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I. INTRODUCCION

1.1 Cancer colorrectal

1.1.1 Epidemiologia

El cancer representa un problema de salud publica en paises desarrollados ya que
es la segunda causa en frecuencia de neoplasias malignas y la primera en
mortalidad por cancer. En México, en el afio de 1996 se notificaron 84,615 casos
nuevos de neoplasias malignas, de éstas el 1.5% correspondieron a tumores de
localizacién en colon, recto y ano, ocupando el décimo octavo lugar en frecuencia
general, el segundo lugar como causa de mortalidad y fue responsable del 11.4%

del total de muertes ocurridas en ese afo.’

En el cuatrienio 1993-1996, el IMSS notificé un total de 106,086 casos nuevos de
neoplasias malignas correspondiendo al colon, recto y ano 1,630 casos. En el
Hospital de Oncologia del CMN Siglo XXI, IMSS, se concentré el 5.3% (5,669) del
total de pacientes con tumores malignos durante este periodo de estudio. Los

tumores rectales representaron el 2.6 % del total con 146 casos.?

El cancer colorrectal puede presentarse a cualquier edad, aunque generalmente
ocurre entre los 50 y 80 anos de edad con un pico de incidencia maximo entre la
sexta y séptima décadas de la vida, con la misma frecuencia en hombres y

mujeres. * El tipo histologico mas frecuente es el adenocarcinoma que constituye



entre el 95 y 98% del total. Los tipos macroscépicos de cancer colorrectal incluyen
el proliferativo, el anular, el ulcerativo y la linitis plastica; el tipo proliferativo es el

mas frecuentemente encontrado en ciego, colon ascendente y recto.>*

1.1.2 Clasificacion

Se han empleado varios sistemas para clasificar al cancer colorrectal segin su
grado de evolucién, el mas utilizado actualmente es el sistema TNM propuesto
por el American Joint Committee on Cancer (AJCC), basado en la profundidad de
invasion del tumor en la pared intestinal, la extensién a estructuras adyacentes, el
numero de ganglios linfaticos involucrados y la presencia o ausencia de
metastasis a distancia. El sistema TNM aplica tanto para la estadificacién clinica
como histopatolégica y proporciona informacion mas detallada que otros

sistemas.®

T = Tumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor localizado en la submucosa

T2 Tumor que invade la capa muscular propia

T3 Tumor que infiltra la pared intestinal hasta la subserosa

T4 Tumor que invade érganos adyacentes



N = Ganglios
NO Sin ganglios regionales metastasicos
N1 Metastasis en 1-3 ganglios regionales

N2 Metastasis en 4 o mas ganglios regionales

M = Metastasis a distancia
MO Sin metastasis a distancia

M1 Con metastasis a distancia

1.1.3 Diagnostico

La evaluacién de la invasion local en cancer rectal por medios clinicos puede ser
muy precisa en manos expertas pero es subjetivo, el mejor método paraclinico
actual para determinar la invasion local y la presencia de metastasis ganglionares
es el ultrasonido endorrectal o transrectal (USER). Se ha reportado un alto grado
de correlacion entre la estadificacion preoperatoria y la histopatologica en el
espécimen quirtrgico. La sensibilidad del USER como indicador de invasion local
en cancer rectal reportada en varios estudios es de cercana al 95 %, con una

especificidad de alrededor del 90 %.°”



Métodos de diagnéstico mas comunes en cancer del recto

Valor predictivo

Valor predictivo

Método Sensibilidad | Especificidad | positivo (VPP) | negativo (VPN)
Exploracion

digital 68% 83% 100% 46%
Tomografia

computada 86% 62% 91% 46%
Ultrasonido

endorrectal 97% 90% 98% 90%

1.1.4 Tratamiento

1.1.4.1 Cirugia

Los procedimientos quirtrgicos utilizados para la reseccion del cancer del recto

pueden ser divididos en resecciones locales y resecciones radicales. Los

procedimientos locales son empleados en el tratamiento de lesiones incipientes

(Tis y T1). Para el tratamiento de lesiones avanzadas (T2-T4) es necesario realizar

cirugias radicales, procedimientos resectivos con estoma permanente (reseccion

abdomino-perineal y técnica de Hartmann) y resecciones con preservacion del

esfinter anal (reseccion anterior baja y reseccion completa del recto con colo-ano-

anastomosis). La reseccion abdomino-perineal remueve completamente el recto,

el canal anal y sus esfinteres, porciones considerables del muisculo elevador del

ano, la grasa isquiorrectal, practicamente todo el colon sigmoides y el mesocolon




incluyendo los vasos mesentéricos inferiores y hemorroidales superiores y una
porcion del peritoneo pélvico adyacente al recto. El procedimiento de Hartmann
inicia como la porcion abdominal de la reseccién abdomino-perineal, sin embargo
la reseccion rectal termina en un punto localizado a 1-3 cm. del margen distal del
tumor, el cual es suturado o engrapado y se realiza una colostomia definitiva. En la
reseccion anterior baja, la movilizacion del recto y estructuras adyacentes es
idéntica al procedimiento de Hartmann, pero la técnica implica ademas una
anastomosis entre el segmento colonico distal y la porcion de recto residual. En la
reseccion completa del recto con conservacion del esfinter anal el corte distal de la
pieza quirurgica se realiza justo arriba del nivel del anillo ano-rectal y la mucosa
anal es anastomosada al segmento distal del colon, generalmente con un

reservorio colénico de 6-8 cm.>*#

1.1.4.2 Terapias adyuvantes

La alta frecuencia de recurrencia del tumor y el pobre pronéstico global de la
enfermedad en etapas Il y Ill después del tratamiento quirdrgico han llevado a
buscar nuevos métodos que aumenten las posibilidades de curacién 6 un mayor
tiempo libre de enfermedad. La radioterapia antes o después de la cirugia, sola o
en combinacién con quimioterapia es empleada con esta finalidad. Una gran
cantidad de estudios han demostrado una reduccion significativa en la recurrencia
local de la enfermedad en comparacion con la que se observa si solo se realiza
cirugia. Las ventajas de administrar la radiacion preoperatoriamente incluyen la

exposicion a una menor dosis de radiacion total, una efectividad mayor debido a la



mejor oxigenacion de los tejidos, menor morbilidad intestinal y permitir una
reseccion completa del cancer rectal con un procedimiento preservador del

esfinter anal.®°

Empleando quimioterapia y radioterapia preoperatoria se ha observado una
reduccion en el tamafo y en la actividad proliferativa de los tumores rectales. En
un reporte reciente, con el uso de quimioterapia y radioterapia preoperatoria en
117 pacientes, con radiacion a dosis de 45 Gy en 25 fracciones, administradas en
5 semanas y quimioterapia con 5-fluouracilo, se observé una reduccién objetiva
del tumor que permitié la preservacion del esfinter anal en mas del 40% de los

' Otros investigadores utilizaron un esquema de quimio-radiacion

pacientes.’
preoperatoria con radiacién de 50.4 Gy y bolos de 5-Fluouracilo en pacientes con
tumores rectales localmente avanzados (etapas Il y lll) y reportaron una reseccion
con margenes negativos en 97% de los casos y una respuesta patoldgica
completa en el 11% de los casos.'? El Swedish Rectal Cancer Trail demostro

mejoria en la sobrevida a largo plazo con el uso de la radioterapia preoperatorio

en relacion a la disminucién en la recurrencia pélvica.'

Luna y cols.® estudiaron la evolucién de 412 pacientes con adenocarcinoma rectal
primario y compararon los resultados del tratamiento con radioterapia
preoperatoria (259 pacientes) y de la cirugia radical sola (153 pacientes). Los
pacientes fueron atendidos en el Hospital de Oncologia CMN Siglo XXI y
recibieron una radiacion total de 45 Gy dividida en 20 fracciones. Después de

cuatro a ocho semanas se practicoé la reseccion radical del tumor. La media de



seguimiento de los pacientes fue de 7 afios y cinco meses (89 meses). El 12.9%
de los pacientes tratados con radioterapia preoperatoria y el 36.2% de los
pacientes que solo fueron operados presentaron reactivacion local de la
enfermedad en un tiempo promedio después de la cirugia de 18 y 22 meses,
respectivamente. La sobrevida a 7 afios fue del 62% y del 57% en los pacientes
con y sin radioterapia preoperatoria. Estos resultados indican una disminucion
importante en la reaparicion local de la enfermedad en los pacientes tratados con
radioterapia preoperatoria, aunque la sobreviva a largo plazo fue similar. Los
mismos autores en una serie actualizada de pacientes y con un mayor
seguimiento, analizando los hallazgos histolégicos del espécimen quirargico han
demostrado que una respuesta pobre o parcial a la RT preoperatoria se relaciona

con un mal pronéstico a largo plazo.™

La supervivencia reportada a cinco afios de acuerdo con la clasificacion de Astler
y Coller es: etapa A, >95%; etapa B1, 75-100%; etapa B2-3, 50-75%; etapa C1-2-

3, 30-50% y; etapa D, <10%.>

1.2 Mecanismos moleculares de invasividad y metastasis

La diseminacién de los canceres colorrectales puede ocurrir por invasion directa a
partir de la pared intestinal, por implantes peritoneales, por invasion de nervios y
ganglios linfaticos y por via hematdgena, éstas Ultimas dos son las responsables
de las metastasis a distancia.® Para que ocurra la diseminacién de los tumores es

indispensable la realizacion exitosa de varias etapas a nivel molecular: a) ruptura



de los contactos membranales entre células vecinas, b) desprendimiento de
células del tumor primario, c) desplazamiento de las células cancerosas entre las
células vecinas invadiendo la matriz extracelular y tejido conectivo local, d) ruptura
y paso a través de la membrana basal, €) paso a vasos sanguineos vy linfaticos
(intravasacion), f) supervivencia durante su transporte en el torrente sanguineo o
linfatico, g) salida de los vasos (extravasacion) y adhesion en 6rganos especificos
y h) proliferacion de las células cancerosas invasoras en un nuevo medio

ambiente (metastasis).’>"”

1.3 Metaloproteinasas (MMPs)

1.3.1 Familia de las MMPs

Las MMPs son enzimas que degradan los componentes de la matriz extracelular,
dependen del zinc para su actividad por lo que son inhibidas por agentes
quelantes, son secretadas en forma latente como pro-enzimas y deben perder
parte de su secuencia de aminoacidos para pasar a la forma activa, pueden ser
inhibidas por proteinas tisulares especificas (TIMPs) y presentan homologia ya
que algunas secuencias de aminoacidos son comunes para varias MMP. Las
MMPs pueden ser divididas en cinco grupos principales de acuerdo al sustrato
especifico: gelatinasas, colagenasas, estromelisinas, metaloproteinasas de tipo

membrana y otras MMPs."®



El contenido de las MMPs es regulado por: 1) la expresion de los genes que las
codifican; diversos factores de crecimiento, citocinas y oncogenes pueden inducir
su expresion, 2) la estabilizacion del RNA mensajero; la actividad de las MMPs
puede ser regulada por la estabilidad de la forma latente y por la aceleraciéon del
procesamiento de la pro-enzima para producir la forma activa de la enzima y 3) el

nivel de las proteinas tisulares inhibidoras (TIMPs).">'8

Clasificacion y nomenclatura de las MMPs humanas

Subfamilia Tipo Nombre
Colagenasas 1 Colagenasa intersticial
8 Colagenaza de neutrofilos
13 Colagenaza-3
Gelatinasas 2 Gelatinasa tipo IV de 92 kDa
9 Gelatinasa tipo Iv de 72 kDa
Estromielisinas 3 Estromielisina-1
10 Estromielisina-2
11 Estromielisina-3
18 MMP putativa (similar a estromielisina)
MMPs de tipo membrana 14 MT1-MMP
16 MT2-MMP ’
16 MT3-MMP
17 MT4-MMP
24 MT5-MMP
25 MT6-MMP
Otras MMPs 7 Matrilisina (PUMP-1)
12 Elastasa de macrofagos
19 MMP asociada a AR
20 Enamelisina
21 MMP recientemente clonada
22 MMP recientemente clonada
23 MMP recientemente clonada




Pesos moleculares de las MMPs

MMP Forma inactiva Forma activa
MMP-1 57 KDa 52 KDa
MMP-2 72 KDa 62 KDa
MMP-3 57 KDa 48 KDa
MMP-7 28 KDa 19 KDa
MMP-9 92 KDa 82 KDa
MMP-10 57 KDa 47 KDa
MMP-11 55 KDa 44 KDa
MMP-13 60 KDa 48 KDa
MMP-23 42 KDa

MMP-14 (MT1-MMP) 66 KDa 60 KDa
MMP-15 (MT2-MMP) 68 KDa 62 KDa
MMP-16 (MT3-MMP) 60 KDa

MMP-17 (MT4-MMP) 24 Kda

La infiltracion de las células neoplasicas hacia el tejido conectivo local requiere de
la hidrdlisis de la colagena tipo I, II, lll, IV, V y XI. Para atravesar la membrana
basal debe hidrolizarse la colagena tipo IV, VI, VIll y X. La degradacién de la
colagena tipo IV (la mas abundante) es efectuada por dos colagenasas-
gelatinasas especificas conocidas como gelatinasa A (MMP-2 6 MMP de 72-kDa)

y Gelatinasa B (MMP-9 6 MMP de 92-kDa ).
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1.3.2 Metaloproteinasas y cancer colorrectal

Las primeras observaciones que sugirieron que las MMPs estaban incrementadas
en los tumores colorrectales fueron las de Dresden y cols. (1972)'° quienes
demostraron que fragmentos de tumores colénicos liberaban al medio de cultivo
mayor cantidad de enzimas colagenoliticas que los fragmentos de intestino con
mucosa normal. A partir de estas observaciones y con distintos enfoques
experimentales se ha tratado de definir si la expresion de los genes que codifican
a las MMPs, el nivel de la actividad colagenolitica o el nivel de los inhibidores
podrian ser usados como indicadores de la evolucion de la enfermedad, hasta

ahora los resultados son contradictorios.

Mas de una década después, Irimura y cols.?° utilizando homogeneizados de
tumor y de mucosa normal y sustratos sintéticos fluorescentes para determinar la
actividad enzimatica de la catepsina B, H y de la colagenasa demostraron un
incremento estadisticamente significativo en los niveles de la catepsina B y de la
colagenasa en los especimenes de carcinomas colorrectales en comparacion con
el colon normal. En el mismo estudio los autores observaron ademas, que no
existia correlacion entre la actividad colagenolitica total con el estadio de la
enfermedad segun la clasificacion de Dukes, ni con el grado de diferenciacion
histologica del tumor. Otro grupo de investigadores utilizando metodos
inmunohistoquimicos encontraron un mayor contenido de colagenasa a nivel de la

mucosa en tumores del colon comparado con el de la mucosa normal del mismo

paciente.?’



Un estudio posterior en el cual se empled colagena radioactiva tipo | y tipo IV
como sustratos, demostré que tanto la mucosa normal como el tumor poseian y
secretaban colagenasas tipo | y IV. No se observd una asociacidon entre la
actividad de estas enzimas con el estadio clinico de la enfermedad de acuerdo con

la clasificacion de Dukes.??

Re-examinando la relacion entre la actividad colagenolitica que permite la
degradacién de la matriz extracelular local y el estadio de la enfermedad, otro
grupo de investigadores determinaron la actividad enzimatica usando un extracto
membranal obtenido con urea a partir de tejido tumoral y de tejido normal del colon
y como sustratos colagena radioactiva tipo | y tipo Ill, en forma soluble y en
agregados fibrilares. En estas condiciones si se observd una correlacion
significativa entre la actividad colagenolitica que permite la diseminacion local con
el grado de diferenciacion histolégica del tumor y con el estadio de la

enfermedad.?®

Otro estudio sefalo que las células cancerosas no son las que expresan a estas
enzimas. Mediante técnicas de hibridacién in situ se demostrd que los genes que
codifican a las colagenasas intersticiales en adenocarcinomas y adenomas de
colon se expresan en los eosindfilos, los fibroblastos y el endotelio vascular pero
no en las células cancerosas. Este trabajo demostré que la actividad colagenolitica

del tejido intersticial esta asociada con la diseminacion del tumor.?*



Se ha estudiado y reportado la expresion del gene que codifica a la colagenasa A
(MMP-2) y su relacion con la invasividad de las células cancerosas del colon. El
nivel del RNA mensajero (RNAm) de la colagenasa tipo IV del tejido canceroso fue
mayor al del tejido normal adyacente en la mayoria de los especimenes de
adenocarcinomas estudiados. Utilizando anticuerpos contra la colagenasa tipo IV
se demostré que los fibroblastos y no las células neoplasicas expresaban esta
proteina. La expresion de la proteina pero no de su RNAm, si mostré una
correlacion estadisticamente significativa con la evolucion de la enfermedad segun
los criterios de Dukes y se le propuso como marcador de la invasividad de los

tumores colorrectales humanos.?®

Hewitt y cols.?® han descartado la posibilidad de que la mayor actividad de las
MMPs en los adenocarcinomas colorrectales se debiera a una disminucion en el
nivel de las proteinas inhibidoras especificas, su estudio indico la presencia de los
inhibidores y de la colagenasa en un nivel mucho mayor en el tejido conectivo
estromal que el detectado en las células neoplasicas. Mediante técnicas de
hibridacion in situ, Poulsom y cols.?” determinaron la expresion de la colagenasa
tipo IV y de TIMP2 y confirmaron las observaciones anteriores. Se demostré que el
RNAmM de MMP-2 y de TIMP-2 era mayor en las células mesenquimatosas del
estroma desmoplasico que en las células neoplasicas. Liabakk y cols.?® utilizando
también hibridacién in situ demostraron que el RNAm para las dos colagenasas
tipo 1V, la MMP-2 (72 kD) y la MMP-9 (92 kD) estan presentes en los fibroblastos
del estroma alrededor del tejido neoplasico invasor y no se identificaron en las

células cancerosas.
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Las observaciones anteriores fueron corroboradas en otro estudio por hibridacion
in situ y por técnicas de PCR identificando los genes que codifican para MMP-2 y
MMP-9. La actividad colagenolitica de ambas enzimas fue determinada en geles
de poliacrilamida polimerizados con colagena. La fuente enzimatica la
constituyeron cortes de 5y del tumor y del tejido normal solubilizados con SDS. En
este mismo estudio se demostré que las células estromales producen estas
enzimas y que los cambios en la composicion del estroma en las diversas etapas
del tumor podrian ser los responsables de las diferencias en la actividad de las
enzimas. Los autores proponen que la relacion entre las células cancerosas y el

tejido intersticial es muy importante para la formaciéon de metastasis.?

La demostracién de que las células del estroma mas que las células cancerosas
son responsables de la elevacion en la produccion de las enzimas relacionadas
con la formacion de metastasis ha llevado a diferentes autores a analizar los
factores que regulan la relacion entre estos dos tipos de células utilizando
sistemas de co-cultivo y lineas celulares derivadas de tumores malignos de
diverso origen. Utilizando sistemas de co-cultivos de células neoplasicas y de
fibroblastos normales de colon humano en contacto y separadas por una
membrana que soélo permite la difusion de sustancias solubles para simular el tipo
de interacciones que estas células podrian tener en el tumor, se demostré que las
células neoplasicas secretaban un factor que estimulaba la activacion de la MMP-
2 en los fibroblastos y que no se requeria del contacto fisico entre los dos tipos

celulares.®



La observacion anterior es apoyada por resultados previos que sefalan que los
fibroblastos son activados a través de factores secretados por células neoplasicas
de diferentes tumores. Por ejemplo, el factor extracelular estimulador de la
actividad de las MMPs (EMMPRIN) previamente llamado factor estimulador de
colagenasa derivado de células neoplasicas activa a MMP-2.>' También se ha
demostrado que el factor transformante R (TGFR), el factor de necrosis tumoral o
(TNFa) y la interleucina 1(IL-1) inducen la expresion de los genes que codifican a
las MMPs.*> Se ha reportado que la MMP-9 es inducida por el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) e IL-1a en fibroblastos de pulmén humano.* Otros
autores reportaron que TNFa induce y estimula a la MMP-9 en lineas celulares de

4 Otro mecanismo mediante el cual las células

osteosarcoma y fibrosarcoma.’
cancerosas modulan la actividad colagenolitica de los fibroblastos es el

procesamiento de una proenzima.*®

1.3.3 MMPs y radioterapia.

Poco se conoce sobre la relacion de las gelatinasas con la radioterapia.
Observaciones in vitro con lineas celulares de ratbn demuestran que la radiacion
ionizante induce la elevaciéon de la actividad de la colagenasa tipo IV y sugieren
que este aumento se debe a un incremento en el activador del plasminégeno,
enzima que podria acelerar el procesamientoc de la pro-MMP inactiva en la MMP

activa.*®



Un estudio reciente ha demostrado que la radioterapia preoperatoria, utilizando
una dosis total de 2500 cGy y administrada en 500 cGy/dia, induce un aumento de
dos a tres veces en los niveles de actividad de MMP-2 y en el nivel de pro-MMP-9
en los tumores malignos del recto. Las formas precursoras de MMP-9 y de MMP-2

de la mucosa normal no fueron afectadas por la radioterapia.>’
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Il. JUSTIFICACION

La mayor proporcion de pacientes con cancer de recto se diagnostican en una
fase avanzada de la enfermedad. El tratamiento preoperatorio con RT reduce la
frecuencia de recurrencia a nivel local ademas de permitir una cirugia
preservadora del esfinter anal que mejora la calidad de vida de los pacientes ya
que evita una colostomia definitiva. Ademas, el uso de la RT preoperatoria se ha
asociado en algunos estudios con mejoria en la sobrevida. Se ha demostrado
también que una respuesta histopatologica completa a la radioterapia
preoperatoria se asocia a una excelente sobrevida a largo plazo. Existe sin
embargo, un grupo de pacientes que no responden a la radiacion preoperatorio o
aun presentan progresion con el tratamiento neoadyuvante. La identificacion
temprana de los pacientes que no responderan favorablemente a la RT permitira

intentar oportunamente nuevos esquemas de tratamiento.

Las MMPs juegan un papel central en los procesos de invasion y metastasis
ocasionando degradacion de las membranas basales y de la matriz extracelular,
ademas de participar directamente en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) en el medio tumoral. Estudios recientes han asociado el nivel de
MMP-2 y MMP-9 con la etapa clinica y el grado de diferenciacion celular. Ahora,
resulta muy importante conocer su papel como factor pronéstico de respuesta a

tratamiento.



lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cuadl es la asociacion entre la actividad de MMP-2 y MMP-9 y la respuesta a la
radioterapia preoperatorio en pacientes con adenocarcinomas de recto en etapas

Iy 111?

IV. HIPOTESIS

La actividad de MMP-2 y MMP-9 se asocia a la respuesta a la radioterapia

preoperatorio en pacientes con adenocarcinomas de recto en etapas Il y Ill.
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V. OBJETIVO

Determinar la asociacion entre la actividad de MMP-2 y MMP-9 y la respuesta a
radioterapia preoperatorio en pacientes con adenocarcinomas de recto en etapas

Iy Il

VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno del estudio

Estudio observacional, prospectivo, longitudinal y analitico.

6.2 Criterios de inclusion

Pacientes de cualquier sexo, mayores de 18 afnos, con tumores primarios de recto,
en etapas clinicas Il y Il de la clasificacion de AJCC por ultrasonido endorrectal,
con histologia de adenocarcinoma, candidatos a recibir tratamiento neo-adyuvante
con radioterapia y reseccion quirurgica con finalidad curativa, tratados en el

Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI.



6.3 Criterios de exclusion

Pacientes con cancer hereditario, aquellos tratados previamente con quimioterapia

o radioterapia y pacientes que no acepten tratamiento completo con radioterapia

preoperatoria y cirugia.

6.4 Criterios de eliminacion

Pacientes con muestras histolégicas deficientes o insuficientes para determinar los

niveles de MMPs y pacientes con tratamientos incompletos de radioterapia.
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6.5 Variable independiente

VARIABLE: Actividad de MMP-2 y MMP-9

DEFINICION CENCEPTUAL: Capacidad funcional enzimatica de MMP-2 y MMP-9
presente en el tumor primario rectal antes de iniciar el tratamiento con radioterapia

preoperatoria.

DEFINICION OPERATIVA: Por medio de zimografia en geles se determina la

positividad y por los bio-ensayos de actividad especifica se mide en forma

cuantitativa la actividad de MMP-2 y MMP-9 en muestras de tejido tumoral del

recto obtenidas antes de iniciar el tratamiento con radiacion.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa.

CATEGORIA: De razon.
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6.6 Variable dependiente

VARIABLE: Respuesta a la radioterapia preoperatoria

DEFINICION CONCEPTUAL: La respuesta a la radioterapia preoperatoria se mide
en el espécimen quirtrgico. El patélogo establece microscépicamente la presencia
0 ausencia de células neoplasicas en el sitio del tumor primario. En caso de

persistir el tumor identifica el grado de invasion a través de la pared rectal.

DEFINICION OPERATIVA: Se establecieron 3 grupos de acuerdo a la proporcion
de pared rectal con presencia de células neoplasicas residuales:
Grupo 1, espécimen negativo o focos microscopicos (buena respuesta = T0)
Grupo 2, tumor limitado a la pared rectal (respuesta parcial = T1-2)
Grupo 3, tumor que infiltra hasta la grasa perirrectal o estructuras adyacentes

(mala respuesta = T3-4).

ESCALA DE MEDICION: Cualitativa

CATEGORIA: Ordinal
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6.7 Metodologia

6.7.1 Estadificacion clinica

La evaluacion clinica consisti6 en una historia clinica con exploracion fisica
completa que incluyé una exploracion rectal digital para evaluar las caracteristicas
del tumor incluyendo la localizacion, el tamarfio, la consistencia y la movilidad o el
grado de fijacion a las estructuras adyacentes permitiendo realizar una
estadificacion clinica, que en cirujanos expertos tiene una alta sensibilidad. Se
decidi6 en este momento si los pacientes eran candidatos a tratamiento
neoadyuvante con radioterapia y fueron enviados a los servicios correspondientes
para realizar los estudios de extensién necesarios, una radiografia de térax, una
tomografia axial computada abdomino-pelvica, un ultrasonido endorrectal y una

colonoscopia.

6.7.2 Ultrasonido endorrectal (USER)

Todos los pacientes fueron sometidos a un ultrasonido endorrectal por un solo

médico ultrasonografista experto, quien evalué en detalle las paredes del recto y la

profundidad de penetraciéon del tumor. Se utilizé un equipo de ultrasonido HDI

3000 con un transductor endocavitario en-fire de banda ancha de 5-9 MHz.
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6.7.3 Colonoscopia y obtencion de la muestra

Todos los pacientes fueron sometidos a una colonoscopia completa como parte de
su protocolo de estudio convencional para descartar lesiones sincronicas en el

resto del colon.

El colon debe ser bien preparado antes de realizar el procedimiento por medio de
laxantes o enemas. Para el estudio se utilizé una preparacién rapida que consiste
en la ingesta de 3 ¢ 4 litros de una solucién osmética balanceada de electrolitos y
polietilenglicol. Inmediatamente antes del procedimiento se administréo de 2-4 mg
de midazolam para sedar al paciente. El estudio es generalmente iniciado con el
paciente en posicion de décubito lateral izquierdo, aunque puede ser cambiado
durante el curso del procedimiento. La punta del instrumento es perfectamente
lubricada y gentilmente introducida en el ano. Por una combinacion de insuflacion
de aire y manipulacion el colonoscopio es avanzado bajo vision directa hasta el
ciego. Las biopsias de polipos, tumores o lesiones inflamatorias son tomadas

conforme se va retirando el colonoscopio.

Para propositos del proyecto de investigacion se resecaron tres fragmentos del
tumor rectal, para la confirmacion histopatolégica de la lesion y para la

determinacion de proteinas y de la actividad de las MMPs.



6.7.4 Manejo de la muestra

Inmediatamente después de la biopsia, un médico Patélogo corroboré que el tejido
obtenido correspondiera a neoplasia realizando cortes en tejido congelado y
tincion de hematoxilina y eosina. Se seleccionaron fragmentos representativos del
tumor para los estudios bioquimicos. Los fragmentos seleccionados, se recibieron
en una soluciéon salina amortiguada estéril previamente enfriada a 4°C y se

congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a —76°C.

6.7.5 Homogeneizacion del tejido congelado

Los fragmentos del tejido canceroso congelados se mantuvieron a -70°C
utilizando hielo seco y fueron pulverizados utilizando un mortero y pistilo de
porcelana previamente esterilizado, dando bafios constantes con nitroégeno liquido.
Se preparé un homogeneizado total al 10% utilizando un detergente no idnico
Nonidet P-40, para solubilizar las MMPs unidas a la membrana. El homogeneizado
se sometié a un proceso de sonicacion a una frecuencia de 20 mA durante 20
segundos. Después se centrifugé a 13,000 revoluciones por minuto durante 60
minutos a una temperatura de 4°C, con el sobrenadantante se formaron alicuotas
de 50 y 100 ul para la determinacion de las proteinas totales y la medicion de la

actividad enzimatica de MMP-2 y MMP-9.
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6.7.6 Determinacion de proteinas totales

Se determind la concentracion de proteinas totales por medio del método de
Hartree.®® La alicuota del sobrenadante después de un tratamiento con detergente
no ionico NP-40 y sonicacion, se utilizd NaOH 0.5 N, Na2CO3 al 10% vy tartrato
doble de Na y K para hidrolizar las proteinas y obtener aminoacidos libres,
predominantemente los aminoacidos con radicales aromaticos (fenilalanina,
tirosina y triptofano), los cuales forman un complejo con el CuSO4 que fueron
después tefidos con el reactivo de Folin-Ciocalteu y detectados en absorcion de
luz a 730 nm y comparados con una curva estandar de proteinas efectuada con

albumina bovina.

6.8 Zimogramas

6.8.1 Preparacion de los geles de poliacrilamida

Para la elaboracion de los zimogramas preparamos inicialmente un gel de

poliacrilamida al 10%. La poliacrilamida es el producto de la polimerizacion de la

acrilamida y la N,N’-metileno bisacrilamida. Los geles se prepararon mediante la

mezcla de una solucién de acrilamida y N,N’-metileno bisacrilamida 30:8% con

una solucién amortiguadora (TRIS 1.5 M, pH 8.8), un agente solubilizante (dodecil
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sulfato de sodio, SDS), un sistema catalizador (persulfato de amonio, APS) y

gelatina pura, esta ultima es el sustrato de degradacion de las MMPs.

6.8.2 Electroforesis

La separacion de las proteinas se realizé por medio de electroforesis en los geles
de poliacrilamida al 10%, cada carril del gel se cargd con 80 nug de proteinas de la
muestra. Para identificar el peso molecular de las proteinas separadas se us6 una
solucion estandar de pesos moleculares en el primer carril de cada gel. Los geles
se corrieron a temperatura ambiente a 62v para concentrar las muestras, lo cual
se logro aproximadamente en 2 horas, después la camara con los geles se paso al
cuarto frio (4°C), el voltaje se disminuyo a 48v y se mantuvo la electroforesis por

14 horas mas permitiendo una buena separacion de las proteinas.*

Una vez terminada la electroforesis se midié la distancia de la corrida (Rf), desde
donde inicia el gel al 10% hasta donde se encuentra la marca del colorante. De la
misma forma se midié la distancia de los pesos moleculares de la solucidon
estandar. Con estos datos se grafica una curva estandar de pesos moleculares

contra el Rf.



6.8.3 Incubacion y revelado de los geles

El SDS fue eliminado por incubacion con Triton X-100 al 2.5% durante 30 minutos,
posteriormente los geles fueron incubados a 37°C por 4 horas usando una
solucion constituida por Tris 50 mM, pH 7.6, NaCl 0.2 M, CaCl, 5 mM, Brij-35 al
0.02% y ZnCl 1 pM. Después, los geles fueron tefidos usando azul brillante de
Coomassie G-250. La actividad de gelatinasa de MMP-2 y MMP-9 fue identificada
por la degradacion de la gelatina del gel en la posicion correspondiente a las

proteinas de 92, 82, 72y 62 kD.

6.9 Bio-ensayos de actividad de MMP-2 y MMP-9

El sistema de bio-ensayo de actividad Bio-track™ especifico para MMP-2 y MMP-
9, proporciona una determinacion cuantitativa de la proteina en su forma latente y
total. El sistema emplea una placa de 96 pozos recubiertos por anti-MMP
especifica. Se colocaron 80 pl del blanco, el estandar y la muestra problema en
cada pozo y se incubé durante toda la noche a 4°C. La proteina especifica se fija a
la superficie del pozo y los componentes restantes fueron removidos por medio de
lavado con agua en tres ocasiones. Se realizo la activacion con APMA (acetato de
p-aminofenilmercurio) y se incub6é por 90 minutos a 37°C. Luego, se agrego la
enzima de deteccion que consistio en una solucion de urokinasa modificada en un
buffer Tris HCI 50mM pH 7.6. Se realizaron las mediciones a 405 nm,

inmediatamente y después de incubar la placa por 60 y 90 minutos para MMP-9 y
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MMP-2, respectivamente obteniendo la actividad correspondiente a la forma

inactiva y a la forma total de la proteina.“®*!

6.10 Radioterapia

Los pacientes recibieron una dosis total de 4500 cGy administrados en 25
fracciones (180 cGy diarios) con un acelerador lineal de 8 MV. La radiacion incluyo
dos campos paralelos opuestos, anterior y posterior. EI margen superior se
localizé en un punto medio del cuerpo de la quinta vertebra lumbar y el margen
inferior en un punto imaginario localizado a 2 cm. por abajo del margen anal, los
margenes laterales se marcaron a 1 cm. lateral a cada lado de la cara medial del
iliaco, estos limites fueron seleccionados y marcados en una radiografia de la
pelvis. Con este esquema se intenta proporcionar una dosis alta al tumor mientras

se evita la irradiacion a estructuras vecinas normales.

6.11 Cirugia

Los procedimientos quirurgicos para el cancer de recto pueden ser divididos en
resecciones locales y resecciones radicales. Los procedimientos locales son
utilizados en lesiones incipientes. Para el tratamiento de lesiones avanzadas como
las incluidas en este estudio es necesario realizar cirugias radicales, las cuales
pueden ser divididas en resecciones con estoma permanente (reseccidon
abdomino-perineal y procedimiento de Hartmann) y resecciones con conservacion

del esfinter anal (reseccion anterior baja y reseccién completa del recto con colo-



ano-anastomosis). La reseccién abdomino-perineal remueve completamente el
recto, el canal anal y sus esfinteres, porciones considerables del misculo elevador
del ano, la grasa isquiorrectal, practicamente todo el colon sigmoides y el
mesocolon incluyendo los vasos mesentéricos inferiores y hemorroidales
superiores y una porcion del peritoneo pélvico adyacente al recto. El
procedimiento de Hartmann inicia como la porciéon abdominal de la reseccion
abdomino-perineal, sin embargo la reseccion rectal termina en un punto localizado
a 1-3 cm. del margen distal del tumor, el cual es suturado o engrapado y se realiza
una colostomia definitiva. En la reseccion anterior baja la movilizacion del recto y
estructuras adyacentes es idéntica al procedimiento de Hartmann, pero el
procedimiento implica una anastomosis entre el segmento colénico distal y la
porcion de recto residual. En la reseccién completa del recto con conservacion del
esfinter anal el corte distal de la pieza quirurgica se realiza justo arriba del nivel del
anillo ano-rectal y la mucosa anal es anastomosada al segmento distal del colon,

generalmente con un reservorio colénico de 6-8 cm.*?

Todos los procedimientos quirargicos realizados incluyeron la escision del
mesorrecto. El tipo de procedimiento fue variable de acuerdo al sitio del tumor

primario a criterio del cirujano durante la cirugia.

6.12 Medicion de la respuesta histopatolégica en la pieza quirurgica

La primera evaluacion del espécimen quirurgico consiste en la inspeccion de la

superficie mesorrectal que indica la calidad de la cirugia. Después de la inspeccion
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y documentacion fotografica del espécimen el recto es abierto en su cara anterior
hasta 2 cm. por arriba y debajo del tumor. El tamafio del tumor y los margenes
proximal, distal y circunferencial son medidos. Los ganglios linfaticos son
identificados y aislados de la grasa perirrectal usando una combinacion de
inspeccién visual, palpacion y diseccion. Los ganglios linfaticos son examinados
microscopicamente usando tincion de hematoxilina y eosina, generalmente un
corte de cada bloque tisular. El espécimen debe ser fijado por al menos 48 horas,
después de este tiempo las superficies no peritonizadas son marcadas con tinta.
El area del tumor, la cual no fue abierta es seccionada transversalmente en cortes
delgados, entre 0.3 y 0.5 cm. Los cortes transversales son empleados para
evaluar microscopicamente la profundidad del tumor en la pared rectal y el margen
circunferencial. EI margen distal es examinado rutinariamente y el margen
proximal solo si el tumor se encuentra cercano en la inspeccion macroscopica.
Debe ademas evaluarse el grado de diferenciacion celular y el tipo histolégico del
tumor de acuerdo a la clasificacion histolégica internacionalmente aceptada de

carcinomas colorrectales de la Organizacién Mundial de Salud.*®
6.13 Analisis estadistico

Se realizdé un analisis descriptivo de las caracteristicas generales del grupo y de
las variables de interés de los tres subgrupos de pacientes. Se aplicaron pruebas
de normalidad a los tres subgrupos. Las diferencias entre los grupos fueron
calculadas usando la prueba de chi-cuadrada para k muestras, la prueba de

Kruskal-Wallis o ANOVA de 1 factor de acuerdo al tipo y distribucién de las
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variables. Para evaluar las diferencias en los niveles de actividad de las
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) se uso la prueba de ANOVA o la prueba de
Kruskal-Wallis de acuerdo a la distribuciéon de los datos. La correlacion entre el
nivel de actividad de las gelatinasas y el grado de respuesta a la radioterapia
preoperatoria se realizé usando la prueba de Spearman. Un valor de p menor de

0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

6.14 Tamano de la muestra

Considerando: a bilateral = 0.05
B =0.20
r = (.80

para establecer la correlacién entre el nivel de actividad de las gelatinasas y el
grado de respuesta a la radioterapia preoperatorio se necesitaban 9 pacientes por

grupo: un total de 27 pacientes.**

6.15 Consideraciones éticas

De acuerdo a lo que norman la ley general de salud y la declaracién de Helsinki,
se solicitd autorizacion al comité local de investigacion del hospital siendo

aceptado, folio 13H001. Se solicitd consentimiento informado a todos los pacientes

incluidos en el estudio.
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6.16 Financiamiento

Se emplearon recursos propios de la unidad en el tratamiento de los pacientes en
el hospital de oncologia del centro médico nacional siglo XXI. En el laboratorio de
bioguimica de la unidad de investigacion médica en enfermedades oncologicas del
mismo hospital se cuenta con el equipo necesario para el fraccionamiento de las

muestras y para su separacion por electroforesis.

Se conté con un financiamiento por parte del .M.S.S. de 75,000.00 con el cual se
adquirié el material de laboratorio y los reactivos necesarios para la realizacion del

estudio.

6.17 Recursos humanos

Los autores del estudio y colaboradores, médicos del servicio de colon y recto, de
colonoscopias, de radioterapia y de la unidad de investigacion en enfermedades

oncolégicas del hospital de oncologia del centro médico nacional siglo XXI.

Colaboradores:

Dr. Saul Enrique Rodriguez Ramirez (Servicio de colon y recto)
Dr. Javier Herrera Torres (Servicio de colonoscopias)

Dra. Alma Delia Diaz Popoca (Servicio de radiodiagnostico)

Dr. Antonio Polanco Saldivar (Residente de cirugia oncologica)
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VIl. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas generales de los pacientes

Fueron incluidos 27 pacientes, 12 mujeres y 15 hombres, los cuales tuvieron un
promedio de edad de 57.37 + 11.79 afios. La edad promedio de los pacientes fue
de 55.11 + 13.11 afos en el subgrupo 1, de 57.44 + 9.07 afios en el subgrupo 2 y
de 59.55 + 13.66 afios en el subgrupo 3. La distancia media del borde distal del
tumor a la margen del ano fue de 4.07 £ 2.58 cm. en el grupo total de pacientes,
siendo de 4.1 + 3.4 cm. en el subgrupo 1, de 3.8 £ 1.61 cm. en los del subgrupo 2
y de 42 + 2.7 cm. en los del subgrupo 3. La mayoria de los tumores fueron
moderadamente diferenciados, 26 de los 29 tumores fueron clasificados en esa
categoria; solo dos tumores del grupo 1 y uno del grupo 2 fueron tumores bien
diferenciados. La hemorragia fue el dato clinico mas importante presentandose en
21 pacientes; fue observado en 8 pacientes del subgrupo 1, en 7 del subgrupo 2 y
en 6 del subgrupo 3. No se obtuvieron diferencias significativas entre los tres
grupos respecto a la edad (p=0.72), el género (p=0.63), el grado histolégico

(p=0.325), la localizacién (p=0.96) y la presentacién clinica (p=0.52).
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Caracteristicas generales de los pacientes

No. %
Numero de pacientes 27 100
Edad (afios) 57 (34-82)
Género
Hombre 15 56
Mujer 12 44
Grado histologico
G1 3 11
G2 24 89
Distancia del margen anal (cm) 4.07 (0-10)
Presentacion clinica
Obstruccion 6 22
Sangrado 21 78
Caracteristicas generales de los pacientes por subgrupo
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
Numero de pacientes 9 9 9
Edad (afios) 55 57 59 724
Género (hombre/mujer) 4/5 5/4 6/3 352
Grado histopatologico
G1 2 1 0
G2 7 8 9 325
Distancia del margen anal (cm) 41 3.8 4.2 .964
Presentacion clinica
Obstruccion 1 2 3
Sangrado 8 7 6 266
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7.2 Proteinas totales

La muestra para obtener el tejido tumoral para los estudios bioquimicos fue
obtenida por medio de biopsia durante la colonoscopia. Los fragmentos
representativos del tumor se congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron a —
76°C. Una vez que se tenia un numero suficiente de muestras (mas de 20), se
realizé el homogeneizado y se formaron alicuotas de 50 y 100 pl. Inmediatamente
después se determiné la concentracion de proteinas totales por medio del método

de Hartree, obteniendo los siguientes valores:

MMP Concentracién de proteinas (ug proteina/0.1 ml)
MMP-3 239.02
MMP-5 389.38
MMP-7 166.06
MMP-8 127.18
MMP-9 132.38

MMP-16 177.24
MMP-17 143.48
MMP-19 208.18
MMP-20 111.12
MMP-23 433.40
MMP-25 213.82
MMP-28 173.24
MMP-31 214.34
MMP-40 309.46
MMP-41 723.90
MMP-42 450.30
MMP-44 167.52
MMP-51 400.40
MMP-53 125.44
MMP-57 487.30
MMP-65 486.92
MMP-67 201.46
MMP-68 249.52
MMP-69 239.08
MMP-72 221.20
MMP-73 264.24
MMP-74 406.20
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7.3 Actividad de las MMPs en el zimograma

Utilizamos la zimografia en geles para evaluar la positividad de los tumores a
MMP-2 y MMP-9. Todos los tumores mostraron actividad de la MMP-9 y la
mayoria de ellos lo hicieron para la MMP-2. Sin embargo consideramos que es
muy dificil y hasta cierto punto subjetivo hacer la distincion entre los pesos
moleculares de 92 y 82 kDa y de 72 y 62 kDa, que representan las formas inactiva
y activa para la MMP-9 y la MMP-2, respectivamente, ademas de que no

consideramos una medicion precisa por el analizador de imagenes debido a la

subjetividad al seleccionar el area de degradacion.

Resultados del zimograma de los pacientes del subgrupo de buena respuesta a la
radioterapia

Peso molecular de las bandas de degradacion (KDa)
e 190 [ 170 | 140 [ 120 | 110 | 92 | 84 | 78 | 68 | 62 | 50 | 35
MMP- | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
MI'\?!P- Neg | Neg | Pos | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
MI'*?‘IP— Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos
MﬁP- Pos | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
M:ri:P- Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Pos | Neg
M:;P- Pos [ Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg
Mi‘rP- Pos | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
MﬁfP- Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
MEEP- Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
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Resultados del zimograma de los pacientes del subgrupo de respuesta parcial a la
radioterapia

Peso molecular de las bandas de degradacion (KDa)

MMP
190 | 170 | 140 | 120 | 110 | 92 | 84 | 78 | 68 | 62 | 50 | 35
MMP- | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos
16
MMP- | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos
17
MMP- | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg
19
MMP- | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Pos | Neg
25
MMP- | Neg | Pos | Pos | Neg | Neg | Pos | Pos | Neg | Pos | Pos | Neg | Neg
28
MMP- | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Pos
44
MMP- | Pos | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg
67
MMP- | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg
68
MMP- | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg
73




Resultados del zimograma de los pacientes del subgrupo de mala respuesta a la
radioterapia

Peso molecular de las bandas de degradacién (KDa)

MMP
190 | 170 | 140 | 120 | 110 | 92 84 78 68 62 50 35

MMP- | Neg | Pos | Pos | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg

MMP- | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos

MMP- | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Pos | Neg | Neg

MMP- | Pos | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos
20

MMP- | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg
40

MMP- | Pos | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg
42

MMP- | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos
53

MMP- | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg
57

MMP- | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg | Pos | Neg | Neg
72
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Zimogramas

210 kD*>
127 kD>

84 kD *

49.5kD*>

Muesta EP 8 9 10 11 18 19 2021 22 23 24 27 28 32
Subgrupo 11—l Il 1l 1l m - m - | Il - ] -

<210kDa
. . «-127kDa
. 4 84kDa

E

MMP 53 57 59 61 63 65 67 68 69 71 72 73 74 PM
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7.3 Actividad de las gelatinasas en los bio-ensayos de actividad (Bio-traks)

MMP-9 Total. El nivel de actividad de MMP-9 total en el grupo 1 fue de 440.91 +
278.31 ng/mg de proteina (IC 95%, 226.98-654.84), en el grupo 2 de 237.91 *
167.29 ng/mg de proteina (IC95%, 109.31-366.51) y en el grupo 3 de 145.28 +

144.77 ng/mg de proteina (IC 95%, 34.00-256.57).

Pro-MMP-9. En la mayoria de las muestras no se detectd actividad de la pro-

MMP-9 o esta fue < 0.5 ng/mg de proteina.

MMP-2 Total. La actividad de MMP-2 total en el grupo uno fue de 365.54 + 309

+

ng/mg de proteina (IC 95%, 127.37-603.06), en el grupo 2 de 225.06 + 162.09

+

ng/mg de proteina (IC 95%, 100.46-349.66) y en el grupo 3 de 184.61 + 168.73

ng/mg de proteina (IC 95%, 54.9-314.31).

Pro-MMP-2. El nivel de actividad de la pro-MMP-2 en el grupo 1 fue de 176.34 +
194.68 ng/mg de proteina (IC 95%, 26.69-325.98), en el grupo 2 de 53.13 + 75.57
ng/mg de proteina (IC 95%, -4.9-111.22) y en el grupo 3, 204.61 + 153.48 ng/mg

de proteina (IC 95%, 86.63-322.58).
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7.5 Correlacion entre la actividad de las gelatinasas y la respuesta

histopatol6gica a la radioterapia en la pieza quirurgica

Se observé una asociacion estadisticamente significativa entre el nivel de
actividad de la MMP-9 y la respuesta a la RT preoperatoria. Los tres subgrupos
mostraron niveles de actividad significativamente diferentes (p=0.03), siendo
progresivamente mayor al aumentar el grado de respuesta a la RT. La diferencia
mas importante en la actividad de MMP-9 total se obtuvo al comparar los grupo de
buena y mala respuesta a la RT (p=0.01). La actividad de pro-MMP-2 y MMP-2
total no tuvo asociacion con la respuesta a la RT. La prueba de Spearman
demostré una correlacion significativa entre el nivel de actividad de la MM-P total y

la respuesta histopatoldgica en el espécimen quirtrgico (p=0.01).

Niveles de actividad de las gelatinasas (ng/mg protein)

Subgrupo  Subgrupo  Subgrupo Grupo

1 2 3 total p
Pro-MMP-2 17.63 5.31 20.46 14.46 0.08
MMP-2 total 36.54 22.50 18.46 25.84 0.29
Pro-MMP-9 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
MMP-9 total 44.09 23.79 14.52 27.47 0.03
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Niveles de actividad de MMP-9 total

MMP-9 total (ng/mg proteina)
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Niveles de actividad de pro-MMP-2
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Niveles de actividad de MMP-2 total
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VIIl. DISCUSION

El cancer de recto es una de las neoplasias malignas en la cual ha sido posible
demostrar el beneficio del tratamiento multidisciplinario, los beneficios obtenidos
con el uso de la radioterapia preoperatoria estan ahora plenamente demostrados.
Las indicaciones primarias para el empleo de la radioterapia es la prevencion de la
recurrencia local y el intento de mejorar la sobreviva a largo plazo. Una segunda
indicacion para el uso de la radioterapia preoperatoria es producir un "descenso en
la etapa” del tumor facilitando la reseccion quirurgica e incrementar la seguridad

de un procedimiento preservador del esfinter anal.®

La eficacia de la radioterapia es limitada en casos de tumores voluminosos debido
a que solo una proporcion limitada de células es destruida por cada fraccion de
radidterapia. Se necesitan dosis elevadas de radiacion a fin de reducir el numero
de células en tumores grandes.”” Nuestros pacientes recibieron un esquema
convencional completo de radioterapia, 4,500 cGy en 25 fracciones administrados
en 5 semanas y fueron operados al menos 5 semanas después de la ultima
fraccion de radioterapia; los pacientes recibieron todos los potenciales beneficios

de la radiacion.

Estudios recientes han reportado una respuesta clinica completa en 30-60% de los

4647 \ una respuesta patologica completa en 3-30% de los casos.**' Sin

pacientes
embargo, estos alentadores resultados ocurren en un grupo selecto de pacientes.

Una gran proporcién de los pacientes sufren los efectos toxicos de la radiacién sin
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un beneficio real y peor aun, algunos pueden resultar afectados adversamente

debido al retraso en el tratamiento quirtrgico o un tratamiento sistémico efectivo.

Actualmente una parte importante de la investigacion en Oncologia esta dirigida a
la identificacion de factores pronésticos bio-moleculares que permitan la seleccion
temprana de los pacientes que se benefician de las terapias neo-adyuvantes, de la
radioterapia preoperatoria en el caso del cancer de recto. Hasta ahora se ha
reportado que la expresion de p21,% la expresion de Ki-67°° y la expresion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico® se asocian con la respuesta a la
radioterapia preoperatoria. Estos resultados derivan de estudios iniciales
realizados en forma retrospectiva por lo que su valor en la clinica no ha sido

considerado en forma definitiva.

Las MMPs son una familia de enzimas proteoliticas dependientes de zinc que
degradan los componentes de las membranas basales y de la matriz extracelular.
Son muy importantes en muchos aspectos de la biologia tumoral incluyendo la
proliferacion celular, la diferenciacién celular, la remodelacién de la matriz
extracelular, la vascularizacidon de los tumores (angiogénesis) y la migracion
celular. Estos eventos ocurren algunas veces durante la organogénesis en el

desarrollo normal del organismo y durante la progresion de los tumores.*®

Las MMPs fueron originalmente implicadas en la invasion y metastasis durante la
progresion tumoral, sin embargo estudios recientes han demostrado un amplio

papel de las MMPs en multiples etapas durante la progresion tumoral incluyendo
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funciones como el crecimiento celular, la angiogenesis y la migracion celular.®® Las
MMPs pueden ser divididas en cinco tipos de acuerdo al sustrato especifico:
gelatinasas, colagenasas, estromelisinas, MMPs de tipo membrana y recientes
MMPs no tipificadas. Las MMPs mas extensamente estudiadas en cancer
colorrectal son las gelatinasas, la gelatinasa A (MMP-2 6 MMP de 72 kDa) y la
gelatinasa B (MMP-9 6 MMP de 92 kDa), las cuales son capaces de degradar la

colagena desnaturalizada o la gelatina de la membrana basal.”’

La actividad colagenolitica de los tumores colorrectales fue observada primero por
Dresden y cols.,” quienes reportaron una actividad coloagenolitica incrementada
en cultivos celulares de tumores colorrectales comparado con la mucosa intestinal
normal en el mismo paciente. Varios afios después, Irimura y cols.?® usando
homogenizados de tumores y sustratos sintéticos fluorescentes identificaron un
incremento en los niveles de B-catepsina y colagenasa en tumores colorrectales
respecto al intestino normal. La presencia de MMP-2 y MMP-9 ha sido demostrada
en tumores colorrectales empleando diferentes métodos incluyendo

24,28

inmunohistoquimica,?' técnicas radioactivas,?**° hibridacién in-situ,***° reaccion en

° analisis de actividad fluorométricos®® y ELISA.>*®

cadena de la polimerasa,’
Como consecuencia de los resultados de estos estudios y con diferentes enfoques
experimentales se ha intentado probar que la expresion genética de las MMPs, la
relacion entre las MMPs y los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMP) o los

niveles de actividad colagenolitica pueden ser empleados como indicadores de la

evolucion de los tumores, los resultados hasta la actualidad no son concluyentes.
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El método mas comun para la determinacion de la actividad de las MMPs en
tejidos tumorales es la zimografia en geles. Sin embargo, recientemente han sido
desarrollados los bio-ensayos especificos de actividad de las MMPs, por medio de
los cuales es posible medir en forma directa y cuantitativa los niveles enzimaticos
endogenos y totales de MMP-2 y MMP-9. Se han reportado discrepancias en la
determinacion de la actividad entre el zimograma y los bio-ensayos de actividad.
Al parecer el zimograma produce una determinacion mas subjetiva debido a que
involucra un area determinada en los geles marcada por el investigador, ademas
la zimografia en geles no permite distinguir entre las formas libres y los complejos
gelatinasa-TIMP, el proceso electroforético puede causar disociacion de los
complejos MMP-TIMP resultando en niveles incrementados de la MMP vy la
presencia de bandas liticas falsos positivos o mal definidas.®” Para nuestro estudio
decidimos emplear inicialmente el zimograma para determinar la positividad de la
actividad colagenolitica de los tumores y los bio-ensayos de actividad especificos
para MMP-2 y MMP-9 para hacer la medicion cuantitativa para el analisis

estadistico.

Los niveles de actividad de MMP-9 total en nuestros pacientes son similares a los
reportados por Baker y Leaper®’ en tumores colorrectales en etapas B y C de la
clasifiacion de Dukes. Dichos autores reportaron niveles de actividad de 14.7 y
22.3 ng/mg de proteina en etapas B y C, respectivamente. El promedio del nivel
de actividad de los tumores de nuestros pacientes, que corresponden

especificamente a las mismas etapas fue de 27.06 ng/mg de proteina.



Nuestros resultados demuestran una correlacion significativa entre la actividad de
la MMP-9 total y la respuesta a la radioterapia preoperatoria. Aunque el
mecanismo molecular y de interaccion celular de las MMPs en la invasién tumoral
y metastasis es complejo y no completamente conocido, existe cada vez mayor
evidencia que sugiere un papel crucial de las MMPs en el proceso de
angiogénesis tumoral indicando una ruta complementaria por medio de la cual las
gelatinasas interactian en el crecimiento y el comportamiento de las células
neoplasicas.’? La angiogénesis es necesaria para mantener un crecimiento
tumoral persistente debido a que los capilares reclutados son conductos para el

52 reportaron una

interca'mbio de gases y el aporte de nutrientes.®® Qiu y cols.
asociacion entre una mayor recurrencia del cancer rectal tratado con radioterapia y
cirugia con una menor respuesta a la radiacion y una menor cuenta de microvasos
sanguineos. Utilizando un bio-ensayo de angiogénesis in vivo, Johnson y cols.®
observaron que las células endoteliales que responden a factores de
angiogénesis, al factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y en un medio
condicionado con adipocitos fueron bloqueadas por un inhibidor de la actividad de
las MMPs, el TIMP-1. Ademas, Vuy cols.®® observaron que ratones homocigotos
con una mutacion en el gen que codifica a la MMP-9 presentaron un patréon
anormal en la vascularizacion y osificacion en los centros de crecimiento
esquelético; la apoptosis, la vascularizacion y la osificacion resultaron retardados
con un acortamiento progresivo de los centros de crecimiento de cerca de ocho
veces y el transplante de médula 6sea de tipo salvaje rescat6 la vascularizacion y

la osificacién indicando que estos procesos son mediados por células originadas

en la médula 6sea que expresan MMP-9. Un estudio reciente ha demostrado que
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el “switch” de la quiescencia vascular a la angiogésis involucra a la MMP-9, la cual
es regulada en las isletas vasculares y los tumores por medio de la liberacion del
factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A) de un reservorio

extracelular.®®

Por otra parte, la relacion entre la angiogénesis y la actividad colagenolitica ha
sido reportada en algunos estudios. Ribatti y cols.®” demostraron que la
angiogenesis y la expresion de RNA mensajero de MMP-2 y MMP-9 ocurren
simultaneamente en la progresion tumoral del neuroblastoma humano. Park y

® oBservaron una relacion significativa entre la expresion del VEGF vy la

cols.
expresion de la MMP-9 en células neoplasicas de cancer de pulmén de células no

pequenas.

Ademas, esta bien establecido que el regulador mas importante del efecto
biolégico de las radiaciones ionizantes es el oxigeno molecular. Existe evidencia
contundente de la correlacion entre la oxigenacion y vascularidad de los tumores y
la sensibilidad de estos a la radioterapia, entre mayor oxigenacion de la neoplasia

existe un mayor indice de respuesta objetiva a la radiacion.®®"°

En base a los estudios comentados, consideramos que los tumores rectales con
una mayor actividad de MMP-9 estan mejor vascularizados y por lo tanto tendran
una mayor suceptibilidad a los efectos de la radiacion, son entonces este grupo de
tumores los que presentaran una respuesta completa o casi completa en el

estudio histopatoldgico del espécimen quirtrgico y una evolucién clinica favorable.
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Nuestro estudio presenta la primera evidencia de la correlacion entre la actividad
de la MMP-9 y el grado de regresion con la radioterapia preoperatoria. La
determinacion de la actividad de la MMP-9 podria en un futuro ser utilizada en la
practica clinica como marcador predictor de la respuesta a la radioterapia en

pacientes con cancer de recto localmente avanzado (etapas Il y III).
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IX. CONCLUSIONES

La actividad de la MMP-9 se asocia al grado de respuesta a la radioterapia

preoperatoria en pacientes con adenocarcinomas de recto en etapas Il y Il
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