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RESUMEN

El cancer colorrectal es el tercer tumor malignofrtuencia a nivel
mundial (después de pulmon y prostata en hombs ppama y pulmon
en mujeres) ocupando aproximadamente un 10% dedsss nuevos
anuales de céancer. De igual manera, es el terper de cancer en
frecuencia en cuanto a mortalidad. La prevalensiands alta en areas
industrializadas. La incidencia aumenta con la gdaldre todo a partir de
los 40 afos, con un pico maximo a los 60-70 afimenos del 20% de los
casos se dan antes de los 50. Se ha relacionadaatores como la dieta
(baja ingesta de fibras vegetales no absorbibleteyado consumo de
hidratos de carbono refinados y grasas), el edéleida (sedentarismo) y
la presencia de enfermedades inflamatorias crgniesgecialmente la
colitis ulcerosa.

Actualmente se conocen factores prondsticos y gireds de respuesta en
relacion con las diferentes vias carcinogenéticas.

Entre losfactores prondsticosel mas importante es el estadiaje tumoral,
que determinara los diferentes valores de superiaeen funcion de la
presencia de afectacion ganglionar y/o metastasiglistancia. La
infiltracion de la pared reduce de forma significatia supervivencia, pero
todavia disminuye mas cuando hay metastasis gaagdie o en otros
organos. Otro factor prondstico es la inestabilidadnicrosatélites (MSI-
H), que conferirh mejor pronéstico en un subgrup@akcientes con cancer
colorrectal con alteracion en las proteinas remaesdde DNA.

En nuestro estudio valoramos como factor prondégticestudio molecular
mediante técnica OSNA de la presencia de célulasrales en ganglios
linfaticos, que puede suponer una supraestadiinacie los tumores

respecto a los estudios convencionales que, ptantm, conferird unos



valores de supervivencia diferentes e incluso unejoaterapéutico post-
quirargico distinto.

Entre losfactores predictivos de respuesteencontramos una serie de
biomarcadores que indicarian una posible resptastaral o resistencia a
terapias especificas en funcion de la via de aagéimesis, tipo de
farmacos administrados y estado clinico del pagieAictualmente se
utilizan eficazmente una serie de agentes terag@&jtentre los que se
encuentran el 5-fluorouracilo, capecitabina, oxatipo, irinotecan,
bevacizumab, cetuximab y panitumumab. Estos triasiag son agentes
biologicos (anticuerpos) dirigidos contra compoeent especificos
vinculados con la carcinogénesis. Entre los bioadoes que actdan
como factores predictivos los mas importantes aanutacion de K-Ras y
de nuevo la inestabilidad de microsatélites (MSI-H)Los agentes
cetuximab y panitumumab son anticuerpos monoclenaglee actuan
bloqueando el receptor del factor de crecimienidé&mico (EGFR) pero
solamente en aquellos pacientes que no tiene rhatdei K-Ras, ya que en
estos Ultimos la via esta activada de forma camistt y, por lo tanto,
cetuximab y panitumumab no la podran bloguear. ¢lor es necesario
saber el estado de K-Ras antes de administrar gliapentes y podemos
considerar que el estado mutacional de K-Ras efmatar predictivo de
respuesta a dicho tratamiento.

En nuestro estudio valoramos como factor predidioespuesta el estado
mutacional de K-Ras en una serie de pacientes aonec colorrectal
comprobando las diferentes respuestas al trataonjela progresion de la
enfermedad entre los dos grupos.

En cuanto al tratamiento quirdrgico del cancer detoa, se pueden
considerar factores predictivos de respuesta aimmisina serie de

pardmetros entre los que se encuentran la valoraigola calidad de



reseccion del mesorrecto, la afectacion del madgereseccion radial y el
grado de respuesta a la terapia neoadyuvante.

En nuestro estudio valoramos como factor predictieo respuesta el
control de la calidad de reseccion de mesorrectaspiezas de reseccion
quirdrgica de cancer de recto, parametro que ptester valor de cara a
predecir futuras recidivas una vez realizado g¢htnéento quirdrgico. De
igual manera se puede valorar también la afectaciecunferencial.
Respecto a este aspecto, nuestro estudio forma plartun proyecto
nacional multicéntrico y multidisciplinar de valorén de la calidad de
reseccion de mesorrecto y presencia de recidivdgunds de estos
pacientes han sido, a su vez, sometidos a trattmmEoadyuvante antes
de la cirugia. En este subgrupo creemos que dilestaiento del grado de
regresion tumoral en estos casos con tratamiemadyevante puede tener

un valor predictivo en cuanto a la progresion denfermedad.






ABSTRACT

Colorectal carcinoma ranks as the third most fragjgancer in men (after
lung and prostate) and in women (after cancerdqefbreast and uterine
cervix). Higher rates occur in industrialized cowed. Incidence rates are
rising in many countries, according to the age cfdama is rare before the
age of 40 years, except patients with genetic ppedition. Lifestyle,
dietary and environmental factors are relevant fa&tors. It can be
associated with chronic inflammatory bowel diseasesh as ulcerative
colitis.

Nowadays it has been reported prognosis and pneglifaictors related to
carcinogenetic pathways.

Among theprognosis factors the most important is tumour staging, in
which the survival rate is related to the invasadnlymph nodes and the
distant metastasis. Lymph node metastasis is apkegnosis factor in
colorectal carcinoma. It associates to local remwe and to a low rate of
survival in the first 5 years of follow-up. Anothprognosis factor is the
microsatellite instability (MSI). Tumours with M3-are more responsive
to certain chemotherapies and have better prognosair study we have
detected CK19 mRNA in lymph node with a new diagicosystem: one-
step nucleic amplification (OSNA) in order to assesvhether
histopathological pNO patients can be upstagedl100 colon cancer
patients in stage | or Il, the OSNA method upstag&®h of cases to stage
[ll. OSNA is a feasible method and we have got @« Vivo” protocol for
identifying sentinel lymph nodes with a high ratespecificity.

Among thepredictive factors, we have biomarkers that indicate likelihood
of tumour response or resistance to therapies dapgnon the
carcinogenic pathway. Nowadays we have some thetiapegents against

colorectal cancer such are 5-fluorouracil, capbois oxaliplatin,



irinotecan, bevacizumab, cetuximab and panitumunmediiding the later

three targeted antibodies. Cetuximab and paniturbuar@ anti-EGFR

antibodies that block ligand and produce responseoiorectal cancer.
Mutation in downstream K-Ras leads to constitutastivation and this

tumour is unresponsive to anti-EGFR antibodiess Ththe reason why the
most important predictive factor of tumor resporséhe K-Ras mutation,
which if is it negative allows this patient to beedted with targeted
antibodies In 200 patients with metastatic coloncea 12Ser and 12Cys
mutations associate to higher level of mortalityd agither high grade
tumors or variants of tumors other than conventica@denocarcinoma
associate to poor survival rate.

On the other hand, in rectal cancer, other predidictors are the quality
of the mesorectal excision surgery, the involvedwnferential margin and
the tumor regression if is treated. These factoesrelated to recurrence
and survival. In 200 rectal cancer specimens instudy we have found
that there is a strong association between theitguafl the mesorectal

excision and cancer progression, and also witlstineival rate.
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RESUM

El cancer colorrectal és el tercer tumor malignefrequéncia a nivell
mundial (després del pulmoé i prostata en homes imdea i pulmé en
dones) amb aproximadament un 10% dels casos nassatie cancer.
D’igual manera, es el tercer cancer en freqienaeniga mortalitat. La
prevalenca és mes alta en arees industrialitzadescidencia augmenta
amb I'edat, sobre tot a partir dels 40 anys, amipumt maxim als 60-70
anys i menys del 20% dels casos es donen abans@e&ha relacionat
amb factors com la dieta (baix consum de fibresetadg no absorbibles i
elevada ingesta d’hidrats de carboni refinats ixgs, l'estilo de vida
(sedentarisme) y la presencia de malalties inflarreg croniques,
especialment la colitis ulcerosa.

Actualment es coneixen factors pronostics i pragicide resposta en
relacio amb les diferents vies carcinogenétiques.

Entre elsfactors pronosticsel més important és I'estadiatge tumoral, que
determinara els diferents valors de supervivengifuacié de la preséncia
d’afectacié ganglionar i/o metastasis a distancainfiltracié de la paret
redueix de forma significativa la supervivénciargpencara disminueix
més quan hi ha metastasis ganglionars o en altggs® Un altre factor
pronostic és la inestabilitat de microsatelits (M) cosa que conferira
millor pronostic en un subgrup de pacients amb @amolo-rectal amb
alteracio en les proteines reparadores de DNA.| Bostre estudi valorem
com a factor pronostic I'estudi molecular mitjanicégcnica OSNA de la
presencia de cél-lules tumorals en ganglis lindattosa que pot suposar

Vi



una supraestadificacié dels tumors respecte alslisstonvencionals i que,
per tant conferira uns valors de supervivénciareifs i inclis una
terapeutics postquirargica diferent.

Entre els factors predictius de resposta hi hasena de biomarcadors que
indicarien una possible resposta tumoral o resigfera terapies
especifiques en funci6 de la via de carcinogenisis de farmacs
administrats i estat clinic del pacient. Actualmehitilitzen de forma
eficac una serie d’agents terapéeutics, entre a@tsdu ha el 5-fluorouracil,
capecitabina, oxaliplati, irinotecan, bevacizumalgetuximab i
panitumumab. Aquests tres darrers son agents Imsloanticossos)
dirigits contra components especifics vinculats &ntarcinogenesi. Entre
els biomarcadors que actuen com a factors preslieisl més importants
sén la mutacié de K-Ras i de nou la MSI-H. Els a&geretuximab i
panitumumab soén anticossos monoclonals que actlequdjant el
receptor del factor de creixement epidérmic (EGPBR)O solament en
aguells pacients que no tenen la mutacio de KjRagje en aquests ultims
la via esta activada de forma constitutiva i, panttcetuximab i
panitumumab no la podran bloquejar. Per aixo éssseri coneixer I'estat
mutacional de K-Ras abans d’administrar aquestsdés i podem
considerar que l'estat mutacional de K-Ras és uwtorfapredictiu de
resposta a aquest tractament.

En el nostre estudi valorem com a factor predicku resposta I'estat
mutacional de K-Ras en una série de pacients ambecé&colo-rectal
comprovant les diferents respostes al tractamelat progressio de la
malaltia entre els dos grups.

En quant al tractament quirdrgic de cancer de rextepoden considerar
factors predictius de resposta al mateix una skriparametres en els quée
es troben la valoracio de la qualitat de resecelavnksorrecte, I'afectacio

del marge de reseccid6 radial i el grau de res@oktderapia neoadjuvant.
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En el nostre estudi valorem com a factor predietiagontrol de la qualitat
de reseccio del mesorrecte en les peces de respoaidgica de cancer de
recte, parametre que pot tenir valor de cara arpigdres recidives un cop
realitzat el tractament quirdrgic. D’igual manera ot valorar també
I'afectacié circumferencial. Respecte a aix0, ebtres estudi forma part
d’'un projecte nacional multicéntric i multidiscipéiri de valoracio de la
qualitat de reseccié del mesorrecte i presenciaretadives. Alguns

d’aquests pacients han estat també sotmesos antixtt neoadjuvant previ
a la cirurgia. En aquest subgrup creiem que eldfestablir el grau de
regressio tumoral pot tenir un valor predictiu quana progressio de la

malaltia.






ABREVIATURAS

ADC: Adenocarcinoma

ADC NOS: Adenocarcinoma convencional

CK19: Citoqueratina 19

DNA: Acido desoxirribonucleico

EGF: Factor de Crecimiento Epitelial

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epitelial
ERK: Extracellular signal regulated kinase

GC: Ganglio centinela

GDP: Difosfato de guanosina

GNC: Ganglio no centinela

GnEF: guanine nucleotide exchange factor

GR: Grado de regresion tumoral

GTP: Trifosfato de guanosina

HIQ: Inmunohistoquimica

HR: Hazard-Ratio

IC: Intervalo de confianza

[1Q: Intervalo intercuartilico

MEK: Mitogen/extracellular-signal-regulated kinase
MRNA: RNA mensajero

MSI: Inestabilidad de microsatélites

NA: No disponible

NI: No informado

OSNA: One-step nucleic acid amplification

p: Grado de significacion estadistica

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaguet
PI13K: Proteina fosfatidilinositol-3-quinasa



Qt_: Quimioterapia

Rt_: Radioterapia

RL: Recurrencia local (recidiva)
RNA: Acido ribonucleico

RTK: Receptor tirosin-quinasa
SG: Seguimiento

SOS: Proteina “son of sevenless”

UICC: International Union Against Cancer
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Introduccién

INTRODUCCION

Segun datos de la Asociaciéon Espafiola Contra elcetarel cancer
colorrectal es el tercer tumor maligno mas prevalentre los hombres en
paises desarrollados (tras los tumores de pulmandstata), y el segundo
entre las mujeres (tras el cancer de mama), colngigencia aproximada
de 1.000.000 de nuevos casos al afo en todo elan(660.000 hombres y
470.000 mujeres). Representa el 9,5% de todosulosres malignos, y
muestra ademas una clara tendencia al alza desdesfidel siglo pasado.
En Espafa se diagnostican unos 22.000 casos anoaige representa el
12,7% de los tumores del sexo masculino (12.500s¢asel 15% de los
femeninos (9.500 casos). La incidencia en nuesti® e puede considerar
alta en ambos sexos y su tendencia es a aumespagi@mente en el
grupo de pacientes de sexo masculino. Aproximademan 54 % de los
pacientes que sufren un cancer colorrectal en BEspalireviven mas de 5
afios. En Esparia fallecen unas 12.500 persona® gdoaisu causa, 7.000
hombres (el 11,7% de todas las muertes por caneeB¥ % del total de
muertes), y 5.500 mujeres (el 15% de las muertesdqmer y el 2,9% del
total de muertes). Es la segunda causa de muerté&poer en nuestro pais
y la principal causa de mortalidad en el conjurgdatias las enfermedades

gastrointestinales

1.- OSNA'Y GANGLIO CENTINELA EN CANCER DE
COLON

Las metéastasis en ganglios linfaticos es uno d&ltdsres prondsticos mas
importantes en el cancer colorrectal, asociandosaaaelevacion de los
indices de recurrencia loco-regional asi como usrmaiducion de las cifras

de supervivencia a los 5 afos (Croner et al, 20Q8nnedy et al, 2011,



Introduccién

Merkel et al, Cancer 2001). Por este motivo, langplerapia adyuvante
representa el tratamiento de eleccion en pacielgsosticados de cancer
de colon con ganglios linfaticos positivos (estadiosegun UICC). La
aplicacion del tratamiento adyuvante aumenta larsuyencia global a los
8 afos en aproximadamente un 10% de estos casgeIiSat al, 2009).

Se ha constatado que algunos subgrupos de tunamregaglios linfaticos
negativos (estadio Il segun la UICC) presentanaor prondéstico que los
propios tumores clasificados como estadio Il d&JI&C. De este modo,
se han descrito casos de pacientes con tumoraBcaldss como pT4NO
gue han tenido una supervivencia a los 5 anosianfsr los comparamos
con tumores pT1-2N1. Por otra parte, el indiceet@inrencia en pacientes
con cancer de colon en estadio Ill asciende has20% después de una
reseccion completa (R0O) (Kennedy et al, 2011; Grenal, 2010; Salazar
et al, 2011). Sin embargo, el tratamiento adyuvantéineas generales no
esta indicado en cancer de colon en estadio Il UNI€ kel et al, Col Dis
2001). Por todo ello se ha planteado la existedeigpacientes de alto
riesgo que presentan tumores con ganglios linfaticegativos v,
consecuentemente, se debate cOmo estos paciedtésnpser identificados
para un tratamiento postquirdrgico adecuado. Rtmeente, para
seleccionar estos casos, se han identificado uria de marcadores
moleculares que permitirian clasificar este grupocdsos de alto riesgo
dentro de los tumores primarios (Sargent et al92@alazar et al, 2011;
Gray et al, 2011; Meyer et al, 2009; Rosenberd,2002). Pero hasta el
momento ninguno de estos marcadores moleculartes seroducido en la
rutina clinica.

Un enfoque diferente para identificar pacientesestadios | y Il que
podrian beneficiarse de la terapia adyuvante sera estudio en
profundidad de los ganglios linfaticos clasificadosmo libres de

metastasis en los analisis de rutina en la Henlataxtosina.



Introduccién

Recientemente se ha descrito el impacto en el ptimodque representan
los depdsitos tumorales de menos de 2 mm de didmeiximo detectados
a través de técnicas moleculares en pacientes ammercde colon en los
que, tras el analisis histopatoldégico de rutina, pnesentaban ganglios
linfaticos metastaticos. De hecho, en la ultimaitilzacion del TNM de la
UICC (2009) se asume que estos noédulos tumoralganexrales son
ganglios linfaticos totalmente ocupados por la stagis y se clasifican
como N1c, con lo que pasan a estadificarse conamiestll. El estudio
exhaustivo del ganglio linfatico implicaria la rieation de cortes seriados
del bloque de parafina y el estudio inmunohistoguande los mismos para
detectar la presencia de células tumorales minim@mepresentadas en
los cortes de Hematoxilina-Eosina (H/E). Sin embargestos
procedimientos no se llevan a cabo de forma hdb#tual estudio de las
piezas quirdrgicas y la mayoria de los patélog@dizan un unico corte de
ganglio linfatico tefiido con H/E. Como consecuenpequefios depdsitos
tumorales infiltrando ganglios linfaticos por fueda la linea de seccion
media podrian no ser detectados durante el eshistiopatologico dando
lugar a una infraestadificacion de estos paciequemnes, a resultas de todo
ello, no serian candidatos a tratamiento oncolégiyaivante (Davies et al,
2008; Iddings et al, 2006).

En 2010 se describi6 una técnica molecular parestlidio de las
metastasis en ganglios linfaticos, tanto en cadeenama como de colon.
El OSNA (One-step Nucleic Acid Amplification) perai amplificar
MRNA directamente de los lisados tisulares de foisngrmica y se ha
desarrollado para proporcionar una medida cuanttale la expresion de
MRNA de citoqueratina 19 (CK19). De esta manerpusglen identificar
correctamente metastasis ganglionares en carcinodg&asmama Yy
colorrectales (Croner et al, 2010; Yamamoto e2@13; Cserni et al, 2012;
Guller et al, 2012).



Introduccién

Por otra parte, el concepto de “Ganglio Centinedata basado en la
premisa de que el drenaje linfatico de los tumgeesicia a través de un
namero pequefio de ganglios linfaticos proximosuaidr primario y que
supondrian el primer paso en la progresion tumadaéstos se les ha
llamado “ganglios centinela” (GC). Si esto es akgéstudio de los ganglios
centinela es predictivo del estado del resto degliglios, es decir, un
ganglio centinela negativo indicaria que el tummiha iniciado un proceso
metastasico (y por tanto, se podria clasificar atignte como NO, de
acuerdo con la clasificacion TNM), en tanto quecantinela positivo seria
indicador de que se ha iniciado dicho proceso.

El concepto de ganglio centinela se ha validadestumdios de melanoma y
cancer de mama (Osako et al, 2011), en los queplssa ale manera
rutinaria para la toma de decisiones sobre eld@oirugia a aplicar.

A diferencia de estos tumores, en el caso del caleeolon el objetivo no
seria utilizar el resultado del ganglio centinedaapdecidir la extension de
la reseccion quirargica o la extraccion de gandimsgticos, sino permitir
un estudio mas preciso y rapido de los gangliosaids y mejorar el
estadiaje de los pacientes (Wanebo et al, 2012y ¥teal, 2012).

En la actualidad, cada ganglio de un paciente émntear de colon se
estudia mediante un corte tefiido con Hematosili#sina. Como se ha
comentado mas arriba, entre un 20 y un 30% dedo®imtes con ganglios
negativos (estadios | y Il segun la clasificaci@ld AJCC) desarrollan
progresion de su enfermedad con recidivas loc@naggs o metastasis a
distancia dentro de los 5 afios posteriores a kEccagm quirdrgica. Estos
pacientes se designan como pNO y por lo tanto oibee tratamiento
adyuvante. Se ha sugerido que en la histologiandetése podria haber
pasado por alto micrometastasis ganglionares ac(llfdings et al, 2006;
Davies et al, 2008), ya que el proceso histopatmbdogutinario evalla
menos del 1% de la totalidad del ganglio. De heshichan presentado
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estudios donde se han descrito micrometastasigmegligs centinela que
no fueron detectadas por IHQ (Bilchik et al, 2002dmo consecuencia,
estos pacientes pueden haber sido infraestadiadad tratamiento
adyuvante podria serles beneficioso (Bilchik e2@03).

La utilizacion sistematica de técnicas ultrasemsib{IHQ extensiva, o
técnicas moleculares) no parece, hoy en dia, unmaufa viable para
estudiar todos los ganglios de un paciente, dagoael nUmero de ganglios
a analizar, el coste de estas técnicas y, en eldada IHC, la carga de
trabajo que eso representa para un servicio derafatpatologica. No
obstante, si se podrian aplicar estas técnicas gdoglios centinela, en
caso de que se pudiese validar el concepto enaltsrges con cancer de

colon.

2.- EL GEN K-Ras EN CANCER DE COLON

Ras es el protooncogén mutado con mayor frecuemctamores en seres
humanos. Codifica un miembro de una familia de péga proteinas G
que unen nucledtidos de guanosina (trifosfato dangsina GTP y

difosfato de guanosina GDP). Las proteinas de uai@lP Ras son un
punto de convergencia fundamental en la via delizadi#&n de los

receptores tirosin-quinasa y forman parte impoetad# los mecanismos
celulares de transduccién de sefales extracelul@senpbell et al, 1998).
Son moléculas de sefializacién intracelular unidds anembrana que
participan en una amplia variedad de funcioneslars relacionadas con
la proliferacion, la sefializacién y la supervivencModulan respuesta
celulares mediadas por factores de crecimientar(tigs de receptores
tirosina-quinasas o receptores acoplados a preté&nacitocinas, sefales

de adhesion celular, radiaciones ultravioleta gsstosmético. Forman una
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familia compuesta por 10 proteinas entre las quectgyen H-Ras, N-Ras,
K-Ras, R-Ras, Rapl (Ay B), TC21 y R-Ras3 (Campétedl, 1998; Boss
et al, 1998). Las tres principales isoformas dégina Ras son H-Ras, N-
Ras y K-Ras. H-Ras y K-Ras (K-RasA y K-RasB) santifiearon como
oncoproteinas virales (v-Ras) de los virus delaecmurino de Harvey y
Kirsten respectivamente, mientras que N-Ras serid@&sen una linea
celular de neuroblastoma. H-Ras se expresa princgoée en piel y
musculo esquelético. Por otra parte, K-Ras se samebre todo en colon
y timo, mientras que N-Ras lo hace en tejido geammasculino y timo.
Las proteinas Ras se sintetizan en el citoplasma g@socian a la capa
interna de la membrana plasmatica a través de macdibnes post-
traduccion incluyendo una forma de lipidacion ded@e grasos, la
isopentilacion, en Cys-186.

La proteina Ras alterna dos conformaciones estaleta un estado
inactivo unido a GDP y uno activo unido a GTP. Rasa continuamente
de un estado excitado de transmision de sefiale® guiescente. Para la
activacion de Ras es necesario el reclutamientm haanembrana de un
factor de intercambio de nucleétidos de guanin&fmuanine nucleotide
exchange factor) en respuesta a factores de cestimicomo EGF y
PDGF) y la subsiguiente activacion de proteinaagas. El GnEF
desencadena la liberacion de GDP de la proteina d&a&gurandose su
union de Ras a GTP debido a la relativa abundantiacelular de ésta

altima comparandola con GDP (figura 1).
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Figura 1: Activacion de proteina Ras (Alberts et al, 2002).

Un ejemplo de factor de intercambio de guanina @&res la proteina SOS
(son of sevenless) que, a través de su unién cqmokeina adaptadora
Grb2, es atraida hacia la membrana (Buday et 8B)1%rb2 contiene un
dominio src-homélogo 2(SH2) que se une a receptimr@sina-quinasas
(RTK), incluyendo los receptores para el factocdeimiento derivado de
las plaguetas (PDGFR) y el factor de crecimiergmémico (EGFR).

También tiene dos dominios SH3 que median su wiBOS (figura 2).
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Gri-2 adaptar protein Ras GEF

Figura 2: Participacién de Grb2 en la activacion de proteina Ras (Alberts et al, 2002).
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Alternativamente, otra proteina adaptadora, Shced@u unirse al
componente citoplasmatico del receptor a travésuddominio SH2 dando
lugar a la fosforilacién de tirosina y la consigue& unién de Grb2. Una
vez el SOS esta translocado a la membrana prontaidiberacion de GDP
del Ras, permitiendo al GTP unirse a la proteirayRactivarla. La fase de
excitacion de emision de sefiales dura poco. Una aatiwada, son
necesarias proteinas activadoras de GTPasa (GA® hjholizar la GTP,
con lo que se libera un grupo fosfato y vuelve fatgina a su estado
quiescente de unidon GDP. Asi pues, las proteir/s8 €n reguladoras
negativas de las funciones de Ras (Wittinghoferalet1997). Se han
identificado muchas proteinas GAP gue interacciamnRas, entre ellas
P120GAP, NF1-GAP/neurofibromina y GAPIDe particular interés es la
NF1 ya que se encuentra frecuentemente mutada eamenfes

neurofibromatosis tipo I.

Funciones de Ras

Ras tiene multitud de funciones que difieren demb de factores como
el tipo de célula y el microambiente extracelulas. paradéjico que un
anico gen pueda ser capaz de iniciar el ciclo aelpla sintesis de DNA en
unas células (fibroblastos) y, en cambio, dar lagdiferenciacion terminal
en otras, como las lineas celulares PC12 (Santas, 41989). En otras
células como los mioblastos Ras se opone al fremocidlo celular y
diferenciacion hacia miotubulos y regula a la Hajaxpresion de mRNA
musculo especifico. Por otra parte se ha demostiadoRas favorece la
supervivencia celular en algunos tipos celularesnacoson células
hematopoyéticas en ausencia de citocinas y lin€42 B neuronas del
sistema nervioso simpatico en ausencia de factare@miento neural u
otros factores troficos (Klese et al, 1998). Aundres es mediadora de

importantes funciones celulares como son la praldfién, la supervivencia
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y la diferenciacion, la contribucion exacta de iesformas H, N y K no
esta clara.

Via de sefalizacion de Ras

La proteina Ras activada estimula los reguladoeggrdliferacion distales
a través de dos vias diferentes que convergen edicdto a través de
seflales que estimulan la proliferacion celularag&stias son la de la
proteina Raf y la de la proteina fosfatidilinosidatjuinasa (PI13K).

El efector mas conocido de Ras es la serin/treqguinasa Raf (figura 3).
La proteina Raf se une a Ras siendo indispensabde funciones de Ras
como la transformacioén celular. Hay 3 isoformadRdé en mamiferos: A,
B y C Raf (esta ultima también conocida como Raf¥iellbrock et al,
2004). C-Raf es ubicuo en su expresion tisular trasrgue la expresion de
A-Raf y B-Raf estd mas restringida. La activaciénRhf mediada por Ras
requiere la unién a dos regiones de esta quinasplasmatica, situadas

ambas en la region amino-terminal.

RalGEF

Figura 3: Vias de sefializacion de la proteina Ras (Vakiani et al, 2011).
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Para la activacion completa de Raf son claves safemomenos de
fosforilacion en ambos residuos tirosina y semofiina. Ademas hay
claras diferencias entre los sitios de fosforilacgntre B-Raf y C-Raf,
indicando que la regulacion de la activacion dasedbs isoformas puede
diferir significativamente. La proteina Raf acti@amo un dimero y la
formacion de estos dimeros provoca un aumento dectiridad quinasa
basal.

Una vez activada, Raf puede fosforilar la quinasaEKM
(mitogen/extracellular-signal-regulated kinase)doimendo su activacion
(figura 3). Existen dos isoformas de MEK: MEK-1 yEM-2, ambas
expresadas de forma ubicua, con una identidad dadeleseias de
aproximadamente un 80%. Una vez activada, MEK paesie vez activar
la MAP quinasa, también llamada ERK (extracellw#gnal regulated
kinase). Hay dos isoformas ERK (1 y 2) expresadasuamente y con
secuencias similares. Estas proteinas pueden, &wzutranslocarse al
ndcleo, donde a través de fosforilaciones de semirteeonina pueden
activar una serie de proteinas, muchas de ellaméscde transcripcion.
Aparte de la regulacion positiva de la via MAP @& mediante
fosforilacién, hay mecanismos reguladores negatigog atentdan la
activacion de esta cascada. Una de las princigalesas de regulacion
negativa es a través de las fosfatasas, la magterias cuales tiene doble
especificidad, es decir, que pueden defosforilantotaresiduos de
serina/treonina como de tirosina. Esto concuerdaettiecho de que ERK
debe ser fosforilado en ambos residuos (treoniti@sina) para conseguir

SuU maxima activacion.

Ras y cancer
A partir del descubrimiento de los retrovirus tfanwadores del sarcoma

de Harvey y Kirsten, se tuvo evidencia de la ingdion de Ras en el
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cancer. Estos virus contenian oncogenes derivaglétRlas y K-Ras. Los
primeros oncogenes humanos se identificaron possfieeencia de DNA
gendmico desde lineas celulares de tumores humanfdsoblastos de
raton NIH3T3 y aislando fragmentos de DNA en losoftransformados.
Estos resultaron ser los homélogos humanos de éoesgras virales
(Barbacid, 1987). Estudios posteriores mostrarone geas esta
oncogénicamente activado en un 15% de todos losresthumanos, y en
algunos canceres como el carcinoma pancreaticastia kel 90% (Bos et
al, 1989). Por otra parte, la proteina Raf se ertcaignutada en un 7 % de

los tumores malignos (figuras 4y 5).

Growth Factor | Mutated/amplified in cancers

Mutated/amplified in cancers

Mutated in 15-20% of cancers
i

RAF | Mutated in 7% of cancers

proliferation, differentiation, death, senescence

Figura 4: Alteraciones de la via Ras-MAPK en cancer humano.
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Cancer type HRAS KRAS NRAS BRAF
Biliary tract 0% 33% 1% 14%
Bladder 11% 4% 3% 0%
Breast 0% 4% 0% 2%
Cervix 9% 9% 1% 0%
Colon 0% 32% 3% 14%
Endometrial 1% 15% 0% 1%
Kidney 0% 1% 0% 0%
Liver 0% 8% 10% 3%
Lung 1% 19% 1% 2%
Melanoma 6% 2% 18% 43%
Myeloid leukaemia 0% 5% 14% 1%
Ovarian 0% 17% 4% 15%
Pancreas 0% 60% 2% 3%
Thyroid 5% 4% 1% 27%

Figura 5: Porcentajes de las mutaciones de Ras y Raf en tumores malignos. (Schubbert et
al, 2007)

La proteina Ras se activa, principalmente, comosemrencia de
mutaciones puntuales en los residuos de aminoagig®se encuentran en
el bolsillo de union al GTP o en la region enzimetesencial para la
hidrolisis del GTP. Ambos tipos de mutaciones figegn en este Ultimo
proceso, que es esencial para inactivar la protBas Entonces esta
proteina se queda atrapada en su forma activa anidaGTP que no se ha
hidrolizado y la célula entra en un estado de far@cion continuada. Las
tres principales proteinas Ras comparten una aaologia en los
primeros 165 aminodacidos pero muestran difererarides 25 aminoacidos
de la region c-terminal. Se han encontrado mutasi@m tumores humanos
en los codones 12, 13 del exdn 2, 59 y 61 del 8xpril7 y 146 del exdn
4, tanto de K-Ras como de N-Ras, siendo las masidrges las de los
codones 12 y 61 (Bos et al, 1989). La figura 6Gefafllas principales
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sustituciones de aminoacidos en las posicione59.8,61 en las proteinas

de la familia Ras en los principales tumores maisgyn

amino acid position

Ras gene 12 59 61 Tumor

c-ras (H, K, N) Gly Ala Gln normal cells

H-ras Gly Ala Leu lung carcinoma
Val Ala Gln bladder carcinoma

K-ras Cys Ala Gln lung carcinoma
Arg Ala Gln lung carcinoma
Val Ala Gln colon carcinoma

N-ras Gly Ala Lys neuroblastoma
Gly Ala Arg lung carcinoma

Figura 6: Sustituciones de aminoacidos en Ras en tumores malignos.

La mayoria de estas mutaciones disminuyen el dedlidrélisis de GTP y
también hacen que Ras sea menos sensible a lddigdde GTP mediada
por GAP. Por ello el resultado es una molécula pasominantemente
unida a GTP, constitutivamente activa y capaz devaaclas vias de

sefalizacion sin necesidad de estimulacién poa&bf de crecimiento.
Este Ras oncogénico es capaz de transformar fasimsl de raton
inmortalizados o células epiteliales (Barbacid, 7)98Hay que tener en
cuenta, sin embargo, que Ras por si solo es incdpafransformar

fibroblastos humanos o de primarios de raton yugar de ello someten a
las células a una detenciébn permanente del cratiojida llamada

“senescencia replicativa”. Este fendmeno parecertdgy de la funcidén de

ciertos genes como la p16 y la p53, que actian ammes supresores de
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tumores (Serrano et al, 1997). La inactivacion stesegenes supresores de
tumores juega un papel clave en el desarrollo decer. De hecho la
inactivacion de p53 y pf&“® permite a Ras transformar esas mismas
células, cosa que podria explicar la presion setegara la inactivacion
de esos genes supresores en tumores que contiengacianes
oncogeénicas de ras.

No solo es el propio gen Ras el que estd mutadobcesxpresado en
cancer, sino que en ocasiones son las proteinakdegas de Ras las que
pueden estar afectadas. EI mejor ejemplo seriaFdl, Igroteina GAP
mencionada mas arriba. La transmision hereditaiardalelo defectuoso
de NF1 predispone al individuo a una enfermedadétig) la
neurofibromatosis de tipo 1 o neurofiboromatosisvda Recklinghausen
(Cichowski et al, 2001). Las mutaciones somaticasvqran la
inactivacion del segundo alelo dando lugar al deBarde la neoplasia. La
neurofiboromatosis se manifiesta con la presenciandéiples tumores
benignos (neurofibromas) y dichos pacientes tiamemiesgo elevado de
tumores malignos de la cresta neural. Las céldasun NF1 defectuoso
acumulan Ras intracelular en su estado de unioiiR, & por tanto muy
activo (Cichowski et al, 2001). Otro ejemplo setés mutaciones
activadoras de SOS, que provocarian un estadoakipar de Ras con la
consiguiente transformacion neoplasica. Otros miembe la familia Ras
de las proteinas unidas a GTP también pueden casemformacion
neoplasica. Estas son R-Ras, TC21/R-Ras2 y R-Ras3.

Activacion de oncogenes en cancer de colon

La familia Ras de pequefias proteinas G intervieneias moleculares
iniciadas por factores de crecimiento. Sus tresnires principales (K-
Ras, H-Ras y N-Ras) estan frecuentemente alteradosmutaciones

somaticas en varios tipos de tumores animales yaham Las mutaciones
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en los genes K-Ras se pueden identificar en ceetadd% de los
carcinomas colorrectales (Bos et al, 1987; Fomregtal, 1987; Watanabe
et al, 2013). La inmensa mayoria de las mutaci®assestan presenten en
los codones 12 y 13 de K-Ras, de manera que, danpas con cancer
colorrectal con K-Ras mutado, cerca del 70% denlaisciones estan en el
coddn 12 y entre un 5-20% se encuentran en el ch8{NVatanabe et al,
2013). La mutacion puntual mas frecuente en K-Rasamcer colorrectal
en la mayor parte de las series consiste en l@uidh del aminoacido
glicina (Gly) por una valina (Val) en el codon 1€l éxon 2 (figura 6). Sin
embargo en otras publicaciones aparece la sustitypor alanina (Ala)
como la mutacidbn mas habitual (Bazan et al, 2005 sustitucion por
acido aspartico (Asp) (Imamura et al, 2012). Laaunidin mas frecuente en
el codon 13 consiste en una sustitucion de largligior acido aspartico
(Asp) (Bazan et al, 2002; Morelli et al, 2012; Imamet al, 2012).

Se ha comprobado que las mutaciones de Ras comnlaula progresion
de los adenomas colorrectales aunque no son nesepara el inicio de la
formacion de dicho adenoma. En los polipos adenmspatla frecuencia de
mutaciones K-Ras es claramente dependiente defitamalel grado de
displasia de la lesién. De manera que solamentEO& de los adenomas
gue tienen un tamano menor de 1 cm muestran moexide K-Ras,
mientras que estas mutaciones se observan en defc&0% en los
adenomas de mas de 1 cm.

En algunos estudios se ha sugerido que las mutxcida k-Ras en el
codon 12 estarian relacionados con al via de dif&eibn mucinosa,
mientras que las mutaciones en el codon 13 infleyela evolucion clinica
del cancer (Bazan et al, 2002). Es muy significa#¥ hecho de que las
mutaciones en el codon 12 de K-Ras, en especid\fal, estan asociadas
con una mortalidad mas alta (Imamura et al, 20k@ryestadios tumorales

mas avanzados (Li et al, 2015). Series extensasliadas han descrito
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como factores de riesgo independientes para mueside K-Ras la edad,
el sexo y la localizacion del tumor primario (Wadha et al, 2013)
También se han descrito significativos niveles detefogeneicidad
intratumoral de K-Ras (8% de los casos) y entreotumrimario y
metastasis ganglionares (31% de los casos) (Batcals2010)

Aparte de las mutaciones en los codones 12 y 1K-Ras, una pequeia
fraccion de mutaciones esta presente en los codéng$1 (4%) y 117y
146 (7%) de K-Ras y en los codones 12, 13 (5%),y6296%) de N-Ras
(Schwartzberg et al, 2014). No se han descrito crmtas de H-Ras en
tumores colorrectales. Las bases bioldgicas paespdctro particular de
mutaciones de Ras que se observan tumores colle®tbdavia es objeto
de debate. Las mutaciones K-Ras se dan tanto eroréamcon
intestabilidad de microsatélites (MSI-H) como emdwes estables (MSS)
asi como también en el cancer de colon herediaripoliposis (HNPCC).
Sin embargo, el cancer de colon esporadico (MSlgde presenta
frecuentemente mutaciones en B-Raf presenta unarmecidencia de
mutaciones en K-Ras, ya que las mutaciones en KyR&sRaf son
mutuamente excluyentes (Shi et al, 2012).

Estudios genéticos que han conseguido la anulae@d@ielos mutados para
K-Ras en células de cancer colorrectal avanzado,demostrado que la
inactivacion de la actividad K-Ras mutante elimiaa propiedades de
crecimiento tumoral de las células en estudiosviiro” y con modelos
animales. Las proteinas Ras son reguladores claveuehas vias de
sefalizacion descendente. Por ello no es sorprendscontrarnos que
otros componentes en estas vias estan mutados arpraporcion de
canceres colorrectales. B-Raf, una proteina-quidasatamente activada
por las proteinas Ras y la cual a su vez activiaralia de proteinas
mitdgeno-activadas (MAPK), esta mutada en un 5%odes los canceres

colorrectales. Como ya se ha comentado, las pestdtas también pueden
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activar la via del fosfatidilinositol-3 fosfato ddm lugar a una activacion
descendente de la proteina-quinasa B/AKT vy laigarente activacion de

factores antiapoptéticos descendentes y la via mTi@®Rual integra la

disponibilidad de nutrientes con el crecimientoulzel La formacion de

fosfatidilinositol-3 fosfato depende de la activddeatalitica de productos
génicos del gen PIK3CA. Entre un 13% y un 30% ds tanceres colo-

rrectales presentan mutaciones de este gen. Estudasteriores

demostraron que estas mutaciones activan la aatigdinasa (Samuels et
al, 2004).

Mutacion de K-Ras e inhibidores del receptor del fetor de crecimiento
epidérmico (EGFR) en cancer colorrectal

El EGFR esta expresado en la mayoria de cancelasemales y, debido
a su localizacion a nivel de la superficie celulaes una diana muy
atractiva. Los anticuerpos monoclonales anti-EGFBtuxdmab vy
panitumumab bloquean la unién del ligando produtmenna importante
respuesta en algunos pacientes de cancer coldrregtntras que los
inhibidores de tirosina-quinasa de pequefia molésnainactivos contra
este tipo de tumores.

El cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que recoraice
dominio extracelular del EGFR. Su administracione fiensayada
inicialmente en monoterapia en pacientes no seleadbs con cancer
colorrectal avanzado refractario a quimioterapiavencional, con una
modesta respuesta que mejoraba si se asocialo@t@ean o a irinotecan y
bevacizumab. En 2008 se demostré que la preseaamuthciones en K-
Ras era un factor predictivo negativo relevantejuya seleccionaba al 40%
de pacientes que no se benefician de los tratapsiatfitigidos frente al
EGFR. En 2012 se publicé un articulo en el quepsmtaba la posibilidad

de que los tumores con mutaciones en 13Asp, lasfraésentes en el
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codon 13, podian beneficiarse mas del tratamiemocetuximab que los
pacientes con mutaciones en codon 12 (Mao et &2)20

El panitumumab es un anticuerpo monoclonal totalmente humanizago
también reconoce el dominio extracelular del EGF&nbiéen en 2008 se
pudo observar que, en pacientes con K-Ras natiVoengpleo de
pantiumumab en monoterapia prolongaba significaiesate la
supervivencia libre de progresion y la supervivargiobal (Amado et al,
2008). Sin embargo, pacientes con mutaciones enodsnes 12 o 13 de
K-Ras no parece que se beneficien del tratamieato aste anticuerpo
(Peeters et al, 2013)

Ensayos clinicos randomizados han asociado de mamgvincente las
mutaciones de K-Ras con una pobre respuesta aroatuy panitumumab
(Shi et al, 2012). Las mutaciones activadoras deak-aislan esta via de
sefalizacion de los efectos de EGFR y hacen qu#hikicion de EGFR
sea ineficaz. Estudios recientes han demostradcs@joelos tumores sin
mutaciones K-Ras (K-Rasild typ@ muestran respuesta a estos agentes.
Asi, se ha observado que en pacientes con K-Rashat empleo de
cetuximab en monoterapia prolongaba significativaimda supervivencia
libre de progresion y la supervivencia global caogjares tasa de respuesta
(Karapetis et al, 2008). Datos revisados de estuthato randomizados
como no randomizados sugieren que los pacientes aa@ninoma
colorrectal cuyos tumores muestran mutaciones denBaleberian recibir
terapia con anticuerpos monoclonales contra EGHRe( et al, 2009).
Por esta razon, el estudio de la mutacién de KeRasn factor predictivo
de respuesta con el fin de facilitar la selecci@n las pacientes mas
apropiados para el tratamiento con anticuerpos -E4BER. Las
recomendaciones actuales de la American Societyliarcal Oncology
(ASCO) es de que todos los pacientes con canceireolal en estadio IV

gue son candidatos para terapia anti-EGFR debesosagtidos a estudio
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mutacional de K-Ras en el tejido tumoral. La teaagmn anticuerpos anti-
EGFR no se recomienda en pacientes cuyos tumorestran mutacion en
K-Ras en los codones 12 y 13. Las mutaciones endgin 61 predicen la
ausencia de respuesta a terapia con cetuximabrdesii@a manera que las
mutaciones en los codones 12 y 13. Sin embargoaamumies K-Ras en
c.38G>A (p.G13D) podrian no influir en la respuestierapia anti-EGFR
de la misma forma que otras mutaciones en estosigraixodones (De
Roock et al, 2010).

Aunque el valor predictivo de respuesta de las omta@s de K-Ras en
terapia con anticuerpos monoclonales anti-EGFRlestadocumentada, el
valor pronéstico de las mutaciones K-Ras, indepsmndmente del
tratamiento, permanece controvertido (Shi et al,220Una larga serie de
mas de 3.400 pacientes de cancer colorrectal deingseé solamente la
mutaciéon en el codon 12 con la sustitucion de mgicpor valina,
encontrada en un 8,6 % de los casos, tuvo un efgghificativo en la
supervivencia global libre de enfermedad (Andregeval, 2001). Esta
mutacion parece tener un efecto negativo mas gighifo en pacientes
con enfermedad en estadio Ill, comparandolo coeremfs con tumores en
estadio Il. Estudios posteriores han postuladoagienutaciones de K-Ras
en cancer colorrectal avanzado se asociaban corppewstico (Richman
et al 2009). Sin embargo, multiples analisis reteativos a partir de
grandes estudios randomizados no han podido carfieste hallazgo,
incluyendo estudios donde no se ha visto diferenespecto al status
mutacional en pacientes que recibieron el trataimiadecuado.

Otra familia de anticuerpos monoclonales en losspiesta estudiando su
relacion con el estado mutacional de K-Ras son fésmacos
antiangiogénicos. Es el caso dmvacizumab Este se une de forma
selectiva al factor de crecimiento del endotelioscudar (VEGF),

localizado en las paredes vasculares. Cuando elclzennab se une al
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VEGF, bloguea su funcién, con lo que previene etioniento del tumor al
bloquear el crecimiento de los vasos sanguineos apgtarian los
nutrientes y oxigeno necesarios. En pacientes aiastasis (estadio V),
se han publicado estudios recientes en los qugdostipos mutante y
wild-typeno afectan significativamente en los resultadosads en dichos
enfermos tratados con una primera linea de triplanigterapia con
bevacizumab FIr-B/Fox, aunque los pacientes coarerddad limitada al
higado si pueden obtener mas beneficio si tienédRa&-no mutado
comparado con pacientes con multiples metastasise(8 et al, 2012).
Asimismo, también se ha comprobado que el estadacional de K-Ras
c.35 G>A se asocia a un peor pronostico en pacentn cancer
metastatico tratados con FIr-B/Fox como primeradimomparados con
enfermos con estado K-Ras/B-Raf nativos y con otmragaciones
diferentes a ¢.35 G>A (Bruera et al, 2013).

Muchos ensayos clinicos han demostrado el benefigiola terapia
adyuvante en pacientes en estadio Ill. Sin embargpacientes en estadio
Il solamente se ha constatado un muy discreto (o) refecto sobre la
supervivencia. SOlo se recomienda terapia adyuvanteenfermos en
estadio Il si estos pacientes presentan factorealtderiesgo: invasion
angiolinfatica, tumores de alto grado, nivel de amion T4,
obstruccién/perforacién o escasos ganglios lindatigislados, y aun asi la
quimioterapia podria no aumentar sustancialmensepervivencia global.
Esto sugiere que Unicamente los factores clinitokfgicos podrian no ser
suficientes para seleccionar los pacientes pateatmiento. Por eso se
han visto necesarias nuevas herramientas prormostigee puedan
identificar especificamente pacientes en estad@mrl un alto riesgo que
podrian beneficiarse con la quimioterapia adyuvante

El papel de la inestabilidad de microsatélites Mgkl estatus mutacional

de K-Ras y B-Raf como factores predictivos delgtede recurrencia y del
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beneficio de la quimioterapia ha sido estudiadoeeifppamente en
pacientes con cancer colorrectal en estadio Il.gdarse ha constatado el
valor de la MSI como factor predictivo de respuestieterminados agentes
quimioterapicos, el papel pronéstico de Ras y Rafmanece controvertido
y parece que ninguna de estas mutaciones, porraknto, son utiles para
predecir el beneficio de la quimioterapia en pae®eren estadio Il de
cancer colorrectal (Hutchins et al, 2011).

En resumen, podemos afirmar que gracias a la ingrieanion de nuevas
herramientas terapéuticas basadas en anticuerposclopales frente al
EGFR, el conocimiento del estado mutacional de K-8ahoy en dia un
factor clave para la toma de decisiones terapéutitebido a su valor
predictivo negativo de respuesta al uso de dictadamientos. Este hecho
ha potenciado la implementacién de dichas detewitinas en la mayoria
de los servicios de Anatomia Patolégica de una maestandarizada
dentro de la préactica asistencial (Hernandez-Losh 2012).

En la actualidad, tanto la Agencia de Alimentos jedWdamentos
estadounidense (FDA) como la Agencia Europea ddddeentos (EMA)
requieren el estudio mutacional de K-Ras en caockrrectal antes de
administrar anticuerpos monoclonales contra EGFR.pies, hoy en dia,
en la practica asistencial es necesario conocersaio las posibles
mutaciones en los codones 12 y 13 de K-Ras, simbiém el estado
mutacional del resto de los exones, y no sélo deakK-sino también de N-
Ras, para lo que es ya imprescindible el estudiaecmanal ampliado de K-
Ras y N-Ras.
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3.- FACTORES PRQNOSTICOS EN EL ESTUDIO DE LAS
PIEZAS QUIRURGICAS DE CANCER DE RECTO.

En la practica médica, uno de los factores proogstclave en cuanto al
manejo postquirargico del cancer colorrectal vieleterminado por el

estudio patolégico de la pieza quirdrgica. Se hanadrado que la

estadificacion y la supervivencia en cancer cotbale depende

directamente de la calidad del examen patolégictadeieza quirdrgica

(Jestin et al, 2005). De este modo, se comprobohagia una enorme
variacion entre los diferentes servicios de patelogn cuanto a la
evaluacion de los ganglios linfaticos. Esto cordler diferencias en la
estadificacion y la supervivencia de estos pacserden lo que se insistid
en implementar protocolos para aumentar la prati®a el estudio

ganglionar (Lemmens et al, 2006). Multiples puldioaes corroboraron
esta afirmacion, no sélo en lo relativo a la digatoganglionar, sino

también en cuanto a la evaluacion de la reseca@bmesorrecto en cancer
de recto (Nagtegaal et al, 2002; Smith et al, 2Q@3Voyer et al, 2003;

Leibl et al, 2003)

En 2002 la Asociacion Espariola de Cirugia encargéstudio relacionado
con el seguimiento de pacientes tras cirugia ogamdbden cancer colo-
rectal, en el que estuvieron involucrados 43 centde salud vy

universidades de todo el pais (Ruiz-Lopez et aQ2R0Dicho estudio

mostré que la excision total del mesorrecto (ETM& habia realizado
solamente en el 69% de los pacientes. Sin emblandpo, una serie de datos
gue no se estudiaron, como son la recurrencia @), presencia de

metastasis e indice de supervivencia.

A continuacion, la Asociacion Espafiola de Cirugiappso en 2005 el

llamado Proyecto Esparfiol de Cancer de Recto cdimalle tener un

registro para el tratamiento del cancer de regarg introducir la ETM en
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equipos multidisciplinarios de cirujanos, patéloggs radiologos,
estableciendo una red de hospitales en Espania.

En 2006 el grupo director de la Asociacién EspaideaCirugia inicié un
proyecto de formacion (Codina et al, 2007) insmrath el Proyecto de
Cancer Rectal de Noruega (Wibe et al, 2002), gbé&l@onseguido indices
de RL y de supervivencia comparables a muchosasdt excelencia del
resto del mundo. Al igual que en este proyecteféatividad del programa
se midio en funcion de los datos enviados por tadaital y centralizados
en un centro de registros que posteriormenteyananalizados, devolvia
los resultados a cada equipo participante, juntolgs resultados globales
a nivel nacional.

Dado que en Espafia no habia datos recogidos peviara este proyecto,
y con el fin de ver si los resultados conseguidos s equipos
multidisciplinares eran los adecuados, se decidiparar los resultados
espafioles con los de Noruega, considerando que@stoos eran el “gold
standard”. En los objetivos de este estudio esthbamprobar el efecto de
la iniciativa de formacion multidisciplinar y aualta en relacion a la RL en
pacientes con cancer de recto en los primeros 6pithtes participantes,
incluidos entre 2006 y 2009, y analizar si estssltados eran comparables
a los observados en el Proyecto de Cancer Rectdadeega. Como
segundo objetivo estaba el identificar factoresridego de RL en esta

cohorte de pacientes.
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Este proyecto, que fue aceptado por la Asociacgpaiiola de Cirujanos,

pretendia los siguientes objetivos:

Principales

1. Evaluar los resultados de una técnica nhormadipada el tratamiento del
cancer de recto.

2. Evaluar las tasas de recidiva local -indepenidmante de que se
acompafen o no de la presencia de metastasissypaevivencia libre de
enfermedad a los 5 afios de la operacion.

3. Establecer un instrumento de calidad: regiser@d@hcer de recto, cuya
gestion sera realizada por la Secciéon de GestionCdikdad de la
Asociacion Esparfola de Cirujanos. Esta, informaréosa centros que
participen acerca de sus propios resultados yseskultados del conjunto
del estudio. En ningun caso, se suministraran &issdde los restantes
hospitales de forma individualizada a los demaspirctipio, este registro

deberia ser permanente.

Secundarios

1. Valorar la relacion entre la invasion del margeoular del mesorrecto y
las tasas de recidiva local y supervivencia lilmedfermedad.

2. Valorar la utilidad de la Resonancia Magnétieaatta resolucion en la
estadificacion preoperatoria de los pacientes.

3. Decidir en base a los hallazgos de la Resondvagnética, sobre la

conveniencia de emplear un tratamiento neoadyuvenrtaalizado
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PROYECTO DE CANCER RECTAL ESPANOL

Centros Participantes y criterios de inclusion deds mismos

La inclusion de los centros se realiz6 medianteutaplimentacion de una
encuesta voluntaria dirigida a todos los cirujaingsritos en la Seccion de
Coloproctologia de la Asociacion Espafiola de Ciroga

Los centros participantes debian aceptar los sitggse compromisos,
establecidos por la Asociacion Espafiola de Cirgano

1. Tener unidades de Coloproctologia con los reaimmtos de personas y
meétodos diagndsticos y terapéuticos requeridoa enduesta.

2. La obligatoriedad de remitir los datos completies cada registro al
centro de recogida, ajustdndose a los casos espefaut mes a la
estimacion que se haya hecho en el centro panti@pa

3. Los resultados de la actividad quirdrgica sedaditados de forma
continuada durante un periodo de 5 afos, mediamée base de datos
centralizada cuya gestion seria realizada por tzi@e de Gestion de
Calidad de la Asociacién Espafiola de Cirujanos.

4. Este proyecto implicaba la participacion actida los patdlogos,
radidlogos y oncdlogos de los hospitales que quisieolaborar en él, ya
gue tanto las imagenes radiolégicas empleadas estdaificacion como
las piezas quirargicas, fueron auditados de forriarea por comités de
cada una de las disciplinas no quirdrgicas impésadradiologia y
anatomia patologica, para conocer la variabilielade los profesionales.
5. Ademas, la decisibn sobre la utilizacibn de atraéntos
complementarios, neoadyuvante y adyuvante, depiendel protocolo que
establecieran los oncologos de los centros paatibgs. Por razones

obvias, este deberia ser tan homogéneo como sieéepos
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6. Que el no cumplimiento de las obligaciones camotro participante,
comportaba la exclusion de todo el grupo de laigypacion en el

Congreso y Reunion de la AEC en los dos siguieaiies, asi como de la
publicacion de los resultados en la Revista Cir&igi@ariola.

7. Los centros participantes en el estudio que omptieran las

condiciones estipuladas en el mismo, serian adwesripor via E-mail en
primer lugar, y posteriormente por correo certdica requiriendo la

normalizacion inmediata de su aporte de datos, wwemefecto, serian

excluidos del Proyecto.

Se formaron grupos multidisciplinares de 60 hotgstantre 2006 y 2009.
Recientemente han sido presentados los resultadbsiipares obtenidos
hasta el afio 2010 (Ortiz et al, 2013). El perioddntlusion de pacientes
para el presente estudio fue de 2006 a 2010. Nimspitales se
excluyeron del andlisis debido a problemas coregistro de datos. Por
ello el estudio incluyo el estudio de 51 hospitailesluyendo entre ellos 25
hospitales universitarios.

Los hospitales incluidos en el estudio comprendameptes procedentes de
un area geografica de 19.329.992 habitantes, mmaslo el 42 % de la
poblacion de Espafia. Entre marzo de 2006 y juni@dd® se operaron
4.700 pacientes de cancer de recto en estos 5itdlesplLa media de
pacientes por hospital fue de 73 (con un rangod@2P). En cada hospital
las intervenciones fueron realizadas por cirujarisenados en los cursos
de formacion asistidos por el equipo quirdrgicesdeinidad colorrectal.

De los 4700 pacientes operados, 3213 (68.4%) spieddiron como
resecciones curativas. De acuerdo con el Registooudgo, los 78
pacientes con proctocolectomia total o exantemgoévica (1,6 %) no se

incluyeron en el estudio.
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Se realiz6 Resonancia Magnética Nuclear prequoargn el 77,4 % de
todos los pacientes. El tratamiento neoadyuvantedied en 1894 (60,6

%) de los pacientes, todos ellos con resecciomasivas.

Definiciones y consensos

Como criterio de inclusion se consideraron los t@solocalizados a
menos de 15 cm del margen anal medidos con regiasdgido. Con el
fin de analizar los resultados con reproductibdidespecto al Proyecto de

Noruega, se adoptaron las mismas definiciones cespda cirugia radical.

Definiciones generales:

Recto Aunque hay diferencias entre los anatomistas gileganos, desde
el punto de vista quirdrgico se considera comoor@ttespacio de tubo
digestivo comprendido entre el la union anorregill promontorio sacro.
La longitud del mismo medido mediante rectoscop@gida desde el
margen anal es de 12 -15 centimetros. En estei@stal considera la
distancia de 15 centimetros como el limite superd®l recto.
Desgraciadamente, la medida por rectoscopia depamdean medida del
cuidado con el que se realice. Por ello, para elataclusion de tumores
del denominado “recto-sigma” (CIE 19-9) en la baselatos, se sugiere un
cambio en la forma de determinar la situacion angt# del tumor.

Desde el punto de vista radioldgico, el recto séndé mediante
resonancia magnética nuclear (RMN) como la partetu® digestivo
situado por debajo de una linea que une el promordacro con la parte
superior del pubis (Fig. 7). Por tanto solo losdues que estén por debajo
de esta linea seran considerados como tumorestdgcementario).

Por otra parte, la determinacion de la altura emnic®tros es necesaria,
para evaluar los resultados del tratamiento y podempararnos con otros

estudios. Por ello, es conveniente seguir mididaddistancia del tumor,
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mediante rectoscopia rigida, una vez que se hagaide mediante la

Resonancia Magnética que el tumor esta situadd eec® (Wolf et al,
2007; Herold et al, 2008).

Figura 7: Delimitacién del recto segin parametros radiolégicos (Resonancia Magnética
Nuclear).

Reseccion paliativareseccion en un paciente que tiene metastasis a

distancia diagnosticadas en estudio preoperatointeovencion quirdrgica
que conlleva la presencia de tumor residual maépise en la pelvis (R2).

Reseccion con intencion curativaaquellas resecciones rectales con

intencién de extirpacion completa del tumor, inelngo pacientes con
afectacion tumoral microscopica de los margenes rdeeccion,
especialmente el margen de reseccion circunfelemsacomo pacientes

con perforacion intraoperatoria del tumor o dedeed del recto.
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En una reseccidn curativala pieza quirdrgica muestra un margen
circunferencial libre de tumor (>1mm) y ausencia perforacion
intraoperatoria del recto.

Recurrencia localenfermedad recurrente en la pelvis incluyendaoliaa

de la anastomosis y la herida perineal. La recaiaesislada en los ovarios
se informa como metéastasis a distancia. Se coasgley la recidiva existe
cuando hay una prueba de imagen que la muestraRWVIC,PET), CEA

positivo o bien una biopsia positiva si es pos{Blglow et al, 2003). Todos
los indices de RL se contemplan como la suma Bé lque se da de forma

aislada junto con aquélla concomitante con metésdagistancia.

Metastasis a distancicbajo este concepto se incluye la enfermedad
recurrente localizada fuera de la pelvis, incluyetas metéstasis en los
ganglios para adrticos e inguinales.

Reseccion anterior (RAESste término incluye una reseccion de recto con

anastomosis, bien sea ésta coloanal o colorrectal.

Amputacion Abdomino Perineal (AAPReseccion del recto y el ano y

formacion de una colostomia terminal.

Operacioén de HartmanReseccion del recto con cierre del extremo dystal

abocamiento del colon proximal formando una colosaaterminal.

Complicaciones del tratamiento:

Fuga o dehiscencia anastomatiparitonitis 0 absceso causado por la fuga

desde la linea de grapas confirmada radiologicar@istinicamente por el
cirujano.

Mortalidad quirdrgica cualquier muerte producida dentro de los 30

primeros dias de postoperatorio.

Infeccidon de heridaSe empleara la definicion de la misma empleadabo

Centers for Disease Control and Prevention. De rdoueon ella, se
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contemplan tres tipos de infecciones: superficiptofunda y de
organo/espacio (Horan et al, 1992).

Anatomia patologica:

Clasificacion anatomopatolégica de los tumoies clasificacion para la

estadificacion patoldgica de las piezas quirdrgazada clasificacion TNM
de la American Joint Committee on Cancer. A pesarlas cambios
introducidos recientemente en la version TNM7 ldzatda en el estudio
sera la TNM6 (Stages I-1V; 6th edition).

En la descripcion se afiade el prefijo “y” en aqugeflacientes en los que la
clasificacion se realiza cuando se ha administrago tratamiento
neoadyuvante (radioterapia, quimioterapia o radramierapia) (YypTNM).
Y el prefijo “r’, que indica un tumor recidivado sjgiés de un periodo
conocido libre de enfermedad (prTNM). Estos prefijoo alteran la
clasificacion siguiente, pero sirven para indicae gasos pueden necesitar
un analisis separado.

Calidad de reseccién del mesorrecde valora segun la escala propuesta

por Quirke y Nagtegaal en estudios previos (Nagtegtal, 2002; Quirke
et al, 2009)

Resumen de la clasificacion:

1. Plano de la muscular propia(previamente denominado mesorrecto
pobre o incompleto): Este plano tiene poca cantid@dnesorrecto con
defectos en el mismo de méas de 1 amue llegan hasta la muscular

propia, con un margen de reseccion circunferemcegular (Fig. 8).
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Figura 8: Reseccion incompleta de mesorrecto. La reseccién esta en el plano de la
muscular propia.

2. Plano intra-mesorrectal (previamente: parcialmente completo). Este
plano tiene una cantidad moderada de mesorreatm, pen una superficie
irregular y un efecto de cono moderado. Hay inos# profundas o

pérdida parcial de grasa. En ningun sitio se vaudacular propia (Fig. 9).

Figura 9: Reseccién incompleta de mesorrecto. La reseccién esta en el plano intra-
mesorrectal.
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3. Plano del mesorrecto (previamente mesorrecto bueno o completo):
Este plano tiene un mesorrecto completo, aunquea hagquenas
irregularidades de la superficie lisa del mismoh&y defectos, tienen una
profundidad maxima de 5 mm. No son mas profundashdly efecto de
cono en el margen distal. El margen circular es, lte bordes suaves y

superficie brillante en los cortes del mesorreEigq. 10y 11).

Figuras 10 y 11: Reseccion completa del mesorrecto. La reseccidon se encuentra en el
plano del mesorrecto. Vista de la cara posterior del recto (Fig. 10) y corte transversal del
mismo (Fig. 11).

34



Introduccién

Calidad de reseccion del conducto anal

En las piezas de amputacion abdomino-perineal wearéd también la
calidad de la cirugia del conducto anal medianta segunda escala,
valorando el tramo inferior del mesorrecto. En €sfsos la cirugia 6ptima
resulta mas complicada, ya que la ausencia de gex#tabular dificulta
unos margenes de reseccibn amplios (Nagtegaal ,et2Q05). La
clasificacion seria la siguiente:

Plano intramuscular/ submucoso(reseccién incompleta): En este plano
hay perforaciones del intestino, perdidas de sustan la muscular propia
gue indican la entrada en el tubo muscular a esté n

Plano esfinteriano (reseccion moderada o parcialmente completa): Este
plano tiene el margen de reseccion circular endaculatura esfinteriana,
gue esta intacta. No hay masculos elevadores uaithbsuestra.

Plano por fuera de los elevadoreqreseccion completa): En éste se
observa un espécimen cilindrico (componente cierenicial completo)
con los elevadores resecados en bloque (Fig. 12).

Por tanto, para los casos de reseccion anterioé hata Unica clasificacion
(mesorrecto) y para los de amputacibn abdominowpaki dos

clasificaciones (mesorrecto y canal anal).
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Figura 12: Reseccion completa del canal anal y del mesorrecto. La reseccion se encuentra
en el plano del mesorrecto y por fuera de los elevadores.

Margen de reseccion circular (MRC) o margen radal:considera como

tal la superficie externa del cilindro de recto gsorrecto resecados. La
distancia del tumor o de los ganglios linfaticogaiidos al MRC medido
por microscopia, permite clasificarlo como invadaloo. En este estudio,
se ha definido que el MRC esta invadido cuando distancia es< de
1mm (Fig. 13y 14).
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Figura 13 y 14: Estudio del MRC: 13: estudio macroscopico. 14: Estudio microscépico: se
mide la distancia entre las células o glandulas tumorales méas profundas y el margen
quirargico (marcado con tinta china).

Estadio R (Clasificacion de las operaciones pturmabr residudt

RO (no hay tumor macroscépico ni microscopico reslid
R1 (tumor microscopico residual en el MRC).

R2 (tumor macroscopico en el MRC).

Sdlo son operaciones curativas las clasificada®den

Grado de Regresion tumoral

En los casos en los que se haya realizado trateomenadyuvante (fig. 15
y 16) se valora histolégicamente el Grado de Reagnd§$R). Utilizaremos
la clasificacion de Mandard (Mandard et al, 19%). ella se valora la
proporcion entre la cantidad de tumor residual ydatidad de fibrosis
presente, de acuerdo a la siguiente clasificaé¢t@n (7, 18 y 19):

GR1: Ausencia de carcinoma (remision completa).

GR2: Algunas células neoplasicas/glandulas relsdumasladas.

GR3: Predominio de fibrosis sobre tumor.

GR4: Regresion parcial con predominio de tumoresdibrosis

GR5: Tumor sin cambios.
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HUAV-HSM-UdL PATOLOGIA

Figura 15: Imagen macroscopica de una pieza de reseccién tras tratamiento
neoadyuvante. Zona de Ulcera correspondiente al lecho tumoral.

Figura 16: Imagen macroscopica de una pieza de reseccién tras tratamiento
neoadyuvante. Aproximacion de la zona de la Ulcera.
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Grado 1 de Regresidn
Tumoral (GRT-1): Ay -
sencia de carcinoma.

GRT-2: raras células
cancerosas residuales.

GRT-3: la fibrosis
predomina sobre los
nidos cancerosos re-
siduales.

GRT-4: los nidos resi-
duales predominan
sobre la fibrosis.

GRT-5: Ausencia de
cambios regresivos.

Figura 17: Esquema de los diferentes grados de regresion tumoral segun la clasificacion
de Mandard (Mandard et al, 1994)..

Figura 18: Imagen macroscopica de los cortes transversales de la zona de la Ulcera en
una pieza de reseccion de recto tratada con neoadyuvancia.

39



Introduccién

Figura 19: Grados de regresiéon tumoral . A: Regresién parcial con predominio de tumor
sobre fibrosis. B: Predominio de fibrosis sobre tumor. C: glandulas residuales aisladas. D:
Ausencia de carcinoma

Registro de datos

Se disefié6 una base de datos especifica de cancerctde El registro

incluy6 a todos los pacientes operados de canceeale en los centros
participantes. Fueron registradas todas las imergres: operaciones sin
reseccion (estomas, bypass o laparotomias explagdescisiones locales
y resecciones de recto, incluyendo proctocolecteridtales o subtotales,
resecciones anteriores, exanteraciones pélvicasa jintervencion de

Hartmann. Cada hospital participante designé urjario responsable para
el registro y posterior informe de los datos. Delurujanos enviaban la
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informacion al registro con periodicidad trimesfpala los nuevos casos y
anual para el seguimiento.

En los datos registrados se incluyen las caratitargsdel paciente, el tipo
de cirugia, la morbilidad y mortalidad postquirgegi detalles del
tratamiento adyuvante e informacién de seguimieeto cuanto a
recurrencia local, metéstasis y muerte. El Registxoional de Mortalidad
en Espafia proporciono informacion puntual sobrédibescimientos, con lo

gue los datos de supervivencia se dieron como @upacia global.

Seguimiento

Los pacientes fueron sometidos a un protocolo dglisgento cada 3
meses durante los primeros 2 afios y cada 6 mepagiade entonces
hasta alcanzar 5 afios posteriores a la cirugighoDprotocolo incluye

perfil hematico y bioquimico general, antigeno rerembrionario (CEA),

tomografia axial computerizada (TAC) abdominal satica. Se realizan
colonoscopias de forma anual. Si se sospecha Rtosgmara dicho

diagnodstico mediante RMN pélvica y tomografia des@m de positrones
(TAC-PET). La planificacion del seguimiento indivalizado se dej6é a
criterio de cada hospital participante.

De esta manera se completd el formulario de regor seguimiento que
incluia datos de RL, presencia de metastasis, degutumores vy
supervivencia/mortalidad.

La informacién del seguimiento fue incorporada émeate a la base de
datos central. De forma anual cada hospital recilsidinforme de sus
resultados comparandolos con las medias globatesidhs en el proyecto

de Cancer de Recto.
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Tratamiento neoadyuvante

La decisibn de si realizar radioterapia se hace base a las
recomendaciones de las Guias de Practica Clinic@admcer de Espafa
(http://www.gencat.cat/salut/depsan/pdf/og0303e¥.pdf quimioterapia y

radioterapia neoadyuvantes se consderaron el fettmde eleccion para
el cancer de recto en estadios Il y Ill. Las contliaaciones para dicho
tratamiento neoadyuvante fueron la edad avanzadderneedad

cardiovascular isquémica sintomatica o si el pdeiga habia recibido

radioterapia pélvica previamente.
Analisis estadistico

Las variables continuas se presentaron como medsvigcion standard) o
mediana del rango intercuartil . Las variables giatieas se presentaron
como numeros absolutos y porcentajes. Las variabésgoricas se
compararon usando el test Xle independencia. El test t de Student o el

test Kruskal-Wallis se usaron para analizar vaeslsbntinuas.
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS

1.- El estudio molecular de los ganglios linfaticars cancer colorrectal
mediante la deteccion del mMRNA de la Citoqueratiapermitiria una
estadificacion mas precisa de dichos tumores coocor$ecuente valor

pronostico en cuanto a progresion de la enfermedad.

2.- La deteccion “ex vivo” del ganglio centinelales tumores de colon es
un método reproducible y fiable en el que se pumtiear la deteccion
molecular del mMRNA de la Citoqueratina-19 con elde detectar posibles

metastasis en dichos ganglios.

3.- El estudio del estado mutacional del gen K-Bascancer de colon
metastatico, asi como de sus posibles mutacioneslep tener un valor
pronéstico en cuanto a la supervivencia y predictie respuesta a la

terapia adyuvante en dichos pacientes.

4.- El estudio patoldgico de la calidad de resecciél mesorrecto en las
piezas quirdrgicas de cancer de recto, que inclaygaloracion de la
afectacion del margen circunferencial y el grado rdspuesta en los
tumores tratados con neoadyuvancia, son factom®sgticos en cuanto a

posibles recidivas, progresion de la enfermedagbgvivencia.
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OBJETIVOS

1.- El estudio molecular de los ganglios linfaties piezas de reseccion
quirdrgica “ex vivo” de cancer colorrectal mediarite deteccion del
MRNA de la Citoqueratina-19 a través de método O®NAIna serie de
100 pacientes con estudio radiolégico previo negapara ganglios
linfaticos metastaticos con el fin de detectar lplesi ganglios positivos
para OSNA que, sin embargo, eran negativos entedliesconvencional

con Hematoxilina-Eosina.

2.- Establecer un protocolo de mapeo “ex vivo” daglios linfaticos en
piezas de reseccion quirdrgica de una serie dea2i@mes de cancer de
recto con el fin de identificar ganglios centinga relacion al tumor

primario.

3.- Realizar el estudio molecular de los gangli@ntioela aislados
mediante la deteccion del mRNA de la Citoqueratiia través de método
OSNA con el fin de valorar la sensibilidad de l&niéa de mapeo

establecida anteriormente.

4.- ldentificar el estado mutacional del gen k-Rassus codones 12 y 13
en una serie de 200 pacientes diagnosticados dmercénlo-rectal con

metastasis en el momento del diagnostico o bieanteirel seguimiento. En
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los casos con el gen K-Ras mutado determinar el dg mutacion y el

coddn donde esta localizada.

5.- Relacionar los datos obtenidos sobre mutaciéingén K-Ras con
variables clinicopatoldgicas de los pacientes: edado, supervivencia,

tipo histolégico y grado histologico de los tumores

6.- En una serie de 200 pacientes de cancer deintetvenidos en nuestro
centro recoger parametros prondsticos obtenidoartar ple la valoracion
de las piezas quirdrgicas, como el estadio patobdgia calidad de
reseccion del mesorecto, la distancia al margereseccion radial y, en
caso de tumores tratados con neoadyuvancia, eb gladegresion post-

tratamiento.

7.- Relacionar los datos histopatoldgicos obtenalo$a serie con datos de
seguimiento relativos a posibles recurrencias, gmaa de metastasis y

supervivencia, asi como la presencia de complinasipostquirudrgicas.
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Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

1.- OSNA'Y GANGLIO CENTINELA

PACIENTES

El estudio se lleva a cabo después de ser apropaddos diferentes
Comités Eticos de Investigacion Clinica de caddroegue ha participado
en el estudio: Lleida (Hospital Universitari Arnda Vilanova), Erlangen
(Friedrich-Alexander-Universitat), Munich (Techriigc Universitat) y
Basilea (Kantonsspital Olten y Viollier AG) . Seclgaron un total de 103
pacientes entre 2010 y 2012 con diagnéstico higitmddprevio por biopsia
endoscopica de adenocarcinoma de colon. Todosrallgsres de 18 afios
y con consentimiento informado previo. Las difeesntaracteristicas de
los pacientes estan resumidas en la Tabla 1. Seyeron para este
estudio aquellos pacientes con tumores sincronmoesastasis a distancia
(M1) o que hubiesen recibido tratamiento neoadytevgprevio a la
cirugia). Se clasificaron como tumores de colonéligs situados a una
distancia minima al margen anal de 16 cm, medido @aonoscopio
rigido. La reseccion quirdrgica se realizd tant@ pscision mesocolica
completa abierta como mediante técnicas laparos&®pi con
linfadenectomia regional estandarizada (Lee 2Cdl2; West et al, 2010).
Inmediatamente después de la cirugia, la piezairguta se remite a
Servicio de Anatomia Patoldgica para la diseccidfresco de los ganglios
linfaticos del mesocolon, para seguir con el proimcde estudio

estandarizado con OSNA.
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Caracteristicas

Total
Sexo
Femenino

Masculino

Edad
Media (rango)

Cirugia
Abierta
Laparoscopia
Longitud de colon
resecado (cm)

Media (rango)

Localizacion del

tumor
Ciego
Colon ascendente
Angulo hepatico
Colon transverso
Angulo esplénico
Colon descendente

Colon sigmoide

Pacientes

n (%)
103 (100)
49 (47.6)
54 (52.4)

71 (23-92)
81 (78.6)
22 (21.4)

29.5 (8-73)
20 (19.4)
34 (33)

2 (1.9)

7 (6.8)

1 Q)

9 (8.7)
30 (29.1)

OSNA
negativo
n (%)
77 (74.8)
35 (71.4)
42 (77.8)
71 (23-90)
58 (71.6)
19 (86.4)
27 (8-73)
12 (60)
27 (79.4)
2 (100)
5 (71.4)
1 (100)
5 (55.6)
25 (83.3)

OSNA
positivo
n (%)
26 (25.2)
14 (28.6)
12 (22.2)
71 (50-92)
23 (28.4)
3 (13.6)
33.5 (15-65)

8 (40)
7 (20.6)
0 (0)
2 (28.6)
0 (0)
4 (44.9)
5  (16.7)

0.50

0.8

0.27

0.27

0.34

Tabla 1: Caracteristicas demograficas de los pacien
supraestadificacién de cancer de colon

negativos.

Para el estudio de ganglio centinela se incluyaiambién pacientes

tes en el

estudio de la
con ganglios linfaticos histopatolégicamente

mayores de edad diagnosticados de cancer de cdloarp y en cuyas

piezas quirdrgicas “ex vivo” se practicaria el napara la deteccion de

52




Material y métodos

ganglio centinela. Se excluyeron pacientes con stad& y/o tratados con
neoadyuvancia.

Se estudiaron un total de 22 casos, identificamdcaela caso el nimero de
GC aislados, el numero de GNC y el niumero de gasgdhislados
posteriormente en la pieza fijada para estudio @etional. En cada uno
de los ganglios identificados como GC y GNC seizaakl estudio

molecular con la técnica OSNA.

DISENO DEL ESTUDIO

Este estudio se disefidé para confirmar la potesciptaestadificacion con
OSNA de pacientes con carcinoma de colon, con éoégtos podrian pasar
de Estadio I/ll a Estadio Ill de la UICC. El Estadlio Il se confirma con
estudio histologico estudiando un corte de cadaglgadinfatico, que
reservamos para procesamiento estandarizado efinpayatincion con
H/E (Figura 20). En este estudio la decision deiadtnar tratamiento
adyuvante se baso exclusivamente en los resultastoddgicos, en ningun

caso en los resultados moleculares.
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AllLNs from fresh tissue investigated by 1 H&E section

AllLNs Atleast 1LN
negative or [TC HE&E positive

Histology pNO patients
—> OSNA analysis

Stage UICC I
Chermoth erapy
All LN s Atleast 1LN
neqative positive (++ +)
Stage UICC T andll Upstaging to UICC stage lll
Mo aduvanttreatment No adjuvanttreatment

Figura 20: Disefio del estudio de la supraestadificacion de cancer de colon con ganglios
linfaticos histopatolégicamente negativos hacia tumores con ganglios linfaticos positivos
mediante tecnologia One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) (++) nimero de copias
de CK19 mRNA = 5000, (+) entre 250-4999; LN: Ganglio Linfatico; ITC: Células Tumorales
Aisladas; H&E: hematoxilina & eosina

PROCESAMIENTO DE LOS GANGLIOS LINFATICOS

Los ganglios linfaticos fueron disecados en laszgse quirdrgicas
inmediatamente después de la cirugia. Tras la d@ede cada ganglio
linfatico seguidamente se realiza un corte de ldargrosor que se recoge
en capsulas de inclusién y se fija en formaldehkiloresto de ganglio

linfatico se reserva para estudio molecular. Estterial se introduce en un
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tubo estéril en nitrogeno liquido o hielo. Inicignte los cortes de 1mm de
todos los ganglios linfaticos se analizaron por aués histolégicos
estandard (1 seccién tefiida con H/E por cada ggngtientras que el
resto de material en fresco se almacend a una tatopede -80°C hasta el
momento de la realizacion del estudio con OSNAUYF@R1).

Los ganglios linfaticos con un tamafio inferior anfh se excluyeron del
analisis con OSNA, ya que contenian muy escasiotgmnglionar, aunque
igualmente se estudiaron desde el punto de vistagatoldgico.

Una vez confirmados en todos los ganglios linf&tiqoe histolégicamente
no presentaban metastasis (pNO), se procedia adi@smolecular del
tejido almacenado en congelacién. Dicho estudiceabz6 en los centros
de Lleida, Basilea, Erlangen y Lubeck. En cambmarsente con la
confirmacion de 1 ganglio linfatico positivo (maaramnicrometastasis) en
el estudio histologico con H/E, este paciente goed#escartado para el
estudio con OSNA.

Una vez realizado el estudio molecular, si al mamos de los ganglios
linfaticos era positivo para OSNA en un pacienteOpddn el estudio
histoldgico, este paciente pasaba a supraestadificarsmientras que Si
todos los ganglios eran OSNA negativos el paciem@ntenia la

estadificacion previa (Figura 20).
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Lymph node

1mm

) Y

Figura 21: Preparacion del ganglio linfatico para e  studio histolégico y estudio
mediante OSNA. La parte media o central del ganglio linfatico se analiza mediante estudio
histopatolégico convencional (se tifie una seccién con hematoxilina & eosina [H&E]) en
aquellos ganglios linfaticos de >6mm de diametro méaximo. En los ganglios linfaticos que
miden entre 4mm - 6mm se divide en dos secciones reservandose una de ellas para
andlisis mediante OSNA . Si el tamafio del ganglio es <3mm éste se excluye del estudio
OSNA. En los casos en los que la tincibn H&E sea negativa para tumor se procedera a
analizarse las partes laterales o la hemiseccion reservadas de los ganglios linfaticos
mediante OSNA.

En cuanto al protocolo de mapeo de ganglio cemtitex vivo”, éste se
realizé 15 minutos después de la extirpacion dgidaa quirdrgica. Una
vez localizada la zona donde esta situado el tusgomyectan de 0.5 a 2

ml del colorante Patent Blue V en la subserosaueferencial al tumor
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utilizando una jeringa de inyeccidon de tuberculBeguidamente se realizo
un masaje de la zona durante 5 minutos con eldfifadorecer la difusion
del colorante a través de los vasos linfaticoscdibrante tefira de color
azul en primer lugar los ganglios linfaticos cealin(Figura 22). Estos se
identifican y se extraen procediendo igualmentgratocolo de estudio
OSNA descrito anteriormente. En todo el proceditoigrosterior, tanto en
el tejido congelado para OSNA, como en el fijaddamol para estudio

convencional, cada muestra estara identificada c@@o GNC.

Figura 22: Mapeo para la identificacion “ex vivo” de GC utilizando inyeccion de colorante
Patent Blue V.

HISTOPATOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA CON CK19

En todos los tumores primarios se realizé estutiimunohistoquimico con
anticuerpos anti-receptor de Citoqueratina-19 (QKw8lizandose un
anticuerpo monoclonal primario de ratén (Balochalet1999; Uen et al,

2007). Para ello se cortaron secciones de 3umsdkldgues incluidos en
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parafina, secandose durante 1 hora a 65° Luegopreeedid a
desparafinacion, rehidratacion y recuperacion defigano mediante
tratamiento con calor en un PT Link (Dako, DenmarlgH 9. Antes de la
tincion de los cortes se bloqued la peroxidasa gew El proceso
inmunohistoquimico se llevd a cabo usando el sitel visualizacion
Envision FLEX (Dako, Denmaykcon un anticuerpo contra CK19 (clon
RCK108, Dako, Denmark). Dichas secciones fuerontep@smente
sometidas a contratincion automatizada con henlatax tratada con un
reactivo bluing. La valoraciéon de cada tincion inmunohistoquimsgsa
realizé a través de un microscopio optico a 104ientos. Una expresion
positiva de membrana con o sin tincion citoplasoadéin el 10 % o mas de
las células neoplasicas fue clasificada como “p@Sit(+) para CK19.
Cada caso de carcinoma de colon fue tefiido y edalpara CK19, asi
como algunos ganglios linfaticos positivos en @li@i® histologico (Figura
23).
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Figura 23: Tinciones con Hematoxilina & Eosina (H&E) (A, B) y con inmunohistoquimica
para CK19 (C, D) de un tumor primario (A, C) y un ganglio linfatico con metéastasis (flechas
rojas: B, D) en un carcinoma de colon.

ONE-STEP NUCLEIC ACID AMPLIFICATION (OSNA)

El tejido de cada ganglio linfatico reservado p&3&NA (con un peso

maximo de 600 mg por muestra) fue congelado y amaao a -80° hasta
su utilizacion. El andlisis por OSNA en todos lasas se realizd dentro de
los 6 meses después de la recogida de la muesttas Easos en los que el

tejido ganglionar reservado para OSNA excediera6ld8 mg, éste se
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dividié en varios fragmentos, todos ellos con usop@ferior a 600 mg, y
de este modo cada porcion se analiz6 como una rauedependiente.

Se realiz6 una deteccion rapida de RNA medianteodgencion de
porciones homogeneizadas del tejido ganglionar cdde y Ia
amplificacion directa de mMRNA de CK19 sin extracciprevia ni
purificacion de &acidos nucleicos (DNA y/o RNA). Este método se
utilizé un sistema de reactivos disefiado, segumdricciones de uso del
fabricante (Sysmex, Kobe, Japdén). Basado en estugi@vios, los
resultados del estudio OSNA se clasificaron com) ¢uando el nimero
de copias de mRNA de CK19 fue superior a 5000 yc{#tgndo dicho
namero se encontraba entre 250-4999. NUmeros andsria 250 copias
fueron considerados como negativos. Este nimeoopias se ha definido
en estudios previos con el fin de asegurarse de sgie las macro-
metastasis (>0,2 mm) fueran consideradas enfermadathstasica,
excluyéndose asi tanto las micrometastasis (<0,2aomo la presencia de
células tumorales aisladas (Croner et al, 2010leGwet al, 2012;
Tsujimoto et al, 2007).

ANALISIS ESTADISTICO

Los estudios estadisticos se han calculado medsofterare SAS 9.2.

(SAS Institute Inc, 2010b). EI Cochran-Armitagentidest es el adecuado
para una tabla de dos variables donde una det®les dos niveles y la
otra es ordinal (P, 1955). Este test se empleadebms categoricos para
establecer la asociacion entre una variable camteétjorias y otro variable
con k categorias. Modifica el test Chi Cuadradoapgrcorporar un

supuesto orden en los efectos de las k categatias k& segunda variable.
La variable de dos niveles representa la respudistatras que la segunda

variable representa una variable explicativa corelas ordenados. El
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Cochran-Armitage trend test se basa en el coefeida regresion para la
regresion lineal ponderada de las proporcionesntiaies para los valores
de los niveles de la variable explicativa. La opc&xacta se usé para
calcular los valore® (SAS Institute Inc, 2010a). Para calcular los redo

P en todas las tablas de frecuencia se utilizoOstlexacto de Fischer. Las
medias aritméticas de las variables métricas sepamron por test —t
usando la varianza combinada para calcular el rdegerror. En todos los
casos se informaron de valofebilaterales. Después del ajuste a multiples
test segun el procedimiento de Holm-Bonferroniyabr critico para la
significancia que garantiza un alfa global de 0,08%a a ser de 0,003.

2.- ESTUDIO DEL GEN K-Ras

SELECCION DE CASOS

Se estudia el estado mutacional de K-Ras en 20Bmtas diagnosticados
de adenocarcinoma colorrectal entre los afios 20Q@018. Se trata de
pacientes con tumores en estadio IV (con metadasite el estudio de
extension en el diagndstico o durante el seguimipasterior), que podrian
beneficiarse, en caso de que tuviesen el K-Ragmate tratamiento de las
metastasis con anticuerpos anti-EGFR.

En dichos pacientes se recogen datos patolégicheigos. Entre los datos
patolégicos se encuentran la localizaciéon del tyum@mafio, tipo
histolégico, grado histologico, estadificacion pVNoresencia o ausencia
de factores de riego como permeacion vasculaatio# y/o perineural, asi
como la presencia o ausencia del gen k-Ras mutadive los datos
clinicos (oncoldgicos) se recogieron las fechas damgndéstico de la

neoplasia y de las metastasis, asi como las lacaizes de las mismas, el
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tratamiento del tumor, el tratamiento de las meatast las diferentes lineas
de quimioterapia y datos relativos al seguimiemdtus y presencia de

recidivas.

ANALISIS DE K-RAS

El analisis del estado mutacional del gen K-Ragesdiz6 en material
tumoral incluido en parafina.

Extraccion de ADN

Los bloques tumorales fijados en formaldehido duidos en parafina
fueron revisados en un primer momento por el pglpara valorar el
contenido del tumor y la calidad del material geogtesogiéndose los mas
adecuados para el estudio.

Posteriormente se analizaron aquellas muestras ceotidad tumoral
representativa (conteniendo por lo menos un 70%étldas neoplasicas)
El ADN gendmico fue extraido utilizando el kit Qliv@ DNA FFPE
Tissue (Qiagen, Hilden, Germany) segun lo especiic por las
instrucciones del fabricante.

Analisis del estado mutacional de K-RAS

El estado mutacional de K-Ras se analiz6 en el AteaPatologia
Molecular del Servicio de Anatomia Patologica delspital Universitari
Arnau de Vilanova de Lleida.

Sobre las muestras seleccionadas se evaluaroddi ¢@ y 13 de K-RAS.
El analisis mutacional se realiz6 mediante ampldién por PCR del exon
2 del gen K-RAS siguiendo instrucciones del kit fESxreen KRAS por
PCR QIAGEN (QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40Faden)
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ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado un andlisis descriptivo de todasvdéaiables estudiadas.
Las variables cuantitativas se han resumido endalenmedia y desviacion
estdndar o de mediana e intervalo intercuartilidependiendo de la
simetria de su distribucién. Las variables categdrise presentan en
frecuencias absolutas y relativas.

Se han evaluado las asociaciones entre las vaziakfgicativas o posibles
factores de riesgo y los tiempos desde el diagmmdbiasta la recidiva, la
metastasis, gxitus Se han estimado curvas de Kaplan-Meier que se han
comparado mediante la pruebaldgrank (Collet, 1994). Se han obtenido
los cocientes de riesgo (hazard-ratio) y sus iates/de confianza (95%).
Finalmente se ha estimado un modelo de supervizahei Cox (Collet,
1994) para evaluar las variables estudiadas armpbd de supervivencia.
Se ha contrastado la hipétesis de riesgos propmaiei® mediante la prueba

de correlacién de los residuos de Schoenfeld (CAlg94).

3.- FACTORES PRONOSTICOS EN EL ESTUDIO DE LAS
PIEZAS QUIRURGICAS

SELECCION DE CASOS

Desde el aino 2009 hasta el aiio 2013 el Hospitaldsitari Arnau de
Vilanova reclut6é un total de 249 casos nuevos dearade recto. De estos
43 no eran quirargicos, con lo que fueron interdesi206 pacientes. De
estos 206, 8 de ellos se intervinieron con cirupieal, 17 fueron

irresecables y el resto (181) fueron sometidosragi@ con intencion
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curativa (Tabla 2) Como en el resto de hospitddssintervenciones fueron
realizadas por cirujanos entrenados en los cuesdsrohacion asistidos por

el equipo quirargico de su unidad colorrectal.

Casos nuevos

249

Operados No operados
206 52
Resecados Irresecables Cirugia local

181 17 8

Tabla 2: Esquema del nimero de pacientes que han intervenido en el estudio de cancer
de recto en nuestro hospital.

La siguiente tabla (Tabla 3) resume las caracieasstde los pacientes

operados:
EDAD 68.8 (11.6) )
MEDIA (DESVIACION ESTANDAR)
SEXO
HOMBRE 143 (68.4%)
MUJER 66 (31.6%)
LOCALIZACION DEL TUMOR
0-6 cm 92 (44.0%)
7-11 cm 86 (41.1%)
12-15 cm 31 (14.8%)
ESTADIO RADIOLOGICO
ESTADIO 0 2 (0.96%)
ESTADIO | 36 (17.2%)
ESTADIO II 36 (17.2%)
ESTADIO Il 103 (49.3%)
ESTADIO IV 30 (14.4%)

Tabla 3: Caracteristicas generales de los pacientes estudiados.
Se disefid un circuito de recogida de datos palastébs pacientes, que

incluye estudio radiolégico previo, estudio de a@maiento oncoldgico,
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protocolo quirdrgico, estudio patologico de la piequirargica y

seguimiento.

ESTUDIO RADIOLOGICO

Incluye el estadiaje preoperatorio con RMN i/o eafig transrrectal, el
estudio de extension mediante TAC, la medida déiseancia al margen
radial (con RMN), asi como la afectaciébn de dichargen, segun la

siguiente tabla (Tabla 4):

- ESTADIAJE PREOPERATORIO
RM si/ Eco si
RM no / Eco si
RM si/ Eco no
RM no / Eco no

- ESTUDIO DE EXTENSION
TAC

- MEDICION DE DISTANCIA MARGEN RADIAL (RNM)
DEL TUMOR
ADENOPATIA
INTEGRIDAD DEL APARATO ESFINTERANEO
LIBRE
AFECTO
NO DATOS

- MARGEN RADIAL AFECTADO
DEL TUMOR
ADENOPATIA

Tabla 4. Esquema de los diferentes parametros recogidos en el estudio radioldgico
preoperatorio.
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TRATAMIENTO ONCOLOGICO

Se recogieron los datos referentes al posiblentiatdéo neoadyuvante (con
guimioterapia y/o radioterapia) o adyuvante, y e@as casos indicando el
estadio tumoral en el momento del diagndstico(isdg siguiente tabla
(Tabla 5):

NEOADYUVANCIA
ESTADIO Il
T4

ADYUVANCIA
ESTADIO |
ESTADIO Il
ESTADIO Il
ESTADIO IV

Tabla 5: Esquema de los diferentes supuestos para el tratamiento oncoldgico.

PROTOCOLO QUIRURGICO

En cuanto a los datos de la cirugia se recogeriereplugar, el tipo de
intervencion realizada: resecciéon anterior de recmmputacion
abdominoperineal o intervencién de Hartmann, coptentdo también la
posibilidad de intervenciones paliativas o cirulgieal. Por otra parte se
valora si se ha realizado la ETM (con especiakéste&n tumores de recto
medio o inferior), la via de abordaje (laparoscapicabierta), si el tumor
se ha perforado o0 no y en qué tipo de intervenaidlia, cirugia ha sido con
intencidn curativa o paliativa, la mortalidad y [assibles complicaciones,

todo ello recogido en la siguiente tabla:
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TIPO DE INTERVENCION
RESECCION LOCAL
RESECCION ANTERIOR DE RECTO
ALTA
BAJA
AMPUTACION ABDOMINOPERINEAL
PRONO
SUPINO
PROCTOCOLECTOMIA
INTERVENCION DE HARTMENN
ESTOMA DE DERIVACION (PALIATIVO)
EXANTERACION
OTRAS
EXERESIS DEL MESORRECTO (ETM)
PARCIAL
TOTAL
NO REALIZADA

ETM EN TUMORES DE TERCIO MEDIO/INFERIOR
PARCIAL
TOTAL
NO REALIZADA

VIA DE ABORDAJE
LAPAROSCOPICA
LAPAROSCOPICA CONVERTIDA
ABIERTA

PERFORACION DEL TUMOR
RESECCION ANTERIOR ALTA
RESECCION ANTERIOR BAJA
AMPUTACION ABDOMINOPERINEAL
PROCTOCOLECTOMIA
INTERVENCION DE HARTMANN

INTENCION QUIRURGICA
CURATIVA
PALIATIVA

ESTOMA DE DERIVACION (¥)
Sl
NO

MORTALIDAD QUIRURGICA (A LOS 30 DIAS)
Sl
NO

COMPLICACIONES
INFECCION HERIDA OPERATORIA
INFECCION EN PERINE (EN AMPUTACION)
DEHISCENCIA ANASTOMOTICA
ABSCESO ABDOMINAL

REINTERVENCIOSE

Tabla 6: Esquema de los diferentes parametros recogidos en el protocolo quirdrgico. (*):

en casos de resecciéon anterior de recto.
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ESTUDIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

El estudio de la pieza quirdrgica es fundamental,sblo de cara a
planificar los diferentes tratamientos posterioragvisar posible factores
pronosticos o predictivos de respuesta, sino tamtsébre todo en este
estudio, para hacer el control de calidad de lagé@ en cuanto a ETM,
comparar los datos obtenidos con los datos radaégre-intervencion y
valorar el grado de respuesta en los casos que agiido tratamiento

neoadyuvante (médico o radioterapico). Asi puegatblogo tiene una
interaccidn directa con el cirujano, el radidlogboncologo médico vy el
radioterapeuta, y de su informe se derivaran comsexas directas para la
conducta a seguir con la enfermedad.

De todos los datos posibles en el estudio de lzapigirdrgica, en este
estudio se recogen los relativos a la calidad sieceon del mesorrecto, el
grado de regresion tumoral, la afectacion del mamgjecunferencial y/o

distal, la afectacion ganglionar y el estadio pgajmlo. Todo ello queda

resumido en la siguiente tabla (Tabla 7):

CALIDAD DE RESECCION DEL MESORRECTO
SATISFACTORIA
PARCIALMENTE SATISFACTORIA
INSATISFACTORIA

GRADO DE REGRESION TUMORAL (*)
GR1: Ausencia de carcinoma (remision completa).
GR2: Algunas células neoplasicas/glandulas relsdumasladas.
GR3: Predominio de fibrosis sobre tumor.
GR4: Regresion parcial con predominio de tumoresdibrosis
GRS5: Tumor sin cambios.

MARGEN QUIRURGICO

CIRCUNFERENCIAL
AFECTO
LIBRE
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DISTAL
AFECTO
LIBRE

TIPO DE RESECCION
RO
R1
R2

GANGLIOS LINFATICOS
AISLADOS
AFECTADOS

ESTADIO
ESTADIO 0
ESTADIO |
ESTADIO II
ESTADIO llI
ESTADIO IV

Tabla 7: Esquema de los diferentes parametros recogidos en el estudio patolégico de la
pieza quirdrgica. (*): en casos tratados con neoadyuvancia.

SEGUIMIENTO

Célculos realizados en pacientes con cirugia redesde el inicio hasta el
afio 2013. Se recogen datos relativos a posibledivas y supervivencia

de los pacientes, de acuerdo a la siguiente tablalq 8):

RECIDIVA

LOCAL

SISTEMICA

LOCAL + SISTEMICA
ESTADO DEL PACIENTE

VIVO

MUERTO

Tabla 8: Esquema de las diferentes variables recogidas en el seguimiento de los pacientes
operados por cancer de recto.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado un andlisis descriptivo de todasvdéaiables estudiadas.
Las variables cuantitativas se han resumido endatenmedias, medianas,
desviacidén estandar e intervalo intercuartilicos kariables categoricas se
presentan en frecuencias absolutas y relativas.

Se han evaluado las asociaciones entre las vaziakicativas o posibles
factores de riesgo con los tiempos desde el digigodsasta la recurrencia
local (recidiva), la metastasis y la supervivenSiahan estimado curvas de
Kaplan-Meier que se han comparado mediante la prdelogrank (). Se
han obtenido los cocientes de riesgo (hazard-rgtisus intervalos de

confianza (95%).
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RESULTADOS

1.- OSNA'Y GANGLIO CENTINELA

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE E HISTOPATOLOGIA
TUMORAL.

Se incluyeron para este estudio prospectivo y panitrico un total de 103
pacientes con tumores pNO confirmados histopatcédgente (estadios | y
Il de la UICC). La media de edad fue de 71 afioswomnango entre 23 y
92 afios. 81 (78.6%) de estos pacientes se sommetze@rugia abierta
mientras que en 22 (21.4%) casos la cirugia fudaparoscopia. En todos
los pacientes se llevo a cabo una escision comgidtaumor sin que se
identificara tumor residual (reseccion R0). La lilundy media de las piezas
de reseccion quirdrgica fue de 29.5 cm con un rame 8 y 73 cm. La

mayoria de los tumores se localizaron en ciegalfa).colon ascendente
(33%) o colon sigmoideo (20.4%). El tamafio medibtdmor era de 4 cm
(rango: 0.5-16). La mayoria de los pacientes tehiarres infiltrantes de
subserosa (56.3%, T3) o de muscular propia (27T2%6,En el 80% de los

casos se trataba de carcinomas moderadamentendiéetes (G2) y no

mostraban invasion linfatica (91.3%) ni vasculaB.296) o perineural

(85.9%). (Tabla 9).
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Caracteristicas

Total
Sexo
Femenino

Masculino

Edad
Media (rango)

Cirugia
Abierta
Laparoscopia
Longitud de colon
resecado (cm)

Media (rango)

Localizacion del

tumor
Ciego
Colon ascendente
Angulo hepatico
Colon transverso
Angulo esplénico
Colon descendente

Colon sigmoide

Tamaifio tumoral (cm)
<5cm

=25cm

Media, cm (rango)

Pacientes
n (%)
103 (100)
49 (47.6)
54 (52.4)
71 (23-92)
81 (78.6)
22 (21.4)
29.5 (8-73)
20 (19.4)
34 (33)
2 (2.9)
7 (6.8)
1 Q)
9 (8.7)
30 (29.1)
65 (63.1)
38 (36.9)
4 (0.5-16)

OSNA
negativo
n (%)
77 (74.8)
35 (71.4)
42 (77.8)
71 (23-90)
58 (71.6)
19 (86.4)
27 (8-73)
12 (60)
27 (79.4)
2 (100)
5 (71.4)
1 (100)
5 (55.6)
25 (83.3)
50 (76.9)
27 (71.1)
4 (0.7-12)

OSNA
positivo

n (%)
26 (25.2)
14 (28.6)
12 (22.2)

71 (50-92)
23 (28.4)
3 (13.6)
33.5 (15-65)
8 (40)
7 (20.6)
0 (0)
2 (28.6)
0 (0)
4 (44.4)
5 (16.7)
15 (23.1)
11 (28.9)
4.5 (0.5-16)

P

0.50

0.8

0.27

0.27

0.34

0.65

74




Resultados

Categoria-T
Tl
T2
T3
T4

Grado histologico
Bien (G1)
Moderado (G2)
Poco (G3)

Invasion linfatica
Si
No

Invasion vascular
Si
No

Invasion perineural
(Pn)

Si

No

Not determined

R (status de la
reseccion)

RO

R1

LNs de tejido en
fresco para OSNA

Media, n (rango)

<12 LN
212 LN

LNs del resto de

tejido fijado en formol

Media; n (rango)

<7
>7

9 (8.7)
28  (27.2)
58  (56.3)
8 (7.8)

5 (4.9)
80  (77.7)
18  (17.5)

9 (8.7)
94  (91.3)

7 (6.8)
96  (93.2)
11 (14.2)
67  (85.9)
25
103 (100)
0 (0)

16 (1-46)
43 (41.7)
60  (58.3)

5 (0-28)
60  (58.3)
43 (41.7)

7 (77.8)
24 (85.7)
41 (70.7)

5  (62.5)
4 (80)
57 (712
16  (88.9)

6  (66.7)
71 (75.5)

5  (71.4)
72 (75)

7 (63.6)
53 (79.1)
77 (74.8)

0 (0)

14 (1-39)
37  (86.0)
40  (66.7)

5 (0-28)
43 (71.7)
34 (79.1)

(22.2)

(14.3)
17 (29.3)
3 (375
1 (20)
23 (28.8)
2 (11.1)
3 (33.3)
23 (24.5)
2 (28.6)
24  (25)
4 (36.4)
14 (20.9)
26  (25.2)
0 (0)

19 (4-46)

6 (14)
20  (33.3)
4 (0-15)
17 (28.3)
9  (20.9)

0.18

0.32

0.69

1.0

0.27

NS

0.04

0.49
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Tabla 9: Datos de los pacientes, caracteristicas del tumor y criterios histopatolégicos. NS:
no significativo; LN: ganglios linfaticos.

En todos los tumores primarios fue analizada Ila itipm&ad
inmunohistoquimica para CK19 como control de cdlidan todas las
muestras la expresion proteica de CK19 medianteciotin
inmunohistoquimica fue positiva, a excepcion decaso que contenia
menos de un 10% de células positivas. Sin embangalicho tumor se
identificO un ganglio linfatico histopatolégicamenpositivo con tincion

HE y, por lo tanto, se excluy6 del estudio.

DISECCION DE GANGLIOS LINFATICOS

Fueron disecados una media de 14 ganglios linfa{i@ango: 1-46) en las

piezas de reseccidon quirurgica en fresco. La meeliganglios disecados
en pacientes operados con cirugia abierta (1 Aifyndficativamente mayor

que la de los aislados en pacientes sometidosasokgopia (11) con una
p=0.007.

Después de la fijacion en formol del tejido restas¢ identificaron una

media de 5 ganglios linfaticos adicionales (rar@@8), que se incluyeron

anicamente para el estudio histopatologico.

El nimero total de ganglios disecados (incluyeratdot los ganglios en

fresco como los adicionales en formol) en cirudpi@rda y en laparoscopia
fue de 22 y 16 respectivamente. En total, en I@&cH30s, se estudiaron un
conjunto de 1594 ganglios linfaticos con una metkald ganglios por

paciente (rango: 5-46). En 101 de los 103 paciesgesslaron un numero
superior a 12 ganglios linfaticos. Solamente enais®s se aislaron 10 y

11 ganglios linfaticos respectivamente.
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RESULTADOS DEL ANALISIS MOLECULAR CON EL METODO
OSNA

De 103 pacientes (catalogados histolégicamente qoN® 26 de ellos
fueron positivos para OSNA, dando un indice sigraestadificacion
molecular de 25.2%.

De estos 26 pacientes, 6 de ellos estaban clakBcpreviamente como
estadio | UICC (6/37, 16.2%) y los otros 20 eramdtes en estadio |l
UICC (20/66, 30.3%)

Respecto al numero de ganglios linfaticos positpasa OSNA, en los 26
pacientes hubo 19 con un unico ganglio positivopa®ientes con 2
ganglios positivos, 3 pacientes con 3 ganglios ydarco caso con 4
ganglios positivos para OSNA (tabla 2). Los casms 2 0 mas ganglios
positivos simultaneos para OSNA se dieron todotusrores clasificados
como pT3 en el pTNM, es decir tumores infiltrardessubserosa. Ademas,
9 de los 10 pacientes con OSNA (++) se encontrabdicho grupo T3
(tabla 2).

Respecto al numero de copias de mRNA de CK19, de¢otah de 38
ganglios linfaticos OSNA positivos, en 28 se obdoen un namero de
copias entre 250-4999/uL (+), indicando una cangaotal pequena,
mientras que en los 10 ganglios restantes se @btuvnumeros de copias
superiores a 5000/ pL (++), cosa que correspon@edargas tumorales
elevadas (Croner et al, 2010).

Se estudié la correlacion entre la presencia deassfadificacion por
OSNA vy diversos criterios clinico-patoldgicos comlosexo, la edad, la
longitud de la pieza de reseccion quirdrgica, ablgrde diferenciacion, el

estadio tumoral y la invasion vasculolinfatica yipeural (Tabla 10). En
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pacientes en los que se identificaron menos deabgligs linfaticos, que

se encontraban principalmente en el grupo de lowres obtenidos a
través de procedimientos laparoscopicos, el paaerde casos OSNA
positivos era considerablemente inferior al depasientes con mas de 12
ganglios linfaticos aislados (p=0.04). De los 38ngi@s linfaticos

positivos, 22 se localizaron a < 5 cm del tumorentias que 7 se
encontraban a > 5 cm. En Los 9 ganglios restardesendisponia de la

informacion respecto a su localizacién de los msmo

Categoria-T | Pacientes; Pacientes LNs positivos OSNA
(n) supr(;are(s)tgﬁllg\c.:agos para OSNA, (+) 0 (++4)
P : (n) n total (n° de
pacientes)

T1 9 2 2 (1) 1+
1++
T2 28 4 4 (1) 4 +
T3 58 17 10 (1) 8 +
3(2) 9 ++

33

1(4)
T4 8 3 3(1) 3+

Tabla 10: Resultados del nivel T de carcinomas de ¢ olon y ganglios linfaticos
positivos con OSNA (LN). Los resultados de OSNA designados como (++) tienen un
numero de copias de CK19 mRNA > 5000, los designados como (+) entre 250-4999
copias.
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RESULTADOS DEL MAPEO PARA LA DETECCION DE
GANGLIO CENTINELA “EX VIVO” Y POSTERIOR ESTUDIO
MOLECULAR CON EL METODO OSNA.

Una vez recogidos todos los datos de los 22 paseastos se distribuyen
en unatabla (Tablas 11 y 12).

Additonal OSNA +
Additonal LN/formalin OSNA + formalin
Patient ID SLN non-SLN  Both SLN+non-SLN LN/formalin ALL formalin ALL
L-1 3 2 5 5 5 10 10
L-2 4 10 14 11 11 25 25
L-3 5 10 15 5 5 20 20
L-4 5 17 22 0 0 22 22
L-5 8 10 18 4 4 22 22
L-6 2 9 11 0 0 11 11
L-7 1 9 10 7 7 17 17
L-8 2 4 6 4 4 10 10
L-9 2 16 18 2 2 20 20
L-10 8 3 11 1 1 12 12
L-11 4 16 20 0 0 20 20
L-12 2 13 15 2 2 17 17
L-13 3 13 16 1 1 17 17
L-14 3 8 11 2 2 13 13
L-15 2 5 7 5 5 12 12
L-16 3 6 9 3 3 12 12
L-17 3 19 22 6 6 28 28
L-18 2 3 5 8 8 13 13
L-19 3 8 11 4 4 15 15
L-20 7 4 11 1 1 12 12
L-21 5 10 15 0 0 15 15
L-22 3 11 14 3 3 17 17
mean 3,6 9,4 13,1 3,4 7,2 16,4 22,5
range 1-8 2-19 5-22 0-11
sum 80,00 206,00 286,00 74,00 74,00 360,00 2275,00

Tabla 11: Tabla de recogida de datos. Se indica en cada caso el numero de GC, GNC y
ganglios aislados en la pieza fijada, asi como la suma total de ganglios.
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mapping
non-SLN successful
Patient ID SLN +/- +/- upstaging yes/no
L-1 - - no yes
L-2 1+ - yes yes
L-3 - - no yes
L-4 - - no yes
L-5 - - no yes
L-6 - - no yes
L-7 - - no yes
L-8 - - no yes
L-9 - - no yes
L-10 - - no yes
L-11 - 2+ yes no
L-12 - - no yes
L-13 - - no yes
L-14 - - no yes
L-15 - - no yes
L-16 - - no yes
L-17 - - no yes
L-18 - - no yes
L-19 - - no yes
L-20 1 - Yes yes
L-21 - - no yes
L-22 - - no yes
mean
3/22=13.6 20/22=90.9 2/3=66.6%

Detection rate: 100%

Tabla 12: Tabla de recogida de datos. Se indica en cada caso el resultado del analisis
molecular de OSNA para cada ganglio aislado.

Del estudio de estos 22 casos podemos deducir bueéwmdo para
deteccién del ganglio centinela en las piezas tgitas “ex vivo” se ha
realizado con éxito en 90.9 % de los casos ya gleehsibo un caso en el
que se detectdé una micrometastasis en gangliosapremte identificados
como GNC (Tabla 13). Por lo tanto, es una pruelmaw@ especificidad
optima (100%) y un valor predictivo positivo del020, es decir, en
nuestro estudio no se han encontrado falsos positién este grupo e
pacientes el indice de supraestadificacion fuel®ed %.

La deteccion del falso negativo (caso L-11) consmtanteriormente con

lleva que la sensibilidad de la prueba sea del%6.86unque el valor
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predictivo positivo sea del igualmente alto (95&6) decir, sélo 1 de los 20

casos en los que no se detectd micrometastasioserGC, presentd

metastasis en un GNC (Tabla 14).

Metastasis No metastasis
(OSNA +) (OSNA -)
GC con 2 0 2
metastasis
GC sin metéastasis 1 19 20
3 19 22

Tabla 13: Tabla de distribucién de los casos.

del estudio molecular y la presencia de metastasis en GC.

Especificidad 19/19=100%
Sensibilidad 2/3=66.6%
Valor predictivo positivo 2/2=100%

Valor predictivo negativo

19/20=95%

Tabla 14: Resultados de la prueba de mapeo para la

Se agrupan los casos segun el resultado

deteccion de ganglio centinela.
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2.- ESTUDIO DEL GEN K-Ras

1.- Resultados globales

Una vez recogidos todos los datos a lo largo deptoseros 7 afos del
estudio, se han obtenido los siguientes result@baisla 15), en forma de
datos descriptivos. Se indican el numero de cidakes en cada apartado

y entre paréntesis el porcentaje respecto al total.

TOTAL
N(%)

Edad 66.9 (9.93) 205
Sexo: 205

Hombre 127 (62.0%)

Mujer 78 (38.0%)
Metastasis_dx 199

No 85 (42.7%)

Si 114 (57.3%)
Metastasis_loc : 205

NI 13 (6.34%)

Hepaticas 120 (58.5%)

Pulmonares 29 (14.1%)

Hep/Pulm 2 (0.98%)

Ganglios 11 (5.37%)

Peritoneales 17 (8.29%)

Oseas 1 (0.49%)

Otras 12 (5.85%)
Cir_tumor : 197

Si 145 (73.6%)

No 52 (26.4%)
Qt_adyuvante : 197

Si 93 (47.2%)

No 104 (52.8%)
Qt_neoadyuvante : 197

Si 32 (16.2%)

No 165 (83.8%)
Rt_adyuvante : 199

Si 20 (10.1%)

No 179 (89.9%)
Rt_neoadyuvante : 197

Si 24 (12.2%)

No 173 (87.8%)
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Recaida : 194
Si 103 (53.1%)
No 91 (46.9%)
Local_Distancia : 114
Local 7 (6.14%)

Local/Distancia 19 (16.7%)
Distancia 88 (77.2%)

Exitus : 200
Si 148 (74.0%)
No 52 (26.0%)
Seguimiento : 32.00 [19.00-52.50] 187
Cirugia_ M1 : 191
Si 53 (27.7%)
No 138 (72.3%)
Qt_M1: 190
Si 185 (97.4%)
No 5 (2.63%)

Tiempo_Meta
Media (IC) 9.45 (17.6) 194

Tiempo_éxitus
Mediana (l1Q) 31.13 [19.44-51.52] 200

Tiempo_ultvisit 40.2 (31.2) 200
Kras : 200

Nativo 116 (58.0%)
Mutado 84 (42.0%)

Mutacion 205
Nativo 122 (59.5%)
12 2 (0.98%)
12ALA 2 (0.98%)
12ARG 1 (0.49%)

12ASP 32 (15.6%)
12CYS 12 (5.85%)

12SER 3 (1.46%)

12VAL 23 (11.2%)

13ASP 8 (3.90%)
LOCALIZACION: 155

Ciego 14 (9.03%)
Colon derecho 19 (12.3%)
C. transverso 3 (1.94%)
C.izquierdo 3 (1.94%)
Sigma 59 (38.1%)
Recto 57 (36.8%)

TAMARO 4.03 (1.98) 102

Resultados
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TIP_HISTOLOGICO: 137
ADC NOS 124 (90.5%)
ADC coloide 11 (8.03%)
ADC signet ring 2 (1.46%)

GRADO_HISTOLOGICO 135
Bajo grado 109 (80.7%)
Alto grado 26 (19.3%)

FACTORES_RIESGO 126
No 68 (54.0%)
Si 58 (46.0%)
npT: 205
1 2 (0.98%)
2 12 (5.85%)
3 68 (33.2%)
4 51 (24.9%)
NI 72 (35.1%)
npN: 205
0 37 (18.0%)
1 45 (22.0%)
2 49 (23.9%)
NI 74 (36.1%)
Estadio : 205
NI 73 (35.6%)

Estadio | 9 (4.39%)
Estadio Il 28 (13.7%)
Estadio Il 95 (46.3%)

Tabla 15: Resultados globales en los pacientes con estudio mutacional del gen K-
Ras.

La media de edad de los pacientes esta en 66.9@itoan predominio de
hombres sobre mujeres (62.0%). La mayoria de lddstasis se localizan
en el higado (58.5%) seguido del pulmoén (14.1 %).

Los tumores se localizaron preferentemente a de@ecto-sigma (63.1 %)
y colon ascendente (22.7%). Los tumores exclusiménerectales
constituyen un 35.0 %.

A pesar de tratarse de un grupo de pacientes ctummor avanzado, en un
73.6 % de ellos se pudo practicar la cirugia dehotuy el estudio
histopatoldgico del mismo, mientras que en el res& optd por

tratamientos Unicamente de tipo quimio o radioterapdemas, en un
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grupo seleccionado de tumores de recto se optd tmamiento
neoadyuvante con quimio (16.2 %) o radioterapia(24). En un 97.4 %
de los pacientes se realiz6 tratamiento quimioteoagobre las metastasis
mientras que sélo en un 27 % de los casos se adiaar cirugia de las
mismas.

Llama la atencion la presencia de un elevado nunderexitus en el
momento de cerrar el estudio: 74.0 %, con una madia seguimiento de
32.0 meses y una mediana de 31.13 meses hasta raemao del
fallecimiento.

En cuanto al estudio molecular de K-Ras, un 58.@&6la muestras
analizadas presentaron K-Ras nativo, mientras dqué2€® % restante
presento algun tipo de mutacion. Las mutacionesfraggentes fueron las
localizadas en posicion 12ASP (15.6 %) y 12VAL 21%).

En las piezas quirdrgicas, los tumores presentaromamano medio de
4.03 cm y en el 90.5 % se trataba de un ADC de ¢ipavencional,
mientras que el resto fueron ADC coloides o0 mu@sad8.03 %) o ADC
con ceélulas “en anillo de sello” (1.46 %). En cuwaak grado histologico, el
80.7 % eran tumores de bajo grado. Un 46.0 % dduo®res tenian
factores histoldgicos de alto riesgo, como pernggaeascular, linfatica o
nerviosa.

En cuanto al estadio TNM, la mayoria de los casas pT3 (33.2 %) o
pT4 (24.9 %) con afectacion ganglionar (pN1 6 pBi2)un 45.9 % de los
mismos, siendo predominantemente catalogados cataalii 11l (46.3 %)

en el estudio histopatoldgico de las piezas quitasy
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2.- Resultados respecto a la presencia de metassasi

Se han obtenido los siguientes resultados (Tablad@parando el grupo
de pacientes que presentaban metastasis en el noodemiagnostico (1)
del tumor con respecto al resto (0). Se indicamiehero de casos totales

en cada apartado y entre paréntesis el porceetgecto al total.

0 1 p global
N=85 N=114
Edad 69.0 [60.0;76.0] 68.0 [62.0;74.0] 0.957
Sexo: 0.053
Hombre 60 (70.6%) 64 (56.1%)
Mujer 25 (29.4%) 50 (43.9%)
Metastasis_loc : <0.001
NI 5 (5.88%) 2 (1.75%)
Hepaticas 33 (38.8%) 87 (76.3%)
Pulmonares 23 (27.1%) 6 (5.26%)
Hep/pulm 1(1.18%) 1 (0.88%)
Ganglios 8 (9.41%) 3 (2.63%)
Peritoneo 7 (8.24%) 10 (8.77%)
Oseas 0 (0.00%) 1 (0.88%)
Otras 8 (9.42%) 4 (3.51%)
Cir_tumor <0.001
Si 81 (95.3%) 63 (56.8%)
No 4 (4.71%) 48 (43.2%)
Qt_adyuvante : <0.001
Si 67 (79.8%) 25 (22.3%)
No 17 (20.2%) 87 (77.7%)
Qt_neoadyuvante : 0.008
Si 21 (25.0%) 11 (9.82%)
No 63 (75.0%) 101 (90.2%)
Rt_adyuvante : <0.001
Si 18 (21.2%) 2 (1.79%)
No 67 (78.8%) 110 (98.2%)
Rt_neoadyuvante : <0.001
Si 19 (22.6%) 5 (4.46%)
No 65 (77.4%) 107 (95.5%)
Recaida : <0.0 01
Si 73 (85.9%) 29 (27.1%)
No 12 (14.1%) 78 (72.9%)

SG, mediana [lIQ]
GRADO_HISTOLOGICO

Bajo grado
Alto grado
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63 (88.7%)
8 (11.3%)

44.0 [28.5;70.5] 25.0 [17.0;42.2] <0.001

0.031
45 (72.6%)
17 (27.4%)



FACTORES_RIESGO

No 45 (67.2%)
Si 22 (32.8%)
pT:
1 1 (1.18%)
2 10 (11.8%)
3 37 (43.5%)
4 23 (27.1%)
NI 14 (16.5%)

pN:
0 20 (23.5%)
1 27 (31.8%)
2 24 (28.2%)
NI 14 (16.5%)
Estadio:
NI 13 (15.3%)
Estadio | 7 (8.24%)
Estadio Il 13 (15.3%)
Estadio Il 52 (61.2%)

0.001
21 (36.8%)
36 (63.2%)

1 (0.88%)
2 (1.75%)
31 (27.2%)
25 (21.9%)
55 (48.2%)

16 (14.0%)
18 (15.8%)
24 (21.1%)
56 (49.1%)

<0.00
56 (49.1%)
2 (1.75%)
14 (12.3%)
42 (36.8%)

Resultados

<0.001

<0.001

Tabla 16: Resultados de los pacientes con estudio m  utacional de K-Ras. Presencia
de metastasis en el momento del diagndstico.

Se observa un predominio de mujeres en el grupmetéstasis, con un
valor p=0.053 en el limite de la significacion esésica. Se observa una
asociacion entre la localizacion en el recto ydgoresencia de metastasis
(p=0.003).

Igualmente, la presencia de metastasis en el disigadel tumor se asocia
a gue éstas metéastasis estén localizadas en Hjgs@601).

En cuanto al tratamiento, el hecho de no presengdéstasis se asocia a
tratamiento quirdrgico mientras que entre los queasometan a la cirugia
hay una prevalencia mas alta de tumores metassqgi€0.001). Lo mismo
ocurre con la quimioterapia y radioterapia adyuesntse aplican a
pacientes sin metastasis, mientras que el grup@legque no se han
realizado estos tratamientos esta compuesto bamntarde pacientes con
metastasis (p<0.001). Lo mismo es extrapolablesatuonores de recto
sometidos a tratamiento neoadyuvante con quimijoiergp=0.008) y/o
radioterapia (p<0.001).
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La media de meses de seguimiento fue significatvden mayor en los
casos sin metéastasis (p<0.001).

En cuanto al estudio histopatologico, hay una asam significativa entre
el grado histologico y la presencia de metastasisele momento del
diagndstico, con un predominio de tumores de al&ml@ en el grupo de
metastasis (p=0.031). De igual modo, los caso$astores de riesgo eran
mas prevalentes entre el grupo de no metastagis gasos con factores
histologicos de riesgo se asociaban al hecho desemi@ metastasis
(p=0.01).

Los casos localmente poco avanzados (pT2) o siastasis ganglionares
(pNO) fueron mas frecuentes entre el grupo sin stetés (p<0.001).
Precisamente en aquellos casos donde no se puficatipel TNM
patolégico ya que no fueron quirdrgicos, se desctiba asociacién con

presencia de metéastasis (p<0.001).

3.- Resultados respecto a la supervivencia

Se han obtenido los siguientes resultados (Tabladmparando el grupo
de pacientes que estaban vivos en el momento dar cdrestudio con
respecto pacientes que fuemxtus Se indican el nimero de casos totales

en cada apartado y entre paréntesis el porceetgecto al total.
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Vivos Muertos Cociente
de riesgo (HR)
N=52 N=147 orp
Edad, mediana [IIQ] 66.5 [62.0;74.2] 69.0 [60.5;74.5] 1.00[0.98;1.01] 0.650
Sexo:
Hombre 28 (53.8%) 94 (63.9%) Ref. Ref.
Mujer 24 (46.2%) 53 (36.1%) 0.71[0.51;1.00] 0.050

Metastasis_dx
No 21 (40.4%)

Si 31 (59.6%)
Metastasis

NI 3(5.77%)

NA 0 (0.00%)

Hepaticas 32 (61.5%)

Hep/pulm 0 (0.00%)

Pulmonares 5 (9.62%)

Ganglios 2 (3.85%)

Peritoneo 6 (11.5%)

Oseas 0 (0.00%)

Otras 4 (7.69%)
Cir_tumor :

Si 49 (94.2%)

No 3 (5.77%)

Qt_adyuvante :
Si 32 (61.5%)
No 20 (38.5%)

Rt_adyuvante

Si 4 (7.69%)
No 48 (92.3%)
Recaida :

Si 26 (50.0%)
No 26 (50.0%)
SG 42.5[26.8;69.5]

Mutacion :

Nativo 33 (63.5%)
12 0 (0.00%)
12ALA 0 (0.00%)
12ARG 1(1.92%)
12ASP 6 (11.5%)
12CYS 3 (5.77%)
12SER 1 (1.92%)
12VAL 5 (9.62%)
13ASP 3(5.77%)

TIP_HISTOLOGICO:
ADC NOS
Coloide 1(2.33%)
Signet ring 0 (0.00%)

GRADO_HISTOLOGICO
Bajo grado 36 (83.7%)
Alto grado 7 (16.3%)

npT:
1+2 4 (7.69%)
3 24 (46.2%)
4 15 (28.8%)
NI 9 (17.3%)
npN:
0 15 (28.8%)
1 15 (28.8%)
2 13 (25.0%)
NI 9 (17.3%)

42 (97.7%)

63 (43.4%)
82 (56.6%)

5 (3.40%)
1 (0.68%)
87 (59.2%)
2 (1.36%)
24 (16.3%)
9 (6.12%)
11 (7.48%)
1 (0.68%)
7 (4.76%)

95 (66.4%)
48 (33.6%)

60 (42.0%)
83 (58.0%)

15 (10.4%)
129 (89.6%)

76 (53.9%)
65 (46.1%)

29.0 [18.0;46.0]

83 (56.5%)
2 (1.36%)
2 (1.36%)
0 (0.00%)
26 (17.7%)
9 (6.12%)
2 (1.36%)
18 (12.2%)
5 (3.40%)

10 (10.8%)
2 (2.15%)

72 (79.1%)
19 (20.9%)

10 (6.80%)
43 (29.3%)
35 (23.8%)
59 (40.1%)

22 (15.0%)
30 (20.4%)
35 (23.8%)
60 (40.8%)

81 (87.1%)

Ref. Ref.
1.99[1.41;2.81] <0.001

Ref. Ref.
1.47[0.17;12.7] 0.726
1.46 [0.59;3.62] 0.412
3.53[0.67;18.4] 0.135
0.96 [0.36;2.52] 0.930
1.78[0.60;5.34] 0.301
1.43[0.50;4.14] 0.504
18.7 [2.06;170] 0.009
0.86 [0.27;2.73] 0.802

Ref. Ref.

5.36 [3.64;7.89] 0.000

Ref. Ref.
2.27 [1.61;3.20] <0.001

Ref. Ref.
1.76 [1.02;3.03] 0.041

Ref. Ref.
1.67[1.19;2.35] 0.003

0.85[0.84;0.87] <0.001

Py
@
Py
©
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RENEEERRE
NOYODDOWN

Ref. Ref.
2.28[1.17;4.46] 0.015
11.7[2.73;49.9] 0.001

Ref. Ref.
2.57 [1.52;4.35] <0.001

Ref. Ref.
0.95[0.48;1.90] 0.890
1.14[0.56;2.30] 0.724
2.51[1.28;4.93] 0.008

40] 0.211
:38] <0.001
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Estadio :

NI 9(17.3%) 59 (40.1%) Ref. Ref.

Estadio | 3(5.77%) 6 (4.08%) 0.45[0.19;1.04] 0.061
Estadioll  12(23.1%) 16 (10.9%) 0.33[0.19;0.58] <0.001
Estadio Il 28 (53.8%) 66 (44.9%) 0.44 [0.31:0.63] <0.001

Tabla 17: Resultados de los pacientes con estudio m  utacional de K-Ras. Analisis
bivariable de los factores relacionados con la supervivencia de los pacientes con estudio
mutacional del gen K-Ras. Ref: categoria de referencia.

En cuanto a la supervivencia, la mortalidad est& amociada a sexo
masculino (p=0.048) y a presencia de metastasi®lemomento del
diagnoéstico (HR=1.99; p<0.001). También se asostadésticamente a
presencia de metastasis simultaneas en higadomopu a presencia de
metéastasis 0seas.

En cuanto al tratamiento, la mortalidad es muche m&valente en el
grupo de pacientes en los que no se ha realizadosémcion quirdrgica
(HR=5.36; p<0.001). De igual manera el grupo deqgmdes en los que no
se ha realizado adyuvancia tienen mas riesgo dig, tanto si analizamos
la quimioterapia (HR=2.27; p<0.001) como la radiapea (HR=1.76;
p=0.038).

Respecto a la cirugia de las metastasis la mathlies mucho mas
prevalente en el grupo de pacientes en los que endas realizado
intervencién quirargica (HR=3.62; p<0.001).

Hay diferencias significativas respecto a los medesseguimiento, de
manera que el nimero de meses es superior si Eng@a0 eexitus
(HR=0.85; p<0.001).

No hay diferencias significativas en cuanto a swigencia y la presencia o
no de mutacion. En cambio, si consideramos loseptes con K-Ras
mutado, hay una asociacion significativa entre laacion en posicidon
12SER yexitus en relacion a los pacientes sin mutacion (HR=8.67
p=0.003). La localizacion del tumor y el tamafio mddmo no presentaron

asociaciones significativas con la supervivencilama la atencion el

90



Resultados

hecho de que hay relacion significativa entre tipstologico y exitus
siendo éstos mas frecuentes entre los grupos de &lbide (HR=2.28;
p=0.015) y, especialmente, en la variedad de lda anillo de sello”
(HR=11.7; p=0.001). También los tumores de altalgrafrecen peores
cifras de supervivencia (HR=2.57; p<0.001).

Nuevamente, en aquellos casos donde no se pudaatipel TNM
patologico ya que no fueron quirdrgicos, se desaunia asociacion con un

peor indice de supervivencia (p<0.001).
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Curva de supervivencia (Fig. 24) en el grupo ddaepaes en los que se
estudia el estado mutacional de K-Ras:

Proporcién de supervivientes

Dias

Figura 24: Resultados de los pacientes con estudio mutacional de K-Ras. Curva de
supervivencia Kaplan-Meier e intervalo de confianza 95%.

Finalmente se realiza con estudio multivariableb{@al8) siguiendo el
modelo de Cox, comparando entre si las variables:de mutacion, tipo
histologico del tumor y grado histolégico, obtemiése los siguientes

resultados:
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Resultados

Intervalo de co nfianza

de riesgos (HR) del HR (95%)

Cir_tumorl 6.416e+00 (3.9164, 10.510)
Mutacion12 1.559e+00 (0.3746, 6.485)
Mutacion12ALA  1.815e+00 (0.4154, 7.926)
Mutacion12ARG  9.264e-07 (0.0000, Inf)
Mutacion12ASP  9.887e-01 (0.6166, 1.585)
Mutacion12CYS  2.346e+00 (1.1389, 4.834)
Mutacion12SER  8.203e+00 (1.8302, 36.766)
Mutacion12VAL  7.756e-01 (0.4558, 1.320)
Mutacion13ASP  7.507e-01 (0.2674, 2.108)

ADC MUCINOSO
ANILLO DE SELLO 5.467e+00
ADC CONVENCIONAL 8.964e-01

2.308e+00 (1.1017, 4.836)
(1.1676, 25.601)

(0.2121, 3.788)

ALTO GRADO 2.314e+00 (1.3183, 4.061)

BAJO GRADO 1.654e+00 (0.4110, 6.653)
Valor p

Cir_tumorl <0.001 ***

Mutacion12 0.542

Mutacion12ALA 0.428

Mutacion12ARG 0.995

Mutacion12ASP 0.963

Mutacion12CYS 0.021 *

Mutacion12SER 0.006 **

Mutacion12VAL 0.349

Mutacion13ASP 0.586

ADC MUCINOSO 0.027 *

ANILLO DE SELLO 0.031 *
ADC CONVENCIONAL 0.882
ALTO GRADO 0.003 **
BAJO GRADO 0.479

Tabla 18: Resultados de los pacientes con estudio m  utacional de K-Ras. Modelo

multivariable de Cox de tiempo de supervivencia.

En este modelo podemos concluir que hay una relaesfadisticamente
significativa entre pacientes que no se han sometild cirugia (p<0.001),
la mutacion 12Ser (p=0.005) y tumores de alto grgd®.003) con una
mortalidad aumentada. De igual manera se asocianulacion 12Cys
(p=0.02), los tumores mucinosos (p=0.02) y los t@wacon células “en

anillo de sello” (p=0.03).
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3.- FACTORES PRONOSTICOS EN EL ESTUDIO DE LAS
PIEZAS QUIRURGICAS

1.- Resultados globales

Una vez recogidos todos los datos a lo largo depfveeros 5 afos del
estudio, se han obtenido los siguientes resultaficablas 19-22),
desglosados en los 5 ambitos descritos anterioene$g indican el
namero de casos totales en cada apartado y en@etgsis el porcentaje
respecto al total.

Respecto a los datos generales (edad, sexo yzacdin del tumor) y

namero de recidivas, presencia de metastasis geedd paciente:

EDAD
68.8 (11.6)
MEDIA (DESVIACION ESTANDAR)
SEXO
HOMBRE 143 (68.4%)
MUJER 66 (31.6%)

LOCALIZACION DEL TUMOR
RECTO BAJO (0-5 CM) 92 (44.0%)
RECTO MEDIO (5-10 CM) 86 (41.1%)
RECTO ALTO (>10 CM) 31 (14.8%)

RECIDIVA
NO 201 (96.2%)
Sl 8 (3.83%)
TIEMPO RECIDIVA (MEDIANA) 1097 DIAS
METASTASIS
NO 184 (88.0%)
Sl 25 (12.0%)
TIEMPO METASTASIS @&DIANA) 1022 DIAS
ESTADO DEL PACIENTE
VIVO 159 (76.1%)
MUERTO BIB.9%)

TIEMPO SUPERVIVENC(MEDIANA) 890 DIAS

Tabla 19: Resultados del estudio de las piezas quir  Urgicas de recto. Datos generales.
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Radiologia

- ESTADIAJE PREOPERATORIO

RM si / Eco si 40 (22.48%)
RM si/ Eco no 111 (62.40%)
RM no / Eco si 7 (1 3.88%)
RM no / Eco no 20 (11.24%)

- ESTUDIO DE EXTENSION

TAC 158 (88,76%)
No TAC 201.24%)

- MEDICION DE DISTANCIA MARGEN RADIAL (RNM)
DEL TUMOR 127 (70%)
ADENOPATIA 85 (47%)
INTEGRIDAD DEL APARATO ESFINTERIANO

LIBRE 148 (81,78%)
AFECTO 14 (7,75%)
NO DATOS 19 (10,47%)

- ESTADIO RADIOLOGICO

ESTADIO 0 2 (0.96%)
ESTADIO | 367(2%)
ESTADIO II 36 (17.2%)
ESTADIO Ili 103 (49%6)
ESTADIO IV 30 (146)
NO CODIFICADOS 2 (0.96%)
- MARGEN RADIAL AFECTADO
DEL TUMOR 51 (28%)
ADENOPATIA 16 ( 9%)

Tabla 20: Resultados del estudio de las piezas quir drgicas de recto. Datos
radioldgicos.
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Tratamiento oncologico

NEOADYUVANCIA 114  (54.5%)
ESTADIO Il 53  (58.14%)
T4 18 (20.16%)

ADYUVANCIA 115 (63.95%) (*)
ESTADIO | 11 (9.70%)
ESTADIO || 15 (12.73%)
ESTADIO IlI 59 (51.52%)
ESTADIO IV 24 (21.21%)
NO CONSTA 6 (4,84%)

Tabla 21: Resultados del estudio de las piezas quir argicas de recto. Datos
oncolégicos. (*): Se incluyen 25 casos de tratamiento neoadyuvante que han hecho
también adyuvancia post-quirdrgica.

Protocolo quirdrgico

TIPO DE INTERVENCION

RESECCION LOCAL 8 (3.88%)
RESECCION ANTERIOR DE RECTO 87 (41.6%)
ALTA
BAJA
AMPUTACION ABDOMINOPERINEAL 62 (29.7%)

Convencional 54 (26.21%)

Extraelevadora
PROCTOCOLECTOMIA
INTERVENCION DE HARTMANN
ESTOMA DE DERIVACION
EXANTERACION
LAPAROTOMIA EXPLORADORA

EXERESIS DEL MESORRECTO (ETM)

PARCIAL
TOTAL
NO REALIZADA

ETM EN TUMORES DE TERCIO MEDIO/INFERIOR

PARCIAL
TOTAL
NO REALIZADA

8 (3.88%)
0
34 (16.3%)
16 (7,65%)
0
2 (0.97%)

34 (16.3%)
149 (71.3%)
26 (12.4%)

12 (9.16%)
113 (86.25%)
6 (4.58%)
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VIA DE ABORDAJE
LAPAROSCOPICA
LAPAROSCOPICA CONVERTIDA
ABIERTA
TRANSANAL

PERFORACION DEL TUMOR
RESECCION ANTERIOR ALTA
RESECCION ANTERIOR BAJA
AMPUTACION ABDOMINOPERINEAL
PROCTOCOLECTOMIA
INTERVENCION DE HARTMANN

INTENCION QUIRURGICA
CURATIVA
PALIATIVA
NO CUMPLIMENTADO
ESTOMA DE DERIVACION (*¥)
Sl
NO

MORTALIDAD QUIRURGICA (A LOS 30 DIAS)
Sl
NO

COMPLICACIONES
INFECCION HERIDA OPERATORIA
INFECCION PERINE (AMPUTACION)
DEHISCENCIA ANASTOMOTICA
ABSCESO ABDOMINAL
REINTERVENCIONES

163 (78.0%)
14 (6.86%)
30 (14.71%)

2 (0.96%)

13 (6.31%)
1 (0.49%)

5 (2.43%)
0
3 (1.43%)

174 (84.47%)
30 (14.56%)
5 (2.4%)

16 (18.56%)
69 (81.44%)

3 (1.46%)
206 (98.54%)

4 (1.94%)
8 (3.88%)
9 (4.37%)
7 (3.40%)
13 (6.31%)

Tabla 22: Resultados del estudio de las piezas quir (rgicas de recto.

quirargicos. (*): En casos de reseccidn anterior de recto.

Estudio de la pieza quirdrgica (Anatomia patoldgica

Datos

CALIDAD DE RESECCION DEL MESORRECTO
SATISFACTORIA

PARCIALMENTE SATISFACTORIA

NO SATISFACTORI
NO PROCEDE
GRADO DE REGRESION TUMORAL
GR1: Ausencia de carcinoma (remisién completa).

139 (66.0%)

35 (16.3%)

7 (2.87%)
28 (13.39%)

17 (16.34%)
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GR2: Algunas células neopléasicas/glandulas resdustladas.

GR3: Predominio de fibrosis sobre tumor.
GRA4: Regresion parcial con predominio de tumoredbrosis
GRS5: Tumor sin cambios.
MARGEN QUIRURGICO
CIRCUNFERENCIAL
AFECTO
LIBRE
DISTAL
LIBRE
TIPO DE RESECCION
RO
R1
R2
GANGLIOS LINFATICOS
AISLADOS
RANGO
MEDIA
AFECTADOS
RANGO
MEDIA
TIPO HISTOLOGICO
ADENOCARCINOMA CONVENCIONAL
ADENOCARCINOMA MUCINOSO
CARCINOMA MEDULAR

pT
pTO
pTis
pT1l
pT2
pT3
pT4
pN
pNO
pN1
pN2
pM
pMO
pM1
ESTADIO
ESTADIO O
ESTADIO |
ESTADIO Il
ESTADIO Il
ESTADIO IV
NO PROCEDE

33 (31.73%)

26 (25%)

25 (24.03%)
3 (2.88%)

14 (7.41%)
175 (92.6%)

181 (89.55%)

181 (95.3%)
7 (3.68%)
2 (1.05%)

(1-30)
7.59 (6.19)

(0-24)
1.32 (3.05)

189 (93.6%)
11 (5.45%)
1 (0.5%)

29 (14.4%)
7 (3.47%)
9 (4.46%)

41 (20.3%)

92 (45.5%)

24 (11.9%)

140 (69.3%)
37 (18.3%)
25 (12.4%)

31 (15.3%)
171 (84.7%)

24 (11.5%)
38 (18.2%)
54 (25.8%)
51 (24.4%)
31 (14.8%)
11 (5.26%)

Tabla 23: Resultados del estudio de las piezas quir
histopatolégicos.
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Seguimiento
RECIDIVA
LOCAL 6 (3.10%)
SISTEMICA 19 (9.69%)
LOCAL + SISTEMICA 26 (13.41%)
ESTADO DEL PACIENTE
VIVO 152 (75.58%)
MUERTO 49 (24.42%)

Tabla 24: Resultados del estudio de las piezas quir Urgicas de recto. Datos de
seguimiento.

2.- Resultados estadisticos

2.1.- Recidiva local

Tan solo se identificaron 8 recidivas en los 208osaestudiados (3.83%).
El andlisis estadistico apenas mostro diferendgsifisativas entre la

presencia o ausencia de recidiva local y las difesevariables clinico-

patologicas.

Hay diferencias estadisticamente significativasreerila edad de los

pacientes y la presencia de recidiva local, de maagae los casos con
recidivas presentan edades menores (p=0.021). €anelsi significativa la

diferencia en cuanto al grado de regresion tun@ardbs pacientes que han
recidivado, de manera que las recidivas son masadrges en los tumores
qgue han respondido poco al tratamiento (gradosdeesiéon 3 y 4) con

p=0.025.
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No recidiva  Recidiva p global
N=201 N=8
Regresion 0.02 5
1 17 (8.76%) 0 (0.00%
2 32 (16.5%) 1 (12.5%)
3 22 (11.3%) 4 (50.0%)
4 23 (11.9%) 2 (25.0%)
5 3 (1.55%) 0 (0.00%)
NI 97 (50.0%) 1 (12.5%)
Edad 70.7 [60.0;78.2] 55.5 [50.1;70.0] 0.021

Se describe una tendencia entre la presencia delicamones y las
recidivas (p=0.111). De igual manera, entre estmseptes y el hecho de

haber recibido tratamiento neoadyuvante (p=0.074).

No recidiva Recidiva p global
N=201 N=8
Complicaciones : 0.111
Si 60 (29.9%) 5 (62.5%)
No 141 (70.1%) 3 (37.5%)
Tto Neoadyuvante: 0.074
Si 107 (53.2%) 7 (87.5%)
No 94 (46.8%) 1 (12.5%)

Aunque no estadisticamente significativos, destémshazard ratio(HR)
de 4,23 (p=0.26) y 5,15 (p=0.188) respectivameptea las variables

tratamiento neoadyuvante y presencia de perforafi@ila 25)
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Crude Multivariate
No event Event HR p-value HR p-value
n= 148 n="17
Age (10y) 6.87 (1.14) 5.09(1.22)  0.53 [0.27;1.05] 0.060 0.92 [0.40; 2.14] 0.844
Sex: Men 97 (65.5%) 7 (100%) 354175336 [0.00:] 0.998  22377867.23 [0.00; Inf]  0.997
Tumor level:
(-Giem 61 (41.2%) 4 (57.1%) 0.91 [0.17:4.96] 0.912 0.00 [0.00; Inf] 0.999
7-1lem 65 (43.9%) 1 (14.3%) 0.20 [0.02;2.22] 0.101 0.34 [0.02; 6.82] 0.482
Tumor stage:
0 19 (12.8%) 0 (0.00%) 1.00 [0.00:.] 1.000 1.20 [0.00; Inf] 1
I A7 (31.8%) 4 (57.1%) 425690876 [0.00:]  0.999  68244790.53 [0.00; Inf]  0.998
111 18 (32.4%) 3 (42.0%) 308087206 [0.00;.] 0.000  48753206.30 [0.00; Inf]  0.008
Neoadjuvant treatment 83 (56.1%) 6 (85.7%) 4.37 [0.53;36.3] 0.172 4.23 [0.34;52.05] 0.26

Type of resection:

Abdominoperineal resection 46 (31.1%) 4 (57.1%) 3.63 [0.66;19.8] 0.137  30040063.73 [0.00; Inf] ~ 0.908

Hartmann 28 (18.9%) 1 (14.3%) 1.32 [0.12;14.7] 0.822 1.04 [0.06:18.70] 0.076
Perforation 8 (5.41%) 2 (28.6%) 8.84 [1.70:45.9] 0.010 5.15 [0.45;50.06] 0.188
[nvasion circumferential margin 11 (7.43%) 0 (0.00%) 0.00 [0.00:] 0.000 0.00 [0.00; Inf] 0.000
Mesorrecto quality:

Partial 20 (190.9%) 0 (0.00%) 0.00 [0.00:.] 0.959 0.00 [0.00; Inf] 0.998

No-satisfactory 4 (2.74%) 2 (2B.6%) 9.93 [1.02;51.4)] 0.006 1.65 [0.12;22.77] 0.707

Reference categories:

e Age, a decade

e Sex, Women

e Tumor level, 12-15cm

e Tumor stage: 1

e Neoadjuvant treatment, No

e Type of resection, Anterior resection
e DPerforation, No

Invasion circumferential margin, No
o Mesorrecto Quality, Satisfactory

Tabla 25: Resumen de los resultados estadisticos comparando la recidiva local con las
diferentes variables.
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Figura 25: Grafica de la incidencia acumulada de casos ddivadocal.
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Figura 26: Curvas del tiempo de recidiva local

2.2.- Metastasis

De los 209 casos estudiados 25 presentaron meésasiasante el

seguimiento (12.0%).

El andlisis estadistico mostré diferencias estadisiente significativas
entre la presencia o ausencia de metastasis y tatli@sradiologico

avanzado (estadio Ill) con p=0.002, asi como cors&dio patoldgico
avanzado (estadio IIl) con p=0.023. En cuantoladalizacion, se constata
una asociacion entre la presencia de metastaaisogalizacion del tumor

en tercio medio e inferior del recto (p=0.067).
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No metastasis

Metastasis p global

N=184 N=25
Estadio Radiologico : 0.002
I 36 (19.6%) 0 (0.00%)
Il 32 (17.4%) 4 (16.0%)
11 82 (44.6%) 21 (84.0%)
v 30 (16.3%) 0 (0.00%)
NI 2 (1.09%) 0 (0.00%)
0 2 (1.09%) 0 (0.00%)
Estadio Patoldgico: 0.023
I 33 (17.9%) 5 (20.0%)
Il 49 (26.6%) 5 (20.0%)
11 39 (21.2%) 12 (48.0%)
v 31 (16.8%) 0 (0.00%)
NI 11 (5.98%) 0 (0.00%)
0 21 (11.4%) 3 (12.0%)
Localizacion:
Recto bajo 85 (46.2%) 7 (28.0%)
Recto medio 70 (38.0%) 16 (64.0%)
Recto alto 29 (15.8%) 2 (8.00%)

0.067

El andlisis estadistico mostré diferencias estadisiente significativas

entre la presencia o ausencia de metastasis \ittacdale reseccion del

mesorrecto,

de manera que el

riesgo de metastagimenta

significativamente en aquellos tumores que presentza escision del

mesorrecto parcial o poco satisfactoria, con un BIR 3.15 (grado de

significacion p=0.039). Asimismo, se ha estimado HR de 4.15

(p=0.081) para la presencia de metastasis en foerés localizados en

tercio medio del recto (7-11 cm) respecto a loson@s en tercio superior

(12-15 cm) (Tabla 26).

103



Resultados

Crude Multivariate
No event Event HR p-value HR p-value N
n= 130 n= 25
Age (10y) 6.86 (1.13) 6.70 (1.29) 0.93 [0.66:1.29]  0.654 0.848 155
Sex: Men 85 (66.4%) 10 (76.0%) 1.67 [0.67;4.18] 0.275 0.205 155
Tumor level: 155
(-6em 58 (44.6% 7 (28.0%) 1.55[0.32;7.46] 0585 1.16 [0.11;12.14]  0.808
7-1lem 50 (38.5%) 16 (64.0%) 3.60 [0.83;15.7] 0.088  4.15 [0.84;2047] 0.081
Tumor stage: 155
0 16 (12.3%) 3 (12.0%) 1.08 [0.26;4.51] 0921 U 8; ID 19; 4. {J._’-] 0.864
IT 46 (35.4%) '3 (20.0%) 0.58 [0.17:2.00]  0.386 0.207
111 30 (30.0%) 12 (48.0%) 1.49 [0.52:4.23] 0.456 0.199
Neoadjuvant treatment 71 (54.6%) ES (72.0%) 1.87 [0.78:4 Tj 0.161 0.206 155
Type of resection: 155
Abdominoperineal resection (33.8 6 (24.0%) 0.73 [0.28;1.90] 0.517 0.568
Hartmann 24 (185%) 5 (200%) 0.05[0.34:2.64] 0018 0.53
Perforation 8 (6.15%) ) ) (8.00%) 1.57 [0.37:6.67] 0.540 0.736 155
Invasion circumferential margin 10 (7.69%) 1 (4.00%) 0.54 [0.07:4.03] 0.552 0.563 55
Mesorrecto quality:
Partial 23 (17.8%) 6 (25.0%) L.76[0.69;4.47] 0.235 3.15[1.06; 0.35)  0.039
No-satisfactory 5 (3.88%) 1 {4.17%) 1.04 [0.14;7.85] 0966  2.65 [0.25:27.67] 0.415

Reference categories:

e Age, a decade

Sex, Women

Tumor level, 12-15cm

Tumor stage: 1

Neoadjuvant treatment, No

Tyvpe of resection, Anterior resection
Perforation, No

Invasion circumferential margin, No
Mesorrecto Quality, Satisfactory

Tabla 26: Resumen de los resultados estadisticos comparangdesencia de metéstasis con las
diferentes variables.

No metastasis Metastasis HR pg lobal
N=184 N=25
Estadio Radiologico: 0.009
| 36 (19.6%) 0 (0.00%) Ref.
I 32 (17.4%) 4 (16.0%) 249249236 [0.00;.]
I 82 (44.6%) 21 (84.0%) 430047795 [0.00;.]
I\ 30 (16.3%) 0 (0.00%) 1.00 [0.00;.]
NI 2(1.09%) 0 (0.00%) 1.00 [0.00;.]
0 2 (1.09%) 0 (0.00%) 1.01[0.00;.]
Estadio Patolégico: 0.042
I 33 (17.9%) 5 (20.0%) Ref.
Il 49 (26.6%) 5 (20.0%) 0.58[0.17;2.02]
I 39 (21.2%) 12 (48.0%) 1.51 [0.53;4.30]
v 31(16.8%) 0 (0.00%) 0.00 [0.00;.]
NI 11 (5.98%) 0 (0.00%) 0.00 [0.00;.]
e} 21 (11.4%)  3(12.0%) 0.86 [0.20;3.59]
Localizacion: 0.018
Recto bajo 85 (46.2%) 7 (28.0%) Ref.
Recto medio 70 (38.0%) 16 (64.0%) 2.95[1.21;7.17]
Recto alto 29 (15.8%) 2 (8.00%) 0.85[0.18;4.09]
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Figura 27: Gréfica de la incidencia acumulada de casos dastasis.
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Figura 28: Curvas del tiempo de aparicion de metastasis
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2.3.- Supervivencia

Al finalizar el estudio 50 pacientes habian fallec{23.9%), 3 de ellos en
el mes posterior a la cirugia.

Se observaron varias asociaciones significativaie da supervivencia y
diferentes variables clinico-patologicas. El amalisstadistico mostré un
aumento del riesgo de muerte, estadisticamentdisajivo, en pacientes
de sexo masculino (HR=4.5, p=0.024), asi como terids estadisticas con
la localizacién del tumor y la técnica quirdrgid2e esta manera, se ha
estimado un HR de 7.34 (p=0.066) para riesgo deatm@n los tumores
localizados en tercio medio (7-11 cm) respecto satlonores en tercio
superior (12-15 cm). De igual forma, se ha estimadoHR de 5.11
(p=0.064) para el riesgo de exitus en los paciesta®etidos a amputacion
abdominoperineal respecto a las intervenciones edeccion anterior
(Tabla 25), asi como un HR de 9.23 (p<0.001) degdede exitus en los
pacientes en los que soélo se puede realizar estlamderivacion y/o
laparotomia exploradora, es decir, en tumores secebles, respecto a los
pacientes sometidos a reseccion anterior. Por parde, también se
constatan diferencias significativas segun el éstpdtologico, de manera
gue el riesgo de producirse la muerte aumenta aogstadificacion del
tumor. Asi, tumores en Estadio IV tienen un HR &8 4p=0.010) respecto
a pacientes con Estadio I. Lo mismo ocurre en ouargstadio radiolégico
(p=0.011). En cuanto al grado de infiltracion demobr, tumores poco
infiltrantes (T2) tienen menos posibilidades ddwx{HR: 0.42; p=0.076).
Légicamente, estas diferencias se constatan tandménel numero de
ganglios afectados, en el que la media de gangfestados en pacientes

gue han fallecido es de 2.18 mientras que en pasienvos es de 1.04
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(p=0.024). De igual manera, la presencia de maigdsta el momento del
estudio histologico empobrece el prondstico (p=0.00

También se han constatado diferencias respecto @rdaencia de
complicaciones, de manera que los pacientes que presentan
complicaciones tienen menos posibilidades de flleon un HR igual a
0.57 (p=0.051). De igual manera es interesantetatamda relacion entre la
exéresis del mesorrecto y la supervivencia: lasbpiosdes de exitus
aumentan en aquéllos en los que no se ha podidicareta exéresis
completa del mesorrecto (HR: 8.51; p=0.0QB.presencia o no de tumor
residual (clasificacion R) también esta relacionada la supervivencia
(p<0.001). Tumores residuales macroscopicos (R2)meatan
considerablemente las posibilidades de éxitus ots@elos RO (HR=12.6;
p=0.001).
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Vivos Muertos
N=159 N=50

HR  p.ratio p global

Estadio Radiol6gico:

31 (19.5%) 5 (10.0%)
1l 29 (18.2%) 7 (14.0%)
1 80 (50.3%) 23 (46.0%)
\Y, 16 (10.1%) 14 (28.0%)
NI 1 (0.63%) 1 (2.00%)
0 2 (1.26%) 0 (0.00%)

Exeresis_Mesorrecto:

Parcial 31 (19.5%) 3 (6.00%)

Ref. Ref.
1.44[0.46;4.54] 0.533
1.56 [0.59;4.10] 0.369
4.10[1.48;11.4] 0.007
6.31[0.73;54.6] 0.094
0.00[0.00;.] 0.997
Ref. Ref.

3.13[0.97;10.2] 0.057
8.51[2.33;31.1] 0.001

Ref. Ref.
0.57 [0.33;1.00] 0.051

0.011

0.001

0.048

0.117

Total 112 (70.4%) 37 (74.0%)

No realizada 16 (10.1%) 10 (20.0%)
Complicaciones:

Si 43 (27.0%) 22 (44.0%)

No 116 (73.0%) 28 (56.0%)
pT:

pTO 18 (11.7%) 11 (22.9%)

pTis 7 (4.55%) 0 (0.00%)

pTl 9 (5.84%) 0 (0.00%)

pT2 34 (22.1%) 7 (14.6%)

pT3 70 (45.5%) 22 (45.8%)

pT4 16 (10.4%) 8 (16.7%)
pN:

pNO 93 (60.4%) 28 (58.3%)

NA 16 (10.4%) 3 (6.25%)

pN1 30 (19.5%) 7 (14.6%)

pN2 15 (9.74%) 10 (20.8%)
pM:

pM1 18 (11.7%) 13 (27.1%)

pMO 136 (88.3%) 35 (72.9%)
GangliosAis 6.00 [4.00;11.5] 5.00 [2.00;10.8] 0.97 [0.9

GangliosAfec 0.00 [0.00;1.00] 0.00 [0.00;2.00] 1.08 [1.0
Tipo Reseccion

145 (96.7%) 36 (90.0%)

R1 5 (3.33%) 2 (5.00%)

R2 0 (0.00%) 2 (5.00%)
Calidad meso:

Completa 111 (69.8%) 27 (54.0%)

Casi completa 25 (15.7%) 9 (18.0%)

Incompleta 4 (2.52%) 2 (4.00%)

NI 19 (11.9%) 12 (24.0%)

Estadio Patoldgico :
34 (21.4%)
Il 43 (27.0%)
1 38 (23.9%)

4 (8.00%)
11 (22.0%)
13 (26.0%)

v 18 (11.3%) 13 (26.0%)
NI 5 (3.14%) 6 (12.0%)
0 21(13.2%) 3 (6.00%)
Técnica Qx:
Reseccién anterior 76 (47.8%) 11 (22.0%)
Reseccion local 8 (5.03%) 0 (0.00%)
Amputacion 42 (26.4%) 20 (40.0%)
Estoma 8 (5.03%) 10 (20.0%)
Hartmann 25 (15.7%) 9 (18.0%)
Otros 1 (0.65%) 0 (0.00%)
Localizacion:
Recto bajo 64 (40.3%) 28 (56.0%)
Recto medio 69 (43.4%) 17 (34.0%)
Recto alto 26 (16.4%) 5 (10.0%)
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0.304
Ref. Ref.
0.64 [0.19;2.10] 0.460
0.81[0.35;1.86] 0.621
1.69 [0.82;3.47] 0.156
0.007
Ref. Ref.
0.43[0.23;0.81] 0.009

2;1.02] 0.260 0.260
1;1.16] 0.024 0.024

<0.001
Ref. Ref.
1.65 [0.40;6.84] 0.493
12.6 [2.86;55.8] 0.001
0.002
Ref. Ref.
1.36 [0.64;2.90] 0.420
1.49[0.36;6.28] 0.584
3.54 [1.78;7.05] <0.001
<0.001
Ref. Ref.
1.87
2.24
4.39
134
1.10

;5.87] 0.284
.87] 0.159
3 5] 0.010
7 9
.94

<0.001
0.897

1

OoOwWwroo
NNBRNO®
aNwWwo
-I>J>I—‘O‘:U'I

<0.001
Ref. Ref.
0.00 [0.00;.] 0.996
2.78[1.33;5.80] 0.007
9.23 [3.88;22.0] <0.001
2.07 [0.86;4.99] 0.107
0.00[0.00;.] 0.997

0.209
Ref. Ref.
0.68[0.37;1.23] 0.202
0.49 [0.19;1.27] 0.143
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Crude Multivariate
No event Event HR p-value HI pvalue N
n= 127 n= 28
Age (10y) 6.77 (1.15) 7.10 (1.18) 1.24 [0.80;1.72] 0.204 123 [0.84;1.82] 0.286 155
Sex: Men 70 (62.2%) 25 (89.3%) 4.27 [1.29:14.2] 0.017  4.35 [1.22;15.55] 0.024 155
Tumor level: 155
(-Gem 50 (39.4%) 15 (53.6%) 6.31 [0.83:47.8] 0.074  2.30 [0.15;34.33]  0.546
7-11em 54 (42.5%) 12 (42.0%) 5.02 [0.65:38.6] 0.121 7.34 [0.87:61.54] 0.066
Tumor stage: 155
0 16 (12.6%) 3 (10.7%) 1.69 [0.34;8.37] 0522  1.40 [0.28; 7.16]  0.683
IT 42 (33.1%) 9 (32.1%) 1.81 [0.49:6.69] 0.374 1.02 [0.24; 4.27]  0.977
111 38 (20.9%) 13 (46.4%) 2.67 [0.76:9.37] 0.126  2.66 [0.72; 9.82]  0.143
Neoadjuvant treatment 70 (55.1%) 19 (67.9%) 1.42 [0.64;3.15] 0.383  1.41 [0.56; 3.50] 0.465 155
Twype of resection: 155
Abdominoperineal resection 35 (27.6%) 15 (53.6%) 2.64 [1.18:5.88] 0.018  5.11 [0.01;28.83]  0.064
Hartmann 26 (20.5%) 3 (10.7%) 0.87 [0.24;3.17] 0.832 114 [0. 85 0.862
Perforation 7(551%) 3 (10.7%) 2.30 [0.69;7.63] 0.173  2.66 [0.54;13.12] 0.229 155
Invasion circumferential margin =~ 9 (7.00%) 2 (7.14%) 1.07 [0.25:4.53] 0922  0.41 [0.06; 2.88]  0.373 155
Mesorrecto quality: 153

Partial 21 (16.8%) 8 (28.6%) 1.79 [0.78:4.00] 0160  1.34[0.49; 3.66] 0.571
No-satisfactory 5 (4.00%) 1 (357%) 005 [0.13:;7.08] 0958  0.66 [0.06; 7.20]  0.734

Reference categories:

Age, a decade

Sex, Women

Tumor level, 12-15cm

Tumor stage: 1

Neoadjuvant treatment, No

Type of resection, Anterior resection
Perforation, No

Invasion cireumferential margin, No
Mesorrecto Quality, Satisfactory

Tabla 27: Resumen de los resultados estadisticos comparangwesencia de exitus con las
diferentes variables.

109



Resultados

1.0

Incidencia acumulada de exitus
0.4

I I I I
0 500 1000 1500 2000
Dias

Figura 29: Gréfica de la incidencia acumulada de casos dastasis.
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Figura 30: Estimacidn de Kaplan-Meier de la probabilidad gigesvivencia acumulada.
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En el estudio de la presencia de recidiva localiastasis y exitus,
comparandolos con los diferentes tipos de reseapidnirgica entre si se
obtuvieron las siguientes curvas de incidencia atada, sin observar
diferencias significativas en cuanto a recidivaldfigura 31) o metastasis
(figura 32). En cambio si que se observa una dit@aesignificativa en
cuanto a supervivencia si comparamos reseccioma@nt®mn amputacion

abdominoperineal con un valor p=0.020 (figura 33).

1.0 9 (Abd) Abdominal Resection
09 - ---- (Ant) Anterior Resection
— (H) Hartmann
o 087 )
£ 07 p-valor:
© - Ant vs Abd = 0.137
© 06 + - Hvs Abd = 0.366
= - Hvs Ant = 0.824
B 05
®
= 04
€
§ 0.3 4
0.2 4
0.1 j _______________________
0.0 - e '
\ T T T | | |
0 10 20 30 40 50 60
Months since surgery
Tiempo 0 12 24 36 48 60
Abd 50 31 19 9 4 0
Ant 76 56 35 19 13 0
H 29 24 9 4 3 0

Figura 31: Curva de incidencia acumulada de recidiva loogliseel tipo de cirugia practicada.
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1.0 71— (Abd) Abdominal Resection
09 ---- (Ant) Anterior Resection
— (H) Hartmann
o 08 )
% 07 - p-valor:
© - Ant vs Abd = 0.519
g 06 - Hvs Abd = 0.664
= - Hvs Ant=0.921
@ 05
[u]
= 04
E
§ 0.3 J
02
0.1
0.0
\ | | | T | |
0 10 20 30 40 50 60
Months since surgery
Tiempo 0 12 24 36 48 60
Abd 50 32 19 9 4 0
Ant 76 49 32 17 12 0
H 29 23 8 4 3 0

Figura 32: Curva de incidencia acumulada de metastasis s#dijfo de cirugia practicada.
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3
£ 04 4
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0.2 4 . .
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H 29 24 9 4 3 0

Figura 33: Estimacion de Kaplan-Meier de la probabilidad deesvivencia acumulada en relacion
con el tipo de cirugia practicada.
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DISCUSION

1.- OSNA'Y GANGLIO CENTINELA

Estamos ante un estudio europeo prospectivo y grattico, en el que
hemos obtenido un indice de supraestadificacié®5d2% en un grupo de
pacientes inicialmente catalogados como pNO a dradé estudio
histopatolégico convencional con HE. En el estudanvencional se
analiza un corte medio del volumen del ganglio, maue podria haber
depdsitos tumorales fuera de este corte que qaedarh estudiar. El
estudio molecular a través de OSNA proporcionatéoica estandarizada
que permite el andlisis completo del ganglio licfaen su totalidad, con lo
gue se evita dicho sesgo de muestreo. Por esta,ra&sba técnica
proporcionaria una estadificacion pN mucho masigaec

La recidiva tumoral en cancer de colon en estddidlCC asciende hasta
un 20% después de tratamiento quirdrgico con olidende pieza de
reseccion que incluye la escision completa del tumdopartir de este
preocupante dato se ha establecido un debate sohwe pacientes con
estadio Il deberian o no recibir quimioterapia ad@yue. Algunos estudios
han identificado factores moleculares prondstiass podrian seleccionar
pacientes de alto riesgo que serian candidatoatamiento adyuvante.
(Croner et al, 2008; Gray et al, 2011; KennedyleR@l1; Salazar et al,
2011; Nitsche et al, 2012; Maak et al, 2013). Fersta ahora ninguno de
estos paneles de marcadores se ha aplicado @k clihica.
Recientemente se ha descrito el valor pronéstictasieélulas tumorales
aisladas y las micrometastasis en los gangliosatiods de céancer
colorrectal en estadios | y Il. En los estudiosdpiatologicos de rutina, en

los cortes de H/E de los ganglios linfaticos, coypose ha comentado,
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puede que haya metastasis subyacentes ocultasepajodde las areas
seccionadas y no se identifiguen microscopicamaas)n por la cual
dichos pacientes quedarian infraestadificados quitth Por esta razén es
del maximo interés disefiar métodos que permitasteidio completo del
ganglio linfatico en un tiempo y forma adecuadoSN2& es un método
biotecnolégico disefiado para identificar mMRNA delGkcon el fin de
detectar metastasis ganglionares en cancer de mantalorrectal
(Tsujimoto et al, 2007; Croner et al, 2010; Yamamet al, 2011, 2013;
Guller et al, 2012). La enorme ventaja de este deetmnsiste en que el
ganglio linfatico completo puede ser homogeneizattansferido a OSNA
sin preparacion especial previa, reduciéndose lasesyo potencial de
contaminacion.

El procedimiento ya se ha estandarizado y trasasmailable curva de
aprendizaje es facilmente incorporable para el aisoco. Ademas, los
resultados se obtienen en 20 minutos si se traten &®lo ganglio linfatico
o en 30-40 minutos en caso de 3-4 ganglios, cosdace que este método
sea aun mas facilmente aplicable a la rutina @irlias secciones seriadas
de todo el ganglio completo con el consiguienteidist histologico y/o
inmunohistoquimico representarian una enorme ifdrerde tiempo y
esfuerzo y no seria aplicable de forma rutinaraa. élo OSNA es mucho
mas apropiado en los estudios clinicos de rutimgmd$ encontrado que el
indice de supraestadificacion se correlaciona ¢omimero de ganglios
linfaticos analizados y con el estadio tumoralmada atencién en nuestro
estudio la presencia de un indice de supraestadiific para pacientes en
estadio | y Il de 16.2% y 30.3% respectivamenteingice global de
supraestadificacion es de 25.2%, cosa que concwenmiddos indices de
recurrencia publicados para estadios | y Il. Pto, ede confirmaria la

hipdtesis de que los pacientes diagndsticadosgmevrite en estadios | y

I qgue han desarrollado recidivas podrian habensieadstadificado
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mediante analisis convencional H/E, perteneciemdealidad a un estadio

Illl. Para asegurarnos de que no identificamos micratasia ni células
tumorales aisladas, conceptos que estan todawallsajusion en cuanto a
su valor prondéstico, definimos un nimero de cop@sRNAmM de CK19
superior a 5000 como unico valor positivo (Gullerak 2012; Mescoli et
al, 2012; Rahbari et al, 2012). Este umbral sendeén estudios previos de
viabilidad donde los ganglios con células tumaradsladas fueron
negativos para OSNA en el 95% de los casos sartibs este valor como
cutoff (Guller et al, 2012). Aunque los ganglios se igeluen su totalidad
en el procedimiento histolégico, en la mayoriaakedentros se realiza un
anico corte de H/E en la parte media de cara atleshistopatologico. Por
esta razon podrian quedar sin estudiar depésitosréles a ambos lados
de dicha seccién, en la profundidad del blogueatafina, dando lugar a
un sesgo de estadificacion. Con el fin de probarlgusupraestadificacion
mediante OSNA de pacientes con ganglios negatieoasscia con un
indice mayor de recidivas, hacemos el seguimiestdod pacientes de
nuestro estudio a lo largo de 5 afos con estudicgidervivencia después
de 3 y 5 afos. Hasta el momento, los 3 pacientaspositividad para
OSNA estan vivos y no han presentado recidivashiesn no se han
completado los 5 afios (60 meses de seguimien@adesien 45, 42 y 27
meses. Uno de los posibles sesgos para el estedsosiipervivencia es el
hecho de que en algunos de los pacientes con O8BKiAvp (y en nuestra
serie en 2 de los 3 casos) se les ha aplicadomgunéd tratamiento
adyuvante aunque se encontraban en Estadio llazé@nrprincipal es la
presencia de infiltracion de la serosa (pT4a) o lper presentar factores
de mal prondstico (invasion angiolinfatica), indegientemente de que los
ganglios sean negativos. En el resto de los padedel estudio con
supraestadificacion, hasta el momento no se hamasicado reicidivas,

siendo la supervivencia del 100%.
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El grupo de pacientes con pT3 fue no solo el gmpe numeroso (56.3%)
entre los pacientes pNO sino que parece que tieharayor potencial de
supraestadificacién. Esto concuerda con el hechqueeen los grupos
pT1/pT2 (con un pronéstico mas favorable) se esgeeahaya un indice
menor de metéstasis ganglionares. Ademas, es &widar la progresion
de las células tumorales metastasicas no sigueamajd linfatico linear,
aunque es mas frecuente en ganglios linfaticoe@simente relacionados
con el tumor primario. El papel que juegan lasanitas o quimiocinas
relacionadas con el tumor en los ganglios linf&tigosus consecuencias
para la siembra de las células malignas, permac@oe objeto de debate
(Langheinrich et al, 2012).

Aungue no hemos conseguido establecer una colelastadisticamente
significativa entre parametros histopatolégicos ypositividad de OSNA,
probablemente debido al numero relativamente pegudé casos
estudiados, si que hemos constatado algunas teaslelfor ejemplo, 46 de
77 pacientes (59%) en la cohorte OSNA (-) corredf@ona tumores T3 o
T4, mientras que este porcentaje fue superior erategoria OSNA (+)
(20/26 pacientes, 77%). De forma similar, respadi invasion perineural
hemos encontrado presencia de la misma en 7 dase8 OSNA (-) (12%)
mientras que en casos OSNA (+) esta presente en B aasos (22%).
Esto hallazgos indican una relacidon entre el tanyapabgresion tumoral y
la positividad por OSNA.

Como contrapartida, también se han descrito inguemnées respecto al
método OSNA, como es el hecho de que en el tejidoglgnar
homogeneizado, situaciones como son la infiltragdn cualquier otro
tumor diferente al estudiado u otro tipo de camimgsortantes como son
diferenciaciones de tipo sarcomatoide en carcinprpaslrian no ser
detectados dando lugar a falsos negativos. Sin rgmpastos fendmenos

son muy poco frecuentes. Por otra parte, para tadiesde OSNA es
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necesario material congelado o no fijado en fornpara lo cual es
necesario tener una cierta experiencia en la d@ecde ganglios
mesentéricos en la pieza quirdrgica en fresco €eudt al, 2012). Sin
embargo, dado el potencial efecto beneficioso erdaision del estadiaje
de céancer de colon mediante OSNA, podemos subestiestas
deficiencias.

Asi pues, el presente estudio multicéntrico cordirta hipotesis de
supraestadificaciéon en la cuarta parte de pacierdascancer de colon
previamente diagnosticados como pNO en el exanstaldgico de rutina.
Estos hallazgos confirman la viabilidad de la téande OSNA para el
estadiaje ganglionar en pacientes con cancer @a ¢Glroner et al, 2010;
Yamamoto et al, 2013; Guller et al, 2012). OSNAisda técnica mas
precisa para estatificar dichos pacientes e ideatifindividuos pNO
candidatos a beneficiarse del tratamiento adyuv&udeno siguiente paso,
nos hemos planteado un ensayo randomizado coraralairibuyendo los
pacientes en un grupo OSNA (sin estudio con H&E)swe estudio
patolégico H&E para confirmar OSNA como método deadificacion de
rutina en la préctica clinica.

En cuanto al estudio del ganglio centinela, reemmainte se han publicado
estudios sobre el valor diagnostico de OSNA en @Cpdcientes con
cancer colon (Vogelaar et al, 2014) en el que OShlAa presentado como
una prometedora herramienta para la deteccion dastasis en ganglios
centinelas, comparandola con el protocolo convertiale estudio de
ganglios linfaticos. Nuestro estudio presenta tadok muy similares. La
técnica de mapeo de ganglio centinela “ex vivo” grasentado una
especificidad y unos valores predictivos muy satifrios en nuestra serie.
De esta manera constatamos que es una herramienfaude ser valiosa
en el futuro de cara a localizar los GC y detegoteibles metastasis que no

se pueden detectar por las técnicas de rutinaugaeGC es el ganglio
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con mayor potencial de presentar metastasis a cdesau estrecha
proximidad con el tumor. En este sentido, el mdfgxovivo” puede ser
una técnica sencilla y fiable para obtener unaddstacion mas precisa en
pacientes con cancer de colon. En estudios pulkcauateviamente el
mapeo “ex vivo” ha presentado una sensibilidad9®e100% y un valor
predictivo negativo del 80-100%, con unos indicessdpraestadificacion
gue oscilan entre 19 y 57% (Cahill et al, 2008sLap al, 2011). En nuestro
estudio, aunque la sensibilidad es mas baja glasestras series (66.6%),
el valor predictivo negativo es muy alto (95%). Bgui que podemos
constatar que la técnica OSNA, en combinaciéni@zaeteccion “ex vivo”
del GC aumentaria la deteccién de ganglios lindatjgositivos siendo muy
prometedora en cuanto a la estadificacion de astosres.

Se han propuesto otros tipos de técnicas para andprprecision en el
estadiaje de cancer colo-rectal. Una de ellas esaghen patoldgico fino a
multiples niveles del ganglio linfatico (Vogeladrat, 2014), en el que se
realizan mudiltiples secciones del mismo y aplicamuio ellas téncicas
inmunohistoquimicas con anticuerpos anti-CK19. Efanica puede
utilizarse también en combinacion con OSNA. Aunbtpgeresultados son
buenos para detectar micrometastasis (especialnstnés combinada),
tiene sus limitaciones, ya que no evita el sesgeetkxcion de material: las
células tumorales podrian estar representadasnieita en el material
reservado para OSNA o en el de las secciones dePHK(Dbtra parte es una
técnica que implica invertir mucho tiempo en valotas mdultiples
secciones, cosa que no pasa utilizando OSNA, yaequé0 minutos se
pueden analizar 4 ganglios linfaticos enteros. @&as maneras si que el
estudio a multiples niveles es Util para detectdulas tumorales aisladas,
aunque el valor clinica de éstas todavia no edididtey se encuentra en

debate.
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Como inconvenientes de la aplicacion de OSNA seonatatado que soélo
es aplicable en material en fresco o congeladol@ayue se requiere la
presencia inmediata de un patélogo para disecae@ssiendo esencial la
experiencia del mismo en la realizacion de dichgena Aunque la
realizacion del mapeo “ex vivo” consume mucho tiertf{0-60 minutos en
nuestra experiencia), esto se compensa con laempldl andlisis de
OSNA.

2.- ESTUDIO DEL GEN K-Ras

En nuestro estudio, los tumores de colon que prasan mutacion para K-
Ras fueron un 42% del total, una cifra algo supesida descrita en la
literatura (32-40 %) pero que puede explicarsegda@esgo que conlleva
estudiar exclusivamente tumores metastaticos. Ganta comentado mas
arriba, la inmensa mayoria de las mutaciones Ras @sesenten en los
codones 12 y 13 de K-Ras, y en nuestra serie 86%0.de las mutaciones
estdn en el codon 12 y un 9.63 % se encuentran| esoddn 13,
proporciones similares a las descritas en las gatbnes (Watanabe et al,
2013). Sin embargo, la mutacion 12Val no es la fréiente en nuestros
pacientes, como tradicionalmente se ha descritarien decreciente, las
mutaciones mas frecuentes han sido 12Asp (38.55jal (27.71%) y
12Cys (14.45%), resultados que coinciden con |ddigados por Imamura
(Imamura et al, 2012) y, mas recientemente, caetee de Kodaz (Kodaz
et al, 2015).

Los resultados obtenidos en cuanto a tipo histotdgy grado de
diferenciacion son los esperables en cuanto aulm®res colo-rectales.
Dado que nuestra serie estaba compuesta basicadehienores en fase

avanzada, es légico que la proporcion de los mismms factores
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histolégicos de riesgo, como permeacion vasculdgtica o nerviosa, sea
elevada (80.7%). Por esta misma razon ya en eliestle la pieza
quirdrgica habia un 46.3 % de los casos que estabdbstadio Il (con
afectacion ganglionar) y el 58.1 % eran tumoresltoente avanzados
(pT3 0 pT4).

En cuanto a la presencia de metastasis en el mongentdiagndstico,
cuando el tumor estaba localizado en el recto ezhosicasos no se habian
detectado metastasis en el estudio de extensi&@a, @oe no sucede en
tumores del resto del colon. En caso de detectagséstasis, la mayoria de
ellas se localizaron, como es esperable, en etibidd hecho de que haya
una asociacion entre presencia de metastasisaynigatto no quirargico es
l6gico ya que en el grupo de tumores en los quiesearta la cirugia en la
mayoria de los casos el principal motivo es porgies pacientes tienen la
enfermedad muy avanzada. Como se ha comentadas dasde no se
pudo tipificar el TNM patolégico ya que no fuerounirjirgicos, se asocian
con presencia de metastasis Igualmente ocurre osntrhtamientos
adyuvante y neoadyuvante (estos en caso de tumerescto): se realizan
sobre todo en pacientes sin metastasis de entraelatras que el grupo en
el que no se realizan estos tratamientos esta @stgplasicamente de
casos con metastasis. Los tumores de alto gradtmldgicamente mas
agresivos, y los tumores con presencia de factistslogicos de riesgo,
presentan metastasis en el momento del diagné§imuo es esperable los
casos localmente poco avanzados (pT2) o con gangégativos (pNO)
fueron mas frecuentes entre el grupo sin metastasis

En cuanto a los datos de supervivencia, coincitieotas series de cancer
colo-rectal la asociacidbn de sexo masculino, maséstsimultaneas en
higado y pulmén y a presencia de metastasis 6seas.aumento de
mortalidad. Estos ultimos casos corresponderamargs mas agresivos y

con progresion tumoral avanzada. Logicamente, egruglo de pacientes
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en los que no se ha podido hacer tratamiento guoairy/o han sido
descartados para terapia adyuvante, los indicedalidad también seran
mas elevados. Por esta razén, casos donde no setipifitar el TNM
patolégico ya que no fueron quirdrgicos, se asoc@npresencia de peor
supervivencia. Lo mismo ocurre en aquellos pacgeste los que se han
encontrado metastasis en el momento del diagngsticmen los que éstas
no han podido operarse.

Como es esperable, los tumores de alto grado dggtol tienen una peor
supervivencia, asi como algunas variantes histddgi carcinomas
mucinosos (coloides) y carcinoma con células “athoathe sello”.

Aungque hemos visto que no hay diferencias sigriifiaa en cuanto a
supervivencia y la presencia 0 no de mutacionptesasante constatar que
hay una asociacion entre mortalidad y determindigpos de mutaciones,
especialmente 12Ser, pero también 12Cys. Aungeerestiitado coincide
con publicaciones previas respecto a la menor giye@cia asociada a
mutaciones en el codon 12 (Imamura et al, 2012jukllama la atencion
en nuestro estudio es la asociacion de determiniolos de mutaciones
dentro del codon 12 con un peor prondstico, heclwongp esta recogido en
la literatura. Esto tendria especial interés etasb de la mutacién 12 Cys,

ya gue se encuentra entre las mas frecuentes dedestas en este codon.

3.- FACTORES PRONOSTICOS EN EL ESTUDIO DE LAS
PIEZAS QUIRURGICAS

En una primera presentacion de resultados del Bimyke Cancer Rectal
Espafol se compararon los resultados con los @eMbproyecto noruego
y se constat6é que los indices de RL eran simikamesmbos casos (Ortiz et

al, 2013). Asimismo, en el estudio noruego (Wibalg2002) los indices
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de afectacion del margen radial, de perforacidraapteratoria del tumor,
mortalidad quirdrgica y dehiscencia de anastomasia también similares
a los del estudio espanol.

Los indices de RL (4.7%) y de supervivencia glo{&.8%) fueron
sensiblemente mejores comparados con los respec{i@’o y 75%)
observados en los pacientes con reseccion curatival Proyecto de
Céancer Rectal Noruego.

Sin embargo, hay diferencias entre ambos proyegtegpodrian afectar la
comparacion de los estudios, como son el hechauéen el espafiol no se
incluyen hospitales que recluten menos de 10 p@yepor afo, a
diferencia del noruego, en el que todos los hdsgitael pais fueron
invitados a participar. Otro factor es el hechajde en el estudio noruego
se administré radioterapia adyuvante en tan sol@%nde los pacientes
intervenidos con intencidn curativa, mientras gneek presente estudio
esta proporcion es del 60.6%. Estas dos diferemmdsian contribuir al
hecho de presentar resultados discretamente me&jorekestudio espafiol.
Apoya esta teoria el hecho de que en cuanto ekPrmyle Cancer Rectal
Noruego selecciond los centros y aumento el us&Mé&l de un 0% al
81%, aumentando también la aplicacion de terapadyivante (del 5% al
20%), los indices de RL disminuyeron del 13% al Y% supervivencia
global aumentd hasta el 73% (Bernstein et al, 2012)

Las diferencias respecto a la supervivencia gleb#ie los dos proyectos
podrian atribuirse al bajo nUmero de pacientescguapletaron los 5 afios
de seguimiento en ambos estudios. La iniciativaRitelyecto de Cancer
Rectal Noruego produjo un cambio en la gestiortrdéhmiento del cancer
de recto en otros paises europeos (van Gijn @0aR), indicando que los
programas centrados en la mejora de las compesedealos equipos
multidisciplinares y en la auditoria de los resiits, consiguen que los

miembros de esos equipos sean mas sensibles @&mesbespecificos de
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cancer de recto. Una de las razones fundamentalts reejora de de los
resultados es un registro prospectivo de la infordéma En Espafia, a raiz
de este estudio, la dedicacion de los grupos nediflinares ha mejorado
el indice de ETM, que ha pasado de un 68.7% atipi;mdel proyecto a
incluir practicamente a todos los pacientes emtiasdidad.

Asi pues, los resultados obtenidos en Noruega sdepureproducir en
grupos de poblacion mayores implementando progratea®rmacion de
grupos multidisciplinares centrados en mejorar caemcias y auditar
resultados.

Nuestro estudio reproduce bastante fielmente Iassdabtenidos en el
estudio espafiol en cuanto a indice de recidivasepma de metastasis a

distancia y supervivencia (Tabla 28).

Estudio actual Grupo Espaiiol
Recidiva Local 3.83 % 4.7 %
Metastasis 12 % 16 %
Supervivencia 76.1 % 87.8 %

Tabla 28: Comparacion de resultados entre nuestra serie y el Grupo Espafiol..

En nuestro estudio, en cuanto aptasencia de recidivasel nimero de

casos de RL es muy bajo en relacion al nimero tli#atasos estudiados
(3.83%), cosa que dificulta la valoracion estadéstentre las diferentes
variables. De todas maneras, la diferencia enataten cuanto a edad
entre los grupos con y sin recidiva se puede exppor el hecho de que en
los pacientes con recidiva los tumores podrianhgolégicamente mas
agresivos o localmente avanzados, hechos que eouoeficia se dan en
grupos de edad mas jovenes. De igual manera plagice que en tumores

gue han sido tratados con poca respuesta al tettomneoadyuvante
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tengan mas posibilidades de recidiva, como se haskeado en nuestro
estudio. En cuanto a presencia de RL y calidackseccion de mesorrecto,
no hemos encontrado, al contrario de lo que cadsfeerar, diferencias
significativas. Esto se explicaria por la presedeigpocos casos de recidiva
en una poblacion donde mayoritariamente (65.7%haebtenido una
reseccion satisfactoria del mesorrecto.

En el Proyecto Espafiol se encontraron diferendgsfisativas en las
variables localizacion del tumor (p=003) y estatlimoral patoldgico
(p=0.002), cosa que no ha pasado en nuestro gp#1B88 y p=0.473
respectivamente). Tampoco se ha identificado laitcecde amputacion
abdominoperineal como determinante de RL en losiggns 3 afos de
seguimiento, aunque en dicha técnica son mas fmeEsietanto la
afectacion del margen circunferencial como la padiéon del tumor
(Ortiz, Wibe et al, 2014).

Respecto a lametastasis éstas se presentaron en un 12.0% de los casos.
Se trataba de pacientes en los que previamente matda detectado la
presencia de las mismas, por lo tanto son paciemesstadios |, 1l o Ill.
Como parece légico dentro de la historia naturalladenfermedad, la
presencia de metastasis es significativamente isupe&n pacientes
diagnosticados de cancer de recto en estadio WHngado) respecto a
estadios | y II, estadificados tanto desde un pdatwista radiologico pre-
quirdrgico como patologico post-quirdrgico. Asi puda presencia de
ganglios linfaticos afectados, aumenta las poddxles de que estos
pacientes desarrollen metastasis. A diferenciaadpié hemos comentado
con los casos de RL, llama la atencion la difeeersignificativa entre
presencia de metastasis y calidad de reseccioredermcto. Los pacientes
con una reseccion de mesorrecto poco satisfaatoimgompleta tienen 3

veces mas riesgo de desarrollar metastasis a dstaon respecto a
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pacientes con una escision completa del mismo. fitgtde explicarse por
la propia naturaleza del tumor, en el sentido de spitraten de tumores
localmente avanzados que dificulten la escision pteta de la grasa
mesorrectal y que ya presenten de por si afectagadmglionar loco-
regional. También se evidencid una asociacion dotaizacion de tumor
y metastasis de manera que éstas aparecen comemasnicia en tumores

de tercio inferior y medio comparandolos con tureate tercio superior.

En cuanto a lasupervivenciag al finalizar el estudio habian fallecido 50
pacientes. De forma parecida a lo comentado enmatastasis, la
localizacion del tumor muestra diferencias en cuantiesgo de muerte Si
el tumor estd localizado en tercio medio e inferise ha demostrado
también una menor supervivencia en pacientes stoseh amputacion
abdominoperineal respecto a pacientes con reseegitarior. De esto
podemos deducir que esta técnica, que de por spartanuna mayor
morbilidad, también conlleva unos mayores indices mdortalidad.
Légicamente, la supervivencia también es menoragreptes con tumores
no resecables, en los que se realiza tan sélo astiemderivacion y/o
laparotomia exploradora. La supervivencia tambgté eelacionada con la
estadificacion del tumor, tanto la radiolégica colagatolégica, como es
esperable, y coincidiendo con los datos del ProyEspaiiol (Ortiz et al,
2013). Este hecho se correlaciona con el gradonfikracion (T) del
tumor, que se ha demostrado que es un factor tambigcionado con la
supervivencia, asi como con el numero de gangliestamlos (N) y la
presencia de metastasis (M). La tasa de mortaletacstos pacientes
también esté directamente relacionada con la piesde complicaciones,
con lo que podemos afirmar que tanto la fuga coefmsdencia de sutura o
la infeccidbn de la herida quirdrgica son factoresge gensombrecen el

pronéstico, ya que estan directamente asociados na menor
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supervivencia. Llama la atencion la asociacionatireonstatada entre la
calidad de reseccion de mesorrecto y la mortalitate hecho confirma la
importancia de, no sélo practicar una reseccion ndesorrecto o mas
completa posible, sino de hacer una valoraciéradaisma por parte del
patologo en la pieza quirdrgica, ya que este datiumdamental de cara a
valorar el prondstico del paciente. Actualmenteumsfactor prondstico
clave que puede comportar implicaciones terapéufcesteriores en los
casos en los que no se ha podido realizar una ssxéctempleta del
mesorrecto. De igual manera, este hecho se caoetactambién
perfectamente con la valoracion del tumor residigddsificacion R),
especialmente en los casos con tumor residual s@aapo (R2).

En el Proyecto Espafiol se constatdé que la edadzastanel estadio TNM
avanzado y la resecciéon abdominoperineal tenianinfeencia negativa
sobre la supervivencia (con p<0.001 en los 3 casmsa que también
coincide con nuestro estudio, excepto en el castadsdad, donde no
encontramos diferencias significativas (p=0.223).dE Proyecto Espafiol
no se han descrito asociaciones entre sexo, lacaiz del tumor y
tratamiento neoadyuvante con la supervivencia. Aangcientemente se
ha propuesto una reseccion extra-elevador mas anpalfa evitar la
afectacion del margen circunferencial, la perfamaci tumoral
intraoperatoria, las recidivas y mejorar el indieesupervivencia, hasta el
momento no se ha encontrado diferencias sign¥asitcon la amputacion

abdominoperineal convencional (Ortiz, Ciga et 4.
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CONCLUSIONES

1.- OSNA es un método fiable y facilmente aplieaphra obtener una
mayor precision en el estudio de ganglios linf&icoericolicos en

pacientes con cancer de colon.

2.- OSNA consigue un indice de supraestadificad€in25% de los casos

de cancer de colon con ganglios linfaticos histlpgicamente negativos.

3.- El mapeo de GC “ex vivo” en las piezas quircagide cancer de colon
es una técnica con una especificidad satisfactmsi@ detectar dichos

ganglios linfaticos.

4.- Las mutaciones 12Ser y 12Cys del oncogen KeRdses tumores colo-

rectales metastaticos se asocian a una mayordasardalidad.

5.- En cancer colo-rectal metastatico, los tumadeslto grado y los que
presentan una variedad histologica diferente al n@chrcinoma

convencional ofrecen un peor indice de supervigenci
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6.- En la valoracion de las piezas quirurgicas a@wecer de recto, hay una
asociacion directa constatada entre la calidaagskeccion de mesorrecto y
la progresion de la enfermedad, asi como la mdadlde estos pacientes.
Podemos considerar la calidad de reseccion delrneesm como un factor

predictivo de respuesta, lo que implica la necesida una adecuada

valoracion patoldgica de las piezas quirdrgicas.

7.- En las piezas quirargicas de cancer de rettstadio TNM avanzado,
la localizacion del tumor en tercios medio e irdedel recto y la reseccion

abdominoperineal tienen una influencia negativaes@bsupervivencia.
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