

Se determind la concentracion de las citoquinas IL-6 y VEGF como marcadores
de inflamacion y angiogénesis, respectivamente, en las muestras de suero
extraidas a los pacientes en el cuarto dia del postoperatorio (grupo control) o el

dia que presentaron la infeccion peritoneal (grupo infeccion).

5.2.1 Respuesta inflamatoria sistémica (IL-6)

La concentracion de IL-6 postoperatoria en suero fue significativamente mayor en
aguellos pacientes que presentaron una infeccion peritoneal en comparacion con

la de aquellos pacientes que no presentaron ninguna complicacién postquirtrgica
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(grupo control: 20,7 pg/ml [-15,5 — 60,3] vs. grupo infeccién: 83,7 pg/ml [24 —
337,1]; P=0,002) (figura 19).
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Figura 19. Valores de IL-6 (pg/ml) en las muestras de suero del 4° dia postoperatorio del grupo control y del
dia de la infeccion en el grupo infeccién (* P<0,05).

Al analizar con detalle los pacientes del grupo infeccion, no se hallaron diferencias
en la respuesta inflamatoria sistémica entre los pacientes que presentaron una
peritonitis secundaria a una dehiscencia anastomotica y los que presentaron un
absceso intrabdominal (106,1 pg/ml [32,0 — 465,72] vs. 50 pg/ml [4,9 — 109,3];
P=0,127). En cambio, cuando se compararon aquellos pacientes que precisaron
una nueva intervencion quirargica para tratar la infeccion postoperatoria con los
pacientes que fueron tratados con antibioticoterapia y drenaje percutaneo, se
observé que la concentracion de IL-6 en suero fue significativamente mas elevada
en aquellos pacientes que fueron reintervenidos (257,4 pg/ml [43 — 546,9] vs. 49,9
pg/ml [20,2 — 106,7]; P=0,030).
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5.2.2 Respuesta angiogénica sistémica (VEGF)

Los niveles de citoquina angiogénica VEGF postoperatorios en suero también
fueron mas elevados en aquellos pacientes que presentaron una infeccién
peritoneal en el postoperatorio cuando se compararon con aquellos pacientes que
no presentaron ninguna complicacion postquirdrgica. En este caso, la diferencia
entre los grupos también fue estadisticamente significativa (grupo control: 697,8
pg/ml [422,5 — 1.036,0] vs. grupo infeccién: 1.145,5 pg/ml [706,3 — 1.746,5];
P<0,001) (figura 20).
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Figura 20. Valores de VEGF (pg/ml) en las muestras de suero del 4° dia postoperatorio del grupo control y del
dia de la infeccion en el grupo infeccion(* P<0,05).

Cuando se analizaron Uunicamente los pacientes con una infeccion peritoneal, no
se hallaron diferencias significativas en la concentracion postoperatoria de VEGF
entre aquellos que presentaron una peritonitis en comparacion con los que
presentaron un absceso intrabdominal (1.273,5 pg/ml [806,4 — 2.168,4] vs.
1.029,5 pg/ml [564,9 — 1.403]; P=0,177). Tampoco se encontraron diferencias

entre aquellos que precisaron de una reintervenciéon respecto los que se trataron
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con antibioticoterapia y drenaje percutaneo (1.077,2 pg/ml [779,4 — 1.774] vs.
1.241,5 pg/ml [642,9 — 1.801,6]; P=0,732).

5.3 Resultado de arrays de anticuerpos

Se analiz6 el patrén de expresion de 43 citoquinas inflamatorias y/o angiogénicas
en los sueros extraidos en el postoperatorio de ambos grupos. Debido a la
extincion de algunas muestras, el analisis de arrays de anticuerpos se realizo en

un total de 45 parejas.

Los resultados normalizados mostraron que las concentraciones de todas las
citoquinas angiogénicas y/o inflamatorias analizadas estaban significativamente

mas elevadas en el grupo infeccidn respecto al control (tabla 7).

Tabla 7: Analisis de 43 citoquinas inflamatorias y angiogénicas en ambos grupos (unidades arbitrarias; todas
las variables se compararon tras realizar transformacion logaritmica).

CITOQUINAS Grupo Control (N=45) Grupo Infeccion (N=45) P

Angiogenina 6,96 + 2,8 9,05+2 <0,001
EGF 56327 7,78+2,2 <0,001
ENA-78 245+29 4,66 £2,3 <0,001
b FGF 1,64 +3,3 3,75+2,8 0,002
GRO 3,96+27 572+29 0,004
INF-y 1,34 £3,8 3,58+3,1 0,005
IGF-I 1,89+ 3,2 351+2,6 0,006
IL-6 256+21 492+2,1 <0,001
IL-8 2,54 £3,7 4,77+ 3,4 0,003
Leptina 3,41 £33 573+25 0,001
MCP-1 3,50+£29 6,19+2,6 <0,001
PDGF-BB 3,69+27 59922 <0,001
PIGF 2,46 +3,1 4,04+238 0,013
RANTES 6,36 +2,5 8,16 +2,1 0,001
TGF-f1 2,89+28 49924 <0,001
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TIMP-1 551+27 7,70+2.3 <0,001
TIMP-2 5,44 £2,6 7531272 <0,001
Trombopoietina 2,72+28 464 +£27 <0,001
VEGF 1,49+35 421+24 <0,001
VEGF-D 2,23+3,.3 4,41+27 <0,001
Angiopoietina-1 1,30+3,3 3,40+ 3,3 0002

Angiopoietina-2 2,65+28 50725 <0,001
Angiostatina 3,48+28 558+2,2 <0,001
Endostatina 1,92 £ 3,7 495+272 <0,001
G-CSF -0,35+3,9 2,42+35 <0,001
GM-GSF 0,42 £3,7 2,97+28 <0,001
1-309 1,49+2,6 3,36+29 0,002
IL-10 0,60 £ 3,4 2,59+3/4 0,005
IL-1a 3,26 £2,7 5,24 +2.2 <0,001
IL-1B 3,46 +27 5,30 £2,2 <0,001
IL-2 1,96 + 3,4 431+23 <0,001
IL-4 0,84 £ 3,9 3,69+27 <0,001
I-TAC 1,89+3 3,96+2.8 0,001

MCP-3 -0,15+4,1 2,53+3,4 0,003

MCP-4 0,64 + 3,8 3,69+24 <0,001
MMP-1 3,62+2,6 558+2.3 <0,001
MMP-9 513+2,6 6,97 £2,1 0,001

PECAM-1 2,77+27 5,03+2.22 <0,001
Tie-2 250+2,8 475+22 <0,001
TNF-a 241+24 458+2,6 <0,001
u PAR 324+29 536+2,4 <0,001
VEGF R2 434+26 576 £2,1 0,006

VEGF R3 412+28 579+2,4 0,001

Dada la variabilidad de los resultados obtenidos, se decidié realizar un analisis

relativo entre los valores de citoquinas aumentados en los pacientes infectados
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respecto a sus controles; en vez de considerar sus valores absolutos. De esta
manera, analizamos las citoquinas que se habian duplicado y también las que se
habian inducido mas de 100 veces en cada infectado respecto a su control (figura
21). Se observé una gran variabilidad de expresién de citoquinas entre las

parejas, asi como una gran variabilidad en la magnitud de la induccién.
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Figura 21.Relacion entre el nimero de citoquinas inducidas mas de 2 veces (barras gris claro) o mas de 100
veces (barra gris oscuro) en cada pareja de pacientes, concretamente entre el paciente infectado respecto a
su control apareado. Se muestra también aquellas parejas donde el paciente infectado (INF) o control (CON)
0 ambos (BOTH) presentaron una recurrencia tumoral.

54 Resultados de los ensayos de proliferacién, migracion e

invasion

A continuacidbn se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de
proliferacion, migracion e invasion al tratar lineas celulares tumorales con
muestras de suero o liquido peritoneal de los pacientes de ambos grupos. Se han
utilizado muestras preoperatorias 0 basales y muestras postoperatorias obtenidas
en el 4° dia postoperatorio en los controles o en el dia del diagndstico de la

infeccion peritoneal, en el grupo infeccion.
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Los resultados finales fueron normalizados como porcentaje respecto al valor
preoperatorio de la muestra control; es decir, los resultados se expresan como
namero relativo de células respecto el nimero de células detectadas con la
muestra preoperatoria del control. De esta manera, se asegura que la
comparacion de los resultados obtenidos entre las diferentes placas de los

ensayos in vitro es correcta mediante el test no paramétrico de Wilcoxon.

Se compararon los resultados de las muestras preoperatorias asi como las
muestras postoperatorias entre grupos. Estos resultados vienen representados
por histogramas. Posteriormente, se analizaron los resultados preoperatorios y
postoperatorios de cada uno de los grupos. Finalmente, se calcularon las
diferencias en la capacidad de proliferacion, migracién e invasién entre las
muestras preoperatorias y postoperatorios dentro de cada grupo; y hemos
comparado dichas diferencias entre los grupos. Todos estos ultimos resultados se

muestran en tablas.

Debido a la falta de recogida de 6 muestras preoperatorias de suero del grupo
infeccion; los resultados que implican estas muestras se analizan sobre un total
de 41 muestras, habiéndose pues eliminado del analisis sus parejas control o0 sus

correspondientes muestras postoperatorias segun la comparacion realizada.

5.4.1 Ensayo de proliferacién en suero

* Linea celular MDA-MB-231

Tal como se observa en la figura 22, la capacidad de proliferacién celular al
aplicar muestras preoperatorias es significativamente menor en el grupo infeccion
respecto al control (P=0,007). En cambio, las muestras postoperatorias del grupo
infeccion inducen una mayor proliferacibn celular que las muestras
postoperatorias del grupo control, y esta diferencia también alcanza la

significacion estadistica (P=0,013).
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Figura 22: Proliferacion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion. * P<0,05.

Se observd un incremento significativo de la proliferacion celular con las muestras
postoperatorias del grupo infeccion que no se detectd con las muestras del grupo
control. Al comparar la diferencia entre las muestras postoperatorias y
preoperatorias de cada grupo, obtuvimos un aumento significativo de la
proliferacion celular en el grupo infeccién (tabla 8). En resumen, se puede concluir
que los sueros de pacientes con infeccion peritoneal postoperatoria inducen un
aumento de la proliferacion celular en la linea MDA-MB-231 respecto muestras
preoperatorias, asi como con muestras postoperatorias de suero de pacientes sin

complicaciones postoperatorias.

Tabla 8. Proliferacion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccién.

ENSAYO DE PROLIFERACION (MDA -MB-231) NUmero relativo .

SUERO de células
Preoperatoria 100+ 0

Grupo Control (n=41) 0,425
4° dia 99,42 +4,9
Preoperatoria 97,62+5,4

Grupo Infeccion (n=41) 0,003
Dia de la infeccién 100,33 +5,9

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -0,30+5 0.010

infeccion y preoperatoria) (n=41) Grupo Infeccion 2,71+£55 ’
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* Linea celular SW620

Se detectdé una menor proliferacion celular al aplicar muestras de suero
preoperatorias del grupo infeccion al compararlas con las muestras preoperatorias
del grupo control (P=0,019). Esta diferencia de proliferacion celular no se objetivo

al comparar las muestras postoperatorias entre grupos (P=0,362) (figura 23).
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Figura 23: Proliferacion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccién. * P<0,05.

No se hallaron diferencias de proliferacion celular en la linea celular SW620 al
comparar las muestras de suero preoperatorio y postoperatorio en el grupo control
ni en el grupo infeccion. Al igual que sucedia con la linea celular MDA-MB-231,
con la linea celular SW620 también se detectdé una mayor induccion de la
proliferacion celular en el grupo infeccién. Pero en este caso, la diferencia de

proliferacion entre grupos no alcanza la significacion estadistica (tabla 9).
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Tabla 9. Proliferacion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

ENSAYO DE PROLIFERACION (SW620) Numero relativo b

SUERO de células
Preoperatoria 1000

Grupo Control (n=41) 0,854
4° dia 99,84 +5,8

_ Preoperatoria 97,73+5,9

Grupo Infeccién (n=41) 0,138
Dia de la infeccion 98,88 + 6,9

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -0,04+5,6 0.916

infeccion y preoperatoria) (n=41) Grupo Infeccion 1,16 +4,9 ’

5.4.2 Ensayo de proliferacion en liquido peritoneal

A diferencia de la supervivencia celular (mayor o menor) observada con las
muestras de suero, algunas muestras de liquido peritoneal revelaron un efecto
citotoxico, es decir, de muerte celular. Este efecto citotoxico se objetivd solo en
muestras postoperatorias de ambos grupos y de forma paralela en ambas lineas
celulares. Finalmente, este efecto citotoxico se observd en ambos grupos,
obteniendo parejas de muestras con efecto citotoxico solo en el grupo infeccion, o
en el grupo control o en ambas muestras postoperatorias. A pesar de que se
detect6 mayor muerte celular en el grupo infeccion (n=28) que en el grupo control
(n=26) esta diferencia no fue estadisticamente significativa (P>0,1). Por este
motivo, los ensayos de proliferacion en ambas lineas celulares con liquido
peritoneal solo se realizaron en un total de 21 parejas para los que incluyeron
muestras soélo del grupo control y 19 parejas para los analisis que incluyeron

muestras del grupo infeccion.

e Linea celular MDA-MB-231

No se encontraron diferencias en la proliferacién celular entre grupos al comparar

muestras preoperatorias (P=0,582) ni postoperatorias (P=0,748) (figura 24).
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Figura 24: Proliferacion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de liquido peritoneal,

preoperatorias y postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion. * P<0.05.

Las muestras postoperatorias de liquido peritoneal mostraron una proliferacion

celular significativamente menor que las muestras preoperatorias, en el grupo

control y en el grupo infeccidon. La actividad proliferativa de la linia celular MDA-

MB-231 no es diferente al comparar entre grupos la diferencia entre muestras

postoperatorias y preoperatorias (tabla 10).

Tabla 10. Proliferacion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de liquido peritoneal,

preoperatorias y postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

ENSAYO DE PROLIFERACION (MDA-MB-231)

NuUmero relativo

P

LIQUIDO PERITONEAL de células
Preoperatoria 100+ 0

Grupo Control (n=21) <0,001
4° dia 94,10+5,4
Preoperatoria 100,73 £5,7

Grupo Infeccion (n=19) 0,016
Dia de la infeccion 93,93+ 10,6

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -5,82£5,6 0.798

infeccioén y preoperatoria) (n=19) Grupo Infeccion -6,80+£11,1 ’
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e Linea celular SW620

Las muestras preoperatorias de liquido peritoneal del grupo infeccién inducen una
mayor proliferacion celular que las muestras preoperatorias del grupo control
(P=0,028). Sin embargo, no se observa una capacidad de proliferacion celular
significativamente mayor en las muestras postoperatorias del grupo infeccién
(P=0,245) (figura 25).
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Figura 25: Proliferacién celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de liquido peritoneal, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion. * P<0.05.

Al igual que en la linea celular MDA-MB-231, las muestras postoperatorias de
liquido peritoneal aplicadas a la linea celular SW620, mostraron una menor
capacidad proliferativa que las muestras preoperatorias en ambos grupos. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa tanto en el grupo control como en el
grupo infeccion (tabla 11). Pero no se detectaron diferencias al estudiar las

diferencias entre muestras postoperatorias y preoperatorias de ambos grupos.
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Tabla 11. Proliferacién celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de liquido peritoneal, preoperatorias y

postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccién.

ENSAYO DE PROLIFERACION (SW620)

NUmero relativo

. P

LIQUIDO PERITONEAL de células
Preoperatoria 100+ 0

Grupo Control (n=21) 0,003
4° dia 94,76 £ 7,2
Preoperatoria 103,59 + 6,6

Grupo Infeccion (n=19) 0,017
Dia de la infeccion 97,03+9,7

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -5,39+7,5 0.730

infeccioén y preoperatoria) (n=19) Grupo Infeccion -6,56 £ 10,9 ’

5.4.3 Ensayo de migracion en suero

Al comparar las muestras preoperatorias de suero de ambos grupos, se observé
una menor migracion de las células MDA-MB-231 en el grupo infeccién (P<0,005).
Sin embargo, al comparar las muestras postoperatorias de ambos grupos

encontramos una mayor capacidad de migracion celular en el grupo infeccion

(P=0,013) (figura 26).
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Figura 26: Migracion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccién. * P<0.05.
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Las muestras postoperatorias de suero del grupo control disminuyen la migracion
de las células MDA-MB-231 respecto sus muestras preoperatorias, mientras que
las muestras postoperatorias del grupo infeccion inducen un aumento significativo
de la migracién celular (tabla 12). La diferencia entre muestras postoperatorias y
preoperatorias entre grupos, es significativamente mayor en el grupo infeccion.

Tabla 12. Migracion celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

ENSAYO DE MIGRACION (MDA -MB-231) Numero relativo 5

SUERO de células
Preoperatoria 100+0

Grupo Control (n=41) <0,001
4° dia 87,45+ 17,5

_ Preoperatoria 86,33+21,9

Grupo Infeccién (n=41) 0,006
Dia de la infeccién 99,7 +32,3

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -11,27 £16,9 0.001

< 1
infeccion y preoperatoria) (n=41) Grupo Infeccion 13,44 + 29,8

5.4.4 Ensayo de migracion en liquido peritoneal

Debido al efecto citotoxico observado tras aplicar determinadas muestras de
liquido peritoneal; los ensayos de migracion se realizaron soélo con las parejas de
muestras que revelaron supervivencia celular. Los ensayos de migracion con

liquido peritoneal se realizaron en 38 muestras (19 parejas).

Al comparar las muestras preoperatorias de ambos grupos se detecté una menor
capacidad migratoria estadisticamente significativa con las muestras basales del
grupo infeccion (P=0,009). En cambio, al comparar las muestras postoperatorias
se detectd un aumento de la migracion celular en el grupo infeccion también

estadisticamente significativo (P=0,016) (figura 27).
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Figura 27: Migracién celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de liquido peritoneal,
preoperatorias y postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion. * P<0.05.

No se observaron diferencias significativas entre las muestras preoperatorias y
postoperatorias del grupo control. Sin embargo, se detectd6 un aumento
significativo de la migracién celular en las muestras postoperatorias del grupo
infeccibn comparandolas con sus muestras preoperatorias (tabla 13). La induccion
de la actividad migratoria entre muestras preoperatorias y postoperatorias del
grupo infeccion fue significativamente mayor que la detectada en el grupo control.
De la misma manera que se detectd una mayor migracion celular al aplicar suero

de pacientes infectados, también fue evidente con muestras de liquido peritoneal.

Tabla 13. Migraciéon celular de la linea MDA-MB-231 tras aplicar muestras de liquido peritoneal,
preoperatorias y postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

ENSAYO DE MIGRACION (MDA-MB-231) NUmero relativo 5

LIQUIDO PERITONEAL de células
Preoperatoria 100+ 0

Grupo Control (n=21) 0,373
4° dia 94,23 +£29,1

_ Preoperatoria 84,01 + 23,8

Grupo Infeccién (n=19) 0,009
Dia de la infeccion 139,6 + 84,7

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -5,65 +£ 30,5 0.008

infeccion y preoperatoria) (n=19) Grupo Infeccion 55,59 £ 83,2 ’
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5.4.5 Ensayo de invasion en suero

No se detectaron diferencias significativas en relacion a la capacidad invasiva de

la linea celular SW620 analizada entre grupos, ni en las muestras preoperatorias

(P=0,291) ni en las muestras postoperatorias (P=0,122) (figura 28).
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Figura 28: Invasion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de suero, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

Se observé un descenso de la capacidad invasiva de la linea celular SW620 al

tratarlas con muestras de suero obtenidas en el postoperatorio respecto las

muestras preoperatorias. Pero solo se alcanzo la significacion estadistica en el

grupo infeccion (tabla 14). La diferencia entre las muestras postoperatoria y

preoperatoria entre grupos no mostré diferencias. En resumen, no se observaron

diferencias de induccion invasiva entre grupos al aplicar muestras de suero.
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Tabla 14. Invasion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de suero, basal y del 4° dia postoperatorio
o del dia de la infeccidn si ocurria, en el grupo control e infeccion.

NuUmero relativo

ENSAYO DE INVASION (SW620) ’ P
de células

SUERO
Preoperatoria 100+ 0

Grupo Control (n=41) 0,170
4° dia 92,94 + 34,7
Preoperatoria 93,97 £ 36,1

Grupo Infeccion (n=41) 0,043
Dia de la infeccion 86,14 + 24,1

Diferencia (entre 4°dia/dia de la | Grupo Control -9,18 £34,1 0.861

infeccién y preoperatoria) (n=41) Grupo Infeccion -7,82 £23,9 ’

5.4.6 Ensayo de invasion en liquido peritoneal

Al igual que los ensayos de migracion, los ensayos de invasion con liquido
peritoneal se realizaron en las 19 parejas que mostraron supervivencia celular.

No se detectaron diferencias en la capacidad invasiva de la linea celular SW620
entre las muestras preoperatorias de ambos grupos (P=0.053). En cambio, la
capacidad invasiva de las muestras postoperatorias del grupo infeccion fue
significativamente mayor que las muestras postoperatorias del grupo control
(P=0.024) (figura 29).
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Figura 29: Invasion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de liquido peritoneal, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccién. * P<0.05.

122



RESULTADOS

No se observaron diferencias de invasion celular al aplicar muestras de liquido
peritoneal preoperatorio y postoperatorio en el grupo control. Pero si observo una
mayor induccion de la invasion celular con las muestras postoperatorias del grupo
infeccion (tabla 15). Asimismo, se detectdé una mayor capacidad de invasion
celular en el grupo infeccion respecto al control al comparar las diferencias entre
muestras postoperatorias y preoperatorias de cada grupo. Esta diferencia alcanzo

la significacion estadistica.

Tabla 15. Invasion celular de la linea SW620 tras aplicar muestras de liquido peritoneal, preoperatorias y
postoperatorias, de los pacientes del grupo control e infeccion.

ENSAYO DE INVASION (SW620) NUmero relativo .

LIQUIDO PERITONEAL de células
Preoperatoria 1000

Grupo Control (n=21) 0,405
4° dia 102,95 + 15,9

_ Preoperatoria 91,70+ 17,5

Grupo Infeccién (n=19) 0,043
Dia de la infeccién 114,71 + 27,8

Diferencia (entre4°dia/dia de la | Grupo Control 2,81+16,2 0.004

infeccion y preoperatoria) (n=19) Grupo Infeccion 23,01 £23,4 ’

5.5 Estudio de supervivencia y recurrencia tumoral

Excluyendo los 3 pacientes que fallecieron en el postoperatorio inmediato, el
namero final de pacientes para el andlisis de supervivencia y recurrencia es de 91
pacientes. La mediana de seguimiento de estos pacientes fue de 38 meses (25 —
55).
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5.5.1 Estudio de supervivencia global y por grupos

Al final del periodo de seguimiento, de los 91 pacientes murieron 23, 9 del grupo
control y 13 del grupo infeccion. La supervivencia global de nuestra muestra fue
del 74,7%.

Al comparar las curvas de supervivencia global mediante el test de Log-Rank, se
observé que la supervivencia global fue significativamente mayor en los pacientes
que presentaron un curso postoperatorio sin complicaciones (grupo control)
(figura 30).
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Figura 30: Supervivencia global en cada uno de los grupos.
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5.5.2 Estudio de recurrencia global y por grupos

Sobre el total de 91 pacientes a estudio, el nUmero de pacientes que recurrieron
al final del seguimiento fue de 18 (19,8%). Seis (12,8%) pacientes del grupo
control presentaron una recurrencia en comparacion con los 12 pacientes (27,3%)
del grupo infeccidon que presentaron una recurrencia local o sistémica (P=0,001).
Los pacientes con infeccidbn peritoneal postoperatoria presentaron mayor

porcentaje de recurrencia que los pacientes sin complicaciones postoperatorias.

Tabla 16. Recurrencia local y sistémica por grupos.

RECURRENCIA Grupo Control Grupo Infeccion 5
LOCAL (n=47) (n=44)
Si n(% 1(2,1% 2 (4,5%

(%) (2,1%) (4,5%) 0.608
No n(%) 46 (97,9%) 42 (95,5%)
RECURRENCIA Grupo Control Grupo Infeccion 5
SISTEMICA (N=47) (N=44)
Si n(%) 5 (10,6%) 10 (22,7%) 0.120
No n(%) 42 (89.4%) 34 (77.3%) '

Cuando se analiz6 el tipo de recurrencia, local o sistémica, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (tabla 16). El grupo
infeccion presentd una mayor recurrencia global a expensas de la recurrencia
sistémica. Concretamente, 10 de los 12 pacientes del grupo infeccion que
recurrieron, presentaron una recidiva sistémica. Se realiz6 tratamiento quirdrgico
de rescate en dos recidivas hepaticas y una pulmonar. Los 2 pacientes con
recurrencia local siguieron un tratamiento paliativo. Por otro lado, de los 6
pacientes del grupo control que recurrieron, 5 presentaron una recidiva sistémica
(3 metastasis hepaticas y 2 metastasis pulmonares). Se indico tratamiento

quirdrgico de rescate en 3 de ellos, 2 resecciones hepéticas y una pulmonar).
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Al analizar el resultado oncoldgico por estadios se observé que ningun paciente
con estadio | tumoral presentd recurrencia del tumor. No se encontraron
diferencias de recurrencia tumoral entre el grupo control e infeccion en el estadio
Il (grupo control: 3/18 (16,7%) vs. grupo infeccion: 6/18 (33,3%); P=0,443); ni en el
estadio Il (grupo control: 3/18 (16,7%) vs. grupo infeccién: 6/18 (33,3%);
P=0,443).

Al comparar las curvas de supervivencia libre de enfermedad durante el
seguimiento mediante el test de Log-Rank, la supervivencia libre de enfermedad
fue significativamente mayor en los pacientes que presentaron un curso

postoperatorio sin complicaciones (grupo control) (figura 31).
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Figura 31: Supervivencia libre de enfermedad en cada uno de los grupos.

La supervivencia libre de enfermedad a los 2 afios fue significativamente menor
en los pacientes que presentaron una infeccién peritoneal postoperatoria (grupo
infeccion: 77,6% vs. grupo control 90,6%; P=0,032).
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5.6 Relacion entre variables de los pacientes, del tumor y
resultados de los diferentes ensayos con la recurrencia

tumoral

A continuacion se compararon diferentes variables de los pacientes, del tumor, los
valores resultantes de citoquinas obtenidos en los ensayos ELISA y los arrays de
anticuerpos y los resultados de los ensayos de proliferacion, migracion e invasion
celular, entre aquellos pacientes que presentaron una recurrencia tumoral (local
y/o sistémica) y los que no presentaron recurrencia durante el periodo de

seguimiento, independientemente del grupo a estudio.

5.6.1 Variables clinicas de los pacientes

En nuestra muestra de pacientes, no se hallé una asociacion entre el sexo, la
edad, la concentracion de CEA preoperatorio y la recurrencia tumoral (tabla 17).
La quimioterapia adyuvante tampoco se asocidé a una mayor 0 menor recurrencia

tumoral.

Sin embargo, la infeccion peritoneal postoperatoria se asocid significativamente a
una mayor recurrencia tumoral. La razon de riesgo (HR, hazard ratio) de
recurrencia tumoral de los pacientes con infeccidn peritoneal en comparacion con
los que no la presentaron fue de 2,954. En otras palabras, el riesgo de padecer
una recurrencia tumoral es casi tres veces mayor si se ha sufrido una infeccion

peritoneal postoperatoria.

Tabla 17. Analisis univariado de recurrencia y diferentes variables clinicas.

HR (IC 95%) P
Sexo (masculino) 0.570 (0.187 - 1.732) 0.321
Edad 0.996 (0.948 — 1.016) 0.858
CEA preoperatorio 0.997 (0.980 — 1.017) 0.784
Tratamiento Adyuvante 2.029 (0.786 — 5.240) 0.144
Infeccion Peritoneal 2.954 (1.100 — 7.931) 0.032
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5.6.2 Variables anatomopatolégicas del tumor

A diferencia de lo esperado, la afectaciéon ganglionar no se asocié a recurrencia
tumoral en el grupo estudiado (tabla 18). En cambio, el nimero de ganglios
identificados se asocié de forma significativa a una menor recurrencia tumoral. El
namero de ganglios identificados parece ser factor protector de recurrencia
tumoral. El grado de diferenciacion tumoral y la invasion linfovascular y perineural

No se asociaron a recurrencia tumoral.

Tabla 18. Andlisis univariado de recurrencia y diferentes variables anatomopatolégicas.

HR (IC 95%) P
Afectacion ganglionar (si vs. no) 1.298 (0.509 — 3.312) 0.585
Numero de ganglio identificados 0.932 (0.870 — 0.998) 0.044
Grado de diferenciacion 2.110 (0.816 — 5.459) 0.124
Invasion linfovascular 2.146 (0.849 — 5.421) 0.106
Invasion perineural 1.850 (0.715 - 4.789) 0.205

5.6.3 Resultados de los ensayos ELISA

Se estudio la respuesta inflamatoria (segun valores de IL-6) y la respuesta
angiogénica (segun valores de VEGF) postoperatoria entre aquellos pacientes
gue presentaron una recurrencia tumoral y los que no la presentaron durante el
seguimiento, independientemente de la presencia de infeccién. La concentraciéon
de IL-6 en suero no fue diferente entre los pacientes que recurrieron y los que no.
La concentracion de VEGF en suero fue mayor en los pacientes que recurrieron

casi alcanzando la significacion estadistica (tabla 19).

Tabla 19. Andlisis univariado de recurrencia y resultados de ensayos ELISA.

HR (IC 95%) P
IL-6 suero postoperatorio 0,951 (0,763 — 1,186) 0,657
VEGF suero postoperatorio 1,559 (0,973 — 2,499) 0,065
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5.6.4 Resultados de los arrays de anticuerpos

También se analiz6 si existia alguna asociacion entre los valores obtenidos de
cada citoquina en suero del postoperatorio y la recurrencia tumoral,
independientemente del grupo al cual pertenecen los pacientes. Ninguna de las
citoquinas mostro una asociacion estadisticamente significativa con la recurrencia
tumoral (tabla 20).

Tabla 20. Andlisis univariado de recurrencia y diferentes citoquinas inflamatorias y/o angiogénicas (todas las
variables se han comparado tras realizar transformacion logaritmica).

HR (IC 95%) P
Angiogenina 1,090 (0,926 — 1,284) 0,298
EGF 1,076 (0,906 — 1,278) 0,402
ENA-78 1,052 (0,896 — 1,234) 0,537
b FGF 1,048 (0,910 — 1,208) 0,511
GRO 1,063 (0,901 — 1,254) 0,469
INF-y 1,077 (0,954 — 1,215) 0,230
IGF-I 1,051 (0,919 — 1,203) 0,465
IL-6 1,025 (0,839 — 1,251) 0,811
IL-8 0,988 (0,869 — 1,122) 0,847
Leptina 1,051 (0,911 - 1,212) 0,494
MCP-1 1,038 (0,888 — 1,214) 0,637
PDGF-BB 1,110 (0,943 — 1,306) 0,208
PIGF 1,031 (0,891 — 1,192) 0,686
RANTES 1,190 (0,993 — 1,427) 0,059
TGF-B1 1,056 (0,890 — 1,254) 0,532
TIMP-1 1,067 (0,901 — 1,264) 0,451
TIMP-2 1,070 (0,894 — 1,282) 0,459
Trombopoietina 1,051 (0,894 — 1,236) 0,549
VEGF 1,103 (0,968 — 1,258) 0,140
VEGF-D 1,024 (0,886 — 1,183) 0,747
Angiopoietina-1 0,984 (0,853 — 1,134) 0,821
Angiopoietina-2 1,055 (0,895 — 1,244) 0,522
Angiostatina 1,063 (0,896 — 1,261) 0,484
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Endostatina 1,087 (0,937 — 1,260) 0,271
G-CSF 1,119 (0,991 — 1,264) 0,071
GM-GSF 1,122 (0,977 — 1,289) 0,103
1-309 1,088 (0,929 — 1,274) 0,296
IL-10 1,020 (0,886 — 1,173) 0,784
IL-1a 1,041 (0,874 — 1,240) 0,651
IL-1B 1,049 (0,880 — 1,250) 0,596
IL-2 1,029 (0,884 — 1,198) 0,708
IL-4 1,081 (0,946 — 1,235) 0,254
I-TAC 1,016 (0,861 — 1,197) 0,853
MCP-3 1,050 (0,932 — 1,182) 0,422
MCP-4 1,039 (0,906 — 1,191) 0,585
MMP-1 1,038 (0,872 — 1,235) 0,675
MMP-9 1,047 (0,875 — 1,252) 0,618
PECAM-1 1,059 (0,889 — 1,262) 0,522
Tie-2 1,067 (0,895 — 1,273) 0,469
TNF-a 0,988 (0,891 — 1,191) 0,900
u PAR 1,100 (0,936 — 1,293) 0,248
VEGF R2 1,078 (0,906 — 1,283) 0,398
VEGF R3 1,084 (0,921 — 1,277) 0,330

5.6.5 Resultados de los ensayos in vitro

Finalmente, se analizaron los resultados de actividad proliferativa, migratoria e
invasiva de las muestras postoperatorias y la diferencia entre las postoperatorias
y preoperatorias; y se compararon entre aquellos pacientes que presentaron una
recurrencia tumoral y los que no la presentaron independientemente de la

presencia de infeccion.

* Muestras del 4° dia postoperatorio o del dia de la infeccion

No se detectd una asociacion entre capacidad proliferativa de las células MDA-

MB-231 y la recurrencia tumoral, ni al tratar las células con suero ni con liquido
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peritoneal. En cambio, se detectd una mayor migracion celular en los pacientes
que recurrieron, asociacion que fue estadisticamente significativa entre la
recurrencia tumoral y la migracion celular al tratar las células MDA-MB-231 con
muestras postoperatorias de liquido peritoneal. La capacidad invasiva de las
células SW620 tras aplicarles muestras de suero Yy liquido peritoneal

postoperatorias no se asocio con la recurrencia tumoral (tabla 21).

Tabla 21. Analisis univariado de recurrencia tumoral y capacidad de proliferacién en la linea celular MDA-MB-
231, de migracién en la linea celular MDA-MB-231 y de invasion en la linea celular SW620 al tratarse con
muestras postoperatorias.

HR (IC 95%) P

Ensayo de proliferacion en suero 0,978 (0,886 — 1,081) | 0,667

Ensayo de proliferacion en liquido peritoneal 0,996 (0,985 — 1,007) | 0,491

Ensayo de migracion en suero 1,003 (0,982 - 1,025) | 0,792
Ensayo de migracion en liquido peritoneal 1,016 (1,000 — 1,032) | 0,044
Ensayo de invasion en suero 0,984 (0,963 — 1,007) | 0,167
Ensayo de invasion en liquido peritoneal 1,024 (0,955 — 1,055) | 0,104

» Diferencia entre las muestras postoperatorias (4° dia postoperatorio o

el dia de la infeccién) con las muestras preoperatorias (basales)

Los pacientes que presentaron una recurrencia tumoral expresaron un descenso
de la proliferacion de la linea celular MDA-MB-231 pero con una induccion de la
migracion mayor al estudiar las diferencias entre muestras postoperatorias y
preoperatorias de liquidos peritoneales que los pacientes que no recurrieron.
Estas asociaciones fueron estadisticamente significativas. En cambio, no se
detectd una asociacion entre recurrencia tumoral y la capacidad de proliferacion y
migracion de las células MDA-MB-231 al tratar las células con suero. La diferencia
entre muestras postoperatorias y preoperatorias sobre la capacidad invasiva de
las células SW620 tras aplicarles muestras de suero y liquido peritoneal no se

asocio con la recurrencia tumoral (Tabla 22).
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Tabla 22. Andlisis univariado de recurrencia tumoral y activacion o inhibicion de la capacidad de proliferacion
(en la linea celular MDA-MB-231), de migracion (en la linea MDA-MB-231) e invasion (en la linea SW620)
observada entre las muestras postoperatorias y preoperatorias.

HR (IC 95%) P

Ensayo de proliferacién en suero 0,948 (0,839 - 1,070) | 0,386

Ensayo de proliferacion en liquido peritoneal 0,986 (0,973 - 0,999) | 0,041

Ensayo de migracion en suero 1,010 (0,992 — 1,029) | 0,285
Ensayo de migracion en liquido peritoneal 1,017 (1,001 -1,033) | 0,034
Ensayo de invasion en suero 1,001 (0,973 -1,029) | 0,955
Ensayo de invasion en liquido peritoneal 1,016 (0,985 -1,047) | 0,317

En definitiva, se puede concluir que los liquidos peritoneales de pacientes con
recurrencia tumoral inducen una menor proliferacion celular pero una mayor

capacidad de migracion que los que no recurren.
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6 DISCUSION

Esta tesis doctoral se enmarca en la linea de investigacion principal del Grupo de
Investigacion en Cancer Colorrectal del’Institut Hospital del Mar d’Investigacions
Meédiques — Parc de Salut Mar (IMIM-PSMAR), la cual persigue entender los
mecanismos de recurrencia tumoral después de una exéresis quirlrgica con
intencién curativa, en particular de aquellos asociados a la infeccion peritoneal

postoperatoria.

Uno de los primeros objetivos de esta tesis ha sido continuar con la construccion
de un banco de muestras de suero y liquido peritoneal, junto con la descripcion de
los datos clinicos asociados a cada muestra. La relativa baja frecuencia de
recurrencia tumoral después de cirugia curativa, especialmente en los estadios | y
II, asi como la baja frecuencia de dehiscencias anastomoticas, requieren de la
realizacién de un trabajo continuo e integrado a lo largo de los afios para disponer
de un nuamero suficiente de casos rigurosamente apareados con sus controles.
Esta tesis ha sido una parte muy relevante de este trabajo multianual, y los
resultados conseguidos muestran en particular, que la magnitud del modelo

construido posee ya una potencia estadistica razonable.

Otra de las finalidades de la tesis ha sido contribuir a la mejora de nuestro
potencial investigador hacia la puesta en marcha de métodos experimentales en
biologia celular que permitan desarrollar funcionalmente ciertas hipoétesis
originadas en la clinica. En concreto, los métodos desarrollados han consistido
principalmente en el estudio de actividades celulares relacionadas con la biologia
tumoral utilizando ensayos in vitro con lineas tumorales. De esta manera, hemos
puesto a punto métodos de estudio — ensayos in vitro, protocolos de muestreo
adaptados a las técnicas, caracterizacion molecular de muestras— con la finalidad
de identificar mecanismos de regulacién relevantes durante el proceso de
recurrencia tumoral. Hasta el momento y en el ambito de los objetivos planteados,
el estudio realizado ha permitido concluir que el ambiente inflamatorio en sangre y

liquido peritoneal después de una infeccion postoperatoria esta asociado a ciertos
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factores solubles, todavia en proceso de identificacion, que modifican
significativamente la biologia celular de las células tumorales. Apoyado por
resultados previos del grupo, también se han obtenido resultados que confirman
el caracter multifactorial del fendmeno de la recurrencia tumoral. Este hecho
enfatiza la importancia de disponer de esta metodologia experimental ya que
permitird incorporar nuevos ensayos funcionales para el desarrollo de nuevas
hipotesis de trabajo que estan surgiendo (ensayos sobre diferenciacion celular,

expresion génica, metaboldmica,...).

De los resultados obtenidos en el presente estudio, existe un resultado principal
que proponemos como uno de los posibles mecanismos responsables de la
asociacion entre infeccion peritoneal y recurrencia tumoral in vivo. Demostramos
qgue el medio inflamatorio en suero y liquido peritoneal en respuesta a una
infeccidon intraabdominal estimula la capacidad de migracion e invasion de lineas
celulares tumorales en ensayos in vitro. Este ambiente inflamatorio podria ser
pues responsable, al menos en parte, de aumentar la diseminacion de células
tumorales residuales en el lecho quirdrgico, en sangre periférica y en
micrometastasis ocultas que eventualmente puedan dar lugar a la recurrencia

tumoral.

Las consecuencias de la asociacion entre infeccion intraabdominal postoperatoria
y recurrencia tumoral, los mecanismos implicados en dicha asociacion, asi como
su posible utilidad en el seguimiento de los pacientes operados y su continuidad

en nuestro grupo de investigacion se discuten en los siguientes apartados.

6.1 Resultados de las variables clinicas de los pacientes,

anatomopatoldgicas del tumor y perioperatorias.

La definicibn de dehiscencia anastomética ha sido motivo de revisiones
sistematicas (158, 159) debido a que no existe una definicibn consensuada y
estandarizada. En la revision de Bruce et al (158) se describen hasta 29
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definiciones diferentes. Los signos y sintomas mas frecuentemente descritos son:
signos de peritonitis local o generalizada, salida de material fecal o purulento a
través de un drenaje, de la herida o del ano, un absceso intraperitoneal y la
presencia de fiebre. En la mayoria de los estudios de esta revision se utilizé una
prueba de imagen con contraste hidrosoluble para confirmar la sospecha clinica
de dehiscencia anastomotica. Para intentar consensuar una definicion, el
International Study Group of Rectal Cancer publica en 2010 una definicion y una
clasificacion de dehiscencia anastomética (160). La definicion que proponen es el
defecto de la pared intestinal al lado de la anastomosis que permite una
comunicacion entre el compartimento intra y extraluminal. El diagndstico se
realiza por signos clinicos que se confirman por endoscopia, pruebas de imagen
con contraste o en la reoperacién del enfermo. Basado en el tratamiento de la
dehiscencia, los autores la clasifican en: grado A, dehiscencia anastomotica que
no requiere cambios en el manejo terapéutico; grado B, los que requieren de una
intervencion que no implica una reoperacion; y grado C los que requieren una

revision quirdrgica.

A pesar de no existir acuerdo en la definicion (158), los porcentajes de
dehiscencia de anastomosis y de infeccion de organo-espacio observados en la
muestra de 420 pacientes del presente estudio, 8% y 11,2% respectivamente, son
similares a los publicados por otros grupos, especialmente si tenemos en cuenta
gue se han incluido también pacientes con cancer de recto (120). El porcentaje de
dehiscencias de anastomosis en cirugia de colon realizada por cirujanos
colorrectales se estima en un 3-8% (161-163) mientras que en cirugia de recto el
porcentaje se eleva hasta el 15% (164).

Para poder estudiar el impacto de la infeccion intraabdominal sobre la recurrencia
tumoral y los mecanismos implicados en dicha asociacion, fue necesario aparear
a nuestros pacientes por factores de confusién, o en otras palabras, por variables
que por si mismas, pudiesen tener un valor prondstico. Aungque se trata de un
estudio prospectivo de cohortes, el proceso de apareamiento tuvo lugar una vez
pudimos disponer del informe de anatomia patolégica y cuando se confirmé que el

posible control no habia presentado ninguna complicacion postoperatoria. La
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eleccion de 6 variables de apareamiento, 7 en el caso de las neoplasias de recto,
dificulté la seleccién de controles para cada uno de los pacientes con infeccion
peritoneal hasta el punto de que, en la mayoria de los casos, solo encontramos un
control para cada paciente del grupo infeccion. En aquellos casos en los que
habia mas de un control, elegimos el que se aproximaba mas de acuerdo con la
edad y/o la fecha de intervencion. A continuacién analizaremos la eleccién de las
variables de apareamiento y los resultados de otras que, sin haber sido utilizadas
en el proceso de seleccion de controles, podian actuar también como factores de

confusion.

« Variables clinicas y patolégicas empleadas en el apareamiento.

La edad no es factor de riesgo de dehiscencia (165) pero si se asocia a una
mayor mortalidad cuando ésta ocurre. Por otra parte, varios estudios han
demostrado que la edad tiene impacto sobre el resultado oncoldgico, aunque los
resultados son controvertidos. Se ha sugerido que en los pacientes jovenes la
enfermedad se presenta en estadios mas avanzados y la recurrencia es mayor,
aunque no influye en la supervivencia (166). Sin embargo, otros autores han
encontrado que la edad es un factor prondstico independiente, siendo peor el
resultado oncologico en pacientes de edad avanzada (167, 168). La edad fue una

variable de apareamiento con un rango de + 5 afos.

Varios estudios sugieren que el sexo masculino es un factor de riesgo de
dehiscencia de anastomosis de colon y, sobretodo, de recto (165, 169). Esta
asociacion es mas consistente cuanto mas baja es la anastomosis en el recto
(170-172), lo que se ha atribuido a la mayor dificultad técnica de la reseccion de
recto en varones con pelvis mas estrechas. Sin embargo, el impacto del sexo en
la recurrencia y el resultado oncolégico es mas controvertido (173, 174). En un
estudio en el que se incluyeron 33.445 pacientes con cancer de colon el tiempo
hasta la recurrencia fue menor en los varones. Los autores concluyeron que el
sexo es un modesto marcador prondstico independiente. Teniendo en cuenta su
posible influencia sobre el resultado oncoldgico decidimos que el sexo fuese una

de las variables de apareamiento (174).
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También buscamos controles para cada caso en pacientes intervenidos con una
diferencia de tiempo maxima de 3 afos. Aunque ha habido pocos cambios en el
equipo de cirujanos de la Unidad de Cirugia Colorrectal durante el periodo de
seleccibn de pacientes y el tratamiento preoperatorio, intraoperatorio vy
postoperatorio ha sufrido pocas modificaciones, fundamentalmente debidas a la
instauracion del protocolo de rehabilitacion multimodal (153-155), no quisimos que

estas modificaciones influyeran en nuestros resultados.

Como hemos comentado en la introduccion, la asociacion entre la localizaciéon del
tumor y recurrencia es controvertida (34, 36, 39). La decision de aparear los
pacientes dependiendo de la localizacion en colon derecho, izquierdo o recto se
hizo, no solo para evitar un posible factor de confusién en el resultado oncoldgico,
sino también por el impacto de los diferentes procedimientos quirdrgicos

realizados sobre la respuesta inflamatoria y angiogénica.

Numerosos estudios multicéntricos aleatorizados han demostrado que no hay
diferencias entre la cirugia abierta y la cirugia laparoscoépica ni en el porcentaje de
dehiscencias de anastomosis ni en el resultado oncologico (23, 24). Sin embargo,
considerando la experiencia de nuestro grupo, si existe una respuesta inflamatoria
y angiogénica menor en los pacientes operados por laparoscopia que en los
pacientes intervenidos por laparotomia (109, 111, 112). Por este motivo

apareamos a nuestros pacientes también segun el abordaje quirargico.

El estadio tumoral es el factor prondstico independiente de recurrencia y
supervivencia en los pacientes con CCR mas importante (12, 45, 46), por lo que
era imprescindible aparear a nuestros pacientes por el estadio tumoral segun el
sistema TNM.

Finalmente, la quimiorradioterapia neoadyuvante esta indicada en pacientes con
cancer de recto medio o bajo T3 o0 mas, o en pacientes con sospecha de
afectacion ganglionar independientemente del estadio T de acuerdo con la
estadificacion preoperatoria. Varios estudios controlados han demostrado que el

tratamiento neoadyuvante se asocia a un mejor resultado oncolégico en
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comparacion con sélo la cirugia en estos pacientes (175). Por ello, la
quimiorradioterapia preoperatoria fue una variable de apareamiento en los

pacientes con cancer de recto de nuestra muestra.

- Variables con posibles implicaciones prondsticas no empleadas en el

apareamiento.

El sistema ASA es una clasificacion que utiliza la American Society of
Anesthesiologists (ASA) para estimar el riesgo que plantea la anestesia
considerando las comorbilidades preoperatorias de los pacientes. La clasificacion
va desde una puntuacion de 1 (paciente sano) hasta un maximo de 5 (enfermo
terminal cuya expectativa de vida no se espera que sea mayor de 24 horas, con 0
sin tratamiento quirdrgico). Una puntuaciéon de 3 a 5 de la clasificacion ASA se ha
descrito como factor independiente de dehiscencia de anastomosis y mortalidad
(171, 176). Por otra parte, las comorbilidades no constituyen un factor
independiente asociado a un peor resultado oncoldgico aunque si se pueden
asociar a una menor supervivencia global. Como podiamos esperar, en nuestra
muestra hubo mas pacientes ASA 3 y 4 en el grupo infeccion, pero la diferencia

entre grupos no alcanzo la significacion estadistica.

Las pérdidas hematicas durante la cirugia y, especialmente, la necesidad de
transfusion perioperatoria también se han descrito como factores de riesgo
independientes de dehiscencia anastomoética (161, 177, 178) y de
recurrencia(179), incluso con la transfusion autdloga (180). En nuestro estudio no
hemos encontrado diferencias entre los grupos. Ello es especialmente importante
teniendo en cuenta que la transfusion perioperatoria podia haber sido un

importante factor de confusion.

Varios estudios han demostrado que el valor preoperatorio de CEA en suero es
un factor prondstico independiente (181). Por este motivo, aunque no era posible
introducir mas variables de apareamiento, si que era necesario que los dos

grupos fueran comparables para no introducir un factor mas de confusion. En este
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sentido, no encontramos diferencias en el valor del CEA entre los pacientes del

grupo infeccion y los del grupo control.

Como ya hemos mencionado, los dos grupos fueron apareados en funcién de que
hubiera o no afectacién ganglionar. Aunque no se aparearon los pacientes de
acuerdo con otras variables anatomopatoldgicas como el grado de diferenciacion
celular, la invasion linfovascular o la invasion perineural, cuya asociacion con la
recurrencia ha sido demostrada (9, 10, 43, 44), tampoco encontramos diferencias
entre los grupos.

Varios estudios han demostrado que un elevado porcentaje de pacientes con
CCR en estadio Il que presentan una dehiscencia de anastomosis no llegan a
recibir tratamiento adyuvante a pesar de estar indicado (182). Sin embargo,
aunque en el presente estudio el porcentaje de pacientes que recibio
quimioterapia fue menor en el grupo de infeccién, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. El diagnostico y tratamiento precoz de la infeccion
intraabdominal puede contribuir a una rapida recuperacién del paciente y permitir

la administracion de quimioterapia adyuvante, en caso de que ésta sea necesaria.

El tiempo operatorio superior a 2 horas se ha descrito como factor de riesgo de
dehiscencia anastomotica (164, 171, 172). Aunque el tiempo operatorio del grupo
infeccion fue mayor, en nuestro estudio esta diferencia no alcanzo la significacion

estadistica.

Como era de esperar encontramos una asociacion entre infeccion postoperatoria
y reoperacion. Por un lado y considerando el disefio del estudio, los pacientes del
grupo control no presentaron una infeccion intrabdominal ni otra complicacion
postoperatoria, por lo que un paciente que hubiese requerido una laparotomia
postoperatoria por cualquier complicacion (por ejemplo una colecistitis aguda) no
formaria parte de este estudio. Por otro lado, la reintervencién quirdrgica forma
parte del algoritmo terapéutico de una dehiscencia anastomoética (121) e incluso
permite la clasificaciébn de dehiscencia en el grupo C (160). La necesidad de

reoperacion en los pacientes con una dehiscencia de nuestra muestra fue del
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53,2%. Debido a la presencia de una complicacion postoperatoria, la estancia
hospitalaria fue significativamente mayor en el grupo infeccién; aumentando la

estancia hospitalaria media en 3-4 veces mas en el grupo infeccion.

Finalmente, la cirugia de urgencias, ya sea por oclusion o perforacion, es un
factor independiente de dehiscencia anastomética (176) y se asocia a un mayor
riesgo de recurrencia tumoral y descenso de la supervivencia. Por este motivo, la
cirugia de urgencias fue considerada un criterio de exclusion en nuestro estudio.
Ademas, este grupo de pacientes presenta una mayor respuesta inflamatoria

(secundaria a la complicacion del tumor) antes de la cirugia.

6.2 Respuesta inflamatoria y angiogénica a la infeccion

intraabdomnial

6.2.1 Respuesta inflamatoria a la cirugia: influencia de la infeccion

intraabdominal sobre la IL-6

En el presente estudio hemos confirmado que la infeccion peritoneal
postoperatoria induce una respuesta inflamatoria sistémica significativamente
mayor que la que tiene lugar en pacientes operados que no presentan ninguna
complicacion. El valor de IL-6 en suero en el momento del diagndstico de una
infeccién peritoneal fue cuatro veces mayor que la concentracién postoperatoria
en los pacientes del grupo control. Dentro del grupo infeccién, los valores de IL-6
fueron mayores en los pacientes que presentaron una peritonitis respecto los que
presentaron un absceso intraabdominal; aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Sin embargo, la diferencia entre los pacientes que
precisaron de reintervencion quirurgica respecto los que se realizé un tratamiento
no quirdargico (antibioticoterapia mas drenaje) si fue significativa. Estos resultados
confirman que la IL-6 es un marcador muy sensible de la respuesta inflamatoria
secundaria a la agresion quirdrgica y que estd amplificada por la infeccién

intraabdominal.
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Debemos atribuir a la infeccion postoperatoria esta mayor concentracion de IL-6
ya que en nuestro estudio no hubo diferencias entre los dos grupos en otros
factores relacionados con la respuesta inflamatoria después de la cirugia. Por un
lado, no hubo diferencias entre los grupos en cuanto a la localizacién del tumor
(107), y por tanto tampoco en el procedimiento quirdrgico realizado, ni en el tipo
de abordaje (109, 111, 112) ni en el estadio tumoral (117, 147, 183), dado que se
trata de variables de apareamiento. Por otro lado, tampoco observamos
diferencias en la duracion de la intervencion (184) o la necesidad de transfusion
peroperatoria (185).

Otros trabajos anteriores también estudiaron el impacto de la infeccion
intraabdominal sobre la respuesta inflamatoria. Mokart et al evaluaron el impacto
de la respuesta inflamatoria secundaria a una infeccidon en pacientes sometidos a
cirugia mayor por cancer (186). En el estudio se incluyeron 30 pacientes operados
de esofaguectomia, gastrectomia, peritonectomia y exanteracién pélvica. Los
pacientes fueron clasificados en 3 grupos segun presentasen una complicacion
postquirdrgica con shock séptico, pacientes que presentaron sepsis 0 sepsis
grave y pacientes que no presentaron una complicacion postoperatoria. Los
pacientes con shock séptico 0 sepsis grave tenian niveles de IL-6
significativamente mas elevados que los que no habian sufrido ninguna

complicacion durante los primeros dias del postoperatorio.

Miki et al analizaron el comportamiento de la IL-6 en 196 pacientes intervenidos
de CCR y su asociacion con la aparicion de complicaciones infecciosas
postoperatorias. También valoraron otras citoquinas como el VEGF, el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor) y la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1) y observaron
una induccién moderada a consecuencia de la agresion quirdrgica, que en el

grupo de infeccion fue exacerbada y prolongada durante el postoperatorio (114).
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Kimura et al encontraron una elevacion significativa de valores de IL-6 en plasma
de pacientes que presentaron una infeccion del sitio quirdrgico después de una
duodenopancreatectomia respecto los que no presentaron complicaciones.
Ademas encontraron que estos niveles eran significativamente mayores en
pacientes que presentaron una dehiscencia respecto los que tenian otro tipo de
infeccion (187).

Es interesante destacar que varios estudios han demostrado que la determinacion
precoz de la IL-6 en suero, y también en liquido peritoneal, puede ser un
marcador predictivo Uutil de complicaciones postoperatorias (186, 188). En el
estudio de Mokart et al (186), los valores de IL-6 en el primer dia del
postoperatorio en el grupo de pacientes con sepsis 0 sepsis grave fueron el doble
gue los niveles de los pacientes sin complicaciones y en el grupo de shock séptico
estos valores se multiplicaron por 6. Los autores concluyeron asi que una
elevacion de IL-6 en el postoperatorio inmediato es predictiva de una
complicacion séptica. De la misma manera, Szczepanik et al (188) estudiaron los
niveles de IL-6 en el postoperatorio inmediato tras cirugia gastrica. Encontraron
que valores elevados de IL-6, no solo se asociaron a complicaciones infecciosas
sino también a complicaciones no infecciosas. En el analisis multivariado
detectaron que una concentracion de IL-6 superior a 278,88 pg/ml el primer dia
postoperatorio era un factor independiente de complicaciones en general y
especificamente infecciosas en cirugia gastrica (188). Strey et al también
detectaron niveles elevados de IL-6 en el postoperatorio inmediato de cirugia
hepatica en pacientes que presentaron complicaciones postoperatorias (184). En
un estudio previo realizado por nuestro grupo también observamos que la
concentracion de IL-6 en suero 48 horas después de la reseccion de un CCR era
mas elevada en aquellos pacientes que posteriormente fueron diagnosticados de
una infeccion peritoneal (138). En el presente estudio, con la determinacién de IL-
6 en el 4° dia postoperatorio pretendiamos confirmar que la respuesta inflamatoria
era mayor en los pacientes del grupo de infeccion, por lo que no hemos realizado

determinaciones mas precoces.
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6.2.2 Respuesta angiogénica a la cirugia: influencia  de la infeccion

intraabdominal sobre el VEGF

Los resultados de este estudio confirman la observacién de un trabajo previo de
nuestro grupo en el que demostramos por primera vez que la infeccion
intraabdominal postoperatoria induce una mayor respuesta angiogénica en
comparaciéon con la que tiene lugar en pacientes operados que no presentan
ninguna complicacion (138). A su vez, la asociacion entre infeccion intraabdominal
postoperatoria y angiogénesis ya la habiamos demostrado anteriormente en un
modelo experimental de cancer de colon (137). En el presente estudio, el valor de
VEGF en suero fue dos veces mayor en el grupo infeccién respecto al grupo
control. A diferencia de la IL-6, esta respuesta angiogénica a la infecciébn no se
relacion6 con la magnitud de la infeccion (peritonitis difusa o absceso) ni por el

tratamiento que preciso (reoperacion o tratamiento conservador).

Se podria discutir que en pacientes con una muy importante respuesta
inflamatoria el aumento en la expresion de VEGF podria ser sélo un epifendmeno
asociado a la elevacion de muchas otras citoquinas proinflamatorias. Sin
embargo, los resultados de algunos estudios previos que ya han sido
mencionados sugieren que el aumento en la concentracion de VEGF es un
marcador auténtico de un incremento en la angiogénesis postoperatoria. En
nuestro modelo experimental de cancer de colon observamos que la infeccion
intraabdominal postoperatoria inducia no sélo un aumento de los niveles séricos
de VEGF sino también un aumento de la densidad microvascular, evaluada
mediante inmunohistoquimica, en los tumores que recurrian (137). Ademas,
también hemos demostrado que el aumento en la concentracién de VEGF tras
una colectomia en pacientes con cancer induce un aumento de la angiogénesis
cuando células endoteliales son tratadas in vitro con muestras postoperatorias de
suero (109).
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» Consideraciones metodoldgicas en las determinaciones de

citoquinas: ELISA

En la literatura no hemos encontrado limitaciones en la técnica ELISA para la
determinacion de IL-6. Ademas, los resultados obtenidos son consistentes en este

trabajo y con los resultados de estudios previos (109, 138).

En cambio, se han descrito diferentes técnicas para determinar el VEGF
circulante, lo que podria explicar la variabilidad de resultados entre los diferentes
estudios, dependiendo de la prueba utilizada. Algunos investigadores utilizan
técnicas de inmunoensayo competitivas que detectan la cantidad total de VEGF
circulante. Otros utilizan técnicas de inmunoensayo de captura con anticuerpos
neutralizantes que detectan so6lo el VEGF libre. Finalmente, algunos ensayos
utilizan anticuerpos especificos para algunas isoformas de VEGF(189). EI método
empleado en el presente estudio es una técnica de inmunoensayo cuantitativa de
captura ampliamente utilizada y que ha sido disefiada para medir los niveles de
VEGF65 libre que es la forma predominante. De acuerdo con el fabricante, los
resultados obtenidos en la determinacion del VEGF humano producido de forma
natural y en la determinacion del VEGF,1 recombinante son superponibles con
las curvas de estandar que se consiguen con ese kit, por o que se considera que

puede ser utilizado para determinar los valores relativos de VEGF humano.

Finalmente, otro aspecto metodolégico de nuestro estudio que debe ser
comentado, relacionado con el andlisis de los niveles de VEGF, es la eleccion de
muestras de suero para realizar dichas determinaciones, en vez de plasma.
Algunos consideran que la determinacion de VEGF es mas apropiada en plasma
(189, 190) que en suero. La centrifugacion de la sangre coagulada da lugar al
suero, mientras que la centrifugacion de una muestra de sangre a la que se ha
afiadido un anticoagulante proporciona plasma. EI VEGF almacenado en los
leucocitos y en las plaguetas es liberado durante el proceso de formacion de los

coagulos, lo que explica porqué los niveles de VEGF en suero son
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considerablemente mas elevados que los del plasma (190). En cambio, esta
liberacion de VEGF de leucocitos y plaquetas esta minimizada en la obtencion de
plasma debido a que se ha afadido un anticoagulante; por lo que se cree se
obtiene una concentracion de VEGF circulante libre mas fiable. Sin embargo, se
ha demostrado que las plaquetas aisladas de pacientes con cancer contienen
mas VEGF que las plaquetas aisladas de controles sanos (191, 192). También se
ha demostrado que la concentracion de VEGF en suero de pacientes con cancer
es mayor que en controles sanos, ambos con un recuento plaquetario normal
(193). Estos hallazgos sugieren que la agregacion plaguetar puede contribuir a la
progresion tumoral liberando diferentes factores solubles como el VEGF; por lo
que algunos sugieren utilizar el suero en vez del plasma para tener en cuenta el
efecto del VEGF liberado por las plaquetas. Ademas, en un estudio reciente se ha
demostrado mediante andlisis multivariado que una concentracion preoperatoria
elevada de VEGF en suero es un factor predictivo independiente de una menor
supervivencia, mientras que una concentracion elevada en plasma no lo es (194).
Por todas estas razones creemos que esta justificada la eleccion de suero como

muestra para la determinacioén del VEGF en el presente estudio.

6.2.3 Caracterizacion extensa de citoquinas implicadas en las respuestas
inflamatoria y angiogénica en pacientes con una infeccion peritoneal

postoperatoria: arrays de anticuerpos

Debido a que la respuesta inflamatoria es un proceso complejo que implica la
liberacion de gran cantidad de factores proteicos solubles, tanto de forma local
como sistémica, ampliar la caracterizacion de esta respuesta inflamatoria nos
permite valorar su posible utilidad como biomarcadores, por ejemplo tal como
hemos realizado con IL-6 y VEGF. En segundo lugar, analizar un cierto nimero
de citoquinas con distintas propiedades funcionales, aunque dificil, podria
adicionalmente aportar pistas valiosas sobre los mecanismos que actuan sobre
las células tumorales residuales y su progresion a tumores recurrentes,

particularmente si consideramos el mecanismo de recurrencia como multifactorial.
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Las citoquinas poseen un comportamiento funcional muy complejo que consiste
en: pleiotropia (multiples efectos al actuar sobre diferentes células), redundancia
(varias citoquinas pueden ejercer el mismo efecto), sinergismo (dos o mas
citoquinas producen un efecto que se potencia mutuamente) y antagonismo
(inhibicion o bloqueo mutuo de sus efectos). Todas estas caracteristicas dificultan
la obtencién de conclusiones claras a partir de un estudio basado meramente en

su abundancia dentro de la reaccion inflamatoria.

Los niveles de las 43 citoquinas inflamatorias y angiogénicas analizadas, estan
significativamente aumentados en presencia de infeccion intraabdominal
postoperatoria respecto a los pacientes que no presentaron complicaciones
después de cirugia curativa de CCR. Por tanto, confirmamos que la respuesta
inflamatoria y angiogénica secundaria a la cirugia se amplifica en presencia de
una infeccién intraabdominal postoperatoria. Cabe destacar que de las 43
citoquinas estudiadas se incluyen citoquinas pro y antiinflamatorias y pro y
antiangiogénicas. Es decir, tengan un efecto positivo o0 negativo sobre la

respuesta inflamatoria y angiogénica, todas ellas estan elevadas.

Estos resultados significan una validacion del andlisis mediante arrays de
anticuerpos ya que dan lugar a los resultados esperados, esto es, una induccion
notable de las citoquinas durante el postoperatorio del grupo infeccion. Ademas,
estas citoquinas en conjunto muestran también una esperada variabilidad entre
parejas, asi como una variabilidad en la magnitud de la induccién; que se podria
justificar por la diversa gravedad de las complicaciones postoperatorias (figura
21).
» Consideraciones metodoldgicas en las determinaciones de

citoquinas: arrays de anticuerpos

La técnica ELISA y la técnica de arrays de anticuerpos tienen un mismo objetivo
gue es la deteccion de proteinas, en este caso del tipo citoquinas, de una muestra
determinada. La diferencia entre ambas técnicas es que mientras que con la

técnica ELISA detectamos una sola citoquina en diferentes muestras, el arrays de
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anticuerpos nos permite la deteccion de multiples citoquinas en una sola muestra
(figuras 7 y 10). Estos arrays de anticuerpos nos han permitido estudiar muestras
de suero de un numero considerable de factores solubles, ademas de IL-6 y
VEGF. A diferencia del ELISA, una de las limitaciones del array de anticuerpos es
qgue no incluyen la obtencibn de una recta patrén con la que estimar la
concentracion real de cada citoquina. En este sentido, sOlo nos aportan una
medida de su abundancia relativa entre muestras. No obstante, el hecho de que
en nuestro analisis hayamos obtenido inducciones de entre 2 y cientos de veces
en casi todas las citoquinas, en una u otra muestra, hace pensar que las
cuantificaciones obtenidas son al menos proporcionales, si no muy aproximadas,

a las concentraciones reales en los sueros (figura 21).

6.3 Efecto de la infeccidon intraabdominal postoperatoria sobre

la actividad de las células tumorales

6.3.1 Resultados de proliferacion, migracion e invasion en suero

e Sueros y ensayos in vitro en la linea celular MDA-MB231

El suero de pacientes que han sufrido una infeccion postoperatoria estimula la
proliferacion y migracion de células MDA-MB-231 en comparacion con los sueros

de pacientes que no han sufrido ninguna complicacion.

Es conveniente matizar que la induccion de la proliferacion celular por efecto del
tratamiento con sueros de pacientes infectados, a pesar de ser estadisticamente
significativa, es mas bien modesta en términos absolutos. Esta induccion
representa un aumento de poco mas del 2,5% al comparar muestras
postoperatorias con preoperatorias. La significacion proviene, seguramente, de la
alta potencia estadistica de nuestro tamafio muestral y de la homogeneidad de las
mediciones obtenidas. En este sentido, la relevancia in vivo de este efecto estaria

todavia por determinar, y consideramos que, de momento, este resultado deberia
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ser valorado en otros modelos o condiciones experimentales. En relacién a ello,
uno de los efectos mas destacables de la infeccion postoperatoria sobre la
recurrencia en el modelo de ratones trasplantados ortotopicamente fue la
obtencion de una mayor masa tumoral (137), lo cual apoyaria la existencia de un
estimulo positivo sobre la proliferacion celular por la presencia de infeccion. Por
otro lado también es plausible considerar que un estimulo proliferativo de baja
magnitud, pero persistente durante varios dias, podria facilitar la supervivencia de
células y/o microtumores residuales en fases criticas de su crecimiento hacia

tumores recurrentes.

e Sueros y ensayos in vitro en la linea celular SW620

Al analizar la capacidad de proliferacion e invasion de la linea celular SW620
encontramos que los sueros de pacientes que han sufrido una infeccion
postoperatoria muestran también una tendencia a la estimulacién, tal como
ocurria con la linea MDA-MB-231, aunque en este caso el efecto no es

estadisticamente significativo.

6.3.2 Resultados de proliferacion, migraciéon e invasion en liquido

peritoneal

» Limitaciones metodoldgicas con muestras de liquido peritoneal

La toma de muestras de liquido peritoneal basal o preoperatoria en nuestro
ensayo presenta alguna limitacion metodolégica. La obtencion de liquido
peritoneal antes de la intervencion hubiera precisado la realizacion de una
puncion-lavado peritoneal no justificada desde un punto de vista ético. Por ello
decidimos obtener las muestras inmediatamente después de realizar la

laparotomia o el neumoperitoneo dependiendo de la via de abordaje.

La obtencion de muestras de liquido peritoneal postoperatorio también debe ser

comentada desde un punto de vista metodoldgico. En todos los casos, el liquido
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fue obtenido a través de un drenaje aspirativo cerrado dejado en el lecho
quirargico. La muestra obtenida correspondia al liquido acumulado en el drenaje
durante las ultimas horas. No se trata, por lo tanto, del liquido recién obtenido de
la cavidad abdominal y ello podria ser considerado un defecto metodoldgico. Sin
embargo, Hormbrey et al (195) demostraron que no habia diferencias en la
concentracion de VEGF entre el liquido del drenaje recién obtenido y el
acumulado durante 24 horas al estudiar la respuesta angiogénica local en
pacientes intervenidas de cancer de mama. Estos resultados extrapolados a
nuestro estudio sugieren que la respuesta inflamatoria es, al menos parecida, en

un periodo de 24 horas; por lo que no creemos que se trate de un sesgo.

Otros grupos que han utilizado muestras de liquido peritoneal refieren otras
limitaciones en su recogida (115, 196). Por un lado, no se puede corroborar que el
drenaje se mantenga justo al lado de la anastomosis ya que esta sujeto solo a la
piel y podria desplazarse en la cavidad intraabdominal. Por otro lado, el liquido
peritoneal es libre en la cavidad, por lo que podria no recogerse completamente a
través del drenaje.

Finalmente, hemos seguido un protocolo de forma sistematica en la recogida,
procesamiento y almacenaje de las muestras de liquido peritoneal (ver apartado
4.7.2) para evitar variabilidades entre los investigadores (196) que pudiesen

interferir en el analisis de las muestras.

» Efecto citotdéxico de muestras de liquido peritoneal

En el analisis del efecto del liquido peritoneal, respecto a los sueros, encontramos
que en la mitad de las muestras aproximadamente existe un efecto citotoxico que
da lugar a la muerte de las células. Definimos el efecto citotoxico cuando el valor
de proliferacion celular observado tras aplicar el liquido peritoneal durante 24

horas disminuye como minimo hasta un 25% del valor de células no tratadas.
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La citotoxicidad observada en parte de las muestras de liquido peritoneal se
reveld durante las primeras 24 horas de incubacion en ambas lineas celulares (en
algunas muestras seleccionadas, el efecto también se reprodujo en otras lineas
celulares), por lo que interpretamos que se trataba de un efecto real de las
muestras y no una reaccién producida por una linea tumoral en concreto. Este
efecto citotoxico se objetivd solo en muestras postoperatorias, o que sugiere que
no se trate de un problema de procesamiento y conservacion de muestras.
Finalmente, el efecto citotoxico se observo en ambos grupos, obteniendo parejas
de muestras con efecto citotoxico so6lo en el grupo infeccion, o en el grupo control
0, en pocas ocasiones, vimos este efecto en ambas muestras de la pareja. No
encontramos una asociacion entre el efecto citotoxico y la presencia o no de
infeccion; por lo que la presencia de muerte celular no estad asociada a un grupo.
Tampoco asociamos este efecto citotdxico a una caracteristica clinico-patolégica
de los pacientes.

Intentando dar una explicacion al mecanismo de muerte celular inducido por
algunos liquidos peritoneales, determinamos que podria corresponder, sélo en
parte, a una acidosis intraperitoneal. Esto se debe a que el efecto citotéxico in
vitro resultaba parcialmente reversible al sobre-tamponar el medio de cultivo
utilizado en los tratamientos con tampon HEPES, por lo que seguramente existan
otros factores implicados. A fecha de entrega de esta tesis doctoral seguimos
intentando dar una explicacién del efecto de estas muestras. Para preservar la
homogeneidad de las parejas en nuestro ensayo in vitro eliminamos las dos
muestras de cada pareja, donde una de ellas, al menos presentaba un efecto
citotoxico (la muestra infeccion, la control o ambas). Por este motivo, creemos que
la eliminaciébn de estas parejas evita un posible sesgo en nuestro estudio.
Ademas, la significacion estadistica de los resultados utilizando muestras de
liquido peritoneal es fuerte, y estos resultados son consistentes con los resultados

obtenidos de las muestras de suero en el mismo ensayo.
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» Liquidos peritoneales y proliferacion celular en las lineas MDA-MB-
231y SW620

La proliferacion de células MDA-MB-231 al aplicarles liquido peritoneal de
pacientes infectados resultd significativamente disminuida en ambos grupos al
comparar muestras postoperatorias y preoperatorias. Se observaron resultados
parecidos en la linea celular SW620. Curiosamente si comparamos las muestras
preoperatorias de ambos grupos observamos un aumento de la proliferacién en el
grupo infeccién respecto al control, pero esta diferencia no se mantiene al
comparar las muestras postoperatorias de ambos grupos. Aunque hay diferencias
entre grupos en la capacidad proliferativa de las células MDA-MB-231 y SW620 al
comparar valores postoperatorios y preoperatorios, el andlisis de sus diferencias

no alcanza la significacion.

» Liquidos peritoneales y migracion e invasion celular en las lineas
MDA-MB231 y SW620

Destaca el comportamiento de las células MDA-MB-231 y SW620 en los ensayos
de migracidon e invasion respectivamente. Observamos un aumento de la
capacidad de migracion e invasion en las muestras postoperatorias respecto las
basales del grupo infeccion. Al comparar las diferencias entre muestras
postoperatorias y preoperatorias entre el grupo control y el grupo infeccién, se
observa una induccion significativa de la capacidad migrativa e invasiva en el

grupo infeccion.

En definitiva, basados en los ensayos in vitro realizados con muestras de liquido
peritoneal, podriamos decir que las muestras del grupo de infeccion estimulan la
migracion e invasion sin afectar a la proliferaciéon que incluso es menor en ambos

grupos respecto a las muestras basales.
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6.3.3 Correlacioén entre la actividad celular in vitro y el patron de citoquinas

inducida por la infeccién

Una vez caracterizadas las actividades celulares (proliferacion, migracion e
invasién) en cada uno de los grupos, quisimos estudiar si existia alguna
correlacion con los resultados de expresion de citoquinas hallados en los ensayos
ELISA y de arrays de anticuerpos. Especificamente, el objetivo fue estudiar si la
mayor respuesta inflamatoria y angiogénica tenian una correlacion a la mayor
capacidad de proliferacion, migracion e invasion celular en el grupo infeccion.
Para ello, calculamos el coeficiente de correlacion de Spearman para cada una de

las variables.

No encontramos ninguna correlacion significativa entre los resultados de los
ensayos ELISA de IL-6 y VEGF con cada uno de los resultados de proliferacion,

migracion e invasion celular en suero y liquido peritoneal en el grupo infeccion.

Tampoco encontramos una correlacion entre la induccidon de citoquinas
inflamatorias y angiogénicas estudiadas con los arrays de anticuerpos y las

diferentes actividades celulares en el grupo infeccion.

Creemos que existen principalmente dos motivos que podrian explicar este
resultado negativo de asociacion entre respuesta inflamatoria y angiogénica y
actividad celular en los pacientes infectados. Por un lado, cabria suponer que la
gran variabilidad en la magnitud de la induccion de citoquinas entre pacientes del
mismo grupo, sobre todo en los infectados, seria consecuencia de la magnitud de
la respuesta a la infeccion. De tal manera, que respuestas exacerbadas podrian
enmascarar posibles rangos de expresion minimos mas relacionados con sus
efectos sobre la actividad de las células tumorales. Por otro lado, como ya hemos
mencionado a lo largo de este trabajo, la respuesta inflamatoria y angiogénica
ampliada en los pacientes que presentan una infeccidbn es compleja por la
diversidad de vias que participan asi como el desconocimiento de, al menos,
parte de ellas. Quizas el aumento de una sola citoquina debida a la infeccion no
es responsable directa de la mayor actividad celular descrita en nuestro trabajo; y
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es la expresion de varias de ellas la que podria inducir un cambio directo en la
actividad celular, por ejemplo. Creemos, en definitiva, que este resultado negativo
podria estar indicando que el aumento de actividad celular encontrado en las
células tumorales depende de multiples factores, incluyendo la posible accion
sinérgica de varias citoquinas, la receptividad de las células en cada tumor, la
posible participacion de células del estroma, u otros mecanismos todavia por

descubrir (ver apartado 6.5.1).

6.4 Asociacion entre las variables clinicas, patologicas y el
resultado oncolégico: el valor de la infeccién peritoneal

postoperatoria

En el presente estudio hemos observado que la recurrencia tumoral fue mayor en
aguellos pacientes que presentaron una infeccion peritoneal durante el curso
postoperatorio (grupo control: 12,5% vs. grupo infeccién: 25,5%; P=0,001).
Ademas, el andlisis mediante la regresibn de Cox mostré que la infeccidon
peritoneal se asocid a una menor supervivencia libre de enfermedad. La
supervivencia global también fue significativamente menor en el grupo de
pacientes que presentaron una infeccion intraabdominal tras la intervencion
quirdrgica. Se ha sugerido que la supervivencia libre de enfermedad es una
variable alternativa que puede sustituir a la supervivencia global en los ensayos

clinicos en oncologia (197).

La asociacion entre dehiscencia de anastomosis, infeccion peritoneal y un peor
resultado oncoldgico refuerza el valor prondstico del cirujano en los pacientes
intervenidos de CCR y obliga, todavia mas si cabe, a que la morbilidad
postoperatoria se mantenga dentro de los estandares de calidad exigidos (18,
198). En este sentido, los porcentajes de dehiscencia de anastomosis y de
infeccidbn 6rgano-espacio observados en el presente estudio, 8% y 11,2%
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respectivamente, se encuentran dentro de dichos estandares, especialmente si

tenemos en cuenta que se han incluido también pacientes con cancer de recto.

Se ha descrito en la literatura que la concentracion plasmatica de CEA
preoperatorio tiene implicaciones prondsticas (170), incluso en algun estudio es
factor pronéstico independiente del estadio tumoral (199). Sin embargo, nosotros
no encontramos una asociacion entre una elevacion del CEA preoperatorio y la

aparicion de una recurrencia tumoral como han descrito otros autores (200).

Hemos detallado en la introduccién el valor pronéstico que tienen el nimero de
ganglios metastaticos resecados en la pieza quirdrgica que define el estadio
tumoral. La afectacion de ganglios por células tumorales (que corresponde a un
estadio Ill tumoral) respecto la no afectacion de ganglios (estadio | y Il) no se
asocio a la recurrencia tumoral en nuestra muestra. Obtenemos una recurrencia
tumoral similar en los pacientes infectados en ambos estadios. Creemos que el
efecto de la infeccion es tan influyente que podria ser responsable de la igualdad

en el prondstico entre estadios en nuestro estudio.

Paradéjicamente, el namero de ganglios resecados si se hall6 asociado a
recurrencia. La asociacion observada entre el numero de ganglios identificados
por el patélogo y el resultado oncoldgico es conocida y refleja la importancia de
una correcta estadificacion tras la cirugia (48, 49, 88, 89). Un nimero mayor de
ganglios identificados es factor protector de recurrencia en nuestro analisis

univariado.

Otras variables anatomopatoldgicas del tumor, como la infiltracion perineural o
vascular, que son factores independientes de mal prondstico (9, 10, 52) no se

asociaron a la recurrencia en nuestra muestra de pacientes.

La administracibn de quimioterapia adyuvante cuyo valor prondstico ha sido
demostrado en un gran numero de estudios (201, 202) no se asociaron de forma

significativa con un mayor riesgo de recurrencia probablemente por el limitado
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namero de pacientes que recibieron quimioterapia, dado que casi el 60% de los

pacientes tuvieron un estadio | y Il.

A pesar de que este estudio no fue diseflado con el objetivo de encontrar
diferencias en el resultado oncoldgico, nuestros resultados coinciden con los de
varios estudios de cohortes y casos-controles publicados en los ultimos afios que
sugieren que la dehiscencia de anastomosis y la consiguiente infeccion peritoneal
se asocian con porcentajes mas elevados de recurrencia y con una mayor
mortalidad relacionada con el cancer (119, 123, 125-128, 182, 203, 204). En el
analisis univariado la infeccidon peritoneal postoperatoria es factor de riesgo de
recurrencia, con una razén de riesgo de casi 3 veces en los pacientes que
recurren respecto los que no recurren. McArdle et al (127) analizaron el impacto
de la dehiscencia de anastomosis sobre la supervivencia a largo plazo en una
cohorte de 2.235 pacientes intervenidos de cancer de colon y recto. La
supervivencia a los 5 afos relacionada con el cancer fue del 42% en pacientes
gue presentaron una dehiscencia de anastomosis y del 67% en aquellos que no
presentaron una dehiscencia, diferencia estadisticamente significativa. Asi, la
razon de riesgo para los pacientes con una dehiscencia en comparacion con los
que no la tuvieron fue de 1,61 para la supervivencia global y 1,99 para la
supervivencia relacionada con el cancer. Law et al (119) analizaron una serie de
1.580 pacientes que incluia cancer de colon y recto, de los cuales 60 (3,8%)
presentaron una dehiscencia. La supervivencia a los 5 afios relacionada con el
cancer en pacientes con y sin dehiscencia de anastomosis fue del 56,9% y 75,9%,
respectivamente, diferencia estadisticamente significativa. La dehiscencia fue un
factor independiente asociado a una menor supervivencia en el andlisis
multivariado. En un estudio mas reciente realizado por el Veterans Affair Surgical
Quality Improvement Program en el que se incluyeron datos de 12.075 pacientes
intervenidos de CCR con intencidon curativa se observd que las complicaciones
postoperatorias infecciosas eran un factor independiente asociado a una menor
supervivencia a largo plazo (205). En nuestro estudio la infeccidon peritoneal se

asocié a un mayor riesgo de recurrencia en el analisis univariado. Ya hemos
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mencionado anteriormente los motivos por los que no hemos realizado un analisis

multivariado.

Es interesante sefalar que el peor resultado oncolégico observado en los
pacientes con infeccion peritoneal en el presente estudio se debié a un mayor
porcentaje de metastasis a distancia, aunque la diferencia no alcanz6 la
significacion estadistica en este subanalisis por tipos de recurrencia. No hemos
encontrado diferencias en la recurrencia local a diferencia de muchos otros
estudios (119, 125, 206-208). En el estudio de Law et al la recurrencia a los 5
afos en pacientes con y sin dehiscencia fue del 53,8% y 27,2% respectivamente
(119). Los autores encontraron que tanto la recurrencia local como la sistémica
fueron significativamente mayores en aquellos pacientes que presentaron una
dehiscencia. La dehiscencia fue un factor independiente asociado con la
recurrencia sistémica para todos los pacientes, mientras que fue un factor
independiente asociado a la recurrencia local sélo en el subgrupo de pacientes
con cancer de recto. Chang et al (206) realizaron un estudio retrospectivo sobre
406 pacientes con cancer de recto, 25 de los cuales presentaron una dehiscencia
de anastomosis. Después de un seguimiento medio de 60,5 meses se diagnostico
una recurrencia en 124 pacientes. La incidencia de recurrencia local (20% vs.
8,4%) y también la sistémica (44% vs. 26%) fueron significativamente mas
elevadas en aquellos pacientes que habian presentado una dehiscencia.
Eberhardt el al (207) disefiaron un estudio prospectivo de casos con controles
apareados muy similar al nuestro. En este caso, cada paciente con una infeccion
peritoneal, ya fuera un absceso o una dehiscencia de anastomosis, fue apareado
con dos pacientes sin infeccion. Se realizé un analisis por separado del cancer de
colon y recto. En el caso del cancer de colon se compararon 59 pacientes con
infeccion peritoneal frente 118 sin infeccién y no encontraron diferencias en la
recurrencia a los 5 afios ni tampoco en la mortalidad global ni relacionada con el
cancer. En el caso del cancer de recto se compararon 97 pacientes con infeccion
peritoneal con 194 controles. A los 5 afos, la recurrencia local, la recurrencia
global y la mortalidad relacionada con el cancer fueron significativamente mayores
en el grupo de pacientes que habian presentado un absceso o dehiscencia. Fujita

et al (208) analizaron la incidencia de recurrencia y el prondstico de pacientes con
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dehiscencia de anastomosis en una serie de 1.172 pacientes tras cirugia de
cancer de colon y recto. Treinta y tres pacientes presentaron una dehiscencia
clinica y/o radioldgica y fueron comparados con los otros 947 pacientes sin que
hubiera diferencias en las caracteristicas de los pacientes ni en el estadio tumoral.
El porcentaje de recurrencia fue significativamente mayor en aquellos que habian
presentado una dehiscencia, a expensas fundamentalmente de un mayor

porcentaje de recurrencia local en los pacientes con cancer de recto.

Sin embargo, otros autores han observado esta asociacién Unicamente con la
recurrencia a nivel sistémico (126, 182), lo que apoya nuestros resultados. Katoh
et al (126) encontraron que la dehiscencia se correlaciond con la aparicion de
metastasis a distancia, pero no con la recurrencia local, en una serie de 207
pacientes con CCR. Krarup et al (182) demostraron recientemente que la
dehiscencia de una anastomosis se asociaba de forma significativa con un mayor
porcentaje de recurrencia sistémica en el estudio nacional de cohortes sobre
9.333 pacientes con cancer de colon, pero no observaron un impacto en la
aparicion de una recurrencia local. En un estudio reciente de nuestro grupo en el
qgue analizamos 200 pacientes con cancer de colon en estadio Il intervenidos con
intencidon curativa, la infeccion peritoneal postoperatoria se asocio de forma
significativa con una menor supervivencia libre de enfermedad (209), relacionada
con un mayor porcentaje de metastasis a distancia. Creemos, tal y como han
sugerido otros autores, que ello es debido a que la mayoria de los pacientes
incluidos presentaban un cancer de colon en los que, a diferencia del cancer de
recto, la recurrencia local se diagnostica con muy poca frecuencia por lo que seria

necesario un numero muy elevado de pacientes para obtener diferencias (182).

Que en algunos estudios la dehiscencia se asocie sOlo a una mayor recurrencia
local podria ser explicado por una peor calidad de la cirugia cuyas variables no
son tenidas en cuenta en el andlisis. De esta forma, una técnica quirdrgica
inadecuada no so6lo tendria consecuencias negativas a corto sino también a largo
plazo: la dehiscencia de anastomosis y la recurrencia local, respectivamente. En

este sentido, algunos de los estudios mencionados anteriormente han sido
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criticados porque no se incluyé en el analisis multivariado variables tan
importantes como la realizacion de una exéresis total del mesorrecto o la
administracion de neoadyuvancia (204, 208). Sin embargo, Ptok el al (128)
analizaron datos recogidos de forma prospectiva sobre 1.741 pacientes
intervenidos de cancer de recto. Se incluyeron Unicamente pacientes con
margenes negativos y se tuvo en cuenta no solo variables relacionadas con el
pacientes o con el tumor sino también otras relacionadas especificamente con el
tratamiento recibido como la quimioradioterapia preoperatoria, la exéresis total del
mesorrecto, la ileostomia derivativa o la duracién de la cirugia. El analisis de
regresion logistica de Cox mostré que el estadio tumoral y la dehiscencia de
anastomosis, que precis6 de una reintervencidn quirdrgica, tenian un efecto
independiente sobre la recurrencia local a los 5 afos. Es interesante sefalar
como en este estudio, la dehiscencia de anastomosis que se solucioné con
tratamiento conservador no tuvo un efecto independiente sobre la recurrencia.
Otros autores han destacado también la asociacion entre la reintervencion en el
postoperatorio inmediato y el resultado oncoldgico. Khoury et al (210) analizaron
el resultado de 89 pacientes intervenidos de cancer de colon y recto que fueron
reoperados en el postoperatorio inmediato y los compararon con otros 89
pacientes que no precisaron una reintervencién. La causa de la reintervencion fue
la dehiscencia o el absceso intraabdominal en la mitad de los pacientes seguida
del hemoperitoneo, la obstruccion intestinal y en complicaciones de la herida. La
supervivencia global y libre de enfermedad a los 5 afos fueron significativamente
menores entre los pacientes reoperados. Hay que sefialar, sin embargo, la
existencia de factores de confusion como la necesidad de transfusion, mayor
entre los pacientes reoperados y la administracion de quimioterapia adyuvante
gue fue menor en este grupo. A pesar de estos factores de confusion, los autores
consideran que la respuesta inflamatoria sistémica asociada a la reintervencion
puede tener un impacto en el resultado oncoldgico a largo plazo. En este sentido,
cuando se incluyo la transfusion y la quimioterapia entre las variables de
apareamiento y se realizé un analisis por subgrupos, se observdO una menor
supervivencia a los 5 afios entre los pacientes reoperados por dehiscencia (52%
vs. 70.8%; P=0,19) y por hemorragia (48,9% vs. 59,3%; P=0,47) en comparacion
con los no reoperados aunque las diferencias no alcanzaron la significacion
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estadistica. En el presente estudio, debido al nUmero escaso de pacientes al
realizar el subanalisis (sobre 12 pacientes que recurren del grupo infeccion) entre
pacientes con infeccidon que fueron reoperados (3 pacientes) y los que fueron
tratados de forma conservadora (9 pacientes), no realizamos este analisis. Si
aumentdsemos el numero de pacientes de la muestra o el tiempo de seguimiento,

obtendriamos rangos mas estrechos y aumentariamos la potencia estadistica.

A pesar del numero cada vez mayor de trabajos que apoyan esta asociacion,
otros estudios no la han confirmado por lo que el impacto de la infeccion
peritoneal sobre el resultado oncoldgico es todavia para algunos autores objeto
de controversia (129, 130, 211, 212). En un estudio retrospectivo sobre 393
pacientes con cancer de colon izquierdo y recto intervenidos de forma consecutiva
con intencién curativa, los autores no encontraron diferencias en la supervivencia
global ni en la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios entre aquellos que
presentaron una sepsis intrabdominal y los que no (212). Hay que sefalar que 5
pacientes que presentaron dehiscencia de anastomosis fueron excluidos por no
cumplir unos criterios muy estrictos de sepsis intraabdominal. Otra de las
limitaciones de este estudio es la elevada mortalidad postoperatoria en el grupo
de dehiscencia que disminuyé el numero de pacientes en los que se realizo
seguimiento: 15 (25%) de los 59 pacientes que presentaron una dehiscencia
fallecieron en el postoperatorio inmediato en comparacién con los 17 (5%) de los
334 pacientes sin dehiscencia. Eriksen et al (130) tampoco encontraron ningun
efecto de la dehiscencias anastomotica sobre la recurrencia en un estudio
prospectivo sobre 1.958 pacientes con cancer de recto incluidos en el registro
nacional de cancer de recto de Noruega. El porcentaje de dehiscencia fue del
11,6%. La recurrencia local a los 5 afios fue del 11,6% en el grupo de pacientes
con dehiscencia y 10,5% en el grupo sin dehiscencia, diferencia no significativa.
La supervivencia a los 5 afios fue mayor en los que no presentaron dehiscencia
(59% vs. 67,4%; P=0,021). Sin embargo, cuando se excluyd del andlisis de
supervivencia a los pacientes que fallecieron en los 30 primeros dias tras la
operacion no se encontro diferencias entre los grupos (P=0,226). Jorgren et al

(211) seleccionaron pacientes del Swedish Rectal Cancer Trial a los que se les
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habia practicado una reseccion anterior de recto y que habian presentado una
dehiscencia de anastomosis. Estos pacientes (n=114) fueron comparados con un
grupo control (n=136) seleccionado de forma aleatoria entre los pacientes que no
presentaron una dehiscencia. No se observaron diferencias significativas en los
porcentajes de recurrencia local ni sistémica entre los dos grupos. Tampoco se
observaron diferencias en la supervivencia acumulada a los 5 afios. Sin embargo,
es interesante destacar que tanto la recurrencia local como la sistémica mostraron
una tendencia a ocurrir antes en aquellos pacientes que habian presentado una
dehiscencia. Una importante limitacién de este estudio es la forma de seleccion
de los controles puesto que aunque no presentaron dehiscencia pudieron haber
presentado otras complicaciones que influyeran en el resultado. En otro estudio,
Richards et al (213) investigaron el impacto de las complicaciones postoperatorias
en la recurrencia después de la reseccion de CCR. Los autores no encontraron
ninguna asociacion entre las complicaciones quirargicas y el riesgo de
recurrencia. Sin embargo, no se hizo un subanalisis de los diferentes tipos de
complicaciones debido al limitado numero de pacientes incluido y los autores
reconocen gque es posible que sélo las principales complicaciones infecciosas,
como la dehiscencia anastomoética, tenga una influencia negativa sobre el

resultado oncoldégico.

Con el fin de contribuir a aclarar la controversia, se ha publicado un meta-analisis
que incluye 21.092 a partir de 21 estudios, la mayoria de los cuales hemos
mencionado anteriormente, 7 retrospectivos y 14 prospectivos (120). Todos estos
estudios describian la influencia de la dehiscencia anastomoética sobre la
recurrencia local o a distancia y sobre la supervivencia especifica relacionada con
el cancer tras cirugia con intencion curativa del CCR. El meta-analisis de los datos
de 13 estudios que presentaban resultados sobre dehiscencia y recurrencia local
tras cirugia de cancer de recto demostro un efecto significativo que favorecia una
mayor recurrencia local tras la dehiscencia con una razén de oportunidades (OR,
odds ratio) de 1,6 (1C95%: 1,33-1,92; P=0,0001). Tres estudios presentaban datos
sobre dehiscencia y recurrencia local exclusivamente tras anastomosis colonicas
y aunque la recurrencia era mayor en pacientes con dehiscencia la diferencia no

fue significativa, OR 2,16 (IC95%: 0,88-5,29; P=0,094). Nueve estudios
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presentaron datos sobre dehiscencia y recurrencia local incluyendo cirugia de
colon y recto. EI OR de recurrencia local en pacientes en los que se habia
producido una dehiscencia fue 2,9 (IC95%: 1,78-4,71; P=0,0001). Siete de los 21
estudios proporcionaron datos sobre el impacto de la dehiscencia de anastomosis
sobre las metastasis a distancia. Aunque el nimero de recurrencias a distancia
fue mayor en los pacientes que habian presentado una dehiscencia, la diferencia
no alcanzod la significacion estadistica, OR 1,38 (IC95%: 0,96-1,99; P=0,083).
Finalmente 14 estudios proporcionaron datos sobre la supervivencia a largo plazo
tras dehiscencia de anastomosis. El meta-analisis de todos estos estudios que
incluyd un total de 17.256 pacientes demostré una disminucion significativa de la
supervivencia relacionada con el cancer después de una dehiscencia con una OR
1,64 (IC95%: 1,4-1,91; P=0,0001). Tras excluir aquellos estudios en los que no se
habia ajustado por la mortalidad en el postoperatorio inmediato quedaron 11
estudios cuyo nuevo analisis confirm6 la asociacion entre dehiscencia y
mortalidad a largo plazo relacionada con el cancer con un OR 1,75 (IC95%:1,47-
2,1; P=0,0001). Con todos estos resultados, los autores concluyen que hay
evidencias suficientes para considerar que la dehiscencia de anastomosis tiene
un claro efecto adverso sobre los resultados oncolégicos con una mayor
incidencia de recurrencia local y una menor supervivencia a largo plazo tras
cirugia de CCR. Los autores consideran que es dificil aportar mejores evidencias
dado que se necesita un numero muy elevado de pacientes para una

complicacion cuya incidencia es baja.

En este sentido, es interesante destacar que en el presente estudio hemos
observado diferencias en el resultado oncoldgico con sélo 47 pacientes por grupo,
cuando en la mayoria de los estudios que han investigado esta asociacion el
tamafio de la muestra es muy superior. Una posible explicacion es que, a
diferencia de dichos estudios, el grupo control esta seleccionado entre aquellos
pacientes que no presentaron ningun tipo de complicacion durante el
postoperatorio, lo que acentia las diferencias entre ambos grupos. Hay que
sefalar que la influencia negativa sobre el resultado oncoldgico a largo plazo no

se limita a las infecciones peritoneales sino que incluye también otras
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complicaciones infecciosas y no infecciosas. Takeuchi et al (214) observaron que
la bacteriemia/sepsis tenia un efecto negativo independiente sobre la
supervivencia a largo plazo en una serie de 65 pacientes consecutivos a los que

se les habia practicado una esofaguectomia.

La asociacion entre infeccion peritoneal y recurrencia tumoral se ha observado
también tras la reseccidn de metastasis hepaticas (215-217) y otras neoplasias
digestivas. En un estudio reciente en el que se incluyeron 705 pacientes a los que
se les habia practicado una reseccion hepatica por metastasis de origen
colorrectal, la presencia de complicaciones postoperatorias infecciosas fue un
factor predictivo independiente de supervivencia libre de enfermedad junto con un
namero de metastasis superior a 8 y la transfusion sanguinea (215). Hsu et al
observaron también en un estudio retrospectivo de 252 pacientes que el
desarrollo de un absceso hepatico tras metastasectomia era un factor prondstico
independiente (218). Nagasako et al observaron en una serie de 400 pacientes a
los que se les habia practicado una gastrectomia por un cancer gastrico precoz
gue aquellos que habian presentado una complicacién en la anastomosis tenian
una supervivencia a los 5 afios significativamente peor que los que no habian

tenido dicha complicacion (219).

A diferencia de la mayoria de los trabajos publicados, en el presente estudio
hemos realizado un analisis por estadios tumorales en el que se observa que las
diferencias en recurrencia entre pacientes con y sin infeccion intraabdominal
aparecen tanto en el estadio Il como en el estadio Ill. Nuevamente, la obtencion
de conclusiones a partir de este resultado debe realizarse con cautela dado que el
estudio no fue disefiado con este objetivo y que el nimero de pacientes al realizar
el andlisis por subgrupos es muy bajo. Sin embargo, la confirmacion de esta
observacion en series mas largas podria ampliar las indicaciones de tratamiento
adyuvante si consideramos que los pacientes en estadio Il con una infeccion
peritoneal postoperatoria tienen un peor pronéstico. En el estudio de Katoh et al
(126) analizaron especificamente el riesgo de recurrencia sistémica relacionada

con la dehiscencia de anstomosis en una serie de 207 pacientes con CCR en
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estadio Il. La dehiscencia ocurrio en 12 (5,8%) pacientes, 5 (3,8%) casos
correspondientes a cancer de colon y 7 (9,2%) a cancer de recto. La
supervivencia acumulada a los 5 afios libre de enfermedad fue significativamente
peor en aquellos pacientes que habian presentado una dehiscencia en
comparacioén con los que no la habian presentado (58,3% vs. 88,7%; P<0,001). Al
realizar el andlisis de regresion logistica de Cox, la dehiscencia de la anastomosis
fue el Unico factor prondstico. La razon de riesgo de los pacientes con dehiscencia
en comparacion con los que no la presentaron fue de 4,38 (IC95% 1,66-11,58;
P=0,003), lo que indica que la dehiscencia aumenté el riesgo de recurrencia y de
muerte relacionada con el cancer mas de 4 veces. Los autores concluyen que se
deben realizar nuevos estudios en los que se investigue el beneficio de la
quimioterapia adyuvante en pacientes con CCR en estadio Il que han presentado
una dehiscencia anastomoética. Del mismo modo, el mayor porcentaje de
recurrencia en estadio Il que presentan una infeccion peritoneal postoperatoria, a
pesar de haber recibido en muchos casos quimioterapia, sugiere que es necesario
considerar nuevos esquemas de tratamiento adyuvante que mejoren el prondstico

de estos pacientes.

Algunos de los estudios mencionados hasta ahora han incluido no solo
dehiscencias de anastomosis clinicas sino también dehiscencias subclinicas
diagnosticadas en estudios radiologicos realizados de rutina. Sin embargo, muy
pocos estudios han incluido pacientes con una infeccion peritoneal secundaria a
un absceso sin dehiscencia. Este es otro de los aspectos que diferencia el
presente estudio de la mayoria de los publicados hasta ahora. Sélo tres estudios
anteriores consideraron también el absceso intraabdominal como un criterio de
inclusion (131, 138, 207), uno de dichos estudios publicado recientemente por
nuestro grupo. En el estudio de Eberhardt et al (207) que hemos mencionado
anteriormente se realiz6 ademas del analisis global, un andlisis por separado con
el objetivo de investigar si la dehiscencia de anastomosis tenia un efecto diferente
sobre la recurrencia y la mortalidad en comparacion con el absceso
intraabdominal. Los autores no encontraron diferencias. La recurrencia global a

los 5 afios fue 25,5% en el grupo de dehiscencia y 20,5% en el grupo de absceso
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(P=0,59). La recurrencia local también fue similar entre los dos grupos (8,3% vs.
14,8%; p=0,63). En un estudio retrospectivo con limitaciones metodoldgicas,
Kressner et al (131) observaron que el absceso perineal en pacientes con
amputaciones de recto se asocié a un mayor porcentaje de recurrencia local, pero
no la infeccién intraabdominal. De nuevo, no realizamos este subandlisis debido al
escaso numero de pacientes en cada subgrupo (5 pacientes con peritonitis y 7
pacientes con absceso intraabdominal de los 12 que recurrieron en el grupo
infeccion). Creemos que es razonable considerar la influencia de un absceso
intraabdominal sobre el resultado oncolégico puede ser significativa e incluso
mayor que la de una dehiscencia radioldégica en un paciente asintomatico,
especialmente cuando se considera que la respuesta inflamatoria esta implicada

en esta asociacion.

6.5 Mecanismos responsables de la asociacion entre infeccion

peritoneal postoperatoria y recurrencia tumoral

6.5.1 Efecto de la respuesta inflamatoria y angiogénica

Nuestro grupo ha estado dedicado en los ultimos afios al estudio de la respuesta
inflamatoria secundaria a la infeccion como un factor asociado a la recurrencia
tumoral. Hemos demostrado que un incremento en la concentracion de IL-6 y
VEGF en suero se asocia a un mayor riesgo de recurrencia tumoral tras cirugia de
CCR (138). En el presente estudio hemos confirmado la amplificacion de la
respuesta inflamatoria y angiogénica en presencia de infeccion no sélo mediante
la determinacion de dichas citoquinas siné también mediante el analisis mediante
arrays de anticuerpos de muchas otras implicadas en dichas respuestas. Sin
embargo, en el andlisis mediante regresion de Cox no hemos encontrado
asociacion con el resultado oncolégico. Unicamente la concentracion
postoperatoria de VEGF se asocid a un mayor riesgo de recurrencia con

tendencia a alcanzar la significacion estadistica.
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Cabe mencionar que el tamafio muestral de nuestro estudio no fue calculado para
detectar diferencias en la recurrencia tumoral, sino para comparar la respuesta
inflamatoria entre pacientes infectados y pacientes sin complicaciones
postoperatorias. En consecuencia, los pacientes que recurrieron fueron sélo 18 de
una muestra de 94 pacientes, lo que representa un tamafo muestral muy limitado
para una correcta estadistica de parametros relacionados con la recurrencia. Por
este motivo, tomamos estos resultados negativos con cautela y no descartamos
gue a medida que nuestro modelo clinico vaya creciendo en tamafo puedan
aparecer asociaciones significativas de éstos u otros parametros con la

recurrencia.

Los resultados de otros estudios han demostrado que la expresion de IL-6
preoperatoria se asocia a un peor resultado oncolégico en el CCR.
Concretamente, Chung y Chang (220) observan una asociacion entre unos
niveles elevados de IL-6 y un descenso de la supervivencia por cancer. Incluso,
Belluco et al (183) en una muestra de 208 pacientes con CCR encuentran que
concentraciones superiores a 10 pg/ml es un factor independiente de mal
pronéstico.Finalmente, la revision de Knupfer y Preiss (117), que incluye estos
dos articulos, concluye que la expresion de IL-6 se asocia a un mayor tamafo
tumoral, a un estadio tumoral mas avanzado, a la presencia de ganglios linfaticos
positivos y metastasis a distancia (117). Resultados parecidos se obtienen al

analizar los valores de IL-6 y otros tipos de cancer gastrointestinal (221, 222).

El impacto de la respuesta inflamatoria postoperatoria en los resultados
oncolégicos en CCR, no ha sido tan estudiada como los niveles de proteinas
preoperatorias. Por ejemplo, McMillan et al (116) estudiaron la concentracién de
proteina C reactiva (PCR) a los 4 meses de la cirugia de CCR. Observaron que
los pacientes con niveles elevados de PCR (> 5 mg/dl) presentaron una mayor
recurrencia tumoral estadisticamente significativa. Mas recientemente, Katoh et al
(126) encuentran una asociacion significativa entre niveles elevados de la PCR
dos semanas después de la cirugia y un peor resultado oncoldgico en pacientes

con cancer de colon estadio Il operados con intencion curativa. Los resultados de
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estos estudios apoyan nuestra hipétesis sobre la posible influencia de la
respuesta inflamatoria postoperatoria en el resultado oncolégico.

Por otra parte, existe un meta-analisis que incluye 20 articulos dénde se analiza el
impacto de la determinacion de VEGF preoperatorio en sangre en pacientes con
CCR (223). Como sucede con la IL-6, parece que el VEGF tiene valor predictivo
en el resultado oncolégico. En esta publicacién se concluye que niveles elevados
de VEGF se asocian a un descenso de la supervivencia global y relacionada con
cancer. La sobreexpresion de VEGF se correlaciona con dos veces el riesgo de
muerte. Los autores sugieren que el VEGF podria ser un biomarcador prondstico
de CCR, incluso podria guiar el tratamiento de pacientes, por ejemplo tras

administracion de Bevacizumab.

En la literatura, sdlo hemos encontrado un estudio que valore el VEGF
postoperatorio como factor pronéstico en CCR. Werther et al (224) en una
muestra de 318 pacientes, observan que el valor de VEGF en suero y plasma a
los 6 meses del postoperatorio no se asocidé a la supervivencia global de los
pacientes. Sin embargo, en el analisis multivariado, la combinacion de un valor
alto de CEA postoperatorio con un valor elevado de VEGF postoperatorio fue el
mejor factor pronostico de supervivencia global. En un estudio realizado por
nuestro grupo, hemos observado que una concentracion de VEGF en suero al
cuarto dia postoperatorio superior a 370 pg/ml aumentaba el riesgo de recurrencia
hasta 5 veces en comparacion con valores de VEGF inferiores. En el analisis
multivariado de este estudio el VEGF sérico al cuarto dia postoperatorio fue un
factor prondstico independiente de recurrencia (225). Estos resultados sugieren
que el incremento de la angiogénesis postoperatoria podria ser también uno de
los mecanismos responsables de la asociacion entre infeccidn y recurrencia en

pacientes con CCR.

Una de nuestras hipotesis de trabajo, por tanto, sostiene que algunos de los
componentes de la respuesta inflamatoria, de forma aislada o en combinacion,

son responsables de activar distintos mecanismos facilitadores de la recurrencia a
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distintos niveles. Para dar respuesta a esta hipotesis y con la intencién de
identificar citoquinas —o bien, patrones de expresion de varias citoquinas- que
pudieran estar implicadas en la facilitacion de la recurrencia realizamos un estudio
de expresién multiple de citoquinas utilizando un sistema de arrays de
anticuerpos. El objetivo especifico fue correlacionar los valores de induccién de
estas citoquinas con la presencia de respuesta inflamatoria, con la capacidad
estimuladora de la invasividad por parte de diferentes muestras de suero vy,
finalmente, con la recurrencia tumoral. Analizar un cierto namero de citoquinas
con distintas propiedades funcionales podria adicionalmente aportar pistas
valiosas sobre los mecanismos que actuan sobre las células tumorales residuales
y Su progresion a tumores recurrentes, particularmente si consideramos el

mecanismo de recurrencia como multifactorial.

Quisimos estudiar si existia una asociacion entre una determinada citoquina y la
aparicion de recurrencia tumoral o no (independientemente del grupo al que
pertenecen, grupo infeccion o grupo control). Observamos una mayor deteccion
de citoquinas inflamatorias y angiogénicas en los pacientes del grupo que
recurrieron, pero en ningun caso se alcanzo la significacion estadistica. De nuevo,
mencionar que nuestro modelo clinico no fue disefiado para detectar diferencias
en la recurrencia tumoral. Inevitablemente, este tamafio de muestras puede
acabar siendo limitante para desarrollar ciertos estudios estadisticos basados en
un nimero de eventos pequefio, en este caso las 17 recurrencias estudiadas en

los arrays de anticuerpos en el periodo de estudio.

Algunos grupos han estudiado anteriormente el valor de diferentes citoquinas
mediante arrays de proteinas como predictoras de la enfermedad neoplasica. Por
ejemplo, recientemente Chen et al (226) estudiaron 39 citoquinas circulantes en
pacientes con CCR metastatico observando que 17 de ellas (donde se incluye el
VEGF) son indicadores prondésticos de supervivencia global en estos pacientes.
Incluso proponen una férmula basado en estas citoquinas con valor prondstico en
los pacientes con CCR metastéatico. Otro ejemplo es la publicacion de Kantola et

al (227). Ellos estudiaron 27 citoquinas en sueros de pacientes con CCR vy lo
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compararon con los niveles séricos de pacientes sanos apareados por sexo y
edad. El objetivo fue estudiar los niveles de citoquinas entre los grupos y observar
si algun patrén de citoquinas daba informacion sobre el tumor. Observaron una
elevacion significativa de IL-6, IL-7, IL-8 y PDGF-BB en los pacientes con CCR
respecto los controles sanos y un descenso significativo de la citoquina MCP-1.
Ademas encontraron una asociacion entre niveles bajos de IFN-y y niveles altos
de IL-8 e IL-1ra y la presencia de metastasis ganglionares. Estos dos estudios
sugieren que determinadas citoquinas podrian estar en relacion a la agresividad

tumoral.

Kantola et al también realizaron un analisis de recurrencia sin encontrar
asociacion entre los niveles de citoquinas y recurrencia (que sucedid en 24
pacientes de los 79 que cumplieron el seguimiento). Ellos justifican este resultado
al corto seguimiento realizado (24 meses) argumentando que no fue suficiente
para poner de manifiesto una asociacion entre una citoquina y la recurrencia
tumoral (204).

Dada la variabilidad de nuestros resultados, como ya hemos mencionado,
realizamos un analisis relativo entre los valores de citoquinas aumentados en los
pacientes infectados respecto sus controles, en vez de considerar sus valores
absolutos. Identificamos las citoquinas que se habian duplicado en los infectados
respecto los controles y también las que se habian inducido mas de 100 veces en
cada infectado respecto a su control (figura 21).Observamos una gran variabilidad
de expresion de citoquinas entre parejas donde alguno de los pacientes (o
ambos) habian presentado una recurrencia, asi como una gran variabilidad en la
magnitud de la induccion. Esta gran variabilidad conjuntamente con la baja
recurrencia observada (18,9%), creemos que puede ser motivo de que ningun
patréon de citoquina se asocie a la recurrencia tumoral en cada uno de los grupos.
En ciertos casos, encontramos diversas citoquinas que son inducidas en el orden
de miles de veces al comparar sueros postoperatorios de pacientes infectados
respecto a sus controles apareados no infectados. Es pues, razonable que

respuestas incrementadas de este tipo no tengan una relacion funcional directa
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con su posible efecto sobre la recurrencia tumoral, al mismo tiempo que podrian
enmascarar patrones de expresion mas relacionados con la recurrencia en
pacientes que mostraron respuestas inflamatorias mas moderadas. Asimismo,
mientras que el tratamiento con concentraciones suprafisiolégicas de IL-6 (50
ng/ml) estimula la invasividad de ciertas lineas celulares de CCR in vitro, este
efecto es revertido si la concentracion de IL-6 se eleva el doble (152). Podriamos
especular que si los efectos particulares de ciertas citoquinas que favorecen la
tumorigenicidad estuvieran restringidos a un cierto rango de concentracion,
respuestas inflamatorias severas darian lugar a valores elevados en los niveles de

estas citoquinas y no relacionados con la presencia de recurrencias tumorales.

A pesar de no haber detectado diferencias significativas entre los pacientes que
recurren y los que no en determinadas citoquinas, vale la pena destacar que las
dos primeras parejas de la gréafica (figura 21), donde el infectado presenté una
recurrencia, la induccion de citoquinas de éste respecto su control alcanzé mas de
100 veces en la totalidad de las 43 citoquinas analizadas. Aunque este
comentario no sea estadisticamente aceptable, este dato quizas es ilustrativo de
una tendencia que aumentando el tamafio muestral podria dar lugar a algun

resultado significativo.

Considerando las diferentes propiedades de las citoquinas (pleiotropia,
redundancia, sinergismo y antagonismo) y su participacion también en otros
procesos a parte del cancer; la agrupacion de varias citoquinas podria tener
implicaciones prondsticas en el cancer. Una posible clasificacion propuesta por
Kantola et al (227) es identificar las citoquinas en funcién de si son sintetizadas
por linfocitos T colaboradores Thl o Th2. Clasicamente, los linfocitos Thl son
responsables de funciones de inmunidad celular destinadas a responder contra
patégenos intracelulares. Los linfocitos Th2 estdn asociados a la respuesta
inmune humoral y responden a patdgenos extracelulares y estan implicados en
reacciones alérgicas. En respuesta a una enfermedad neoplasica, se ha descrito
que la respuesta de los Thl (representada por IL-12, IL-15 e INFy) parece tener

una actividad antitumoral mientras que la respuesta Th2 (representada por IL-4,
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IL-5, IL-10 e IL-13) parece estar relacionada con la progresion tumoral. Los
autores proponen que un ratio Thl (en contra del tumor) / Th2 (a favor del tumor)

<1 indicaria progresion tumoral.

Por todos estos motivos expuestos anteriormente, nuestros resultados en los
arrays de anticuerpos deben ser interpretados con cautela. Pero también creemos
que el andlisis de estas citoquinas incluyendo mas pacientes, y el estudio de
citoquinas agrupandolas en funcion de diferentes caracteristicas quizas podria dar

lugar a variables prondésticas en pacientes con CCR.

Algunas de estas citoquinas ya han sido estudiadas por nuestro grupo y otros
investigadores como promotoras de la diseminacioén tumoral (62, 63, 74, 75, 83,
138). Estos estudios podrian conducir a la identificacion de moléculas solubles
con un potencial valor predictivo de riesgo de recurrencia. Creemos que estos
resultados podrian ser el punto de partida de nuevas lineas de investigacion que
consistirian en el estudio de otras citoquinas inflamatorias y angiogénicas que
podrian ser prondsticas de infeccion intrabdominal o incluso de recurrencia

tumoral.

6.5.2 Efecto de un medio inflamatorio sobre la capacidad de progresion de

las células tumorales

Ademas de un aumento en la angiogénesis durante el periodo postoperatorio
inmediato, los resultados del presente estudio sefialan un mecanismo adicional
por el que la infeccidon peritoneal postoperatoria podria facilitar la recurrencia
tumoral: el medio inflamatorio que se genera en respuesta a la infeccion podria
actuar directamente sobre las células tumorales aumentado su capacidad de

migracion e invasion tisular tal y como se desprende de los ensayos in vitro.

Nuestro interés ha sido estudiar el efecto de una reaccion inflamatoria en su
conjunto sobre la biologia de lineas celulares tumorales. Cabe destacar que esta

aproximacion global raramente ha sido realizada en el pasado, y mucho menos
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utilizando muestras de pacientes en un modelo de cancer. Existen no obstante
muchos trabajos publicados donde se estudia el efecto de una o unas pocas
citoquinas sobre la capacidad de proliferacién, migracion e invasion de lineas
celulares in vitro. Gran parte de estos trabajos analizan los efectos del tratamiento
con IL-6 considerada como la citoquina pro-inflamatoria universal. En particular, la
IL-6 es especialmente interesante porque se encuentra sobreexpresada en el
suero de pacientes con CCR (58, 59) y sus niveles han estado relacionados con
el prondstico de la enfermedad (62, 117). Ademas, la IL-6 exdgena estimula la
proliferacion de células de carcinoma de diferentes origenes y anticuerpos contra
IL-6 revierten este efecto (147, 148, 228-234). Esta induccion de la proliferacion
celular parece aumentar al administrar una mayor concentracion de IL-6 exdgena
(234). Ademas de sus efectos sobre la proliferacion celular, la IL-6 ejerce también
un efecto estimulador de la migracién e invasion in vitro sobre lineas tumorales,
en particular sobre lineas de cancer de colon (149, 151, 152, 235). Todos estos
resultados descritos en la literatura sugieren que una mayor respuesta
inflamatoria, por ejemplo, secundaria a una infeccion intraabdominal
postoperatoria, como nosotros hemos observado en nuestros resultados podria
asociarse a una mayor actividad celular (proliferacion, migracion y/o invasion) que
se relacionaria con una mayor recurrencia tumoral. Por otro lado, es de destacar
gue en varios de estos trabajos se describe la produccion de IL-6 por las propias
células tumorales, por lo que se propone que la IL-6 actia mediante un

mecanismo autocrino/paracrino estimulando la progresion tumoral.

Al margen de su posible accion autocrina/paracrina, la clara implicacion de la IL-6
en la progresiéon tumoral del CCR es un precedente muy relevante para nuestra
linea de investigacion: por un lado nos proporciona un mecanismo basico por el
que una citoquina pro-inflamatoria incrementa la tumorigenicidad de células
tumorales, y por otro lado abre la posibilidad a que estos efectos sean extensibles
a una reaccion inflamatoria en general, dada la participacion de la IL-6 en la
inflamacion. En nuestro modelo de infeccion postoperatoria, disponemos de datos
que apoyarian que el papel pro-tumorigénico de IL-6 estd relacionado
mecanisticamente con la reaccion inflamatoria y no s6lo como un mecanismo

autocrino/paracrino propio del tumor. Por un lado, los niveles séricos de IL-6 se
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inducen de manera importante después de la infeccion postoperatoria tanto en un
modelo de ratones (137) como con muestras de pacientes (138). Por otro lado,
estos niveles séricos se correlacionan de manera significativa con la recurrencia
tumoral después de cirugia curativa de CCR y en los pacientes infectados (138).
Por lo tanto, proponemos que la respuesta inflamatoria a la infeccion implica la
liberacién de factores solubles, presumiblemente citoquinas, que como en el caso
descrito de IL-6 actuarian potenciando la tumorigenicidad de células residuales
para dar lugar al incremento en la recurrencia tumoral. La similitud entre los
mecanismos descritos en la literatura para IL-6 y nuestros resultados obtenidos a
partir de sueros y liquidos peritoneales (proliferaciéon, migracién y/o invasion

celulares) es un sélido argumento a favor de esta nocion.

En algunos tipos tumorales, incluyendo el CCR, los efectos de la IL-6 sobre la
proliferacion celular sélo se observan en algunas lineas celulares mientras que en
otras lineas no (152, 231, 234). Después de nuestra revision, no hemos
encontrado datos en la literatura sobre la sensibilidad de las lineas usadas en
nuestro estudio a los efectos de la IL-6 (MDA-MB-231 y SW620), y nosotros
tampoco disponemos de datos propios. De manera semejante, la estimulacion de
la invasion celular por IL-6 sélo ha sido observada en unas pocas lineas de
cancer de colon, como por ejemplo SW480 y HCT-116, mientras que en otras
lineas como HT-29 no ejerce ningun efecto (152, 236). Estos datos constituyen
una diferencia relevante con nuestros resultados ya que el efecto sobre la
migracion/invasion por efecto de sueros y liquidos peritoneales descrito en este
trabajo ha sido reproducido por nosotros con posterioridad en otras lineas de
cancer de colon, entre ellas HT-29, sugiriendo pues que nuestros efectos no
serian explicables sdélo por la presencia de IL-6 en el medio inflamatorio de los
pacientes infectados. En este sentido, y dado el claro efecto revertor de los
anticuerpos anti-IL-6 descrito en la literatura, seria muy interesante determinar si
estos anticuerpos — asi como anticuerpos contra otras citoquinas, solos o0 en
combinacion — afectan también la actividad pro-migratoria/invasiva de los sueros y
liguidos peritoneales provenientes de pacientes infectados. Experimentos de este
tipo podrian ayudar a identificar al menos parte del patron de citoquinas pro-

invasivas contenidas en la respuesta a la infeccion postoperatoria.
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De entre los escasos estudios donde se considera la reaccion inflamatoria como
un factor modulador de la tumorigenicidad, y especialmente de la recurrencia
después de cirugia con intencion curativa, debemos destacar la linea de
investigacion del grupo de Whelan. A diferencia de los estudios in vitro
mencionados antes, los ensayos del grupo de Whelan utilizan sueros de
pacientes para los ensayos in vitro con células en cultivo. Este grupo, ha
publicado el efecto de suero humano tras cirugia de CCR al aplicarlo a células
endoteliales in vitro. Una de las lineas de investigacion de este grupo es el estudio
de los mecanismos por los cuales aumenta la angiogénesis tras cirugia de CCR.
Su hipotesis es que la angiogénesis es imprescindible en los procesos de
cicatrizacion después de cirugia, pero que si por cualquier motivo la angiogénesis
se prolonga o se intensifica podria ser un modulador positivo de la
tumorigenicidad. De esta manera, varios articulos analizan los niveles de
diferentes citoquinas inflamatorias y angiogénicas en plasma de pacientes
intervenidos de CCR (237-241). En la mayoria se observa un aumento de la
citoquina justo en el postoperatorio precoz que los autores atribuyen a la
respuesta inflamatoria aguda relacionada con la cirugia, después encuentran una
elevacion mas o menos prolongada (dependiendo de la citoquina) de hasta 4
semanas y que los autores relacionan con el proceso de cicatrizacion. Finalmente
los autores sugieren que un incremento a posteriori 0 una respuesta amplificada
de estas citoquinas podria estar relacionada con una recurrencia tumoral
incrementada a partir de células tumorales residuales. En conjunto, los autores
demuestran que la respuesta inflamatoria a la cirugia posee un componente
angiogénico que puede ponerse de manifiesto mediante el andlisis en ensayos de
angiogénesis in vitro del suero sanguineo de pacientes operados (242, 243).
Estos ensayos de angiogénesis incluyen el analisis de la proliferacion, migracion e
invasion en cultivos de células endoteliales, asi como de su capacidad para la
formacion de capilares en cultivo. En la publicacion mas reciente del grupo,
estudian la actividad de células endoteliales al tratarlas con suero de pacientes en
la semana 2 y 3 del postoperatorio de cirugia abierta de CCR. Los autores
encuentran un aumento de la proliferacion, migracion e invasion de células
endoteliales tanto en la segunda como en la tercera semana del postoperatorio,

comparado con sueros extraidos en el preoperatorio, sobre una muestra de 53
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pacientes. Concluyen que después de una reseccion de CCR mediante una
laparotomia existe una induccion de factores angiogénicos, como minimo hasta la

semana 3 del postoperatorio, que estimularan la angiogénesis in vitro.

Finalmente en esta publicacion, Kumara et al (242) comparan los resultados
obtenidos con los resultados de una publicacion anterior dénde analizan el efecto
de estos sueros en células endoteliales en pacientes intervenidos por
laparoscopia. No detectaron diferencias en proliferacion celular segun el abordaje
quirdrgico. En cambio si observaron diferencias en migracion celular pero sélo en
la semana 3 del postoperatorio y en invasion celular en la semana 2 del
postoperatorio, siendo mayor en el grupo de cirugia abierta. Los autores
interpretan estos resultados como una mayor capacidad de inducir angiogénesis
in vitro al responder a un mayor traumatismo que existe en la cirugia abierta. Sin
embargo, ellos mismos anotan que en el estudio de cirugia abierta habia mas
casos de resecciones anteriores de recto y amputaciones abdominoperineales
que en el estudio de laparoscopia siendo mayor el traumatismo quirdrgico en
estos procedimientos que en una hemicolectomia derecha o sigmoidectomia. Por
lo que finalmente los autores concluyen que el efecto sobre la proliferacion,
migracion e invasion de células endoteliales en cirugia abierta o laparoscopica del

plasma es similar.

Es de destacar que en los grupos estudiados (242, 243) los autores incluyen
todos los pacientes operados de CCR independientemente del curso
postoperatorio inmediato. En el apartado de material y métodos los autores solo
excluyen muestras de pacientes inmunodeprimidos. Al describir los resultados
clinicos a corto plazo, describen un 17% de morbilidad, siendo las complicaciones
mayores una hemorragia de la anastomosis, una sepsis secundaria a una
neumonia, un infarto de miocardio y finalmente un edema agudo de pulmon. Por
lo que los autores incluyen pacientes que han presentado complicaciones y
pacientes que no las han presentado. No realizan un analisis de subgrupos para
valorar si una respuesta angiogénica exacerbada por una complicacién

secundaria a la cirugia podria modificar estos resultados.
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En relacion a estos trabajos, el estudio presentado en esta tesis doctoral va mas
alld al comparar los sueros (y también liquidos peritoneales) de pacientes que
presentan una respuesta inflamatoria a la infeccion con sueros de pacientes que
no han presentado ninguna complicacién postoperatoria. Ademas, a pesar de que
el grupo de investigacion de Whelan propone que parte de la respuesta
inflamatoria/angiogénica durante el postoperatorio es un factor a considerar como
determinante de recurrencia tumoral, sus estudios funcionales se limitan a
analizar la angiogénesis in vitro. En cambio, nuestro trabajo extiende el alcance
de este modelo experimental al incorporar el andlisis de las muestras
postoperatorias sobre células tumorales en cultivo, permitiendo asi un ensayo
directo de las actividades celulares implicadas en la progresion tumoral. Ademas,
apareamos nuestros casos Yy controles por la localizacion del tumor, lo que implica
en cierta medida, la magnitud de la técnica quirdrgica requerida en cada enfermo
y también apareamos por el abordaje quirdrgico. De esta forma, estas dos
caracteristicas de nuestro estudio no tendrian influencia en los resultados de la

actividad celular in vitro como detecta el grupo de Whelan.

En base a estos resultados y a los de las investigaciones previas de nuestro
grupo, proponemos que el mecanismo por el que la infeccion peritoneal
postoperatoria y la consiguiente respuesta inflamatoria estimulan la recurrencia
tumoral es multifactorial. Es concebible que una combinacién de mecanismos —
amplificacion de angiogénesis, estimulacion de la capacidad de migracion e
invasion de las células tumorales, y otros todavia por identificar, actuan en

combinacion para aumentar el riesgo de recurrencia.

6.6 Aplicabilidad clinica y futuras lineas de investigacion

El presente estudio proporciona evidencias adicionales que apoyan la infeccion
peritoneal postoperatoria como un factor que incrementa el riesgo de recurrencia
en pacientes intervenidos de CCR con intencion curativa. Algunos autores han
sugerido (120, 126), y asi también lo creemos nosotros (209), que estos pacientes

podrian beneficiarse de la administracion de tratamiento adyuvante
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independientemente del estadio tumoral. Es evidente que, para que esta
complicacion se convierta en indicacion de quimioterapia postoperatoria, se
necesitan ensayos clinicos aleatorizados en los que se demuestre un beneficio.

Hasta ahora no se ha realizado ningun estudio clinico de estas caracteristicas.

Una de las posibles aplicaciones de nuestra linea de investigacion es la
identificacion de biomarcadores con valor prondstico en pacientes intervenidos de
CCR con intencion curativa. Estos biomarcadores permitirian seleccionar
pacientes con un alto riesgo de recurrencia, con y sin infecciéon peritoneal, que
podrian beneficiarse de un seguimiento mas intensivo y/o quimioterapia
adyuvante independientemente del estadio tumoral. Aunque en el presente
estudio no hemos observado asociacion entre las concentracion postoperatoria de
IL-6 y VEGF vy la recurrencia tumoral, varios estudios clinicos y experimentales
previos realizados por nuestro grupo han demostrado que esas dos citoquinas
son potenciales biomarcadores de recurrencia en pacientes operados de CCR,
especialmente en aquellos que han presentado una infeccion peritoneal
postoperatoria (137, 138, 225). El siguiente paso es validar el valor prondéstico de
dichos biomarcadores en una serie independiente, algo que realizaremos

proximamente en un estudio multicéntrico.

Aunque hemos identificado un perfil de citoquinas inflamatorias y angiogénicas
asociado a la infeccion peritoneal, no hemos encontrado asociacion con la
recurrencia, por lo que el ensayo de arrays de anticuerpos todavia no ha
proporcionado otros posibles biomarcadores que puedan ser validados y
aplicados en la practica clinica. Creemos que es necesario continuar investigando
en una serie mas larga de pacientes y a su vez estudiar potenciales
combinaciones de concentraciones de citoquinas, con el objetivo de obtener

resultados positivos con dichos ensayos.

Por otra parte, la investigacién de los mecanismos responsables de la asociacion
entre infeccion peritoneal postoperatoria y recurrencia tumoral puede permitir
obtener no sélo biomarcadores con valor prondstico sino también posibles dianas

terapéuticas. En este sentido, se ha propuesto recientemente la IL-6 como una
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potencial diana en los pacientes con CCR (244). En los ultimos afios, ensayos de
cultivos celulares in vitro y experimentales con animales han encontrado evidencia
suficiente de que el tratamiento con anticuerpos que bloquean la funcién de la IL-6
representan una estrategia prometedora contra diferentes canceres (245, 246).
Con los estudios de cancer e inflamacién se ha vuelto mas aparente que terapias
en contra de IL-6 no soOlo actuaran en células malignas sinG que ademas
romperan la interaccion entre el tumor y el huésped en el microambiente tumoral.
En los ultimos afios, se han desarrollado muchos anticuerpos monoclonales para
inhibir las sefiales de la IL-6 en humanos (247). A pesar de los buenos resultados
iniciales, la eficacia clinica de estas terapias debe ser evaluada con cautela.
También es de interés, que mientras ensayos clinicos en cancer han investigado
el efecto de anticuerpos monoclonales que inhiben directamente la IL-6, también
se ha observado que farmacos utilizados en la practica diaria, especificamente
terapias no inmunoldgicas incluyendo la aspirina (57) y los antiinflamatorios no

esteroideos (248), son capaces de inhibir también las sefales de IL-6.

El papel del VEGF estd bien establecido en la promocién de la angiogénesis
tumoral y la patogénesis del cancer. A raiz de este comportamiento, se han
disefiado una amplia gama de estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear esta
citoquina u otros pasos del proceso angiogénico. Muchos de estos agentes se
encuentran en diferentes fases de ensayos clinicos y otros ya se estan utilizando
en la practica clinica. La evidencia médica actual apoya su administracion en
combinacion con otro agente citostatico en pacientes con CCR metastatico y no
se acepta su uso en monoterapia. EI Bevacizumab (de nombre comercial
Avastin), aprobado en 2004 por la Food and Drug Administration (FDA) y en 2005
por la European Medicines Agency (EMA), es un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-VEGF que se une y neutraliza todas las isoformas del VEGF. El
Bevacizumab se acepta en combinacién con otro citostatico como primera linea
de tratamiento en pacientes con CCR metastatico. El Aflibercept, otro agente anti-
VEGF, se administra en combinacién con un esquema FOLFORI como segunda
linea en pacientes con CCR metastatico. De los inhibidores de tirosinas quinasas,
s6lo el Regorafenib se ha aceptado cuando fracasa el tratamiento citostatico con

terapia anti-VEGF y anti-EGFR (249). En resumen, los agentes antiangiogénicos
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han ampliado las opciones terapéuticas de los pacientes con CCR metastatico. En
los pacientes con CCR no metastético, existen varios ensayos clinicos en fase Il 'y
[l analizando el potencial terapéutico de los farmacos antiangiogénicos. Por
ejemplo, Allegra et al han estudiado la combinacion de un esquema FOLFOX
modificado (12 sesiones cada 15 dias de leucovorino, fluoracilo y oxaliplatino
durante 6 meses y, en el grupo experimental se afiadid6 Bevacizumab durante 1
afio) como adyuvancia en pacientes con estadio Il y Ill de CCR. Primero,
demostraron que se trataba de una combinacion quimioterapica segura y bien
tolerada por los pacientes (250). Posteriormente, observaron que al afadir
Bevacizumab al tratamiento adyuvante con FOLFOX modificado de pacientes
estadio Il y Il de CCR mejoraba la supervivencia libre de recurrencia sélo durante
la administracion del tratamiento, pero esta mejoria desaparecia al cesar el
tratamiento con Bevacizumab (251). El seguimiento a los 5 afios no encontrd
diferencias en la supervivencia global entre los pacientes que recibieron
quimioterapia combinada con Bevacizumab y los que solo realizaron tratamiento
adyuvante con FOLFOX modificado (252). Los autores hipotetizan que este efecto
podria ser debido a un cambio en la biologia del tumor transformandose en un
fenotipo mas agresivo o debido a que el uso de Bevacizumab en recidivas es
menos efectivo. En cualquier caso, seria interesante investigar el efecto de la
quimioterapia combinada con Bevacizumab en el grupo especifico de pacientes
que han presentado una infeccion peritoneal, ya que en estos pacientes la

respuesta angiogénica esta muy amplificada, tal y como hemos demostrado.

Como objetivo principal del presente trabajo experimental, hemos estudiado la
actividad de células tumorales como otro de los mecanismos implicados en la
recurrencia tumoral. EI medio inflamatorio en suero y liquido peritoneal en
respuesta a una infeccion intraabdominal actia sobre la capacidad de
diseminacion de las células tumorales, estimulando la capacidad de migrar e
invadir en lineas celulares in vitro. Nuestro modelo experimental sugiere que otro
de los mecanismos por el cual se asocia la infeccibn postoperatoria a la
recurrencia es la mayor capacidad invasiva de las células tumorales residuales
(253). Por un lado, se potencia la capacidad de diseminacion de las células

otorgandoles la capacidad de generar metastasis a distancia del lecho quirdrgico.
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De esta forma, nuestros resultados concordarian con los autores que han
publicado mas recientemente la asociacion entre dehiscencia de anastomosis y
recurrencia sistémica (119, 126, 182). Por otro lado, las consecuencias que sobre
la biologia de células tumorales residuales pueda tener en el cambio fenotipico
asociado a la invasividad celular esta siendo investigado por nuestro grupo.

Las células iniciadoras de cancer (CICs, cancer-initiating cells) forman una
subpoblacién de células tumorales indiferenciadas que expresan determinados
antigenos que les confieren una capacidad de autorenovacion suficiente para
reproducir el tumor original cuando son aisladas. El antigeno mas estudiado es el
CD133 (254, 255) y mas recientemente los antigenos CD44 y CDA45; que
conjuntamente potencian su capacidad de autorenovacion (256). Estas células,
gue representan un porcentaje muy pequeiio de toda la masa tumoral (<5%)
(254), tienen una capacidad de supervivencia, migracion e invasion superior a las
células tumorales. Se ha sugerido que las células iniciadoras de cancer podrian
ser una diana terapéutica en los pacientes afectos de CCR (254-256). La
adquisicién de un fenotipo invasivo como mecanismo de recurrencia tumoral
podria estar relacionada con la adquisicion también de caracteristicas del fenotipo
de célula iniciadora de cancer. Apoyando esta hipotesis, el tratamiento in vitro de
células de CCR con la citoquina proinflamatoria IL-13 induce un fenotipo de este
tipo (257).

Ademas de continuar investigando la adquisicion de un fenotipo invasivo por las
células tumorales residuales en presencia de una infeccion peritoneal, hemos
iniciado otra linea de investigacion sobre el posible papel que cambios en el
metabolismo de células tumorales residuales podrian tener en la recurrencia
incrementada por el efecto de la respuesta inflamatoria a la infeccion. Como
hemos comentado previamente (ver apartado 4.7.5.4), iniciamos los ensayos in
vitro utilizando el kit comercialCell Titer-Blue® Cell Viability Assay (Promega
Corporation, Madison, USA) que a través de la actividad oxidativa de las células
permite su cuantificacion. Este ensayo no fue valido para nuestro objetivo en
nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, los resultados iniciales

demuestran una mayor actividad oxidativa in vitro en las lineas celulares MDA-
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MB-231 y SW620 al aplicarles suero de pacientes que han presentado una
infeccién postoperatoria respecto a los que no han presentado complicaciones
después de cirugia de CCR. La caracterizacionde cambios en la actividad
metabdlica de las células tumorales residuales podria permitir la identificacion
tanto de vias metabodlicas como de metabolitos particulares con valor predictivo

como biomarcadores de recurrencia y a su vez posibles dianas terapéuticas.

No sOlo las propias células tumorales son objeto de investigacion, siné que
algunos grupos han estudiado el papel de las células inflamatorias y estromales
peritumorales que podrian ser responsables de la tumorigenicidad de células
tumorales residuales (57, 61, 62). Por ejemplo, se ha estudiado la presencia de
macrofagos en el microambiente tumoral. Aunque existe controversia entre los
diversos estudios realizados, parece que existe una asociacion entre aumento de
densidad de macréfagos en el margen tumoral y supervivencia y ausencia de
metastasis (258). Sin embargo, un aumento de la densidad de macréfagos
intratumorales se ha asociado a mayor invasion tumoral y presencia de ganglios
linfaticos positivos (259). Por otro lado, recientemente Nagasaki et al han
demostrado que existe una secrecion de IL-6 por parte de fibroblastos
relacionados con el tumor en condiciones de inflamacién y en presencia de
células tumorales. La sintesis de IL-6 por parte de fibroblastos asociados al tumor
es incluso mayor que la de las propias células tumorales in vitro (260). Mas
recientemente, ha sido descrito un efecto inductor de VEGF en macréfagos
asociados al tumor por parte de las células de cancer de colon en un modelo
experimental con ratones, efecto que parece ser esencial para el crecimiento
tumoral (261). De esta manera, la interaccion entre células tumorales y

estromales también ha sido propuesta como una potencial diana terapéutica.

La investigacion en los mecanismos de recurrencia asociados a la infeccion
peritoneal postoperatoria es imperativa para mejorar el algoritmo terapéutico de
los pacientes afectos de CCR, con el fin de mejorar su supervivencia.
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CONCLUSIONES

La infeccion peritoneal postoperatoria induce un incremento en la expresion
de IL-6 y VEGF en suero de pacientes con CCR intervenidos con intencion
curativa. El incremento en la concentracion de estas citoquinas refleja un

aumento de la respuesta inflamatoria y angiogénica en estos pacientes.

Los sueros de pacientes que han sufrido una infeccién peritoneal
postoperatoria inducen un incremento en la expresion de otras citoquinas
pro y antiinflamatorias y pro y antiangiogénicas en comparacion con los

pacientes que no han presentado ninguna complicacion.

El suero de pacientes que han sufrido una infeccion peritoneal inducen una
mayor capacidad de proliferacién y migracion de las células MDA-MB-231

in vitro.

El liquido peritoneal de pacientes que han sufrido una infeccion peritoneal
induce una mayor capacidad de migracion de las células MDA-MB-231 y

de invasion de las células SW620 in vitro.

La infeccion peritoneal postoperatoria se asocia a una mayor recurrencia
tumoral global y consecuentemente a una menor supervivencia libre de
enfermedad. La supervivencia global es significativamente menor en los

pacientes que presentan una infeccidon peritoneal postoperatoria.

Por tanto, el medio inflamatorio en suero y liquido peritoneal en respuesta a una

infeccion intrabdominal actla sobre la capacidad de diseminacion de las células

tumorales, estimulando la capacidad de migrar e invadir de células tumorales in

vitro. Esta adquision de migrar o invadir de las células tumorales en un ambiente

inflamatorio creemos que puede ser uno de los mecanismos responsables en la

asociacion entre infeccion peritoneal y recurrencia tumoral in vivo.
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8 ANEXOS

8.1Informacion para el paciente

Infeccion peritoneal perioperatoria y recurrencia del cancer colorrectal:
Estudio de la respuesta inflamatoria de fase aguda y de la respuesta

angiogénica sistémica y local.

Este documento tiene por objeto pedirle su consentimiento para ser incluido en un
estudio encaminado a analizar el efecto que la infeccion intraabdominal, presente
durante la intervencion quirargica o en el postoperatorio inmediato, pueda tener
sobre la respuesta inflamatoria y sobre la capacidad de formar vasos en pacientes

con céncer de intestino grueso.

El cancer de intestino grueso es frecuente entre la poblacion adulta y su Unico
tratamiento consiste en la extirpacion quirdrgica de aquella parte del intestino
donde se localiza el tumor. La intervencidon que le vamos a realizar, es una
intervencién mayor, y como tal, puede ocurrir que en el postoperatorio surja

alguna complicacion entre las que hay que considerar las que provocan infeccion.

A pesar de que este tipo de complicaciones aparecen normalmente hasta en
un20% de los casos, no conocemos completamente la respuesta de nuestro
organismo a las mismas. Se ha sugerido que la inflamacién general y local que
puede causar una complicacion de este tipo, puede ser mayor que en los casos
gue no existe ninguna de estas complicaciones. Del mismo modo, la respuesta
inflamatoria es mayor en aquellos pacientes con cancer de colon operaos de

urgencias con peritonitis.

Nosotros creemos que esa mayor inflamacién podria dar lugar a una mayor
produccion de sustancias necesarias para el crecimiento de los tumores. Sin
embargo, para demostrar esto es necesario realizar un estudio como el que

proponemos.
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Es caso de que usted acepte participar en este estudio y una vez realizada la
intervencidn se realizaran durante los siguientes 5 dias, 5 extracciones de 10 cc
de sangre para la determinacion de varias sustancias. Asimismo, antes de
finalizar la intervencion se dejara un tubo de drenaje dentro del abdomen que se
retirara al cuarto dia del postoperatorio, tal y como hacemos habitualmente en
este tipo de intervenciones. Durante esos dias se obtendran muestras del liquido

gue salga a través del tubo.

Estos procedimientos no van a interferir en la normal asistencia al paciente y no le
representardn molestias ni riesgos adicionales. Usted no obtendra ningan
beneficio inmediato de la participacion en este estudio. Sin embargo, la
informacion obtenida puede permitir conocer mejor la influencia que pueda tener
la aparicion de complicaciones en la evolucion de los pacientes operados por

cancer de colon.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Usted es libre de
retirarse del estudio en cualquier momento si asi lo cree conveniente, sin tener
que especificar los motivos, y sin que su decisién perjudique en el futuro la

atencion médica que merece.

Toda la informacion resultante de su participacion en el estudio sera almacenada
y analizada en un ordenador y se tratard de forma confidencial segun la
legislacion vigente. Los resultados de este estudio pueden ser publicados en
revistas médicas. Sin embargo, su hombre no aparecera en ningun documento.
Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
IMAS.
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8.2 Consentimiento informado

Informacidn peritoneal perioperatoria y recurrencia del cancer colorrectal:
Estudio de la respuesta inflamatoria de fase aguda y de la respuesta

angiogénica sistémica y local.

Yo (nombre y apellidos en mayusculas)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio
He recibido suficiente informacion sobre el estudio

He hablado con: (nombre del investigador en mayusculas)

Comprendo que:
1. Mi participacion es voluntaria
2. Que no me supone ningun beneficio directo

3. Que la no aceptacién de participar en este estudio no repercutira en mis

cuidados médicos

4. Que la informacion obtenida de este estudio es confidencial

Autorizo mi inclusién en este estudio

Fecha

Firma del participante
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