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1. INTRODUCCIO

1.1. CARCINOMA COLORECTAL
1.1.1. Epidemiologia del carcinoma colorectal

El cancer colorectal (CCR) representa per una banda, la segona causa de
cancer a Europa, amb una incidéncia anual aproximada de 447.000 casos nous
(13% del total de neoplasies) i per l'altra, la tercera causa de cancer mundial,
amb una incidencia superior a 1.360.000 nous casos diagnosticats el 2012
(10% del total).

Tot i que existeixen grans diferéncies en la qualitat de vida segons la distribucio
geografica, la qual repercuteix directament sobre les dades, Australia i Nova
Zelanda son els paisos que presenten una major tassa d’incidéncia mundial,

per contra dels de I'Africa occidental’.

Si ens centrem en els paisos de la Unid Europea, les taxes de mortalitat per
cancer colorectal varien entre aquests, trobant-se la major taxa a Hongria i la
menor a Xipre. Segons Von Karsa et al?, part de les diferéncies en mortalitat
per CCR s’expliquen per les diferencies en l'estil de vida, en les mesures de

prevencio o screening aplicades i en el tractament entre paisos.

La incidéncia del cancer colorectal esta fortament relacionada amb I'edat,

diagnosticant-se més del 90% dels cassos a partir dels 50 anys.

En quant a la distribucid per sexes, aquesta €s superior en homes a partir dels
45 anys, amb una incidéncia de 17:10 en els intervals d’edat dels 45 als 75
anys. (segons dades de recollides al Regne Unit entre 2009 i 2011)°.

13




1. INTRODUCCIO

==Male Rates ==Female Rates B Male Cases Female Cases

4,000 600
1
m
L
P L
]
a
@ 3,000 450 o
W (=]
3 S
s - 2
P g
@ a
2
£ 2,000 300 &
= L]
= i 4
a
S L
m
2
LiE]
-
< 1,000 150

Age at Diagnosis

Figura 1. Nombre de casos nous per any de cancer colorectal i taxes d’incidéncia

especifiques per rangs d’edat, Regne Unit, 2009-2011°,

1.1.2. Etiologia i patogenia del carcinoma colorectal

El cancer colorectal es subdivideix en formes hereditaries, esporadiques i

familiars.

El 80% de cancers de colon i recte son esporadics, apareixen al marge dels
antecedents familiars, afecten a poblaci6 major, entre els 60 i 80 anys i es
manifesten gairebé sempre com una lesié Unica de colon o recte. Les
mutacions genétiques associades al cancer es limiten al propi tumor, per contra
de les formes hereditaries on la mutacio especifica es localitza en totes les

cél-lules de I'organisme de la persona afectada®.

Aproximadament del 5 al 10% de les persones que pateixen cancer colorectal
presenten defectes genetics hereditaris causants de la malaltia. Aquestes
formes d’origen hereditari es caracteritzen per aparici6 en edats més

prematures i per I'associacié amb d’altres tumors.
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Els sindromes hereditaris es divideixen en poliposics, essent el més frequent la
poliposis adenomatosa familiar (PAF), entre d’altres i en no poliposics,
'anomenat cancer hereditari de colon i recte no poliposic (CHCRSP) o

Sindrome de Lynch.

La forma familiar de cancer de colon i recte es refereix al major risc associat de
patir el cancer en cas de presentar un o més familiars de primer grau
diagnosticats de cancer colorectal abans dels 50 anys. El risc augmenta
conforme ho fa el nimero de familiars afectes. Tot familiar de primer grau d’'un
pacient diagnosticat d’'un cancer colorectal abans dels 50 anys presenta un risc
doble de patir aquest cancer respecte la poblacié general, i es triplica o
quadruplica si el pacient ha estat diagnosticat abans dels 45 anys o si existeix

més d’un familiar de primer grau afectat®.

1.1.2.1. Factors derisc del carcinoma colorectal
e Edat. La probabilitat de patir un carcinoma colorectal augmenta amb
I'edat, existint el pic maxim a la setena década de la vida. S’estima que
tan sols el 5% dels pacients presenten menys de 40 anys al diagnostic®.

e Antecedents personals de malaltia inflamatoria intestinal (MIl). Tot i que

tan sols representa de I'1 al 2% dels casos de carcinoma colorectal en la
poblacié general, s’associa al 15% de les causes de mort en pacients
afectes de MII, la qual inclou la colitis ulcerosa i la malaltia de Crohn. La
incidencia de carcinoma colorectal en pacients amb malaltia de Crohn és
de 4 a 20 vegades superior a la poblacié general. En la MIl, I'epiteli
colonic es troba sotmés a una situacié d’inflamacié cronica amb major
risc de transformacio displasica (seqiiéncia displasia-carcinoma)’.

e Diabetis mellitus (DM) tipus 2. Tot i que tant els pacients amb DM tipus 2

com els afectes de carcinoma colorectal comparteixen altres factors de
risc (com l'excés de pes), després d’eliminar aquests, els pacients
diagnosticats de DM tipus 2 (usualment no insulino-dependents)
continuen presentant un risc augmentat de desenvolupar cancer
colorectal.
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Factors relacionats amb I'estil de vida. Diversos factors relacionats amb

I'estil de vida com la dieta, el pes i I'exercici fisic, presenten, en realitat,
una forta associacid tant amb el carcinoma colorectal com amb
qualsevol altre tipus de cancer. Aquests serien:

Dieta. La poblacio amb dietes riques en greixos saturats i proteines,
especialment si s’associa a baixa ingesta de fibra, s’associa a major
incidéncia de carcinoma colorectal. EI mecanisme patogénic sembla ser
indirecte, degut a la concentracid més elevada, en aguests pacients,
d’acids biliars i colesterol en la matéria fecal, els quals estimularien la
proliferacio cel-lular i actuarien com a promotors de la carcinogénesis.
Els aliments cuinats a molt elevades temperatures desenvolupen
substancies quimiques que també contribueixen a un major risc, tot i
gue no es coneix exactament com actuen aquestes.

Dietes amb nivells elevats d'oli d'oliva, de coco o de peix, no
incrementen la incidencia de CCR. Dietes riques en fruites, verdures i
llavors, s’associen a un menor risc.

Sedentarisme.

Obesitat.

Tabac. Presenta una relacié directa amb el cancer pulmonar, perd també
s’associa a un major risc de desenvolupar altres neoplasies, entre elles,
el carcinoma colorectal.

Consum _elevat d’alcohol. S’associa al fet que aquests individus

presenten nivells disminuits d’acid folic.

Déficit_de calci. Segons Slattery et al®, les dietes riques en calci

disminueixen el risc de desenvolupar un CCR, ja que el calci s’uneix
intraluminalment, als acids grassos i biliars, disminuint aixi la seva accio

mitogeénica.
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1.1.3. Biologia molecular en carcinoma colorectal

El carcinoma colorectal es pot definir com un desordre genetic heterogeni, on
es succeeixen varis esdeveniments genetics durant la seva progressio. La fase
inicial comprén una complexa i poc coneguda interrelaci6 entre factors

ambientals especifics i la propia susceptibilitat genética de I'hoste.

La influencia dels factors ambientals en pacients afectes de carcinoma
colorectal hereditari, és menor en comparacié amb el poder de les mutacions

genetiques.

El model descrit Fearon-Vogelstein® el 1988 sobre la seqliéncia d’adenoma a
carcinoma representa un dels models de carcinogenesis millor coneguts.
Aquest es basa en la transformacio sequencial de I'epiteli colonic a focus de

displasia en les criptes, a adenoma i posteriorment, a carcinoma (Fig. 2).

Des d’aleshores han sorgit nombrosos estudis sobre les vies moleculars i
genetiques relacionades amb el carcinoma colorectal. Hi participen, tant en les
neoplasies esporadiques com en les hereditaries, gens supressors de tumors,

gens reparadors dels errors de replicacié de 'ADN i proto-oncogens.

17
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APC K-RAS DCC p53 Other changes?
Normal Dysplastic | .
colonic + aberrant adi?ugiln al—™ In;z;r’fr\‘z?rl::\te ‘» ad:ﬁ:)ema L Carcinoma =+ Metastasis
epithelium crypt foci

Normal tissue = Tumor initiation Tumor progression Neoplasia
Familial Accelerated Normal Nearly 100% risk for
adenomatous (due to germline colorectal cancer
polyposis APC mutation) (5-10 years)
Hereditary Normal Accelerated 70-80% lifetime risk
nonpolyposis (due to germline mutation of colorectal cancer
colorectal cancer in mismatch repair gene)

(May be 1-3 years)

Figura 2. Sequéncia adenoma-carcinoma en el cancer esporadic i hereditari de colon i

recte’.

En el 70-80% de les neoplasies coloniques, la primera alteracié genética es
troba en el gen de la poliposis adenomatosa del colon (APC), el qual és un gen
supressor de tumors localitzat al cromosoma 5qg21. La inactivacié d’aquest gen
comporta I'activacié de la via molecular LOH (pérdua de I'heterozigositat), en la
qual participen els gens K-ras, DCC i p53. En pacients afectes de poliposis

adenomatosa familiar, la mutacié del gen APC es troba en la linia germinal®.

Per altra banda, aproximadament el 20% de polips i neoplasies colorectals,
presenten inestabilitat de micro-satél-lits i mutacions de gens reparadors dels
errors de replicacié de 'ADN, i activaciéo de la via molecular RER (Error de

replicacio)'’. Es troba representat en la Figura 3.
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Figura 3. Via molecular del carcinoma colorectal®.

1.1.4. Vies de disseminaci® metastasica del carcinoma colorectal

El carcinoma colorectal pot estendre’s per diferents vies: continuitat directe,
extensio transperitoneal, invasio limfatica, invasio hematogena i metastatitzacio

en altres organs.

e Invasio per continuitat directa. L’extensié intramural del carcinoma
colorectal es produeix més rapidament en sentit radial a través de
les diferents capes de la paret colica que no pas en sentit axial.
Aquest creixement pot donar lloc a la invasio directa per
continuitat de visceres abdominals com estdmac, nanses
d’'intesti prim o colon, organs peélvics o0 la mateixa paret
abdominal o bé, invasié d’estructures retroperitoneals, segons la
localitzacié del tumor primari. Segons Gutman et al‘?, si el
carcinoma penetra tot el gruix de la paret colica, un 10% dels

pacients presentaran invasio d’estructures veines en el moment
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del diagnostic, la qual cosa cal conéixer a I'hora de plantejar
I'estratégia terapéeutica.
La invasioé perineural es considera un tipus d’invasio local, la qual
pot arribar fins a 10cm de distancia de la lesio tumoral primaria.

e |nvasio transperitoneal. L’extensié transmural pot continuar-se
amb la invasio del peritoneu i donar lloc a una disseminacio
transcelomica, podent apareixer implants en qualsevol lloc del
peritoneu o de l'epiplon. Apareixen en el 10% dels pacients
diagnosticats de carcinoma colorectal®.

e Invasio limfatica.

e Invasi6 hematogena. Les ceél-lules neoplasiques han de tenir
capacitat per envair I'endoteli vascular peritumoral, sobreviure a
lacirculaci6 sanguinia i posteriorment multiplicar-se en el
parénquima d’organs diana®?.

Factors secretats pel tumor primari tenen un paper molt important
en la limfangiogenesis i en la vasculogénesis. Els tumors amb un
elevat grau de vascularitzacié s’associen a una major tassa
metastasica que els escassament vascularitzats**. Membres de
la familia de proteines de factor de creixement endotelial vascular
(VEGF), VEGF-C i VEGF-D, els quals s6n secretats
principalment pel tumor, a través de l'activacié del seu receptor
VEGFR-3 expressat en cél-lules endotelials, estan implicats en la
proliferacié dels vasos limfatics tumorals. En cancer colorectal,
s’ha descrit una correlacio entre I'expressié de VEGF-C i VEGF-
D, la formacié de vasos limfatics en el tumor primari i I'aparicié de
metastasis en ganglis limfatics regionals™.

Per altra banda, VEGF-A esta relacionat amb la disseminacio
hematogena, induint la vasculogenesis a través de la unié als
receptors VEGFR-1 i VEGFR-2,
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1.1.5. Estroma tumoral i disseminaci® metastasica

El tumor primari esta format per un microentorn complex, el qual comprén la
matriu extracel-lular (ECM) i altres tipus cel-lulars, a part de les cél-lules
tumorals. Aquestes son les cel-lules endotelials dels vasos limfatics i vasculars,
els pericits i les cel-lules derivades de precursors cel-lulars de la medul-la ossia
com macrofags, neutrofils, mastocits i cél-lules mieloides, els quals deriven tots

de les cél-lules mare mesenquimals®’.

La ECM és el major component del microentorn tumoral i exerceix nombroses
funcions durant la progressioé tumoral: sostén la proliferacio i creixement de les
cel-lules tumorals; contribueix al manteniment del nucli de les cél-lules mare
tumorals (stem cell), el qual manté el creixement del tumor primari i afavoreix,

amb la seva arquitectura, la proliferacié i invasié a distancia®-*°.

Actualment existeixen diverses teories que revelen un rol actiu del microentorn
tumoral en la disseminacié metastasica. Coexisteix la teoria del tropisme
cel-lular, consistent en la colonitzacio, dirigida per la cél-lula tumoral, tan sols
de determinats organs; amb el concepte que els organs implicats en les
metastasis provoquen la retencié de les cel-lules tumorals en els capil-lars

locals.

Esta descrit que el tropisme sobre determinats oOrgans esta mediat per
citoquines, quimionines i proteases produides pel tumor primari, les quals s6n
les responsables de preparar el microentorn tumoral per afavorir la migracio,

invasio i implantacio de la cél-lula tumoral en teixits concrets?.
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1.2. METASTASIS HEPATIQUES DE CARCINOMA COLORECTAL

En el moment del diagnostic, aproximadament el 25-30% dels pacients
diagnosticats de CCR presentaran metastasis hepatiques sincroniques (estadi
IV) i el 25% en desenvoluparan al llarg de [l'evoluci6 de la malaltia
(metacroniques), la majoria durant els 3 primers anys del diagnostic del tumor

primari®*-22,

Per altra banda, en un ter¢ dels pacients amb CCR disseminat, el fetge és I'nic
organ afecte, mentre que els dos tercos restants de pacients presenten també

metastasis en altres localitzacions?®.

1.2.1. Tractament de les metastasis hepatiques de carcinoma colorectal

La reseccié hepatica amb marges sans (R0O) és considerada el tractament
actual capac d’oferir una major supervivéncia a llarg termini als pacients afectes
de metastasis hepatiques d’origen colorectal (MHCCR).

L’estratégia terapéutica per als pacients afectes de carcinoma colorectal
metastasic ha de ser discutida per un equip multidisciplinar.

Per tal d’oferir el tractament més adequat a cada pacient, és necessaria una
correcta estadificacidé preoperatoria i disposar d’analisis sanguini amb
hemograma, funcié hepatica i renal i CEA (antigen carcinoma embrionari); TC
téraco-abdominal i/o RM hepatica. Davant cirurgies abdominals o toraciques
majors amb intent curatiu, poden ser necessaries altres exploracions cliniques
complementaries, a considerar individualment en cada pacient. En alguns
casos, el FDG-PET pot aportar informacié addicional en cas de lesions
dubtoses. La comorbilitat i estat general del pacient sOn factors pronostics

importants a tenir en compte a 'hora de planejar I'actitud terapéutica a seguir®.
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La majoria de pacients afectes de malaltia colorectal metastasica son
irresecables d’entrada®-%°.Per aquest motiu és necessaria una correcta
seleccio dels pacients, diferenciant entre els que presenten metastasis
hepatiques d’entrada resecables d’aquells inicialment irresecables.

L’objectiu principal en aquest darrer grup, €s convertir aquelles metastasis
de CCR inicialment irrresecables en resecables, la qual cosa succeeix en el
15% dels casos, després de l'administracié de régims de quimioterapia
sisttmica (FOLFOX, FOLFIRI, CAPOX). La introduccié d’anticossos
monoclonals contra el factor de creixement vascular endotelial (VEGF) i
contra el receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR), bevacizumab
i cetuximab respectivament, en combinacié amb quimioterapia, ha de ser

considerada en casos seleccionats de pacients que presenten resposta®’.

1.2.1.1. Cirurgia de reseccid6 hepatica per metastasis d’origen

colorectal®

e Es considera candidat a reseccidé hepatica quirdrgica tot pacient a
qui es pugui oferir una reseccio de tota la malaltia hepatica amb
marges macro i microscopics negatius (R0), sempre i quan el volum
del futur remanent hepatic (FLR) sigui funcionalment adequat. En
general, la proporcié entre el futur remanent hepatic (FLR)/volum
total hepatic estimat (TELV) ha de ser superior o igual al 25% en
fetges sans. En cas de fetges sotmesos a elevades dosis de
quimioterapia, aquesta tassa ha de ser del 40%%°.

e En cas que el pacient no es consideri medicament apte per a la
cirurgia (inoperable), es pot considerar la terapia ablativa.

e Pacients amb malaltia extrahepatica que han de ser considerats per

a cirurgia de reseccio hepatica serien:
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1. Metastasis pulmonars resecables.

2. Metastasis Uniques/aillades de localitzacions extrahepatiques (per

exemple, en melsa, glandula adrenal) o recurréencia local

resecable.

3. Extensio directa de la metastasis hepatica; per exemple, afectacio

diafragmatica/adrenal que pugui ser ressecada.

(Evidéncia IV; Forca de recomanacié D)

e Les contraindicacions per a la reseccio hepatica inclouen la malaltia

extrahepatica no controlable, com:

1.
2
3.
4

5.

Tumor primari no tractable.

Disseminacioé pulmonar generalitzada.

Carcinomatosis peritoneal.

Extensa afectaci6 ganglionar com retroperitoneal,
mediastinica o portal.

Metastasis 0ssies o del sistema nervios central.

(Evidéncia Il; Forca de recomanaci6 B)

1.2.1.2. Lesions borderline per a lareseccié hepatica

Es tracta de casos seleccionats que, abans de desestimar-se per a tractament

quimioterapic sistémic pal-liatiu, han de ser avaluats en una Unitat Hepatobiliar,

ja que actualment existeixen estrategies terapeutiques per a intentar augmentar

el futur remanent hepatic i consequentment, la resecabilitat i/o possibilitats

d’ablacié hepatica de metastasis hepatiques inicialment no resecables.
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Aquestes tecniques son:

Embolitzacié portal. Comporta la hipertrofia compensatoria del fetge

contralateral. En cas de disposar d’un futur remanent hepatic
insuficient, la utilitzaci6 d’aquesta técnica abans de la cirurgia

permetria prevenir una insuficiencia hepatica postoperatoria.

Hepatectomia en dos temps. En cas de casos molt seleccionats de

lesions hepatiques multiples bilaterals. El primer temps consisteix en
realitzar una “neteja” de totes les lesions del |obul menys afectat i
seguidament, realitzar una lligadura o embolitzaci6 de la branca
portal contralateral, per tal d’obtenir una hipertrofia del 16bul “netejat”.
Després d’un temps variable, en funcié de I'evolucio i la hipertrofia
aconseguida, es programa la segona hepatectomia, la qual
consisteix en la resecci6 completa del lobul hepatic encara no

tractat, el qual contenia la lesio o lesions majors.

Cirurgia hepatica extrema. Fa referéncia a diferents técniques per a

reseccions de lesions hepatiques que infiltren el sistema vascular,
incloent reseccié i reconstruccid de la vena porta o de lartéria
hepatica. També s’ha realitzat en casos seleccionats, reseccio de
tumors que inclouen la vena cava inferior o les tres venes
suprahepatiques, utilitzant en aquests casos tecniques d’exclusio
vascular total hepatica, perfusié hipotérmica in situ o reseccié

hepatica ex vivo (cirurgia de banc)®.

(Evidéncia IV; Forca de recomanacio D)

25




1. INTRODUCCIO

Multi Unilobar Multi Bilobar Multi Bilobar
® -“* 0 LAp /0‘:‘
A ' 7 s,

Fetge remanent <30% <3 noduls <30 mm > 3 ndduls = 30mm
Embolitzacié Hepatectomia + Hepatectomia
Portal Ablacio local en 2 temps

Figura 4. Estrateégia terapéutica quirargica en metastasis hepatiques multiples uni i

bilobars?.

1.2.2. Mortalitat i supervivéncia després de cirurgia per metastasis

hepatiques d’origen colorectal

La cirurgia de reseccid hepatica és I'Unic tractament que ofereix en I'actualitat,
la perspectiva de supervivéncia a llarg termini, motiu pel qual és la primera

estratégia terapeutica a considerar.

Segons diferent series, la mortalitat en una cirurgia de resecci6 de MHCCR
varia entre el 0 i el 3,7%, mentre que la morbilitat postoperatoria oscil-la entre
el 15 i el 46%°".

Les noves pautes de quimioterapia perioperatoria introduides durant la darrera
decada, han contribuit a una milloria de la mediana de supervivéncia en els
pacients afectes de metastasis hepatiques d’origen colorectal. L’associacio del

tractament classic constituit per 5-fluorouracil (5-FU) i leucovorin (LV) amb
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irinotecan o oxalipati comporta una resposta tumoral en el 40-50% dels

pacients®?-33,

En pacients amb metastasis hepatiques resecables, la tassa de supervivencia
als 5 anys és del 25 al 40% segons les séries, podent arribar al 58% amb I'Gs
de quimioterapia perioperatoria®*. La supervivéncia als 10 anys és del 20-
25%°%,

Igualment, la quimioterapia perioperatoria millora la supervivéncia lliure de

malaltia entre el 7 i el 8% als 3 anys.

Malgrat aquestes estratégies terapeutiques, entre el 60 i 85% dels pacients
presentaran recurréncia de la malaltia durant els 2 seguents anys de la
reseccié de les metastasis hepatiques, essent el fetge i el pulmd els llocs de

recurréncia més freqiients®.

Per altra banda, sense tractament, la mediana de supervivencia dels pacients
afectes de metastasis hepatiques d’origen colorectal és de 6 a 8 mesos,
segons l'extensi6 de la malaltia, essent de millor pronostic aquells que
presenten metastasis localitzades en un Unic lIobul hepatic o un menor nombre

de lesions®’.
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Patient Survival after a 1st liver operation for Colorectal Metastases : 21697 patients

Log Rank p = <0.0001
100

90

80

T Y T T Y T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Resected #-¢-¢ Resected s Operated bul not resected
Survival %
Resected 1lyr 2yrs | 3yrs | 4yrs | S5yrs | 6yrs | 7yrs | 8yrs | 9yrs | 10 yrs
Resected 90% 75% 61% 50% 42% 36% 32% 30% 27% 26%
No resected 67% 38% 21% 13% 9% 6% 4% 4%

Figura 5. Diferéncies entre les supervivencies globals dels pacients sotmesos a cirurgia

de reseccid hepatica per MHCCR i els no resecats, segons dades de LiverMetSurveySS.

1.2.3. Factors de risc de recurréncia després de cirurgia per metastasis

hepatiqgues d’origen colorectal

Tal i com s’ha mencionat préviament, [I'’hepatectomia, associada a
quimioterapia perioperatoria, és el tractament indicat pels pacients afectes de

metastasis hepatiques d’origen colorectal resecables.

Tot i aixi, més de la tercera part d’aquests presentaran, posteriorment,
recurrencia de la malaltia, ja sigui novament de localitzaci6 hepatica o

extrahepatica i en la majoria dels casos, aquesta sera la causa de la seva mort.
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Els factors que normalment solen analitzar-se com a predictius de recurrencia
es subdivideixen en: variables demografiques (edat i sexe); variables
relacionades amb el tumor primari; variables relacionades amb les metastasis
hepatiques; la supervivéncia lliure de malaltia, considerada com el temps des
del tractament del tumor colonic primari al diagnostic de les metastasis
hepatiques colorectals; valor del CEA abans de [I'hepatectomia; uUs de

quimioterapia neoadjuvant, entre d’altres.

Cal destacar una revisi6 realitzada per Gregoire et al*®, el qual pretén
determinar la utilitat en la practica clinica actual dels diversos scores pronostics
publicats en relaci6 amb els pacients intervinguts de MHCCR. Després de la
recerca en Medline i Embase segons els criteris establerts, analitza sis scores i
catorze factors pronostics i finalment en determina la seva inconsisténcia, ja
gue existeix una elevada discordanca entre els factors clinic-patologics que sén
estadisticament significatius en cada model predictiu. Aquest conclou,
igualment, que és necessari I'estudi de factors moleculars per a entendre millor

el pronostic d’aquests pacients.

Per altra banda, cal esmentar el registre prospectiu internacional de pacients
intervinguts de MHCCR (LiverMetSurvey®), el qual segons els darrers
indicadors del desembre de 2013 té recollides les dades de 22308 pacients. El
seu objectiu final és analitzar els resultats en termes de supervivéncia

d’aquests pacients per tal d’elaborar unes guies cliniques optimes.

De totes les dades recollides i analitzades fins aguesta data, cal esmentar que
resultaven estadisticament significatius els seglents factors: nUmero de lesions
hepatiques (<3 o 23); metastasis sincroniques o metacroniques; lesions uni o
bilaterals; tipus de cirurgia hepatica (limitada a <3 segments o major);

administracio de quimioterapia neoadjuvant.
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1.3. ANTECEDENTS | ESTAT ACTUAL DE L’ E-CADERINA EN CANCER
COLORECTAL

La mateixa practica clinica posa de manifest que I'actual sistema d’estadiatge
del carcinoma colorectal (TNM)* i les caracteristiques clinic-patologiques
utilitzades per a indicar el tractament adequat de cada pacient, no sén
suficients per a identificar els casos de pitjor pronostic, els quals presentaran
durant la seva evolucid, unes supervivencies lliure de malaltia i global
disminuides. Per aquest motiu és necessari I'estudi de factors genétics i
moleculars que aportin informacid addicional al sistema d’estadiatge usat
actualment i permetin identificar aquell subgrup de pacients de mal pronostic,
amb un major risc de presentar recurréncia de la malaltia i, conseqientment,

menor supervivencia global.

Durant la darrera decada, varis estudis han revelat que la desregulacié de
molécules d’adhesio intercel-lular com les caderines s’associa a invasio
cel-lular, angiogénesis i progressié metastasica*. La relacié entre la disfuncié
de 'E-caderina i la progressio cancerigena ha estat demostrada tant en estudis
in vitro com in vivo. lgualment, la implicacié clinica de la deficiencia en el
funcionament de I'E-caderina ha estat confirmada per immunohistoquimica en

diverses neoplasies humanes*.

1.3.1. Estructurai funcié de ’E-caderina

L’E-caderina humana és una glicoproteina transmembrana tipus-I de 120-kDa
codificada en el cromosoma 16g22.1 (gen CDH1). Es troba localitzada en les
unions adherents (adherents junctions) i en la membrana basolateral de les
cel-lules epitelials. Esta formada per tres dominis, extracel-lular,

transmembrana i citoplasmatic.
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El domini extracel-lular esta constituit per cinc tandems de sequéncies
repetides de 100 aminoacids (EC1-EC5) units entre ells per ions de calci. El
fragment EC1 esta implicat en les interaccions homofiliques entre les caderines
de les cél-lules adjacents (trans-interaction) i entre les caderines de la mateixa
cel-lula per unions laterals (cis-interaction). Aixo comporta una forta estructura

d’adhesio entre les cél-lules veines.

a-catenin '
B-catenin \

E-cadherin

/

p120 catenin

Figura 6. Esquema que mostra la uniéo del complex E-caderina-catenina als filaments

d’actina en les adherents junctions®.

El domini citoplasmatic interacciona per a formar el complex caderina-catenina
(B, v i 6- catenina), unit a través de filaments d’actina al citoesquelet cel-lular
(Fig. 6). Les unions d’aquests complexes en les adherents junctions mantenen
espais intercel-lulars inferiors a 25nm i participen en funcions d’adhesio i
d’activaciéo de senyals intracel-lulars. Per una banda, impedeixen la motilitat
individual de les cél-lules epitelials (inhibicié de la motilitat per contacte); per
altra, I'estructura epitelial constituida, confereix una barrera per a la difusio
passiva de soluts entre els espais luminal i intersticial i, finalment, inhibeix la
proliferacio a través del bloqueig de la via de senyalitzacié del factor de
creixement (inhibici6 del creixement per contacte), mantenint d’aquesta

manera, la integritat i funcionalitat tissular®3-*4.
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En resum, es pot dir que I'E-caderina actua com un gen supressor tumoral, el

qual manté la integritat epitelial i inhibeix la migracié i la invasio cel-lular®.

1.3.2. Expressio d’E-caderina i cancer

1.3.2.1. Peérdua d’expressioé d’E-caderina

Per contra de les cel-lules epitelials de les qual deriven, les cél-lules del
carcinoma no presenten inhibicié per contacte de la motilitat ni del creixement i,
es caracteritzen per la capacitat d’alliberar-se del tumor primari i migrar a

distancia a altres localitzacions.

La pérdua de funcié de I'E-caderina és una alteracio frequent que es doéna
durant la carcinogenesis, i pot produir-se per diferents mecanismes (repressio
de la transcripcid, inactivacié, mutacid, endocitosis, protedlisis). Aquesta
capacitat metastasica es produeix per la pérdua progressiva de les
caracteristiques de les cél-lules epitelials, les quals adopten progressivament
un fenotip tipus mesenquimal en un procés conegut com a transicié epitelial-
mesenquimal (EMT). Aquestes alteracions fenotipiques comporten tant un
trencament de la integritat tissular com un augment de la motilitat i capacitat

d’invasié i disseminacié hematogena®®-*’.

La pérdua de la proteina epitelial E-caderina s’ha demostrat a través de
tecniques d’'immunohistoquimica en diferents cancers: carcinoma escamés de
cap/coll i esofag, carcinoma de tiroides, lobulillar de mama, prostata, pulmd,

cérvix uteri, endometri, colon, pancrees i carcinoma gastric difts*.

Malgrat aquesta creenca més dominant basada en la transicid epitelial-
mesenquimal (EMT) com a procés clau per a la progressié metastasica,
existeixen tumors invasius que mantenen E-caderina positiva com a marcador
epitelial. Aixi, pot citar-se un estudi realitzat per Putzke AP et al *° en el qual
s’observa una elevada expressié d’E-caderina en cancer de prostata

metastasic de mal pronostic.
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Aix0 fa pensar que el procés EMT és polifacetic i progressiu i que les cél-lules
tumorals poden patir una transicié parcial mantenint encara caracteristiques
tipiques epitelials com I'E-caderina. En aquest sentit, s’ha demostrat que
existeixen altres mecanismes pels quals aquesta proteina contribueix al
desenvolupament tumoral, com podria ser la proteolisis de proteines de

membrana i alliberacié de fragments amb propietats oncogéniques®®.

1.3.2.2. Proteolisis de ’E-caderina

La proteolisis transmembrana de I'E-caderina es produeix en primer lloc per
diverses metaloproteinasses extracel-lulars (MMP-3, MMP-7, MMP-9, MT1-
MMP, ADAM10, ADAM15, plasmina, kallikrein7). Aquest procés converteix I'E-
caderina en un fragment extracel-lular N-terminal de 80-kDa i un fragment
intracel-lular C-terminal de 38-kDa (E-cad/CTF-1).

El fragment extracel-lular, anomenat E-caderina soluble, és alliberat de la
membrana a I'espai extracel-lular i inclus passa a la circulacié sanguinia amb

funcions autocrines i paracrines.

El complex y-secretassa (presenilina-1/2) actua a la part intracel-lular de la
membrana, proteolitza la E-cad/CTF-1 i déna lloc a un altre fragment anomenat
E-cad/CTF-2 de 33-kDa, el qual s’allibera al citosol i posseeix la capacitat de
desencadenar senyals intracel-lulars. La caspassa-3 pot proteolitzar aquest
fragment en la E-cad/CTF-3 de 29-kDa, perd les funcions d’aquest son encara

desconegudes®.

La proteolisis intracel-lular de I'E-caderina provoca l'escissié del complex
caderina-catenina, donant lloc, entre d’altres, a B-catenina i p120-catenina. La
B-catenina alliberada constitueix un potencial oncogen a través de 'activacié de
la via de senyalitzacié Wnt/B-catenina. Existeixen estudis que sustenten que
I'activacié d’aquesta via comporta una rapida proliferacié tumoral, aixi com un

augment de la supervivéncia cel-lular”.
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A més, es coneix que la via de senyalitzacio Wnt/B-catenina esta involucrada
en la regeneracio de les cel-lules mare, la qual suggereix que aquest procés

comporta I'adquisicio d’una cél-lula mare de fenotip cancerigen®.

Els estudis in vitro revelen que les proteines pl20-catenina i kaiso, un
repressor transcripcional, interaccionen amb E-cad/CTF-2%". En el nucli, aquest
fragment d’E-caderina regula el complex p120-kaiso i la transcripcié dels gens
diana de kaiso, com la ciclina D1, la qual cosa indueix creixement tumoral i

invasio cel-lular. S’ha demostrat en el carcinoma escamds esofagic >

a-secretase y-secretase capase-3

sE-cad (80kDa) E-cad/CTF1 (38kDa)
| |
E-cad/CTF2 (33kDa)
|
E-cad/CTF3 (29kDa)

Figura 7. Estructura i generacioé dels fragments d’E-caderina®.
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Figura 8. Funcions oncogeéniques dels fragments E-cad i E-cad/CTF2%.

1.3.3. Estudis previs sobre E-caderina i carcinoma colorectal

Perk AK et al®* el 1998 ja demostra en un model experimental de ratoli, que la
perdua d’expressido d’E-caderina s’associava a la transici6 d’adenoma ben

diferenciat a carcinoma invasiu.

Dorudi S et al* analitza I'expressié d’E-caderina en 72 mostres de carcinoma
colorectal huma i en els seus corresponents ganglis limfatics infiltrats.
Conclouen que la supressié de l'activitat de I'E-caderina es relaciona amb

tumors més desdiferenciats i amb I'aparicié de metastasis ganglionars.

35




1. INTRODUCCIO

Ilgualment, Mohri Y*® (1997) va analitzar I'expressi®é d’E-caderina per
immunohistoquimica en mostres de 100 pacients intervinguts de cancer de
colon. L’estudi mostra una associacié estadisticament significativa entre una
menor tinci6 d’E-caderina en membrana i major recurréncia, menor

supervivencia lliure de malaltia i menor supervivencia global.

Elzagheid et al®’ (2006) estudia, mitjancant técniques d’immunohistoquimica,
els nivells d’expressio en membrana i en citoplasma d’E-caderina en mostres
de tumor primari colorectal i de metastasis d’'una serie de 42 pacients.
Observaren que els tumors primaris presentaven una major tassa d’expressio
d’E-caderina en membrana que les metastasis (p=0.0001), mentre que el nivell
d’expressio citoplasmatica no diferia en ambdds grups. Aquesta troballa
s’interpreta com que la capacitat de metastatitzar s’associa a una perdua de

I'expressio d’E-caderina en membrana.

Aquest mateix grup publicaren un estudi el 2012 realitzat en una serie de
mostres de 230 pacients afectes de CCR estadis | a IV, on analitzaren
I'expressié d’E-caderina i la seva correlacio amb factors clinic-patologics. En
'analisi multivariat, la pérdua d’expressié d’E-caderina constitueix un factor de
risc independent predictor de recurréncia (menor supervivencia lliure de
malaltia), amb una p=0.043. Realitzen igualment I'analisi en el subgrup de
pacients d’estadi Il, en els quals aquesta perdua d’E-caderina s’associa tant a
menor supervivéncia global (p<0.04) com a una menor supervivencia lliure de
malaltia (p<0.01)%8.
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1.3.4. Resultats previs en un model de ratoli de desenvolupament de

metastasis d’origen colorectal

Dins de [l'Institut d’Investigacions Biomeédiques de I'Hospital de Sant Pau,
concretament el Grup d’Oncogénesis i Antitumorals (GOA) i amb la
col-laboraci6 del servei de Cirurgia General i Digestiva, s’ha estudiat un nou
paper de I'E-caderina en tumorogénesis i metastasis en el cancer colorectal.
S’ha descrit una nova funcié oncogenica que, conjuntament amb el seu paper
ampliament conegut de supressor tumoral, aporta un nou mecanisme per a

entendre el procés tumoral i la capacitat de disseminacié metastasica.

Experimentalment, Céspedes et al*®

, per contra d’altres models experimentals
de cancer colorectal metastasic descrits fins ara, obtingueren un model animal
pel desenvolupament de metastasis de carcinoma colorectal el qual aconsegui
reproduir el lloc i patré6 de disseminacié metastasica observats en humans

afectes de cancer colorectal.

Aquest model consisteix en la microinjeccié ortotopica directa de cel-lules
humanes de cancer colorectal entre la mucosa i la muscularis propia de la paret
del cec de ratolins swiss nude immunodeprimits utilitzant una micropipeta amb
'ajuda de visié binocular. Realitzant aquest procés es compararen 3 linies
diferents de cancer colorectal huma (HCT-116, SW-620 i DLD-1) i s’avaluaren,
de cadascuna, la tassa de creixement tumoral local, el patr6é i velocitat de

disseminacio i la tassa de supervivéncia.
Es crea un sistema d’estadiatge tumoral:

e Estadil corresponent a creixement tumoral inicament local.
e Estadi Il constituit per estadi | més carcinomatosis peritoneal (focus
tumorals en peritoneu parietal, diafragma, peritoneu visceral del tracte

digestiu o hepatic).
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e Estadi lll format per estadi | i/o Il més infiltracié ganglionar mesentérica o
focus pancreatics (ja que el pancrees de ratoli és intraperitoneal).
e Estadi IV esta format per I'estadi |, Il o lll més metastasis hepatiques i/o

pulmonars.

Aixi doncs, tot i diferéncies en I'estat mutacional de les cél-lules, el métode de
microinjeccid ortotopica cel-lular (OCMI) replica el patr6 de disseminacio
observat en la practica clinica: infiltracié de les cel-lules tumorals dels vasos
limfatics de la paret colonica i consequent disseminacio al territori ganglionar
mesenteric i, posteriorment, aparicié de metastasis hepatiques i pulmonars a
través de disseminacio hematogena. Igualment, s’observa l'aparicido de focus

tumorals peritoneals.

El 2010, el mateix grup publica un segon estudi en que utilitzava aquest model
experimental anteriorment descrit, per a I'estudi del paper de I'expressio de les
proteines E-caderina i Snaill (repressor d’E-caderina) en tumorogenesis i
disseminaci6 metastasica de cancer colorectal®.

Per a realitzar I'estudi, s’utilitzaren cél-lules humanes de cancer colorectal
SW480-ADH. S’usa aquesta linia cel-lular perqué expressen baixos nivells d’E-
caderina i d’'Snail1. Es generaren 3 grups clonics d’aquestes cél-lules: grup 1 a
les quals es transferi un vector buit (Mock); grup 2 a les quals es transferi un
vector DNA per a la sobrexpressi6 d’E-caderina (E-cadherin®®); grup 3

caracteritzades per sobrexpressié de Snaill (Snail1°F).

Es procedi a la microinjeccio ortotopica d’aquestes cél-lules en la paret del cec
de ratolins swiss nude segons la técnica anteriorment descrita. S’analitza en
cada grup: el creixement tumoral local, el patré6 de disseminacio i I'expressio
tant en el tumor local com en els focus metastasics de Snaill, E-cadherina, -
catenina i Presenilinal (PS1). Cal destacar que en aquest estudi s’observa
infiltracid ganglionar mesenterica i focus de carcinomatosis peritoneal, perd no

s’objectivaren metastasis hepatiques ni pulmonars en cap dels ratolins.
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Analisis histopatologic: Les cél-lules amb sobrexpressié d’Snaill (Snail1°F), la
qual cosa comporta per definici6 una disminucié de lI'expressié d’E-caderina
(Snaill és un repressor E-caderina), presenten un fenotip mesenquimal
(elevats nivells de marcadors mesenquimals com LEF1 i fibronectina), mentre
que les cél-lules E-cadherin®® es caracteritzen per un fenotip epitelial amb
reduits nivells de marcadors mesenquimals. Les ceél-lules Mock presenten un
fenotip intermedi. D’acord amb aquestes caracteristiques, tant el tumor primari
com els focus metastasics de les cél-lules E-cadherin®® eren carcinomes ben
diferenciats. Per contra, el tumor local i els ganglis infiltrats originats a partir de
les cél-lules Snail1°F, eren indiferenciats (taula 1).
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Taula 1. Histopatologia i nivells d’expressié de CK20, Snail1, E-Cadherina i B-Catenina en

el tumor primari, en els focus de metastasis ganglionars i en els focus de carcinomatosis

peritoneal dels 3 grups clonics de carcinoma colorectal (Mock, Snail 1°F, E-cadherin®®)®.

SW480
infected cells

Local tumor growth

Local tumor PAS Histological - E-
volume (cm®)  tincion grade catenin cadherin
staining staining
SW480- 0.05+£0.02 Poorly diff. ++ +/-
Mock cit. mb
SW480- 0.13+£0.03 Un-Diff. +++ _
Snail cit/nu
SW480- 0.08 £0.02 + Well-diff. +/- +/-
Snail+E-cad cit. cit/mb
SW480 lymphatic secondary tumor foci
infected cells
PAS Histological B3- E-
tincion grade catenin cadherin
staining staining
SW480- _ Poorly diff. _
Mock
SW480- _ Un-Diff. +++ B
Snail cit/nu
SW480- + Well-diff. +/- +/-
Snail+E-cad cit. cit/mb
SW480 Peritoneal secondary tumor foci
infected cells
Peritoneal PAS Histological  B-catenin E-
tumor volume tincion grade staining cadherin
(cm’) staining
SW480- 09+0.5 Poorly diff. et et
Mock cit/nu mb
SW480- 3.60 £ 0.4* + Well-diff +/- ++
Snail+E-cad cit. cit/nu/mb

40




1. INTRODUCCIO

Pel que fa als resultats, no s’observaren, en els grups, diferencies significatives
en el volum tumoral local (p=0.063) ni en la tassa d’infiltracid6 ganglionar
mesentérica. Per contra, si s’observaren diferéncies significatives en la tassa
de disseminacié peritoneal (p=0.034). Cap ratoli amb tumor colonic format a
partir de cél-lules Snaill®F presentaren focus de disseminacié peritoneal,
mentre que el 100% dels ratolins E-cadherin® generaren metastasis
peritoneals (taula 2). Aixi doncs, es pot dir que lI'expressiéo d’E-caderina és

necessaria pel desenvolupament de carcinomatosis peritoneal.

Group Mice Local tumor Secondary tumor foci
(n)
Peritoneal
Take — Tumor Lympl: Peritoneum foci
rate volume node (') (") (%) T TS
OEe) (cmd (%) (cm?)
Mock 8 5/8 005+  2/5(40)  2/5(40)8 0.9+0.4
(63) 0.02*
Snail1“F 8 718 013+ 47 (47) 07 (0)T —
(88) 0.03
E- 8 518 0.08+ 2/5(40) 5510057 36+0.4
cadherin OF (63) 0.02*

Taula 2. Taxa i volum tumoral del tumor primari i dels focus metastasics originats a partir
de la implantacié en ratolins swiss nude dels tres grups cldnics de carcinoma colorectal
derivats de la linia cel-lular SW480-ADH®.
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En segon lloc, en els focus de carcinomatosis peritoneal de les cel-lules E-
cadherin®® s’objectiva un increment d’E-caderina proteolitzada i translocada al
nucli i augment dels nivells de la proteina proteolitica PS1. Igualment aquest
grup E-cadherin®®, en comparaci6 amb el de cél-lules Mock o Snail1°F,
s’associa a un augment del creixement tumoral total (p<0.01) i menor

supervivéncia dels nudemice (p=0.01) (Fig. 9).

10
08
_ p=0.011
©
>
=
3 06
(7]
]
=
ﬁ
S 04
£
3
= _[IMock
02 _[|Snail
Snail+E-cadherin
00
] ] ] ] ] ]

25 50 75 100 125 150
Post-injection time (days)

Figura 9. Grafica que mostra que la supervivencia acumulada és significativament

superior en els nudemice Mock o Snail®® que en nudemice E-cadherin®® .

Com a conclusié de I'estudi, es pot dir que la sobrexpressié d’E-caderina ha
posat de manifest una funcié oncogénica associada a proteolisis, translocacié
nuclear i desplagament de B-catenina del nucli, la qual comporta major

agressivitat i augment del volum tumoral, tot i que exclusivament en les
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metastasis peritoneals i no en d’altres localitzacions, com en el tumor primari o

en les metastasis ganglionars.

Aixi, es proposa que la proteina E-caderina pot jugar un paper com a supressor
tumoral o bé oncogenic en el carcinoma colorectal segons el grau de
proteolisis, el qual podria dependre del medi/entorn tumoral. Es postula que
aguest varia segons I'organ infiltrat i condiciona I'activitat proteolitica de la PS1.
Aix0 explicaria les diferéncies de proporcié d’E-caderina nuclear observades en
el tumor primari colonic, en les adenopaties mesentériques i en els focus de

carcinomatosis peritoneal.

Aquesta troballa experimental déna peu al present estudi, el qual pretén
avaluar el valor de I'expressié d’E-caderina en mostres cliniques humanes de
cancer colorectal metastasic. Cal destacar pero, que actualment els pacients
amb carcinomatosis peritoneal es consideren pal-liatius i no son candidats a
una intervencio quirdrgica sistematica, motiu pel qual no es disposa de mostres
cliniques d’'implants peritoneals amb un nimero estadisticament suficient per a
ser analitzades. D’acord amb aquesta premissa i el fet que en I'evolucié clinica
natural del cancer colorectal, la localitzacié hepatica constitueix el primer lloc de
disseminacio, es va decidir que I'estudi d’expressio d’E-caderina es realitzaria

en mostres humanes de metastasis hepatiques de tumor primari colorectal.
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2. HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS
Els factors clinic-patologics relacionats amb el tumor primari colorectal i amb
les seves metastasis constitueixen actualment les variables més estudiades
relacionades amb el pronostic dels pacients intervinguts de metastasis
hepatiques d’origen colorectal, tant pel que fa a supervivéncia lliure de malaltia

com a supervivencia global.

Aixi, en el present estudi, analitzarem els factors clinic-patologics associats a
supervivéncia i recurréncia de malaltia després d’una cirurgia de reseccid
hepatica per metastasis hepatiques d’origen colorectal. Igualment, donada la
seva rellevancia, es determinara l'evolucio clinica dels pacients en funcio del

patré de recurréncia

Per altra banda, la revisi6 prévia de diverses publicacions realitzades en
aguesta linia, ens ha dut a la conclusié de la necessitat d’incloure I'estudi de
factors biologics i moleculars que ens ajudin a comprendre el perqué de les
diferéncies evolutives entre pacients que presenten un estadiatge similar de la
malaltia. Aixi, a part d’avaluar els factors clinics del pacient i anatomopatologics
de l'especimen quirurgic, estudiarem I'expressié d’E-caderina en el nucli

cel-lular.

Basant-nos en la literatura i en els resultats experimentals previs del grup Grup
d’Oncogeénesis i Antitumorals (GOA) de I'Institut d’Investigacions Biomeédiques
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, es proposa que I'E-caderina pot tenir
una funcié oncogeénica associada al seu grau de protedlisis, el qual al seu torn,

depén de I'estroma tumoral.

Aquest efecte s’explicaria per la diferencia en la prevalencia entre la forma
completa de la proteina, localitzada en la membrana plasmatica, i la forma
proteolitzada, localitzada en el citosol i/o nucli de la cel-lula tumoral, que

activaria o reprimiria diferents vies de senyalitzacio¢ intracel-lular.
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Per tant, la prevalencia d’E-caderina proteolitzada localitzada en el citosol i/o

nucli de la cel-lula tumoral comportaria major agressivitat i capacitat d’invasio

tumoral i permetria explicar les diferencies en I'evolucié clinica dels pacients.

OBJECTIUS

Comprovar que els pacients amb major quantitat d’E-caderina
proteolitzada i present en el nucli de les cel-lules tumorals de les mostres
de metastasis hepatiques d’origen colorectal presenten pitjor pronostic i

evolucio6 clinica.

Estudiar la correlacié entre la prevalenca d’E-caderina nuclear i les
variables clinic-patologiques amb les supervivencies global i lliure de

malaltia.

Avaluar les supervivencies global i lliure de malaltia (temps des de la
primera resecci6 de MHCCR a la recurréncia) en la nostra poblacié a

estudi.

Estudiar I'evolucio i la supervivéncia segons el patré de la recurréncia
després d’una primera cirurgia de reseccid de metastasis hepatiques
d’origen colorectal (localitzacié Unica hepatica, Unica pulmonar, altres

localitzacions uniques, multiples localitzacions) en els nostres pacients.
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3.1. Disseny i poblaci6é de I'estudi

Estudi retrospectiu observacional dels pacients intervinguts, de forma
cronologicament continuada, de metastasis hepatiques de tumor primari
colorectal al Servei de Cirurgia General i Digestiva de I'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (Barcelona) des del gener del 1998 a desembre del 2009.

3.2. Criteris d’inclusio

En l'estudi s’inclogueren els pacients sotmesos a reseccid quirdrgica per
metastasis hepatiques d’origen colorectal durant el periode anteriorment

esmentat.

Els criteris de seleccid dels pacients per a indicacié de cirurgia de reseccio

hepatica es basen en:

e Possibilitat de realitzar una cirurgia radical curativa RO.

¢ Remanent funcional hepatic suficient.

e Absencia de malaltia extrahepatica disseminada, excepte
metastasis pulmonars considerades resecables.

e Criteris d’operabilitat del pacient.

S’inclouen pacients amb metastasis hepatiques sincroniques i metacroniques.
Es defineixen metastasis hepatiqgues metacroniques les que apareixen a partir

dels 6 mesos del diagnostic de la neoplasia primaria colorectal.

3.3. Criteris d’exclusio

e Pacient no operable (comorbilitat).
e Cirurgia hepatica curativa RO per0 que comporti un remanent

hepatic funcional insuficient.
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e Preséncia de disseminacio extrahepatica no resecable.
e Mortalitat postoperatoria immediata.
e Perdua de l'evolucid i seguiment del pacient després de la

intervencié quirargica de les MHCCR.

3.4. Protocol d’actuacio
3.4.1. Pacients

Els pacients diagnosticats de MHCCR inclosos en I'estudi foren sotmesos a les
exploracions complementaries que es practiquen de forma sistematica per a

conegixer I'extensié de la malaltia i poder indicar la tecnica quirdrgica adequada:

- Analitica amb hemograma, bioquimica, perfil hepatic, alobimina, CEA (Antigen

carcinoma embrionari).

- Electrocardiograma.

- Tomografia computaritzada (TC) abdominal trifasica.

- Ressonancia magneética hepatica (en determinats cassos).
- TC toracic.

- Valoracié anestesica preoperatoria.

3.4.2. Recollida de dades clinic-patologiques

Es confecciona una base de dades recollint, de cada cas, les seguents

variables:

e Dades demografiques: Edat, sexe.
e CEA preoperatori de la cirurgia hepatica.

¢ Localitzacio del tumor primari colorectal: colon dret, esquerre, recte.
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3.4.3.

Estadi tumoral del tumor primari colorectal: pT, pN, invasio vascular
venosa, invasio perineural.

Caracteristiques clinic-patologiqgues de les MHCCR: sincroniques o
metacroniques; localitzacié uni o bilobar; nUmero metastasis, mida(cm);
marges afectes o lliures.

Localitzacié de la primera recurrencia després de la intervencié de les
metastasis hepatiques: Unicament hepatica, Unicament pulmonar, altra
localitzacio Unica (diferent de fetge o pulmd), multiples localitzacions.
Tractament de la primera recurrencia després de la intervencié de les
metastasis hepatiques: reseccid quirdrgica o pal-liacio.

Temps des de la intervencio del tumor primari colorectal a la intervencié
de les MHCCR (mesos).

Temps des de la intervencié de les MHCCR a I'actualitat (mesos).
Temps des de la intervencié de les MHCCR a l'aparicié de la primera
recurrencia (Interval lliure de malaltia, mesos).

Temps des de I'aparicié de la primera recurréncia a I'actualitat.

Seleccié de mostres histopatologiques de metastasis hepatiques de

tumor primari colorectal

En col-laboracié amb el Servei d’Anatomia Patolodgica del centre, es procedi a

seleccionar del seu arxiu, els blocs de parafina més representatius de

metastasis hepatiques de carcinoma colorectal dels pacients inclosos en

I'estudi. Del total de 242 pacients, es pogueren obtenir 221 mostres; la resta no

es localitzaren a I’'Arxiu.
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3.4.4. Analisis immunohistoquimic
Es realitzaren seccions de 4um de les 221 mostres parafinades de MHCCR i
s’avalua, per immunohistoquimica, I'expressié d’E-caderina en la membrana i

nucli de les cél-lules tumorals.

Els talls de 4um es van col-locar en portaobjectes (Flex IHC microscope slides,
Dako), i es van incubar en una estufa a 58°C durant una hora, préviament a la

tincié immunohistoquimica.

La desparafinacid, rehidratacié i recuperacié antigénica de les mostres amb
tampo citrat sodic (pH 6.0) (20 minuts a 97°C) es va realitzar amb 'equip DAKO
PTLink. Es va utilitzar el sistema automatitzat DAKO autostainer Link48 per a
les tincions immunohistoquimiques. Un cop recuperada l'activitat antigénica, es
va rentar amb tampd, i es va bloquejar I'activitat peroxidasa endogena amb
peroxid d'hidrogen al 3% durant 10 minuts. Posteriorment, la mostra es va
incubar amb l'anticos primari d'E-caderina dirigit contra el domini intracel-lular
d'E-caderina (BD Transduction, 1: 400). Com a anticos secundari es va utilitzar
rabbit (EndVision, DAKO). Seguidament, es van incubar els talls amb el
revelador DAB (DAKO) durant 5 minuts, utilitzant hematoxilina per a la tincio de
contrast. Finalment, es deshidrataren les preparacions amb concentracions
creixents d'etanol, per ser muntades posteriorment amb medi de muntatge
DPX.

Amb la col-laboracié d’un patoleg investigador, s’analitza la localitzacié, en
membrana o en nucli, de la tincié d’E-caderina de les mostres codificades de
les metastasis hepatiques. Es classificaren en positives en el cas d’objectivar
tincié nuclear d’E-caderina o en negatives si la tincio d’E-caderina tan sols es

localitzava en la membrana cel-lular dels hepatocits.
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3.5. Midade la mostra

Des del gener del 1998 al desembre del 2009, un total de 258 pacients foren
diagnosticats i considerats candidats a intervencié quirdrgica per metastasis

hepatiques d’origen colorectal.

Durant la intervencié quirdrgica, 8 pacients resultaren quirdrgicament
irresecables: 5 pacients per presentar multiples metastasis hepatiques bilobars

i 3 per associar-se a carcinomatosis peritoneal.

La mortalitat postoperatoria fou de 8 pacients (3.1%), 5 per insuficiéncia
hepatica; 1 pacient per shock septic secundari a col-leccions intraabdominals i
pneumonia nosocomial, el qual requeri intubacié orotraqueal i finalment fou
exitus per fallida multiorganica; 1 pacient per hemoperitoneu, que mori a les 6

hores de la reintervencio quirdrgica; i un pacient per coleperitoneu.

Aixi, del total de 258 casos inicials, la poblaci6é final del nostre estudi es

composa de 242 pacients.

Cal citar que pel que fa a 'estudi immunohistoquimic de I'E-caderina, aquest
tan sols fou possible realitzar-lo en 221 dels 242 pacients (91%), ja que no es
localitzaren la resta de blocs parafinats de les mostres de metastasis

hepatiques en I'’Arxiu d’Anatomia Patologica.
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Motius exclusio

Malaltia irresecable (durant laparotomia)

(0¢]

Metastasis hepatiques multiples

Carcinomatosis peritoneal

Mortalitat postoperatoria immediata

Insuficiéncia hepatica

Shock séptic

Hemoperitoneu

Coleperitoneu

| | k| O1l O Wl o

TOTAL

16

Taula 3. Mostra final. Motius d’exclusio.

3.6. Analisis estadistic

S'utilitza el software SPSS versié 19.0 per a realitzar I'analisi estadistic. Per a

les variables quantitatives, s'utilitza la mediana i la desviacié estandard. En

casos de variables categoriques, es cita el niumero de casos i el seu

percentatge. Per a la supervivéncia, els resultats es descriuen amb la mediana i

el rang.

Es realitza un estudi estadistic de correlacio de les variables clinic-patologiques

de cada cas i el seu patré d’expressié d’E-caderina nuclear, mitjangant un

analisis multivariant. L’analisi dels factors pronostics de recurréncia relacionats

amb el tumor primari i amb les metastasis hepatiques es realitza amb el log-

rank test. EI model de regressio de Cox s'utilitza en I'analisi multivariant per a

determinar aquells factors de risc independents predictius de recurréncia de la
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malaltia metastasica. En tost els casos es determina com a nivell significatiu el
5% (a = 0.05).

Les corbes de supervivencia es calculen amb el métode de Kaplan-Meyer,
considerant com a supervivencia global el temps des del diagnostic de les
MHCCR fins a I'endpoint (mort per la malaltia, mort per altra causa, o fi de
seguiment, viu amb malaltia, viu sense malaltia). El temps lliure de malaltia es
considera des de la intervencido de les MHCCR a laparici6 de la primera
recidiva, independentment de la localitzacié d’aquesta. Finalment, es calcula el
temps des de I'aparicié de la recurréncia a la fi del seguiment. Les diferéncies
sén considerades estadisticament significatives quan presenten una probabilitat
p<0.05.

54




4. RESULTATS

55

4. RESULTATS




4. RESULTATS

4. RESULTATS

4.1. Caracteristiques clinic-patologiques dels pacients intervinguts de

metastasis hepatiques d’origen colorectal

La poblacio final del nostre estudi és de 242 pacients, formada per 153 homes
(63.2%) i 89 dones (36.8%). L'edat mitja de presentacid de les metastasis

hepatiques és de 63+ 11 anys.

Els pacients inclosos en el present estudi han estat seguits fins la seva mort o
darrer seguiment vius (juny 2011) amb una mediana de seguiment de 98
mesos (IQR 70,156)%. Al darrer seguiment, 144 (60%) pacients havien mort
consequencia de la malaltia; 18 (7.4%) havien mort en principi per altres
causes; 67 (28%) estaven vius sense evidencia de malaltia; i 8 pacients (3.3%)

estaven vius amb malaltia.

Les caracteristiques cliniques i patologiques relacionades amb el tumor primari

colorectal i les metastasis hepatiques es representen en la taula 4.
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Taula 4. Caracteristiques clinic-patologiques dels pacients intervinguts de MHCCR.

Caracteristiques Numero de pacients
n (%)

Sexe

Home 153 (63.2)

Dona 89 (36.8)
Edat (anys)

<70 182 (75.2)

270 60 (24.8)
Localitzacié primari

Colon dret 53 (22)

Colon esquerre 132 (54.5)

Recte 57 (23.5)
Estadi T

T1-T2 25 (10.3)

T3 163 (67.3)

T4 54 (22.3)
Estadi N

NO 75 (31)

N1-2 167 (69)
Invasio vascular venosa

Negativa 189

Positiva 53

Invasio perineural
Negativa 200
Positiva 42

Metastasis hepatiques

Sincroniques 103 (41.5)
Metacroniques 138 (57)
Unilobar 184 (76)
Bilobar 58 (24)
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Analisis preoperatori Mediana = DE

Hb 135+1
Plaguetes 207 £ 75
Bilirrubina total 107
Albumina 41+ 3
CEA (ng/ml) 391
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4.2. Analisi de supervivéncia global

La mediana de supervivencia dels 242 pacients des de la cirurgia de reseccio
hepatica fou de 51 (rang 43.1-58.8) mesos, amb una supervivéncia actuarial als

3i5anys del 61% i 44%, respectivament (Fig. 10).

Figura 10. Supervivencia actuarial dels 242 pacients sotmesos a reseccié quirdrgica de
MHCCR.
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4.3. Analisis de la supervivéncia lliure de malaltia

Del total de pacients intervinguts de metastasis hepatiques, 173 (71%) casos
van presentar recurrencia de la malaltia, amb un interval lliure de malaltia,
calculada des de la cirurgia de reseccié hepatica a la recurréncia, de 22 (rang

17.9-26.0) mesos de mediana.

4.4. Evolucié i supervivencia segons el patrd de recurréncia

Entre els 173 pacients (71%) que presentaren recurréncia de la malaltia, la
mediana de temps a la recurrencia fou de 15 (rang 10-22) mesos i la mediana
de supervivencia global des de I'hepatectomia inicial, independentment del lloc

de la recurréncia, fou de 36 (27-44) mesos.

Per contra, si es tenen en compte tan sols els pacients de I'estudi que no han
presentat cap recidiva durant el seguiment, la qual cosa fa referéncia a 69
pacients (29% del total de casos), la seva supervivéncia mediana és de 228
(213-242) mesos.

La localitzacio de la primera recurrencia després de la cirurgia de reseccié de
MHCCR, es mostra de forma detallada en la taula 5. Les supervivencies global

i lliure de malaltia segons el lloc de recurréncia, es representen en la taula 6.
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Taula 5. Localitzacio, freqiéncia i rescat quirargic de la primera recurréncia després de

la cirurgia de reseccié de MHCCR.

‘Localitzacié primera  Nombre pacients ~ Resecci6 quirdrgica
Recurrencia n (%) n (%)
Hepatica Unica 82 (43%) 25 (30%)
Pulmonar Unica 29 (17%) 13 (45%)
Altra localitzaci6 Unica 22 (13%) 6 (27%)

Cervell 9

Ossia 7

Ovari 3

Local (Tumor primari) 3
Mdltiples localitzacions 40 (23%) 4 (10%)
Total 173 (71%)
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Taula 6. Supervivéncia i interval lliure de malaltia segons el patr6 de recurréncia

(p<0.001), expressada en mesos [mediana (rang)].

Hepatica Unica 13 (10-16) 35 (23-46) 17 (6-27)
Pulmonar Unica 18 (9-27) 52 (39-64) 32 (18-45)
Altra localitzacié 16 (12-19) 40 (27-52) 15 (7-32)
anica

Multiples 16 (12-19) 28 (25-31) 10 (7-13)

localitzacions

Global recurrencies 15 (10-22) 36 (27-44) 19 (13-30)

Per a l'estudi, s’han dividit les recurréncies en les seguents localitzacions:
metastasis Unicament de localitzacié hepatica; de localitzacié Gnicament
pulmonar; altres localitzacions Uniques diferents de metastasis hepatiques i
pulmonars, essent en la nostra série, 9 metastasis cerebrals, 7 0ssies, 3 en
ovari i 3 recurréncies locals del tumor primari; finalment, la darrera subdivisié
inclou aquells pacients que presenten metastasis en multiples localitzacions,

independentment de la combinaci6 d’aquestes.

Es pot observar que el periode lliure de malaltia és diferent segons el lloc de la
primera recurréncia (taula 6). La localitzacié Unica hepatica, amb 82 pacients
(47%), constitueix per una banda, el lloc de major recurréncia de la malaltia
dels pacients intervinguts d’'una primera cirurgia de metastasis hepatiques
d’origen colorectal i per altra, la localitzaci6 amb un menor interval lliure de

malaltia, amb una mediana de 13 (9.7-16.2) mesos.
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La mediana de supervivéncia des de la primera cirurgia hepatica va ser de 35
(23.7-46.2) mesos. Cal destacar que tan sols el 30% d’aquests pacients que

presentaren recidiva hepatica pogueren ser rescatats quirdrgicament.

El segon lloc en frequéencia, amb 40 pacients (23.2%), és ocupat pels pacients
que presenten recidiva en multiples localitzacions, incloent en aquesta
categoria, metastasis hepatiques i pulmonars, peritoneals, aixi com qualsevol
altra combinacié. Aquests pacients presenten una supervivéencia lliure de
malaltia de 16 (12.4-19.5) mesos, la qual és lleument superior als que
presenten recidiva Unicament hepatica, perd0 per contra, presenten una
supervivéncia global des de I'hepatectomia inicial menor, de 28 (24.9-31.0)

mesos.

Aquest subgrup de pacients cal considerar-los cadascun de forma individual.
Actualment, no existeix cap consens sobre la indicacié de rescat quirdrgic en
aguests pacients. En la nostra série foren intervinguts 4 pacients: dos pacients
presentaren metastasis hepatiques i pulmonars, en un es realitza
segmentectomia hepatica Il i VIII i reseccié d’'una metastasis pulmonar unica i
en l'altre, bisegmentectomia hepatica II-lll i lobectomia pulmonar superior dreta;
un pacient amb metastasis hepatica Unica en segment VI (segmentectomia V1) i
adrenalectomia esquerre per metastasis adrenal; finalment el darrer cas
presentava metastasis hepatiques i en ovari, pel que fou sotmés a reseccio de
3 metastasis hepatiques, histerectomia i doble annexectomia.

Es tracta Unicament de 4 casos, per la qual cosa realitzar un analisis de

supervivéncia no seria estadisticament significatiu.

Els pacients de millor pronostic son els que presenten recurréncia pulmonar
Gnica. En aquests destaca tant una millor supervivéncia lliure de malaltia, de 18
(9.2-26.7) mesos, com una millor supervivéncia global des de I'hepatectomia
inicial, de 52 (39.4-64.5) mesos.

El 45% de pacients que presentaren metastasis pulmonars com a unica

localitzacio, compliren criteris per a ser sotmesos a cirurgia de rescat.
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Finalment, 22 pacients (13%) del total que presentaren recurrencia,
metastatitzaren en altres localitzacions uniques, diferents de I'hepatica i la
pulmonar. Tot i que es tracta d’'una mescla diferent de pacients, cal dir que
presenten una supervivencia global de 40 (27.2-52.0) mesos, la qual és
lleugerament superior als pacients amb metastasis hepatiques i evidentment,
als que presenten recidiva en localitzacions mdltiples. En la nostra serie, 6
d’aquests pacients foren sotmesos a cirurgia: els 3 pacients amb recidiva local
del tumor primari; 2 pacients amb metastasis ovariques foren sotmesos a
laparotomia exploradora amb histerectomia i doble annexectomia amb
impressio de radicalitat quirdrgica; i, un pacient amb una metastasis Unica

cerebral fou sotmés a RT i cirurgia d’aquesta.

En la Figura 11 es representa la grafica de supervivencia segons el lloc de

recurréncia.
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Figura 11. Supervivéncia actuarial en funcié de la localitzaci6 de la primera recurréncia
després de la cirurgia de resecci6 de MHCCR (1. Recidiva Unicament hepatica; 2.
Recidiva unicament pulmonar; 3. Recidiva Unica en altra localitzacio diferent; 4. Recidiva

en multiples localitzacions).
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45. Analisi estadistic bivariant i multivariant de factors pronostics

relacionats amb la supervivéncia

Es realitzen els analisis estadistics bi i multivariant per a determinar aquelles
variables associades amb la supervivencia a llarg termini dels pacients

intervinguts de metastasis hepatiques d’origen colorectal.

S’analitzen factors demografics com I'edat i el sexe; factors relacionats amb el
tumor primari colorectal; factors relacionats amb les MHCCR; el nivell de CEA
abans de la cirurgia de les MHCCR i la immunohistoquimica d’E-caderina dels
blocs de MHCCR (taula 7).

L’edat superior o igual a 70 anys, I'afectacio de la paret colonica (T4), la invasio
ganglionar (N1 i 2), la preséncia d’invasio tan venosa com perineural en el
tumor primari, el nombre de metastasis hepatiques superior o igual a 3 i, la
preséncia d’E-caderina nuclear en les mostres de MHCCR, actuen com a
factors pronostics estadisticament significatius pel que fa a la supervivencia a

llarg termini en els nostres pacients.

En quant es procedeix a I'analisi multivariant, dels set factors estadisticament
significatius en el bivariant, es pot concloure que, I'edat, I'afectacié ganglionar,
la invasié perineural, el nombre de lesions metastasiques hepatiques i la
preséncia d’E-caderina nuclear, sén factors de risc independents de
supervivéncia global en pacients intervinguts de metastasis hepatiques d’origen

colorectal.
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Taula 7. Associaci6 entre els factors clinic-patologics i ’E-caderina i la supervivéncia

global dels 242 pacients intervinguts de MHCCR (mesurat des de la cirurgia per MHCCR

fins I'estat en el darrer seguiment)

49 (41-56)
57 (36 -77)

0.515, 1.11 (0.8-1.5)

60 (47 -72)
35 (25-44)

0.004, 1.65 (1.1-2.3)

0.002, 1.78 (1.2-2.6)

49 (31-66)
54 (41-66)

51 (41-60)

0.671, 1.14 (0.8-1.7)

51 (42-60)
38 (25-51)

0.002, 3.17 (1.6-6.3)

83 (45-121)

47 (37-57)

0.001, 1.85 (1.2-2.6)

<0.001, 2.07 (1.4-3.0)

58 (46-70)
29 (20-38)

0.002, 1.8 (1.2-2.5)

67




4. RESULTATS

Invasié perineural

P (-) (200) 60 (47-73) <0.001, 2.24 (1.5-3.3) | <0.001, 2.63(1.7-4.0)
P (+) (42) 27 (17-37)

CEA (ng/ml)

<15 (150) 57 (44-69) 0.305,1.19 (0.8-1.6) -

215 (88) 34 (26-41)

Temps diagnostic

Sincroniques (103) 51 (41-61) 0.609, 0.92 (0.7-1.3) -
Metacroniques (138) 52 (41-63)

Lobuls afectes

Unilateral (184) 54 (46-62) 0.951, 1.01 (0.6-1.4) -

Bilateral (58) 45 (16-74)

NUumero metastasis

<3 (199) 57 (48-66) 0.006, 1.73 (1.1-2.5) 0.007, 1.77 (1.1-2.7)
23 (43) 30 (21-39)

Mida nodul major

<5 (177) 54 (43 -64) 0.166, 1.27 (0.9-1.8) -

25 (64) 46 (32 -60)

Marges reseccio

Afectes (53) 47 (28-65) 0.086, 0.73 (0.5-1.0) -

Lliures (187) 55 (43 -66)

E-cadherina nuclear

Negativa (144) 82 (62-102) <0.001, 2.27 (1.6-3.2) | <0.001, 2.51 (1.8-3.5)
Positiva (77) 30 (24-35)
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4.6. Analisis estadistic bivariant i multivariant de factors pronostics

predictius de recurréncia després d’una primera cirurgia per
MHCCR

L’associacio entre les variables relacionades amb el tumor primari colorectal i

amb les metastasis hepatiques i la posterior aparicié6 de recurréncia en els
pacients intervinguts d’'una primera cirurgia de metastasis hepatiques, es

detalla a la taula 8.

L’afectacio vascular venosa i perineural del tumor primari, aixi com el numero
de metastasis, I'afectacidé dels marges de reseccié d’aquestes i la tincié d’E-
caderina nuclear en les mostres de MHCCR, actuen com a factors pronostics
estadisticament significatius en quant al desenvolupament de recurréncia de

malaltia, independentment del lloc d’aparicié d’aquesta.

En l'analisi multivariant, com a factors de risc independents de recurréncia
després d’'una hepatectomia per MHCCR, resulten 4 de les 5 variables
anteriorment esmentades: la invasio venosa, la invasio perineural, el nUmero de
metastasis superior o igual a 3 i la preséncia d’E-caderina proteolitzada al nucli

de les cél-lules metastasiques.
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Taula 8. Associaci6é entre E-caderina nuclear i factors clinico-patolégics amb Paparicio

de recurrencia després de cirurgia per MHCCR.

22 (17-27)
20 (13-26)

0.914, 0.98 (0.7-1.3)

23 (16 -29)
18 (14 -22)

0.257, 1.21 (0.8-1.7)

20 (13-27)
22 (16-28)
21 (14-27)

0.892, 0.92 (0.6-1.4)

39 (33-44)
19 (16-22)

24 (15-33)

0.137, 1.61 (0.9-2.7)

34 (24-44)

18 (15-20)

0.086, 1.32 (0.9-1.8)

25 (18-32)

12 (7-16)

0.001, 1.8 (1.2-2.6)

0.022, 1.57 (1.0-2.3)
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24 (17 -31) <0.001, 2.1(1.4-3.0) | 0.001, 2.0 (1.3-3.0)
12 (5-19)

23 (18-30) 0.095, 1.22 (0.9-1.7) -

21 (18-28)

19 (15-23) 0.272, 0.84 (0.6-1.1) -

24 (18-30)

23 (17-29) 0.182, 1.26 (0.8-1.7) -

18 (13-23)

25 (20-30) 0.006, 1.69 (1.1-2.4) | 0.018, 1.59 (1.0-2.3)
15 (10-20)

23 (18 -28) 0.087, 1.33 (0.9-1.9) -

17 (11-22)

17 (15-19) 0.039, 0.69 (0.5-1.0) -

24 (18-30)

33 (22-44) <0.001, 1.9 (1.3-2.6) | <0.001, 1.9 (1.4-2.6)
16 (12-20)
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4.7. Analisis estadistic de la preséncia d’E-caderina proteolitzada de

localitzacié nuclear en metastasis hepatiques de cancer colorectal

Del total de 242 pacients intervinguts, s’analitza la immunotincio per a E-
caderina de 221 (91%) mostres de blocs parafinats de metastasis hepatiques
d’origen colorectal. EI 9% de blocs restants, no pogueren ser localitzats en

I'Arxiu d’Anatomia Patologica del nostre centre.

Les mostres es classificaren en positives 0 negatives segons la presencia o no,
en aquestes, de nuclis cel-lulars tenyits per I'anticos contra E-caderina. La

determinacidé fou realitzada amb la col-laboracié d’'un patdleg investigador.
De les 221 mostres analitzades, el 35% (77 casos) resultaren positives.

La mediana de supervivéncia global dels pacients amb E-caderina nuclear
negativa en les mostres de MHCCR és de 82 (62-102) mesos, amb una
supervivéncia actuarial als 3 i 5 anys de 73.7% i 58.6%, respectivament (Fig.
13).

Per contra, la mediana de supervivéncia global dels pacients amb positivitat per
a E-caderina nuclear, és de 30 (24-35) mesos. La supervivéncia actuarial als 3 i

5 anys és de 40.3% i 29.0%, respectivament.
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Figura 12. Tinci6 hematoxilina-eosina de metastasis hepatiques d’adenocarcinoma de
colon (A, Ci E)i la corresponent tincié per immunohistoquimica per a E-caderina. En B
s’observa la preséncia d’E-caderina en membrana i citosol. En les imatges D i F

s’identifiquen nuclis tenyits per E-caderina (magnificacio x 400)
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Figura 13. Analisis de supervivéencia global (Log-rank Mantel-Cox) en pacients
intervinguts de metastasis hepatiques d’origen colorectal segons la preséncia o

abséncia d’expressié d’E-caderina nuclear en les metastasis hepatiques.
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En I'analisi de supervivéncia bivariant (Kaplan-Meier), la presencia d’E-caderina
nuclear resulta, conjuntament amb la presencia d’invasio perineural en el tumor
primari, un dels factors de mal pronostic de major significancia estadistica
(p<0.001).

En I'analisi multivariat de Cox, la positivitat d’E-caderina nuclear es manté com
a factor de risc independent de mal pronostic pel que fa a la supervivéncia
global (p<0.001).

Pel que fa a la supervivéncia lliure de malaltia, 'E-caderina nuclear també
constitueix un factor de risc independent de recurréncia dels pacients
intervinguts d’hepatectomia per MHCCR (p<0.001).

La mediana de la supervivencia lliure de malaltia dels pacients amb E-caderina
nuclear negativa, és de 33 (22-44) mesos; mentre que la mediana dels casos
amb E-caderina nuclear positiva decau a 16 (12-20) mesos. Expressat en
supervivencies actuarials, serien del 47.6% als 3 anys i del 39.65 als 5 anys en
els pacients amb negativitat per a E-caderina. Per contra, la supervivencia lliure
de malaltia pels pacients amb E-caderina positiva és del 20.3% als 3 anys i del
15.6% als 5 anys (Fig. 14).
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Figura 14. Analisis de supervivéncia lliure de malaltia (Log-rank Mantel-Cox) en pacients
intervinguts de metastasis hepatiques d’origen colorectal segons la preséncia o

abséncia d’expressié d’E-caderina nuclear en les metastasis hepatiques.
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L’elevada incidéncia del cancer colorectal, el qual representa la segona causa
de cancer a Europa i la tercera a nivell mundial, comporta un cost huma i una

despesa sanitaria gens menyspreables®.

Igualment, es coneix que en el moment del diagnostic, aproximadament el 25-
30% d’aquests pacients, presentaran metastasis hepatiques sincroniques
(estadi IV) i el 25% en desenvoluparan al llarg de I'evolucié de la malaltia, la

majoria durant els 3 primers anys del diagnostic del tumor primari.

Malgrat que per una banda, la introduccié dels nous régims de quimioterapia ha
permés una notable milloria de la supervivencia mediana a llarg termini
d’aquests pacients i per altra, la cirurgia aconsegueix rescatar cada vegada
casos més extrems, dos tercos (entre el 60 i el 85%) dels pacients, presentaran
una nova recidiva de la malaltia, essent el fetge i el pulmo, els llocs d’aparicio

més freqiients®-%,

Per tot aix0, es pot dir que lestudi dels factors relacionats amb el
desenvolupament de les metastasis hepatiques de cancer primari colorectal, és
un tema de vital importancia que justificaria la realitzacié d’aquest treball, en el
qual s’analitzen factors clinics i patoldgics relacionats amb el tumor primari i
amb les metastasis hepatiques i la seva associaci6 amb les supervivéncia

global i lliure de malaltia d’aquests pacients.

Pero per altra banda, donat que ja existeixen en la literatura diversos estudis
sobre factors pronostics per intentar estratificar els pacients en categories de
risc de recurréncia després d’una intervencié de MHCCR per tal de millorar-ne
el seu maneig terapéutic i, s’ha conclos que la seva utilitat en la practica clinica
resulta controvertit®*, creiem necessari també, I'estudi de factors moleculars
relacionats amb el tumor primari i les seves metastasis. En el nostre cas, ens
centrem en l'avaluacio de la presencia d’E-caderina en el nucli de les cel-lules
metastasiques hepatiques com a factor pronostic molecular relacionat amb les

supervivéncies global i lliure de malaltia dels pacients intervinguts de MHCCR.
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5.1. Supervivéncia, evoluciod i recurréncia dels pacients intervinguts de
MHCCR

En aquest estudi s’analitzen la supervivéncia lliure de malaltia, la supervivencia

global i les diferents evolucions segons la localitzacio de la recidiva en els
pacients intervinguts d’'una primera cirurgia de metastasis hepatiques d’origen

colorectal.

Els resultats obtinguts en quant a supervivencia global de la nostra mostra, la
qual fou de 61% i 44% als 3 i 5 anys respectivament, son similars als de la

resta de séries publicades®-.

Pel que fa a la tassa global de recurrencia, del 71%, també és comparable a la

reportada en altres séries®-%’,

De totes formes, el periode de 12 anys que compren el nostre estudi, inclou
pacients que han rebut régims quimioterapics diferents, d’acord amb els
protocols de cada moment, ja que no fou fins I'any 2000 que s’incorpora
I'oxaliplati o l'irinotecan al 5-fluoracil, el qual pot ser aquest un punt a tenir en
compte i no descartem la necessitat d’estudis amb poblacions més homogénies

pel que fa al régim quimioterapic rebut.

Existeixen nombrosos estudis sobre recurréncia després d'una cirurgia de
reseccid hepatica per metastasis d’origen colorectal, els quals la majoria
coincideixen com en la nostra serie, que el fetge és el primer lloc de recidiva,
amb una taxa del 30 al 48%, essent la nostra del 47%; seguit pel pulmoé i pel
grup constituit per metastasis en multiples localitzacions. De totes maneres,
sOn escasses les series publicades que analitzen la supervivéncia a llarg
termini segons el patrd concret de recurréncia. La majoria diferencien tan sols

Unicament, entre localitzacié intra i extrahepatica®®-%°-"°.
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Cal destacar l'estudi realitzat per D’Angelica M et al®® (2011) en el qual
s’analitza detalladament I'evolucié de 733 malalts intervinguts de MHCCR
segons la localitzacio de la recurrencia, i es conclou que aquesta s’associa de
forma independent amb la supervivéncia, mesurada tant des de I'’hepatectomia

inicial com des del diagnostic de la recidiva.

Tant en aquest estudi com en el nostre, del total de pacients que presenten
recurréncia de la malaltia, els de millor pronostic son els que desenvolupen
metastasis Unicament de localitzacié pulmonar. Aquests presenten el major
interval lliure de malaltia (18 mesos) i la millor supervivencia global (52 mesos
de mediana). Per contra, els pacients que metastatitzen de nou en el fetge,
presenten una supervivencia lliure de malaltia de 13 mesos i una supervivencia

global des de la primera hepatectomia de 35 mesos.

Actualment no es disposa de coneixements consistents que expliquin aquest
fenomen. S’interpreta que el microambient pulmonar podria ser biologicament
mes tolerant a la carrega tumoral. Igualment podria influir, en detriment al fetge,
que en aquest estadi de la malaltia, el pulmé és un organ quirdrgicament verge
i sense els efectes patologics de la quimioterapia, i que més de la meitat de les
recurrencies pulmonars sén resecables. En el nostre estudi, el 45% dels
pacients amb metastasis pulmonars després d’una primera cirurgia per
metastasis hepatiques, s6n sotmesos a reseccid quirdrgica, per contra del 30%
dels pacients amb recidiva de nou hepatica.

Aixo reforga el fet que, de la mateixa manera que s’accepta que hepatectomies
de repeticié per metastasis hepatiques confereixen taxes de supervivéncia a
llarg termini similars a la de la primera hepatectomia’™-">-"*, existeixen
arguments suficients per oferir tractament quirdrgic curatiu als pacients afectes
de recurréncia pulmonar, sempre i quan es plantegi una cirurgia de resecabilitat
RO i no existeixin factors que impedeixin la seva operabilitat, com son I'estat
general i comorbilitat del pacient i el volum funcional pulmonar residual, entre

d’altres™-".
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Com en la resta de séries, la recurréncia en multiples localitzacions, incloent
aqui la carcinomatosis peritoneal i qualsevol altra combinacid, representa el
grup de pacients amb un curs clinic més agressiu, amb una mediana de

supervivéncia en el nostre estudi de 28 mesos.

Els pacients que presenten una recidiva en una altra localitzacio Unica diferent
a I'hepatica i a la pulmonar, presenten una supervivencia intermédia, amb una
mediana de 40 mesos. Segons la localitzaci6 i I'experiéncia de I'equip médic i
quirurgic, es pot plantejar el rescat quirargic en aquests pacients, ja que estem

parlant de categoria d’evidéncia IV?,

5.2. Factors clinic-patologics predictius de supervivéncia i recurréncia

dels pacients intervinguts de MHCCR

En el present estudi, s’analitza la relacié de variables demografiques, variables
clinic-patologiques propies del tumor primari i de les metastasis hepatiques, aixi
com la preséncia o no d’E-caderina nuclear en les mostres de metastasis
hepatiques amb la supervivencia global i amb I'aparici6 de recurréncia de la

malaltia, independentment de la localitzacié d’aquesta.

En lanalisi multivariat, I'edat, la invasié ganglionar (N1 i 2), la invasio
perineural, el nombre de metastasis major o igual a 3 i la tincié6 nuclear d’E-
caderina, resultaren ser factors de risc independents de mal pronostic, és a dir,

predictius de pitjor supervivencia global.

Pel que fa a l'aparicié de recurréncia després d'una cirurgia de reseccidé de
metastasis hepatiques colorectals, els factors de risc independents foren: la
invasié venosa i la perineural, el nombre de metastasis major o igual a 3 i la

tincié nuclear d’E-caderina.

Tots aquests factors apareixen descrits com a factors de risc independents en

altres estudis, perd no de manera uniforme®-"7-78.7°,
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En aquest sentit cal destacar per exemple, I'afectacio dels marges de reseccio,
el paper del qual com a factor pronostic de supervivéncia després d’una

hepatectomia és controvertit®°.

En el nostre analisi, I'afectacié microscopica dels marges (R1), tan sols fou
estadisticament significatiu en I'estudi estadistic bivariant per a la recurréncia,

perd no en el multivariant ni en I'estudi estadistic per a la supervivéncia global.
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Nuzzo G et al*" conclou que un marge histoldogic < 5mm s’associa a menor

supervivencia global i menor supervivencia lliure de malaltia com a factor de
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risc independent. Are C et al®® descriu que el marge optim per a una millor

supervivéncia global i factor de risc independent ha de ser >1 cm. Per contra,

Bodingbauer M et al®?

demostra que un marge positiu no s’associa a major risc
de recurréncia, inclus en el marge quirurgic, sempre i quan I'’hepatectomia es

realitzi amb el dissector ultrasonic i per cirurgians experts.

Cal destacar la invasio perineural, ja que resulta analitzada en pocs estudis i en
el nostre, constitueix un dels factors de risc independent més importants tant

pel que fa a la supervivéncia global com per a la lliure de malaltia (p<0.001).

Aquesta dada concorda amb I'estudi de Liebig C et al®** del 2009 realitzat amb
249 pacients. Aquest conclou que la invasié perineural s’associa a menor
diferenciacio cel-lular i pitjor evolucié de la malaltia i determina que, aquesta
troballa, podria relacionar-se amb I'evoluci6 més agressiva del subgrup de
pacients amb ganglis negatius i per tant, no candidats a tractament adjuvant,

perd que malgrat tot, evolucionen desfavorablement.

Per altra banda, I'existéncia de diverses publicacions sobre scores pronostics
de l'evolucié de pacients intervinguts de MHCCR, ha portat a una revisio

d’aquests. Gregoire E et al*®

analitzen sis scores, entre els quals cinc d’ells
consideren el numero de metastasis com a factor pronostic; i, quatre,
coincideixen en que la mida de les metastasis i el temps entre la reseccio del
tumor primari i el diagnostic de les MHCCR, son factors predictius de mala

evolucio.
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Finalment conclou que aquests models basats en factors clinic-patologics
resulten actualment inconsistents, essent necessaria la inclusié de I'estudi de

factors bioldgics i moleculars en els futurs models predictius®.

5.3. Preséncia d’E-caderina nuclear com a factor pronostic

Tot i que el sistema d’estadiatge TNM del carcinoma colorectal (de '’American
Joint Committee on Cancer) és el de major consisténcia per a predir el futur
oncologic dels pacients diagnosticats de carcinoma colorectal i el que s’utilitza
actualment en la practica clinica, resulta insuficient per a detectar un determinat
subgrup de pacients d’elevat risc classificats dins un mateix estadiatge i els
quals, amb les premisses actuals, no son candidats a tractament quimioterapic

complementari®®.

El 40-50% dels casos diagnosticats de cancer colorectal i que sén sotmesos a
cirurgia curativa, son classificats anatomopatologicament com a estadis Il o
111¥. Es coneix que pacients inclosos en el mateix estadi tumoral, presentaran

evolucions cliniques diferents en quant a recidiva i a supervivencia global.

Es per aquest motiu que existeix la necessitat d’identificar factors predictius a
nivell gendomic o molecular que ens ajudin a comprendre el perqué de les
diferencies evolutives entre pacients que presenten un estadiatge similar de la

malaltia i consequentment, poder millorar I'actitud terapéutica envers aquests.

En aquest sentit, estudis recents relacionen la perdua de funcié d’E-caderina
amb un increment de la invasivitat tumoral en varies neoplasies epitelials
humanes, com el cancer gastric, esofagic, d’'ovari, de mama i el colorectal,

entre d’altres®’-8,

Les caderines sbén proteines transmembrana que juguen un important paper en
'adhesio intercel-lular. S’anomenen E-caderines quan es troben al teixit
epitelial. La pérdua de la funcié de I'E-caderina, al disminuir les interaccions
cel-lulars veines, promou la motilitat i migracio cel-lular, aixi com el

desenvolupament de fenotips cel-lulars mesenquimals®-*,
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D’aquests coneixements sorgeix la utilitat de la determinacié de I'expressio d’E-
caderina com a factor predictiu de supervivéncia i recurrencia en carcinoma

colorectal®.

En l'estudi realitzat per Chen X et al**

, en el qual s’analitza I'expressio d’E-
caderina en carcinoma colorectal obtingut de 5 linies cel-lulars humanes
diferents, es correlaciona I'expressié d’E-caderina amb factors clinic-patologics
i s’observa que, I'abséncia d’expressié d’E-caderina en membrana, s’associa a
tumors primaris colorectals poc diferenciats (p=0.023) i amb el

desenvolupament de metastasis hepatiques (p =0.043).

Lee WY et al®® analitza I'expressio de proteines relacionades amb el procés de
transicio epitelial-mesenquimal, entre elles I'E-cadherina, en mostres humanes
de cancer colorectal, i conclou que, la péerdua de I'expressié d’aquesta

s’associa a una pitjor supervivéncia global (p = 0.016).

Avaluant els diferents estudis, es conclou que la pérdua de funci6 de I'E-
caderina s’associa a major capacitat d’invasié tumoral, malgrat que els

mecanismes moleculars no sén ben coneguts.

Onder et al®® afirma que la capacitat d’invasié i de disseminacié metastasica
per la pérdua d’E-caderina, no es deu a la simple disrupcié del contacte
intercel-lular, sind a la inducci6 del fenomen de transicio epitelial-mesenquimal i

a I'activacié de multiples factors de transcripcié.

La majoria d’estudis, analitzen la pérdua de la seva expressiéo en membrana, la
qual cosa es relaciona amb el fenomen de transicid epitelial-mesenquimal
(EMT), el qual comporta la perdua progressiva de les caracteristiques de les

cel-lules epitelials que adopten un fenotip tipus mesenquimal més agressiu.

84




5. DISCUSSIO

Per contra, nosaltres avaluem la localitzaci6 anomala d’E-caderina en el nucli
cel-lular, sustentant les bases d’'un nou mecanisme oncogénic associat al
fenomen de la proteolisis intracel-lular d’E-caderina descrit per Céspedes et al®®
en el model animal. La protedlisis comporta I'escissié del complex caderina-
catenina i consequentment, es produeix l'activacié de la via de senyalitzacio

Wnt/B-catenina, la qual es considera d’elevat potencial oncogénic™".

En I'estudi del model de cancer colorectal animal, s’objectiva que els focus de
carcinomatosis amb major quantitat d’E-caderina proteolitzada i translocada al
nucli contenien igualment nivells augmentats de la proteasa PS1. D’aqui es
postula que seria el medi tumoral el que condicionaria I'activitat proteolitica de

PS1, el qual dependria de I'drgan infiltrat.

La consistencia del nostre estudi es basa per una banda, en l'analisi de
I'expressié de I'E-caderina en mostres de metastasis de cancer colorectal
humanes i no en el tumor primari i per altra, la realitzacié d’aquest amb una n
considerable (242 pacients humans) i amb llarg periode de seguiment evolutiu

dels pacients (98 mesos de mediana).

Aportem conclusions que creiem que amplien i reforcen el publicat fins ara, ja
que concloem que, la preséncia d’E-caderina nuclear en les mostres de
MHCCR, la qual cosa comporta la perdua de la seva funcio i I'activacié de vies
de senyalitzacio cel-lular oncogéniques, s’associa a pitjor pronostic en quant a
supervivencia lliure de malaltia, supervivencia global i major risc de recurréncia
després d’'una intervencid RO per metastasis hepatiques d’origen colorectal
(p<0.001).

Aixi, els nostres resultats validen la utilitat de I'estudi de I'expressié de I'E-
caderina per a coneixer millor el pronostic dels pacients afectes de carcinoma
colorectal i carcinoma colorectal metastasic i poder seleccionar aquells casos
amb fenotips meés agressius no detectats amb el sistema d’estadiatge i factors

pronostics actuals, per tal d’oferir-los un seguiment estricte més personalitzat.
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Malgrat tot, ens trobem en una fase inicial i és necessari prosseguir els estudis
per coneixer primer de tot, quins son els factors afavoridors de la proteolisis
d’E-caderina i, en segon lloc, els mecanismes moleculars que deriven de la

seva consequent localitzacio nuclear.

Aixi, per arribar a l'aplicacié en la practica clinica d’aquests resultats és

imprescindible una investigacié futura molt més exhaustiva.
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1. La preséncia d’E-caderina nuclear en les mostres de MHCCR, s’associa
a pitjor pronostic en quant a supervivéncia global, supervivencia lliure de
malaltia i major risc de recurréncia després d’'una primera intervencio
curativa per MHCCR (p<0.001). La seva determinacio permetria detectar
fenotips carcinogénics més agressius no identificats amb el sistema

d’estadiatge existent a I'actualitat.

2. L’edat, I'afectacio ganglionar (N1 i 2), la preséncia d’invasié perineural, el
nombre de metastasis = 3 i la presencia d’E-caderina nuclear, sén
factors de risc independents de pitjor supervivencia global. Igualment,
les quatre darreres variables coincideixen com a factors de risc
independents predictius de recurréncia de la malaltia després d’una

primera cirurgia per MHCCR.

3. Dos tercos dels pacients intervinguts d'una primera cirurgia de
metastasis hepatiques d’origen colorectal presenten recidiva, essent la
localitzaci6 novament hepatica la més frequent, seguida de Ila

recurréncia en multiples localitzacions.

4. D’entre el total de pacients que presenten recurréencia després d’una
cirurgia de MHCCR, la localitzacié pulmonar és la de millor pronostic,
amb una major supervivéncia lliure de malaltia i major supervivencia
global, pel que cal considerar el tractament quirurgic d’aquests pacients

sempre que sigui possible (cirurgia curativa RO i pacient operable).
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8. ANNEXES

8.1. Classificacio TNM de les neoplasies colorectals®

Primari desconegut

TO No preséncia de tumor primari

Tis Carcinoma in situ: invasié de la lamina propia
T1 Tumor envaeix la submucosa

T2 Tumor envaeix la muscular propia

T3 Tumor s’estén a muscular propia

Taa Tumor afecta peritoneu visceral

Ta4b Tumor envaeix organs veins

Nx Ganglis desconeguts

NO No ganglis envaits

N1 1-3 ganglis regionals afectats

Nla 1gangli regional afectat

N1b 2-3 ganglis regionals afectats

Nlc Implants a subserosa, mesenteri o teixit pericolorectal sense ganglis
afectats

N2 4 ganglis o més afectats

N2a 4-6 ganglis afectats

N2b 7 0 més ganglis afectats

Mo No metastasis

M1 Metastasis

Mia Metastasi a 1 organ

M1b Metastasi a més d'1 organ
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8. ANNEXES

8.2. Estadiatge de les neoplasies colorectals®

Tis NO MO
| T1 NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
lIC T4b NO MO
A T1-2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO
B T3-42 N1/N1lc MO
T2-3 N2a MO
T1-2 N2b MO
c T4da N2a MO
T3-4a N2b MO
T4b N1-2 MO
IVA T N Mla
VB T N M1lb
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