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RESUMEN

Introduccion: La carcinomatosis peritoneal constituye el estadio terminal de tumores
malignos intra y extrabdominales con elevada mortalidad. El tratamiento actual
estindar es a base de quimioterapia intravenosa con diferentes farmacos
quimioterapéuticos cuya eleccion depende de la histologia y del tumor primario pero
con escaso o0 nulo beneficio en la sobrevida y cuyo objetivo primordial es la paliacion
de la sintomatologia. En los ultimos afios se ha desarrollado una técnica que consiste
en la reseccion de las lesiones tumorales macroscopicas del peritoneo parietal y
visceral (peritonectomia) combinada con la perfusion intraoperatoria de la cavidad
abdominal con agentes quimioterapicos calientes para tratar las lesiones
microscopicas residuales con una supervivencia que pueden llegar hasta el 80% a los
cinco afios, de acuerdo a la estirpe tumoral. Poco se sabe de la respuesta tumoral de
estos pacientes con la aplicacion por perfusion de inhibidores de la angiogenesis y la
respuesta clinica de los pacientes a dichos medicamentos.

Objetivo: Demostrar las diferencias en los manejos en ratones nude con
carcinomatosis peritoneal implantados con células de cancer de colon, comparando
la quimioterapia hipertérmica con 5FU, bevacizumab e hipertermia; todos
intraperitoneal perioperatoria. Demostrar los cambios clinicos, histolégicos, tumoral,
la expresion de FCEV y sobrevida.

Material y Métodos: Estudio experimental, prospectivo, comparativo, transversal,
descriptivo y analitico. Se utilizaron ratones desnudos homocigéticos, hembras, con
un peso entre 20- 25gr y edad de 8 semanas de edad; implantados
intraperitonealmente con celulas SWIP2 de céancer de colon, provocando
carcinomatosis. Se formaron 4 grupos con 4 ratones cada uno: El primer grupo fue
el control, segundo grupo perfusion de soluciones hipertérmicas sin medicamento.
Tercer grupo Perfusion de quimioterapia hipertérmica con 5-Fluoruracilo. Cuarto
grupo aplicacion de perfusién intraperitoneal con Bevacizumab. Los ratones fueron
manejados de acuerdo a la NOM-062-200-1999. Se instal6 sistema de perfusion a 2
ml/min. La anestesia se realiz6 con ZOLETIL *50 intramuscular a dosis de 5mg/kg.
La técnica quirdrgica consistié en un abordaje por linea media abdominal de 1.5 cm,
se refirieron e identificacion lesiones y toma de biopsia extraccion de liquido de
ascitis, posterior se realiza técnica de coliseo y perfusion continua de soluciones
dependientes del grupo; por 25 minutos a una temperatura de 41-43°C continuo, con
monitorizacién de temperatura y signos vitales; posterior a perfusion se realizo
secado de la cavidad peritoneal y cierre de la pared abdominal en 2 planos. Se
reinicio la via oral a los 40 minutos, observamos la ingesta de alimentos la actividad
fisica y se mede la sobrevida por cada grupo, se realiza autopsia e histopatoldgico de
organos para ver la infiltracion a drganos asi como inmunohistoquimica de los
tumores para ver el grado de expresion de VEGF.

Resultados: los resultados en el cultivo celular fue satisfactorio teniendo un indice de
implantacion en ratones nude del 100%, en los grupos estudiados hay un aumento en
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la actividad fisica la ingesta de alimentos, asi como un aumento en la sobrevida del
grupo manejado con bevacizumab P 0.031, asi con disminucion de la infiltracion a
organos abdominales en el grupo manejado con bevacizumab, 5 flurouracilo en
comparacion con el grupo control, se encuentra una expresion del factor de
crecimiento del endotelio vascular en los tumores por carcinomatosis.

Conclusiones: EI manejo con Bevacizumab en este estudio aumento
significativamente la sobrevida, asi como mejoro las condiciones clinicas de los
ratones nude con carcinomatosis peritoneal, siendo que no es un medicamento que se
utilice en los esquemas actuales de tratamiento intraperitoneal, es importante realizar
mas estudios para valorar la respuesta patogénica en pacientes. Con posibles
resultados muy prometedores.

Se comprobd la sobreexpresion de los receptores para el VEGF en los ratones
nude con carcinomatosas peritoneal por cancer de colon y su probable correlacion
clinica al bloqueo a estos receptores por el grupo manejado con bevacizumab. Con
ello disminuyendo el tamafio del tumor asi como la disminucion de la cantidad de
liquido de ascitis y por consiguiente el aumento en la sobrevida.
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1.INTRODUCCION

El tratamiento con quimioterapia sistémica no ha tenido éxito en el pasado y
el cirujano cuando se enfrenta a la carcinomatosis peritoneal por cancer de colon,
apéndice o por recurrencias de cénceres ginecoldgicos elige el procedimiento
paliativo mas simple o solo se limita a una toma de biopsia y cierra la herida
quirdrgica, condenando al paciente a la espera de su fallecimiento; remover limitadas
cantidades de carcinomatosis resulta inutil y frecuentemente conduce a una
progresion répida. Esto ha cambiado con el advenimiento de la citorreduccion
méxima la cual ya ha sido probada en cancer de ovario®.

La cirugia citorreductora combinada con la quimioterapia intraperitoneal con
hipertermia (HIPEC) surge como una opcion de tratamiento para pacientes con
carcinomatosis peritoneal. Aun no hay una metodologia estandarizada para el
procedimiento y varia de institucion a institucion; sin embargo, se ha logrado tener
puntos de acuerdo tales como citorreduccion completa antes de la quimioterapia
intraperitoneal, temperatura, duracién de la perfusion, técnica abierta o cerrada™?.

La carcinomatosis peritoneal constituye el estadio Terminal de algunos
tumores malignos intra y extraabdominales, que presentan una elevada mortalidad
con los tratamientos habituales y supervivencias medias que alcanzan en el mejor de
los casos seis meses. En los Gltimos afios se viene desarrollando una técnica que
consiste en la reseccion de las lesiones tumorales macroscopicas del peritoneo
parietal y visceral (peritonectomia) combinada con la perfusion intra y postoperatoria
de la cavidad abdominal con agentes quimioterapicos calientes para tratar las lesiones
microscopicos residuales, habiéndose descrito supervivencias que pueden llegar hasta
el 80% a los cinco afios, segun la estirpe tumoral. La diseminacion peritoneal
constituye uno de los principales patrones de recaida tras cirugia en los tumores de
localizacion abdominal y pélvica. Ha sido considerada clasicamente como un signo
de enfermedad generalizada, tratada de forma paliativa y de desenlace
inevitablemente fatal. En un reciente estudio multicentrico en el que se incluian
pacientes con carcinomatosis de origen no ginecologico, la supervivencia media era
de 3.1 meses *. En estudios en los que se ha tratado con quimioterapia sistémica, se
han obtenido buenas respuestas tumorales, aunque sin mejorfa en la supervivencia.*

La diseminacién de las células tumorales en el peritoneo puede ser espontanea
a producirse durante la cirugia, por mecanismos como la formacién de émbolos
tumorales por la presién, la fuga de células malignas al cortar los vasos linfaticos o la
siembra de las mismas en la cavidad peritoneal durante la diseccion quirurgica. Va
seguida habitualmente de la invasién o perforacidn de la serosa. Una vez extirpado el
tumor primario, los factores de crecimiento celular involucrados en la cicatrizacion
estimulan el crecimiento de las células malignas viables atrapadas o en coagulos
sanguineos intrabdominales, o por la fibrina en superficies peritoneales
traumatizadas. Paralelamente, el atropamiento de dichas células dificulta el acceso a
ellas de la quimioterapia sistémica, disminuyendo o anulando su eficacia.

Desde 1980 han aparecido en la literatura nuevas propuestas para el
tratamiento de los pacientes afectados de diseminacion tumoral peritoneal, un grupo
de dificil manejo terapéutico y emocional, derivado de la perspectiva de fracaso
terapéutico con pérdida rapida y progresiva de la calidad de vida. La administracion

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
1



POSTGRADO DE CIRUGIA ONCOLOGICA ADULTOS

de drogas antitumorales por via intraperitoneal, la inmunoterapia intracavitaria, la
terapia foto dindmica o la quimioterapia e hipertermia intraperitoneal constituye una
muestra de las lineas de trabajo en esta direccion. La perfusion intraperitoneal con
quimioterapia e hipertermia ha ofrecido hasta el momento resultados esperanzadores.
Consiste en realizar la cirugia de exéresis maxima o debulking, seguida de dosis altas
de quimioterapia regional en perfusién hipertermica durante el mismo acto
operatorio. En ocasiones se completa la técnica con la administracion de dosis altas
de quimioterapia en la cavidad peritoneal los dias posteriores a la cirugia, a través de
catéteres provisionales implantados a tal efecto*>®.

La cirugia posibilita la reducciéon de la enfermedad peritoneal a un tamarfio
minimo Y libera todas las adherencias, creando las condiciones optimas para obtener
mayor eficacia de los citostaticos. Estos son potenciados por el calor, que también
tiene un efecto citotoxico por si mismo, se elimina el atrapamiento celular, y se
consiguen niveles altos de fa&rmaco en la zona a tratar, imposibles de lograr por via
sistémica debida a su toxicidad. Debido a la barrera peritoneo-plasmatica, las
sustancias de alto peso molecular como mitomicina C, 5-fluoracilo, cisplatino o
doxorubicina, permanecen largo tiempo dentro del abdomen antes de su eliminacion a
través de la sangre, lo que las hace especialmente indicadas en esta modalidad
terapéutica. El interés por la quimioterapia intraperitoneal no es nuevo. Ya en 1955,
Weissberger et al recogieron los resultados del tratamiento de 7 pacientes con cancer
de ovario que recibieron quimioterapia intraperitoneal con mostaza nitrogenada.

Los principales estudios farmacocineticos fueron realizados por dedrick et al
en 1978, vy en ellos encontraron que los farmacos citostaticos hidrofilos pueden
mantener un gradiente de concentracion significativo por la barrera peritoneo-
plasmatica cuando se afiaden en la cavidad abdominal en grandes volimenes. Sin
embargo, también en sus estudios demostraron que el factor limitado mas importante
para el uso clinico de la quimioterapia intraperitoneal era la escasa penetracién de los
farmacos utilizados en los tejidos tumorales. En la actualidad se cree que la difusion
de los citostaticos es maxima en 1-3 mm en la periferia del tumor.

Por estos motivos, en la actualidad se acepta, en general, que solo los
pacientes con enfermedad residual minima después de la cirugia pueden beneficiarse
de la quimioterapia intraperitoneal. A menudo no es posible extirpar por completo la
enfermedad tumoral microscépica. La mayoria de los grupos considera que la
quimioterapia intraperitoneal solo es util si los nodulos residuales tumores son <3
mm. La administracion de quimioterapia intraperitoneal tiene el beneficio de
proporcionar concentraciones mas altas de citostaticos en el lugar donde se encuentra
el tumor, a la vez que se minimizan los efectos toxicos sistémicos en comparacion
con los producidos por la administracion intravenosa sistémica .

La quimioterapia intraperitoneal en el tratamiento y prevencion de las
enfermedades peritoneales fue introducida en los comienzos de la cadena de los
ochenta . Ya Sugarbaker aconsejaba la utilizacion de quimioterapia intraperitoneal en
los canceres avanzados colorrectalesen 1985. Gilly et al aportaron la primera
experiencia en Europa siguiendo la escuela de fujimoto et al y Koga et al***2,

Basicamente, el grupo occidental liberado por sugarbaker se
superespecializo en carcinomatosis colorrectal y seudomixoma peritoneal, mientras
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que los investigadores orientales liberados por Yonemura lo hicieron en
carcinomatosis gastrica.

Tres son las causas por las que la utilizacion de la quimioterapia
intraperitoneal ha tenido éxito limitado y escasa aceptacion por los oncélogos:

- La limitada penetracion de los farmacos en nddulos tumorales. Los
citostaticos solo penetran en las capas celulares mas externas, lo que obliga a que la
enfermedad microscépica residual sea la enfermedad diana para los protocolos de este
tipo de tratamiento.

- La falta de distribucion uniforme de los citostaticos en la cavidad
abdominal por las adherencias y la presencia de un tumor de gran volumen.

- Laeleccién inadecuada de los pacientes’?.

En la actualidad se ha producido un importante cambio en la utilizacion de la
quimioterapia. Se ha modificado la ruta de administracion, y ahora la quimioterapia
se administra intraperitonealmente, por lo que actia donde la enfermedad esta.
También se produce un cambio en el tiempo, dado que la quimioterapia comienza ha
administrarse en el mismo quiréfano intraoperatoriamente, justo tras finalizar la
extirpacion citorreductora de la enfermedad microscopica residual. Por ultimo, un
tercer cambio se produce en los criterios de seleccion de los enfermos candidatos a
este tratamiento, al ser necesaria una citorreduccion completa de la enfermedad
antes de la administracién de los citostaticos, por lo que el tamafio de los implantes
residuales tienen una importancia crucial®*°.

El mayor cambio esta por producirse, y serd el cambio de actitud de los
oncélogos hacia el tratamiento de la enfermedad avanzada colorectal. La
carcinomatosis peritoneal es potencialmente curable con la aplicacion precoz de este
nuevo tratamiento combinado’®*2.

1.1 CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

GENERALIDADES DE LA CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

Tumores primarios del peritoneo y carcinomatosis peritoneal secundaria.
Pronostico con los tratamientos habituales. La carcinomatosis peritoneal (CP) es la
diseminacion a nivel intraabdominal de los canceres gastrointestinales, ginecologicos
y de otros tumores, con o sin evidencia de otra expresion tumoral metastasical. La
carcinomatosis peritoneal puede ser de origen primario (mesotelioma peritoneal,
carcinoma seroso peritoneal, psammocarcinomas, tumores desmoplasticos) o
secundaria a tumores originados en colon y recto, ovario, estbmago, a seudomixoma
peritoneal, a sarcomas abdominales, etc. El término CP fue utilizado por primera vez
por Simpson en 1931 para describir la diseminacion regional peritoneal de una
paciente afectada de una neoplasia avanzada de ovario. Se manifiesta por la presencia
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en la serosa peritoneal de nddulos tumorales de tamafio y distribucion variable,
asociados o no a la infiltracion tumoral de las estructuras anatomicas vecinas. La
incidencia de la CP es dificil de establecer dadas las limitaciones de las actuales
determinaciones bioldgicas y medios de diagndstico por la imagen. La ecografia y la
tomografia axial computarizada (TC) son sensibles para diagnosticar la ascitis, pero
los implantes menores de 2 ¢cm (ecografia) y de 5 mm (TC) son dificilmente
identificables mediante estas técnicas. La laparoscopia con la realizacién de biopsias
parece ser el método mas efectivo para diagnosticar la CP, pero comporta un riesgo
de extender la diseminacion peritoneal. La incidencia de la CP esté relacionada con el
origen del tumor primario. Los tumores originados de forma primaria en el peritoneo
tienen una incidencia baja. En el cancer epitelial de ovario la diseminacion peritoneal
esta presente en el momento del diagndstico de la enfermedad en el 70%-75% de las
pacientes5, 6. En el cancer colorrectal la CP se detecta coincidiendo con el
diagnostico del tumor primario en el 10% de los pacientes. ElI 40%-70% de los
pacientes tratados de cancer colorrectal presentan una recidiva en una o varias
localizaciones y en el 10%-35% de estos pacientes esta recidiva se localizara de
forma exclusiva en el peritoneo. En el cancer gastrico la CP suele ser frecuente,
incluso en las fases iniciales de la enfermedad. La diseminacién peritoneal puede
estar presente en el 15%- 50% de los pacientes, especialmente en aquellos que son
intervenidos por tumores gastricos que infiltran la serosa. Los tumores originados de
forma primaria en el peritoneo tienen una incidencia baja. Se calcula que en Estados
Unidos se diagnostican anualmente 2.500 nuevos casos de mesoteliomas peritoneales
difusos, de los que un 10%-20% son malignos. El pseudomixoma peritoneal es una
entidad poco frecuente, con una incidencia aproximada anual de un caso por millon
de habitantes. En la mayoria de los casos esta manifestacion tumoral peritoneal es
secundaria a la perforacién de tumores epiteliales del apéndice, aunque también estan
descritos otros origenes de pseudomixoma peritoneal. Los sarcomas son tumores
poco frecuentes (2-3 casos por cada 100.000 habitantes/afio). S6lo el 30% de los
sarcomas tienen un crecimiento abdominal, y un porcentaje escaso de éstos
metastatizan de forma exclusiva en el peritoneo,® 3

La CP suele manifestarse de forma muy diversa, desde la presencia de escasos
implantes milimétricos en la superficie del peritoneo adyacente al tumor primario,
hasta la ocupacion de todo el abdomen y la pelvis por masas voluminosas de tumor
que infiltran cualquier 6rgano y estructura anatomica. En el momento del diagndstico
de la CP, el tamafio y la extension de la enfermedad peritoneal (volumen de la CP) no
influyen en la definicion del término. El volumen de la CP se relaciona con la
supervivencia mediana de los pacientes tratados mediante quimioterapia sistémica. La
evolucion natural y la respuesta a los tratamientos quimioterapicos sistémicos de la
CP son diferentes a los de la enfermedad metastasica de localizacion hepatica o
pulmonar. El pronéstico de los pacientes con CP es peor que en las metastasis
hepéticas o pulmonares. La CP se ha considerado como una situacion dramatica en la
evolucion de cualquier neoplasia y siempre ha estado asociada a mal pronostico,
incurabilidad o enfermedad terminal. La mayoria de los pacientes con CP
evolucionan hacia la obstruccion intestinal, la formacién de ascitis, la caquexia
tumoral o la combinacion de todos estos sintomas. Los pacientes suelen fallecer en un
estadio de deterioro importante de su calidad de vida. En el cancer colorrectal, cerca
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del 85% de los pacientes que desarrollan CP fallecen con la enfermedad tumoral
confinada al abdomen. Hasta ahora, el tratamiento considerado como estandar en la
CP es la quimioterapia sistémica y/o la cirugia. La indicacion de estos tratamientos es
de indole paliativa y dirigida al control de los sintomas y de las complicaciones®*.

La cirugia de reduccion de masa tumoral (debulking) sola va asociada, en
todas las situaciones en que se realiza, a una recidiva peritoneal precoz, 20 informes,
estudios e investigacion aunque la CP sea de extension localizada o limitada y pueda
ser extirpada por completo durante la cirugia. La quimioterapia intraperitoneal,
también administrada de forma aislada, sin cirugia radical previa, no tiene impacto
positivo sobre la supervivencia de estos pacientes. Varios estudios prospectivos
realizados antes del afio 2002 en pacientes con carcinomatosis peritoneal de origen
colorrectal mostraron supervivencias medianas de 5 a 9 meses con el tratamiento
quimioterapico. El estudio prospectivo y multicéntrico EVOCAPE 1 incluyo a
pacientes afectados de carcinomatosis peritoneal de origen géastrico, colorrectal y
pancreatico, tratados con cirugia paliativa y/o quimioterapia sistémica. Los pacientes
se reagruparon por estadios dependientes del tamafio del tumor peritoneal. La
supervivencia mediana de los pacientes de este estudio estuvo relacionada con el
tumor primario, siendo de 3,1, 5,2 y 2,1 meses, respectivamente. Cabe tener en cuenta
que, en el subgrupo de la CP de origen colorrectal, el 60% de los pacientes
presentaban nddulos inferiores a 20 mm, y aun asi la supervivencia en estos pacientes
fue muy limitada.>®*

Protocolos més actuales de quimioterapia sistémica que contemplan farmacos
como el oxaliplatino o el irinotecan, solos o en asociacion con otros tratamientos
bioldgicos, pueden prolongar esta supervivencia a 21,5-24 meses. Sin embargo, estos
estudios han sido realizados con grupos de pacientes que presentaban cualquier tipo
de manifestacion metastasica de cancer colorrectal, ya fuera Gnica o multiple. Es raro
encontrar supervivientes a los 5 afios con este tipo de tratamiento.>®

1.2 MECANISMOS DE IMPLANTACION TUMORAL PERITONEAL.

La diseminacion peritoneal es una via muy importante de extension de los
tumores digestivos y ginecoldgicos también utilizada, con menor frecuencia, en
tumores de otras localizaciones. La particular ultraestructura de gran parte del
peritoneo facilita la diseminacion metastasica de las células neoplasicas presentes en
la cavidad abdominal, incluso en aquellos tumores con escasa agresividad bioldgica.
Los mecanismos descritos en el desarrollo de la CP son mdltiples y es probable que
este proceso de diseminacion tumoral tenga un origen causal multifactorial. Las
células tumorales que infiltran la superficie serosa del tumor primario pueden
desprenderse espontaneamente a la cavidad abdominal o bien distribuirse por esta
cavidad debido a la perforacion del tumor. La manipulacion de un tumor durante la
cirugia también puede facilitar este desprendimiento celular. Las células tumorales
desprendidas circulan libremente y se difunden entre las estructuras del abdomen
gracias a los movimientos hidrodindmicos relacionados con la respiracion, la
peristalsis intestinal y el efecto de la propia gravedad. La presencia de ascitis y las
zonas de reabsorcion activa como el epiplon facilitan la distribucion del tumor en
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todos los compartimentos del abdomen. La mayor concentracion de tumor ocurre en
aquellas estructuras anatomicas fijas como la region ileocecal y en regiones declives
o0 de circulacion de los fluidos peritoneales, como el saco de Douglas, las correderas
parietocélicas, ambos hemidiafragmas, la fosa retrohepatica y el epiplén mayor™>%+,

Las células tumorales presentes en la cavidad abdominal poseen gran afinidad
por implantarse en la matriz intercelular de la serosa peritoneal lesionada o en
cualquier otra zona cruenta provocada por la cirugia. Este proceso de implantacion
tumoral es muy répido; puede ocurrir en pocos minutos y esta facilitado por el efecto
de las integrinas, otras moléculas de adhesion celular, y la produccién de factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de los fibroblastos (fibroblast growth
factor, FGF), el factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF) y
el transformador del crecimiento beta (transforming growth factor beta, TGF-B), que
favorecen el crecimiento y la proliferacion de las células neoplasicas. Todas estas
moléculas aparecen durante los mecanismos fisiol6gicos de cicatrizacién de los
tejidos. La unién de las células tumorales con la matriz intercelular de los tejidos es
muy intensa y es imposible de evitar mediante los lavados/arrastre con las soluciones
habitualmente utilizadas durante la cirugia. Una vez las células tumorales estan
recubiertas de fibrina y de otros productos de presentacion temprana que intervienen
en los procesos de reparacion de los tejidos, se convierten en “santuarios” donde las
células pueden crecer y proliferar protegidas del entorno exterior. En esta fase inicial
de desarrollo tumoral la red neoformativa vascular no esta presente para permitir la
llegada de los farmacos citotoxicos administrados por via sistémica. Ademas, las
adherencias tisulares ejercen un efecto protector o aislante sobre los microfocos
tumorales, de manera que evitan el efecto citotoxico local que se esperaria por
contacto con los quimioterdpicos administrados por via intraperitoneal. Una vez
implantadas las células tumorales en la matriz intercelular, el desarrollo tumoral es
inmediato a la cirugia e independiente de la radicalidad oncoldgica de ésta. El nUmero
de células tumorales que se requieren para desarrollar una implantacion tumoral
peritoneal es muy inferior al necesario para producir cualquier otro tipo de
metastatizacion tumoral (hepatica, pulmonar, etc.). Este fendbmeno es conocido como
“ineficiencia metastasica” y fue corroborado por estudios sobre animales que
demuestran el mayor trofismo de algunas cepas tumorales por el peritoneo®*°.

En 1989, Sugarbaker se baso en estos conocimientos sobre los mecanismos de
implantacion y desarrollo de las células tumorales en el peritoneo y las zonas
desperitonizadas para definir la CP como una manifestacion tumoral de
comportamiento inicial locorregional que puede permanecer estable en la cavidad
abdominal durante periodos prolongados de tiempo antes de generalizarse y afectar a
otros organos distantes. El tiempo de permanencia del tumor limitado a la cavidad
abdominal es variable y depende del origen del tumor primario, del tipo y de la
diferenciacion histologicos y de otros aspectos intrinsecamente relacionados con la
biologia del tumor. Hasta entonces, la CP era considerada como una enfermedad
tumoral sistémica o diseminada de forma generalizada.>**?®
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1.3. BASES  DEL ~TRATAMIENTO MULTIDISCIPLINAR:
CITORREDUCCION QUIRURGICA RADICAL COMBINADA CON
QUIMIOTERAPIA INTRAPERITONEAL +/- HIPERTERMIA.

A partir de estos mismos conocimientos sobre los mecanismos de
implantacion y diseminacion tumoral peritoneal, el enfoque terapéutico de la CP
presentd cambios importantes. Sugarbaker propuso un tratamiento de “intensificacion
terapéutica regional” basado en una cirugia de caracter radical dirigida a eliminar
todo el tumor macroscépico localizado en la cavidad abdominal, seguida de la
aplicacion inmediata de quimioterapia regional intraperitoneal. Esta via de
administracion de la quimioterapia actuaria erradicando la enfermedad minima o
microscopica residual a la cirugia. La quimioterapia intraperitoneal deberia de
aplicarse durante el periodo inmediato a la cirugia, entre el primero y el quinto dia del
postoperatorio, antes de la formacion de los “‘santuarios” tumorales. Este tipo de
quimioterapia intraperitoneal recibe el nombre de quimioterapia intraperitoneal
postoperatoria inmediata (EPIC, siglas en inglés de early postoperative
intraperitoneal chemotherapy). Mas adelante, en un intento de reducir al maximo el
atrapamiento y el bloqueo temprano de las células tumorales en las zonas
desperitonizadas después de la cirugia, se propuso la aplicacién de la quimioterapia
intraperitoneal durante la cirugia tras la extirpacién del tumor. La administracion
inmediata de quimioterapia intraperitoneal con el abdomen abierto consigue arrastrar
la fibrina y los restos microscopicos celulares de la cavidad abdominal. Se trata de un
bafio de la cavidad abdominal mediante farmacos activos a nivel local que son
distribuidos homogéneamente por el cirujano después del tiempo quirdrgico de
exéresis tumoral®>**7,

La asociacion de la hipertermia a la quimioterapia intraperitoneal potencia el
efecto terapéutico regional, induciendo un “shock toxico” directo sobre las células
tumorales. Este tipo de tratamiento regional recibe el nombre de quimiohipertermia
peritoneal (HIPEC, del inglés hyperthermic intraperitoneal chemotherapy), y fue
utilizado por primera vez por Spratt para tratar a un paciente afectado de
pseudomixoma peritoneal. Desde la década de 1990, este nuevo enfoque terapéutico
combinado multidisciplinar de la CP, conocido también como tratamiento
locorregional de la CP o procedimiento de Sugarbaker, se ha constituido en el Gnico
tratamiento radical y potencialmente curativo de algunos tipos de CP. El tratamiento
multidisciplinar ha sido utilizado por centros especializados con algunas variaciones
relacionadas con el tipo de farmacos quimioterapicos, el momento de aplicacion de la
quimioterapia intraperitoneal y la asociacion con la hipertermia. Actualmente, en la
mayoria de los centros dedicados al tratamiento de la CP, la HIPEC aparece como la
modalidad de tratamiento quimioterapico regional mas utilizada después de una
cirugia radical. Elias comparé recientemente dos grupos de pacientes afectados de CP
de origen colorrectal tratados mediante citorreduccion completa. A un grupo le
administr6 la EPIC y al otro la HIPEC. Los resultados del grupo que recibié HIPEC
fueron significativamente mejores en términos de morbilidad, mortalidad y
supervivencia, y la tasa de recidivas peritoneales fue el doble en el grupo que recibio
la EPIC. EIl tratamiento multidisciplinar de la CP obliga al uso completo y adecuado
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de los tres elementos que constituyen dicho tratamiento: 1) la cirugia radical; 2) la
quimioterapia intraperitoneal simultanea a la cirugia, y 3) la potenciacion del efecto
de la quimioterapia intraperitoneal mediante la hipertermia. El tratamiento se ha de
realizar a partir del uso estricto de cada uno de sus apartados*®?2".

1.3.1 CIRUGIA RADICAL

El prondstico de la CP estd en relacion con el tamafio de los implantes
tumorales, su extension y su distribucion en el peritoneo (volumen tumoral
peritoneal), y con su potencial resecabilidad quirurgica. Se han descrito diferentes
sistemas de clasificacion del volumen de la enfermedad peritoneal. EI méas usado es el
indice de cancer peritoneal (ICP) establecido por el propio grupo de Sugarbaker. Este
sistema determina una puntuacion minima de 0 y una maxima de 39, y ha demostrado
ser un buen instrumento para clasificar la extension de la carcinomatosis peritoneal,
determinar la resecabilidad de ésta y ayudar a establecer el pronostico de los
pacientes.

El ICP fue considerado como el sistema mas til y fiable para clasificar el
volumen de la CP en la reunion de consenso International Workshop of Peritoneal
Surface Malignancy, realizada en Milan en 2006. El objetivo de la cirugia radical es
la eliminacion “completa” del tumor, es decir, lograr la ausencia de tumor
macroscopico residual. Ante la imposibilidad de realizar este grado de citorreduccion,
también se acepta como cirugia radical aquella que consigue residuos tumorales
minimos, entendiendo como tales restos de tumor iguales o inferiores a 0,25 cm.
Ocasionalmente, sélo en determinadas CP (pseudomixoma peritoneal, mesotelioma
peritoneal) y siempre en presencia de tumores histolégicamente bien diferenciados,
puede ser aceptada una cirugia con restos tumorales de hasta 0,5 cm. EI Completness
Cytoreductive Score (CCS) toma en consideracion el tamafio del nédulo tumoral
residual después de la cirugia, y establece que la citorreduccion es completa cuando
el resto tumoral no es visible (CCO) o es inferior a 0,25 cm (CC1); e incompleta
cuando el tumor residual es de 0,25 a 2,5 cm (CC2) o superior a 2,5 cm (CC3). Este
sistema CCS se ha considerado muy util y adecuado para establecer el grado de
radicalidad de la cirugia en las conferencias internacionales de consenso celebradas
en el 2006 en Milan y en San Diego™*?.
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Regiones 6 Hipogastrio
0 Mesograstio 7 Fosa iliaca derecha
1 Hipocondrio derecho 8 Vacio derecho
2 Epigastrio 9 Yeyuno proximal
3 Hipocondrio izquierdo 10 Yeyuno distal
4 Vacio izquierdo 11 lleon proximal
5 Fosa iliaca izquierda 12 lleon distal

El grado histologico del tumor es el otro factor prondstico principal,
identificado mediante analisis multivariable, relacionado con la supervivencia de los
pacientes afectados de CP. Las mejores supervivencias a largo plazo con el
tratamiento multidisciplinar se han logrado en los pacientes con la variante
histoldgica tipo | de pseudomixoma peritoneal (adenomucinosis Eeritoneal) y en los
que fue posible lograr una citorreduccion quirdrgica completa®#<°,

Los procedimientos de peritonectomias descritos por Sugarbaker son técnicas
quirargicas que han demostrado ser tiles para conseguir la citorreduccion quirdrgica
completa en las CP. Estos procedimientos quirtrgicos persiguen eliminar el tumor
macroscopico presente en el peritoneo parietal y visceral, ademas de la exéresis de las
visceras y estructuras infiltradas tumoralmente. Sélo se realiza la extirpacion del
peritoneo y de las estructuras cuando estan visiblemente afectadas por el tumor. Se ha
de preservar el peritoneo sano como elemento protector de la diseminacién tumoral.
Los procedimientos de peritonectomias constituyen hasta un total de seis pasos
técnicos quirdrgicos que deben realizarse ordenada y secuencialmente, siempre
dependiendo de la extension y de la distribucion de la CP?*33%°,
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Cada procedimiento se define segun las regiones y los 6rganos afectados por
el tumor que requieran ser extirpados:

1) omentectomia mayor, peritonectomia parietal derecha +/- exéresis del colon
derecho.

2) peritonectomia pélvica +/- exéresis rectosigmoidea +/- histerectomia total,
salpingooforectomia bilateral con anastomosis inmediata colorrectal baja.

3) omentectomia menor con exéresis del ligamento hepatoduodenal +/-
gastrectomia +/- colecistectomia.

4) peritonectomia del cuadrante superior derecho +/- exéresis de la capsula de
Glisson.

5) peritonectomia del cuadrante superior izquierdo +/- esplenectomia.
6) otras resecciones intestinales y de masas abdominopélvicas.

El tumor peritoneal suele concentrarse fundamentalmente en el espacio
retrovesical, el saco de Douglas, las correderas parietocolicas, el espacio subhepatico
derecho y las zonas subdiafragmaticas posteriores. También en la trascavidad de los
epiplones, el compartimento retrogastrico y el hilio esplénico, asi como en las hojas
mesentéricas de los segmentos intestinales mas fijos y con menos movilidad
peristaltica (dngulo duodenoyeyunal, ileon distal y colon sigmoide). Los procesos
cicatriciales y las estructuras con escaso retorno venoso (sacos herniarios) presentan
especial predisposicién al crecimiento tumoral. Todos estos territorios anatomicos
deben ser explorados rigurosamente por el cirujano. En este tipo de cirugia, una parte
importante del tiempo quirdrgico esta orientado a la deteccion y exposicién de todos
los focos de tumor presentes en la cavidad abdominal. La decisién de realizar la
cirugia radical sélo se confirma después de la rigurosa exploracién abdominal, la
determinacion del ICP y, fundamentalmente, tras asegurar las posibilidades técnicas
de conseguir una citorreduccién completa CC0-CC1.%3

La extirpacion de los implantes multiples o muy extendidos por amplias zonas
del peritoneo parietal se realiza mediante el stripping de la correspondiente region
anatomica peritoneal. Las lesiones que afectan al peritoneo visceral de forma focal y
sin invadir en profundidad el aparato digestivo u otras estructuras anatomicas son
electrovaporadas con el bisturi eléctrico hasta lograr la desaparicion completa de los
implantes y la esterilizacion del lecho tumoral. Los implantes voluminosos, la
confluencia de varios de ellos o la invasion tumoral en profundidad de un 6rgano o
estructura anatdmica obligan a la exéresis del foco tumoral asociando la exéresis del
organo invadido. En las CP muy extendidas puede ser necesario realizar exeresis
multiviscerales y resecciones intestinales amplias o multisegmentarias seguidas de
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varias anastomosis digestivas. En el pseudomixoma peritoneal la afectacion
peritoneal puede ser muy extensa y requerir la practica de numerosos procedimientos
de peritonectomia (un porcentaje alto de estos pacientes requieren hasta los seis
procedimientos de peritonectomias), con tiempos medios quirdrgicos de 12 al5 horas.
La extension de la afectacion tumoral del intestino delgado condiciona la
citorreduccion completa en algunos pacientes con CP. No debe contemplarse cirugia
radical cuando la reserva intestinal residual, después de la citorreduccion, no
garantice una alimentacion oral normal (sindrome de intestino corto). Con la finalidad
de conseguir un mayor porcentaje de cirugias radicales se han descrito algunos
procedimientos quirurgicos encaminados a enlentecer el transito digestivo después de
la extirpacion extensa del intestino y/o de las valvulas digestivas. Otros limites para la
citorreduccion quirdrgica completa son la afectacion del peritoneo visceral del hilio
hepatobiliar, la retraccion completa del mesenterio y/o la afectacion masiva
ganglionar retroperitoneal. Sdlo después de lograda una cirugia radical CC0-CC1,
esta justificado continuar con el uso del tratamiento regional quimioterapico.

1.3.2 QUIMIOTERAPIA INTRAPERITONEAL PERIOPERATORIA.

La quimioterapia regional pretende alcanzar concentraciones altas del agente
citotoxico en un tumor localizado en un punto determinado del organismo. Algunos
quimioterdpicos permanecen en la cavidad abdominal atravesando el peritoneo
gradualmente. Esto permite incrementar la concentracién de sustancia activa en el
abdomen y limitar la absorcion del farmaco a nivel sistémico. Los farmacos que
actian a nivel intraperitoneal pueden ser administrados de forma aislada o en
combinacidén. El peso molecular del farmaco, su liposolubilidad y la permeabilidad
capilar determinan su paso a la circulacion sistémica. Otros requisitos a considerar en
la eleccion del quimioterdpico intraperitoneal son su répida eliminacion de la
circulacion sistémica, no ser ciclo-celular especifico e incrementar su eficacia con la
hipertermia. Las concentraciones tisulares logradas con los quimioterapicos
intraperitoneales son del orden de 20 a 400 veces superiores a las logradas mediante
la administracién endovenosa, y los gradientes peritoneo/plasmaticos, de 20:1 a
1.400:151. La penetracion tisular tumoral del farmaco depende de su propia
molécula, de su tiempo de contacto con los tejidos tumorales y de que sea potenciado
por la hipertermia. Varios estudios han establecido en un maximo de 2-3 mm la
penetracion del farmaco en el tejido tumoral. Esta razon justifica que el tamafio
méaximo establecido para el residuo tumoral después de una cirugia radical sea igual o
inferior a 2,5 mm. Los quimioterapicos mas utilizados en asociacion con la
hipertermia intraperitoneal varian segin el tumor primario que origina la CP. Las
moléculas mas utilizadas son el 5-fluorouracilo, la mitomicina C, la doxorubicina, el
cisplatino, el paclitaxel, la gemcitabina, el etopdsido, la bleomicina, el metotrexato, el
melfalan, el interferon, el oxaliplatino y el irinotecan. La quimioterapia
intraperitoneal obtiene sus maximos beneficios cuando es administrada
inmediatamente a la citorreduccion quirdrgica, es decir, antes del “atrapamiento”
celular tumoral por la fibrina y de la compartimentacion vpor adherencias de la
cavidad abdominal. 0414243
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1.3.3. HIPETERMIA

La hipertermia ha demostrado su eficacia clinica antitumoral en diversos
estudios aleatorizados, ya sea como mecanismo directo por la mayor
termosensibilidad de las células tumorales o debido al efecto potenciador que ejerce
sobre la radioterapia y la quimioterapia. Administrada in vitro provoca la destruccion
de las células tumorales cuando se alcanzan temperaturas de 43 °C. Las células
normales resisten temperaturas de hasta 45 °C55. ElI metabolismo celular aumenta
con la temperatura hasta un punto en que aparecen dafios irreversibles. La ecuacion
de Arrhenius se utiliza para determinar la relacion de la temperatura con la
proporcion de células destruidas por el calor. EI punto critico de las células humanas
es de 43,5 °C. Temperaturas in vitro de 42,5 °C actdan sobre la presion intersticial de
los tejidos tumorales favoreciendo la penetracion de farmacos como la mitomicina C,
el cisplatino, el oxaliplatino y el irinotecan, o actuando directamente sobre la propia
célula y su composicion molecular. Se han descrito efectos sobre el citoesqueleto
celular, como cambios en la estabilidad y fluidez de la membrana celular, alteraciones
en la forma celular, disminucion de los mecanismos de transporte intercelular,
alteraciones del potencial de membrana e induccion de apoptosis celular. A nivel de
las proteinas intracelulares, se produce alteracion en la sintesis proteica,
desnaturalizacion de las proteinas, agregacion de proteinas a la matriz nuclear e
induccion de la sintesis de proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSP).
También se han descrito efectos sobre los acidos nucleicos disminuyendo la sintesis
de ARN/ADN, inhibiendo las enzimas reparadoras del ADN vy alterando la
conformacion de éste. La hipertermia influye en la funcidn celular afectando al
metabolismo de diversos sustratos intracelulares, en la expresién de los genes y en las
sefiales de transduccion. Otros efectos de la hipertermia estan relacionados con la
respuesta celular inmunoldgica y, junto con otros factores, con la induccion de las ya
referidas HSP que intervienen en la manifestacion antigénica y la inmunidad tumoral.
En estudios realizados con animales se ha demostrado el mayor beneficio terapéutico
aportado por la quimiohipertermia frente a la hipertermia o la quimioterapia
intraperitoneal administradas aisladamente. En la préactica clinica, los mayores efectos
tumoricidas de la hipertermia se consiguen entre los 41 °C y los 43 °C. La pérdida de
un grado de temperatura significa dividir por 10 la eficacia y por encima de 43 °C
puede aparecer toxicidad, expresada fundamentalmente por lesiones sobre la
permeabilidad y viabilidad del intestino delgado. Al igual que ha ocurrido con los
procedimientos de peritonectomias, las técnicas de quimiohipertermia también estan
documentadas. Varios grupos de expertos han estudiado y publicado numerosos
trabajos sobre el tipo y el volumen de las soluciones intraperitoneales utilizadas, el
flujo de administracion, el tiempo de exposicion de la quimioterapia dentro del
abdomen y la temperatura media intraperitoneal, factores todos ellos que influyen en
la concentracion del quimioterapico dentro del tejido tumoral. Basicamente, son dos
las modalidades de aplicacion de la quimiohipertermia peritoneal. La técnica descrita
por Sugarbaker, denominada técnica abierta o coliseum, es la méas extendida. Consiste
en la administracion de la HIPEC con el abdomen abierto, con la manipulacion
directa de la anatomia abdominal por parte del cirujano, después de extirpado el
tumor y previamente a la realizacion de las suturas digestivas. La técnica cerrada,
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preconizada fundamentalmente por Deraco, realiza la quimiohipertermia una vez
finalizada la cirugia y las suturas digestivas, cerrando el abdomen y utilizando
mayores volumenes de liquidos de solucion que provocan una mayor presion
intraabdominal con el objetivo de incrementar la penetracion del farmaco en los
tejidos tumorales. No existe ningun estudio que demuestre un mayor beneficio clinico
a largo plazo entre una u otra técnica de administracion de la HIPEC. La factibilidad
técnica de la HIPEC ha sido establecida en los ultimos afios. Varios trabajos han
estudiado el efecto que la HIPEC puede provocar sobre el personal de quiréfano; en
este ambito los efectos y las consecuencias descritas se consideran inapreciables,
incluso en la aplicacion de la HIPEC con el abdomen abierto. Existen en el mercado
diferentes maquinas y material para la perfusion de quimioterapicos intraperitoneales
que garantizan la seguridad en su aplicacion. Algunos sistemas de perfusion
intraperitoneal estan digitalizados y permiten disponer de informacion grafica sobre
los aspectos mas importantes en la aplicacion de la HIPEC. 3061

La morbilidad del tratamiento multidisciplinar en la CP es importante. Las
complicaciones pueden derivarse directamente de la cirugia, de la quimioterapia, de
la hipertermia o de la suma de todas ellas. Se sitia alrededor del 30%-65% de
complicaciones tipo grado I1I-1V. La morbilidad quirargicaespecifica es del 30% vy
corresponde fundamentalmente a dehiscencias de suturas digestivas, perforaciones y
fistulas intestinales, colecciones, abscesos intraabdominales y sangrados
postquirurgicos, responsables todos ellos de que el 10% de los pacientes requieran
una o varias reintervenciones quirdrgicas. Las complicaciones sistémicas
corresponden a las de cualquier cirugia mayor, pero pueden estar encubiertas o
incrementadas por los efectos toxicos sistémicos, digestivos o hematol6gicos de la
quimioterapia intraperitoneal. En los pacientes sometidos a peritonectomias, la
disminucion de la respuesta frente a la inflamacion, provocada por la eliminacion
quirargica del peritoneo y el efecto de los quimioterapicos intraperitoneales, podria
repercutir en una ausencia de dolor peritoneo-abdominal que alerte al clinico en caso
de complicaciones abdominales postquirurgicas. El seguimiento de estos pacientes se
debe realizar durante los primeros dias del postoperatorio en una unidad de pacientes
criticos mediante protocolos especificos y por personal experto, y ante cualquier duda
deben realizarse las correspondientes exploraciones de imagen que ayuden a
confirmar el diagnostico y tratar las complicaciones, evitando al maximo las
reintervenciones innecesarias.®>®"%

La mortalidad descrita oscila entre el 0% y el 14%, si bien cifras del 2 al 6%
aparecen como las mas frecuentes en la mayoria de los estudios. La mortalidad esta
relacionada con el origen de la CP; las cifras mas altas descritas corresponden a los
pacientes tratados de pseudomixoma peritoneal. La mortalidad se ha relacionado con
la intensidad de la agresion quirurgica, que se refleja en el nimero de procedimientos
de peritonectomias realizados, el ICP, el numero de anastomosis digestivas
practicadas y el volumen de sangre transfundida perioperatoriamente. Aunque la
mortalidad media descrita en este complejo tratamiento no es superior a la
referenciada en la cirugia mayor digestiva, el porcentaje y la importancia de la
morbilidad y de las complicaciones quirargicas, que obligan a reintervenciones en
pacientes muy fragiles, hacen necesaria una seleccién muy adecuada de los pacientes.
Se recomienda el uso del tratamiento multidisciplinar en pacientes “jovenes”, con
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buen estado general y carcinomatosis razonablemente resecable. EI ICP
preestablecido como resecable estd adaptado al origen tumoral de la CP. La
morbilidad/mortalidad se relaciona directamente con la experiencia del equipo
quirdrgico. Estad demostrada la importancia de la curva de aprendizaje. Las series que
aportan 100 o més pacientes suelen presentar un porcentaje menor de complicaciones
y la gravedad de éstas también es menor. Los estudios que abordan la calidad de vida
de los pacientes sometidos a cirugia radical seguida de quimioterapia peritoneal con o
sin hipertermia concluyen que se trata de un tratamiento complejo y agresivo pero
generalmente bien tolerado por los pacientes. Estos vuelven a realizar una actividad
similar a su patron habitual previo a los 3 meses de la cirugia. Casi la mitad de los
pacientes supervivientes a los 3 afios vuelven a su trabajo habitual con la misma
actividad que antes del tratamiento y ninguno de ellos refirio, a posterior, haberse
replanteado el tratamiento recibido. Los pacientes mas beneficiados, al utilizar las
escalas de calidad de vida aplicadas, fueron aquellos que presentaban ascitis antes de
la cirugia. Estos resultados fueron similares a los publicados por el National Cancer
Institute (Bethesda) sobre un grupo de pacientes valorados a los 3, 6 y 9 meses
después de cirugia citorreductora e HIPEC67. Se han realizado estudios de costo-
eficiencia que analizan el valor del tratamiento multidisciplinar en pacientes con CP.
El costo de la HIPEC por afio de vida salvado, en pacientes bien seleccionados, es
aceptable para una patologia severa y sin otro tratamiento curativo alternativo. Estos
resultados son también positivos cuando se comparan con situaciones clinicas
semejantes por gravedad y prondstico: trasplante hepatico y tratamiento con nuevas
moléculas: imatinib, en el tumor del estroma gastrointestinal (GIST), o trastuzumab,
en el cancer metastasico de mama.®®%97°

Actualmente el tratamiento multidisciplinar de la CP esta considerado por los grupos
de expertos como el tratamiento de referencia para el sindrome de pseudomixoma
peritoneal o enfermedad gelatinosa del peritoneal, los mesoteliomas peritoneales, los
carcinomas serosos primitivos del peritoneo y de otros tumores raros del peritoneo
(psammaocarcinomas, tumores desmoplasicos), y en las CP secundarias a los tumores
apendiculares, colorrectales y algunos casos de carcinomas de ovario recurrentes y
sarcomatosis peritoneal. El papel de este tratamiento también esta en curso de
evaluacion en Europa para las carcinomatosis de origen gastrico. Estas indicaciones
fueron objeto recientemente de consenso en la Journée Nationale du Tratement des
Carcinoses Peritonéales par Chirurgie et Chimiothérapie Intrapéritoneale (Paris,
mayo 2008)71, y de consenso internacional en el Fourth International Workshop on
Peritoneal Surface Malignancy (Madrid, diciembre 2004), Peritoneal Surface
Malignancy Workshop - Consensus Statement (Milan, noviembre 2006)72 y en las
Primeras Jornadas Médico - Quirdrgicas Internacionales sobre Carcinomatosis
Peritoneal (Barcelona, noviembre 2007).888%%

El tratamiento multidisciplinar es un procedimiento terapéutico complejo,
agresivo, costoso y con altos indices de morbimortalidad. Se recomienda su
utilizacion en centros de referencia, por equipos especializados que hayan
desarrollado una adecuada curva de aprendizaje y en grupos seleccionados de
pacientes.
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1.3.4 CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS PACIENTES CON
CARCINOMATOSIS.

Genéricamente utilizados para la indicacion del tratamiento multidisciplinar
pueden variar con relacion al origen del tumor primario, pero quedan ampliamente
reflejados en los siguientes puntos:

* Edad inferior a 70 afios, pero los pacientes de mayor edad que presenten una CP
poco extensa o invasiva y buen estado general pueden considerarse candidatos a este
tratamiento.

» Carcinomatosis peritoneales consideradas resecables segun los datos clinicos Yy

paraclinicos preoperatorios: ausencia de retraccién mesentérica, de retraccion vesical,

y de afectaciébn masiva ganglionar retroperitoneal y/o por encima de los vasos
renales 21,22,1112,126

* Pacientes con buen estado general (Eastern Cooperative Oncology Group) 1 0 2.
* Ausencia de insuficiencia cardiorrespiratoria, renal o hepatica.

* Realizaciéon de TC craneal (en técnica de HIPEC a “abdomen cerrado”) para
descartar patologia cerebrovascular.

* El tratamiento ha de ser programado al menos 1 mes después de la administracion
de la dltima quimioterapia sistémica.

+ Consentimiento informado especifico.

OTROS CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS PACIENTES CON
CARCINOMATOSIS.

* Pacientes que presentan una CP de origen mamario, biliar, pancreitico 0
broncopulmonar.

* Pacientes que presentan una CP juzgada como irresecable por datos clinicos 0
paraclinicos: retraccion mesentérica evidente en el TC, infiltracion/ retraccion vesical
por endoscopia.

* Metastasis extraabdominales o hepéticas no resecables o que implican una
hepatectomia que condicione una reserva hepatica muy limitada.

* Imposibilidad de un seguimiento adecuado.
* Presencia de otra enfermedad tumoral maligna.

* Obstruccion intestinal completa.
15
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* Infeccion activa u otra condicién que impida o incapacite al paciente para recibir el
tratamiento propuesto segln el protocolo.

1.4 MEDICAMENTOS UTILIZADOS EN LA QUIMIOTERAPIA Y LA
TERAPIA BIOLOGICA.

1.4.1 AGENTES CITOSTATICOS UTILIZADOS, DURACION DE LA
PERFUSION Y TEMPERATURA.

Eleccion de los farmacos: Las ventajas farmacocinéticas de la
quimioterapia intraperitoneal son el factor mas importante en el uso racional de
HIPEC en la enfermedad maligna de superficie peritoneal.

El movimiento de los farmacos de peso molecular elevado desde la cavidad
peritoneal al compartimiento circulatorio del organismo es mucho més lento que el
aclaracion de los farmacos desde el comportamiento sistémico. Este principio crea un
gradiente de concentracion debido a la barrera peritoneo-plasmatica, fuertemente a
favor de la concentracidn intrapéritoneal. Las sustancias con unos pesos moleculares
elevados son confinadas en la cavidad abdominal durante largos periodos, lo que
permite realizar tratamientos de intensificacion. La practica de peritonectomias con la
extirpacion del peritoneo parietal no altera este fendmeno de santuario de cavidad
peritoneal 1?16

Los farmacos citostaticos utilizados deben reunir las siguientes
caracteristicas:

- deben tener un elevado peso molecular y ser hidrosolubles.

- Deben ser rapidamente aclaradas de la circulacion sistémica y su
eficacia debe tener sinergia con la hipertermia.

- Deben ser farmacos no especificos de los ciclos celulares debido a que
son citotdxicos incluso en periodos de exposicién relativamente cortos.

Parece que cuanto mas elevada es la temperatura abdominal, mayor es el
gradiente de concentracion peritoneo-plasmatico. La duracién de la perfusion no
parece guardar relacion con el gradiente peritoneo-plasmatico. En la mayoria de los
estudios, la vida media del farmaco es < 90 minutos. No hay estudios suficientes
sobre la profundidad de penetracion de la MMC despues de su administracion
intraperitoneal, pero si se dispone de estudios sobre la penetracién tras la
administracion por instalacion vesical en los que se ha comprobado su presencia en
el urotelio, la lamina propia e incluso en capas musculares, lo que sugiere que penetra
al menos algunos milimetros*®*" .

Diversas drogas han sido utilizadas dependiendo del tipo de cancer a tratar,
multiples estudios de farmacocinética han sido reportados en la literatura sin embargo
el agente mas estudiado ha sido la mitomicina-C, uitlizada principalmente para la
carcinomatosis del colon, apéndice y seudomixoma peritoneal. La caracteristica
comln de la mayoria de los agentes utilizados es su alto peso molecular para
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incrementar la persistencia en la cavidad peritoneal y farmacos no dependientes del
ciclo celular; otros agentes utilizados son el cisplatino, oxiplatino, irotecan,
doxorrubicina.*0

Los farmacos mas utilizados con mas frecuencia y estudiados como agentes
quimioterapeuticos intraperitoneales han sido la MNC (mitomicina C) intraoperatoria
con un gradiente de concentracion peritoneo-plasmético > 28, junto con el 5-FU en
un régimen de quimioterapia intraperitoneal postoperatoria precoz. Recientemente se
ha estudiado la aplicacion intraperitoneal de nuevos farmacos considerados de
segunda linea en el tratamiento sistémico de la enfermedad avanzada. Con estos
nuevos esquemas se han conseguido los mejores resultados, con supervivencias a los
2 afios del 74%; asimismo, se ha postulado si la adicion de irinotecan al oxiliplatino
podria incluso mejorar en el futuro la eficacia de este tratamiento de intensificacion
locorregional intraabdominal.**°

Se ha logrado consensar entre los distintos grupos que la dosis d ela
mitomicina-C debe ser entre los 15 y 35mg/m? de superficie corporal (SC) *. Elias ha
reportado supervivencia media de hasta 42 meses con el uso simultaneo de oxiplatino
a dosis de 460mg/m? e irotecan 400mg/m? intraperitoneal en combinacién con 5FU
IV 400mg/m? de SC a 43 grados centigrados durante 30 minutos. Hay pocos trabajos
sobre la dosis maxima tolerada en HIPEC. Los estudios farmacocinéticos realizados
en el instituto de cancer de Holanda > han demostrado una inaceptable toxicidad
sistémica en dosis de 40 mg/m?, tras haber fijado el limite en su estandar de
tratamiento en 35 mg/m?2.8>80112

Datos experimentales y clinicos indican que las células cancerosas son
selectivamente destruidas con temperatura entre rango de 42°C a 43 °C, la
hipertermia incrementa la citotoxicidad de las drogas, inhibe los mecanismos de
reparacion de la célula cancerosa, incrementa la permeabilidad de los farmacos en el
tejido tumoral de 2mm a 4mm; temperaturas mayores pueden causar mayor toxicidad
como quemaduras, fistulas de intestino, necrosis, hemorragia . Por tanto se
recomienda que la temperatura en el interior de la cavidad abdominal debe ser de
43°C. Diferentes soluciones para perfundir la quimioterpia han sido probadas; NaCl
0.9% se utiliza para el cisplatino, dextrosa al 5% para el lIrotecan y oxiplatino,
soluciéon de dialisis peritoneal al 1.5% para la mitomicina-C. las soluciones
hipotonicas se han asociado con hemorragia y no se recomiendan. Durante la
perfusion debe monitorizarse tanto la glicemia como concentracion de sodio en
sangre para prevenir complicaciones como hiponatremia e hiperglicemia.?%1%*

La mayoria de los grupos utilizan un volumen de 2L y la temperatrua varia
entre los 42°C y 43°C con tiempo de perfusion entre los 60 y 120 minutos de
duracién *. La tasa de flujo también varia considerandose apropiada una tasa de
2L/min. Sin embargo, esta debe ser adecuada a la técnica si es abierta o cerrada y al
temperatura alcanzada en la cavidad peritoneal. Se han utilizado sistemas
computarizados integrales para la administracion de la quimioterapia no obstante el
principio basico es una bomba de rodillo y un intercambiador de calor que pueda ser
manipulado y subir la temperatura de la quimioterapia para poder alcanzar los 43°C
en el interior de la cavidad peritoneal.

Indice de carcinomatosis peritoneal y seleccion de pacientes. La introduccion
de la cirugia citorreductora combinada con regimenes de quimioterapia
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intraperitoneal promete aumentar los tiempos de supervivencia en pacientes
seleccionados con carcinomatosis peritoneal. Esta alternativa al tratamiento agresivo
en la enfermedad diseminada peritoneal compromete la practica de peritonectomias
para el tratamiento de la enfermedad macroscopica, la administracion de HIPEC para
el control de la enfermedad microscépica y una seleccién juiciosa de los pacientes.™®

Los parametros clinicos necesarios para la seleccién juiciosa de pacientes
incluyen:

o Tipo histologico de tumor (progresion invasiva frente a la expansiva o
por oposicion),

o Grado de la enfermedad.

. Grado de citorreduccion conseguido.

Es imprescindible la correcta seleccion de los pacientes para conseguir
optimizar los resultados. Se ha utilizado diferentes indices para determinar el grado
de afeccidn peritoneal, lo que permite estatificar a los pacientes y correlacionarlos
con los resultados obtenidos.

Gomez portilla desarrollo un método objetivo para determinar el grado de la
enfermedad conocido como indice de carcinomatosis peritoneal (ICP). Con este
método se mide la presencia de enfermedad y su tamafio en 13 diferentes regiones
abdominales antes de realizar la cirugia citorreductora y se determina con una
puntuacion el tamafio lesional: LSO cuando no hay enfermedad visible, LS1 ante
tumor < 0.5cm. LS2 con tumor<5cm. Y LS3 cuando el tamafio tumoral es > 5 cm.

El sumatorio del tamafo lesional en cada una de las regiones
abdominopelvicas constituye el IPC.

Al finalizar la citorreduccion se determina el grado de enfermedad residual
mediante el indice de citorreduccion obtenido, que refleja la ausencia de enfermedad
microscopica, que refleja la ausencia de enfermedad microscopica residual:CCO
indica que no queda enfermedad microscopica visible al finalizar la citorreduccion,
CC1 significa que tras la citorreduccion persisten implantes tumorales <2.5mm.
Limite del tamafio tumoral que se considera tratable mediante la quimioterapia de
intensificacion locorregional intraabdominal, CC2 indica un residuo tumoral tras la
citorreduccion entre 2.5 mm. Y 2.5cm. y finalmente, CC3 implica un tamafo > 2.5
cm. Del tumor residual tras la citorreduccion o una confluencia de ndédulos no
resecados en cualquiera de las regiones abdominopelvicas antes enumeradas. Una
citorreduccion CC2 o CC3 es considerada paliativa por incompleta y en ella no
procede la administracion de quimioterapia intraperitoneal, al ser ineficaz.

Ambos indices, el ICP y el indice de citorreduccion conseguida, son los
principales factores prondsticos en este tipo de enfermedades.

El uso de estos indices serd imprescindible, por cuanto no ayudara a
seleccionar a los pacientes y evitara cirugias innecesarias en pacientes de alto riesgo
que no se beneficiaran de esta modalidad de tratamiento, ya que solo se ha
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conseguido obtener supervivencias prolongadas en pacientes con una citorreduccion
completa. El cirujano debe recordar que no hay supervivientes a largo plazo a no ser
que reconsiga una citorreduccion completa de la enfermedad. La presencia de
enfermedad residual en lugares anatomicos dificiles y cruciales puede en ocasiones
comprometer un ICP inicialmente favorable ?°. Los enfermos con enfermedad
sistémica metastasica obviamente no son candidatos a este tratamiento®.

La utilizacion del ICP permitird en el futuro seleccionar a los pacientes
susceptibles de tratamiento oncoquirurgico; una contraindicacion sera un indice de
carcinomatosis peritoneal >24.

Cuando en el transcurso de una laparotomia se detecta de forma inesperada
una enfermedad diseminada peritoneal, la actitud mas conveniente para el paciente
seria la realizacion de una estatificacion intraoperatoria de la enfermedad y su
localizacion lo mas detallada posible; esto se deberia acompafiar del menor gesto
quirargico que permita solucionar temporalmente la situacion, y posteriormente
remitiendo al paciente a un centro de referencia especializado en la aplicacion de este
tipo de tratamiento combinado, siempre que reuna las caracteristicas de buen estado
general con ausencia de comorbilidad limitante y de enfermedad a distancia
extrabdominal o enfermedad metastasica intrabdominal no controlable
quirdrgicamente®®®*,

Complicaciones. La morbilidad y mortalidad asociadas con esta terapia
combinada de citorreduccion oncologica radical y quimioterapia de intensificacion
abdominal son altas **. Estas pueden derivar directamente de la cirugia, de la
hipertermia, de la quimioterapia o de la suma de todas ellas®*®.

Se han publicado tasas de morbilidad y mortalidad muy diversas, con cifras
de 0-43% de morbilidad y de 0-20% de mortalidad las principales causas de muerte
son la perforacion intestinal o la dehiscencia de las suturas. También se ha descrito la
formacion de fistulas intestinales, fuga biliar, pancreatitis o hemorragias
postoperatorias. Entre las complicaciones sistémicas, ademas de las habituales de
toda cirugia completa (trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, neumotorax,
insuficiencia cardiaca o infartos cerebrales). La aplasia medular o el desarrollo de
efectos toxicos hematoldgicos son las mas temidas® .

Es dificil separar las complicaciones secundarias a la cirugia de las
relacionadas con la HIPEC, tanto por le calor como por los citostaticos, pero la
mayoria de las complicaciones descritas parecen relacionarse sobre todo con el grado
de agresion quirurgica. La complicacion intestinal mas frecuente sigue siendo la
perforacion causada por el traumatismo quirurgico en la superficie intestinal durante
la reseccion de implantes viscerales, posiblemente agravado por la accion de calor y
farmacos citostaticos®.
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Sin embargo, Shido et al han demostrado que la hipertermia por si sola no
es la causante del dafio visceral cuando se usa en procedimientos con HIPEC.

La aplasia medular es un claro resultado de la aplicacion de quimioterapia
intraperitoneal y depende del farmaco y la dosis. El nadir de la aplasia medular
paraece a las 2 semanas en la quimioterapia intraperitoneal, frente a las 4-6 semanas
en la quimioterapia sistémica *.

La insuficiencia renal toxica aparecen cuando se utilizan esquemas con
cisplatino, por lo que precisa simpre la utilizacion de quelantes tipo tiosulfato.

La mortalidad y morbilidad estdn en relacion directa con la curva de
aprendizaje v la técnica quirdrgica empleada®®.

En conclusion la carcinomatosis peritoneal ha sido considerada como una
entidad fatal y clasicamente tratada de forma paliativa.

Spratt y cols (1970) fueron los primeros en utilizar quimioterapia con
hipertermia en estudios experimentales con el objetivo de optimizar el efecto
citotoxico de las drogas. En 1979 se realiz6 la primera quimioterapia intraperitoneal
con hipertermia en un paciente portador de pseudomixoma peritoneal después de
cirugia citorreductora. Desde 1982 el Dr. PH Sugarbaker plante6 la diseminacion
peritoneal de ciertos canceres como un estadio locoregional de la enfermedad y
desarrollé una alternativa terapéutica basada en el tratamiento quirdrgico de la
enfermedad macroscdpica peritoneal mediante cirugia citorreductora radical seguida
de quimioterapia intraperitoneal con hipertermia para tratar la enfermedad
microscopica redisual. Con este planteamiento terapéutico se obtuvieron
supervivencias a 5 afios del 30 y 50% en grupos seleccionados de pacientes que hasta
entonces eran considerados pacientes terminales. Resultados similares han sido
comunicados por otros grupos tras la implementacion de esta compleja técnica®*?*?,

Como es de esperar los mejores resultados se obtienen en aquellos casos en
los que existe menor volumen de carcinomatosis y en los que la cirugia ha
conseguido una buena citorreduccion. Un indice de carcinomatosis superior a 13
segun el esquema de Sugarbaker es sinénimo de mal prondstico. Por otro lado el
resultado estd relacionado con la seleccion adecuada de los pacientes que pueden
beneficiarse de este tratamiento.™

Los efectos antineoplasicos de la quimioterpia son potenciados por el calos
en virtud del aumento de la permeabilidad celular, por alteracion del transporte activo
de las drogas Y la alteracion del metabolismo celular.

La administracion de altas dosis de quimioterapia intraperitoneal es posible
sin toxicidad renal ni sistémica. Al mismo tiempo se minimizan los efectos
secundarios ya que el paciente permanece anestesiado y en todo momento se
mantiene monitorizados todos los paramétros®.
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A la luz de los datos expuestos nos encontramos ante una modalidad
terapéutica prometedora. La adecuada seleccion de pacientes, el perfeccionamiento de
los procedimientos técnicos y la disponibilidad de nuevos terpauticos se traducira en
mucha probabilidad en una mejoréa sustancial de los resultados. La combinacion con
otras modalidades terapéuticas, locoregionales o sistémicas, abre lineas de trabajo
esperanzadoras para un conjunto de pacientes que en este momento carecen de
perspectiva mas alla de la paliacion™"2.

142 5 - FLUROURACILO.
Antecedentes

El primero en informar sobre la sintesis y actividad bioldgica del 5-
fluorouracilo fue el equipo de trabajo del doctor Charles Heidelberger y sus colegas a
finales de la década de los cincuenta. Fue uno de los primeros farmacos utilizados en
oncologia y desde que se descubri6 la caracteristica carcinostatica del 5-fluorouracilo,
se han buscado maneras de atacar las células tumorales y estudiado la forma en que
éste farmaco actua. Posteriormente se desarrollaron derivados con resultados mas o
menos satisfactorios.20t

Farmacologia

El 5-fluorouracilo es un farmaco que bloguea la reaccion de metilacion del
acido desoxiuridilico para convertirlo en &cido timidilico mediante la inhibicion de
una enzima que es importante para la sintesis de la timidina, que siendo parte de la
molécula de ADN detiene su formacion. El farmaco es especifico del ciclo de fase
celular, fase S.*°

Mecanismo de accion

El 5-fluorouracilo interviene en la sintesis de ADN e inhibe en poco grado la
formacion de ARN. Ambas acciones se combinan para promover una desequilibrio
metabolico que resulta en la muerte de la célula. La actividad inhibitoria del farmaco,
por su analogia con el &cido nucleico uracilo, tiene afectacion sobre el veloz
crecimiento de las células neoplasicas que aprovechan preferentemente la molécula
del uracilo™?
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biosintesis del &cido nucleico. Los efectos de una privacion de ADN y ARN atacan
mas a las células que crecen y se multiplican sin control que a las normales. Su
eficacia radica en que se une de forma irreversible a la enzima timidilato sintasa,
esencial para la sintesis de nucle6tidos de timina. La timina es una de las cuatro bases
nitrogenadas que forman parte del ADN, y su carencia implica que el ADN no se
puede replicar, lo que inhibe la divisién celular, y por tanto, el crecimiento
tumoral 2

Indicaciones

El 5-fluorouracilo se utiliza en enfermedad de Bowen, basaliomas
superficiales solos o acompafados. Estados precancerosos y en situaciones en que la
radiacion sea imposible o no se pueda intervenir quirdrgicamente. Se ha notado que el
5-fluorouracilo no tiene eficacia alguna en espinaliomas. La solucion inyectable se
utiliza en ciertos casos como paliativo de los carcinomas de mama, recto y colon

cuando no pueda intervenirse quirtrgicamente*®.

Advertencias y precauciones
Las mujeres embarazadas deben evitar el medicamento a menos que el
oncélogo tratante lo autorice segun su analisis de la historia clinica. En la aplicacion

tépica,lllg superficie cutanea tratada no debe ser mayor de 500 cm2, alrededor de 23 X
23 cm.
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Formas farmacéuticas

» Ampolleta conteniendo 250 mg endovenosa.
* Crema topica al 1% y 5%.
* Solucion topica al 1%, 2% y 5%.

1.4.3 BEVACIZUMAB.

Es un anticuerpo monoclonal humanizado. Un anticuerpo monoclonal es una
proteina que reconoce y se une de forma especifica y Unica a otra proteina del
organismo. Bevacizumab ha demostrado su eficacia en el tratamiento de algunas
enfermedades neoplasicas como el cancer de colon, cancer de mama, céncer de
pulmon no microcitico y carcinoma de células renales. Bevacizumab esta en fase de
investigacion en otras patologias tumorales. En el cancer de colon o recto avanzado,
bevacizumab se utiliza habitualmente en combinacion con otros farmacos
antitumorales como 5-fluoruacilo, &cido folinico, irinotecan y otros. En céncer de
mama metastatico se ha demostrado su eficacia en combinacion con otro farmaco
llamado paclitaxel. En el tratamiento del céncer de pulmén no microcitico,
Bevacizumab se administrard junto a una quimioterapia basada en derivados del

platino*?!,

Farmacologia

El bevacizumab se une de forma selectiva a una proteina que se llama factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), que se
localiza en las paredes de los vasos sanguineos y linfaticos del organismo. EI VEGF
es necesario para que los vasos sanguineos crezcan dentro del tumor, que lo suplen
con nutrientes y oxigeno. Cuando el bevacizumab se une al VEGF, bloquea su
funcion correcta, con lo que previene el crecimiento del tumor al bloquear el
crecimiento de los vasos sanguineos que aportan los nutrientes y oxigeno necesarios
para el Bevacizumab**'?,
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Mecanismo de accion

Bevacizumab se une al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
inhibiendo asi la union de éste a sus receptores Flt 1 (VEGFR 1) y KDR (VEGFR 2),
situados en la superficie de las células endoteliales. Al neutralizar la actividad
bioldgica del VEGF se reduce la vascularizacién de los tumores y, por tanto, se
inhibe el crecimiento del tumor#-122124,

Eficacia

Bevacizumab se utiliza para el tratamiento del cancer de colon o recto
avanzado. Este medicamento se administrara con quimioterapia que contenga otros
medicamentos llamados 5-fluorouracilo y acido folinico. Otro medicamento Ilamado
irinotecan también puede ser parte de la quimioterapia. Bevacizumab se utiliza
tambien para el tratamiento del cancer de mama metastasico. Cuando se utilice en
pacientes con cancer de mama, se administrard con un quimioterapico llamado
paclitaxel. Bevacizumab se utiliza también para el tratamiento del cancer de pulmén
no microcitico avanzado. Bevacizumab por lo general se administrara junto con un

régimen de quimioterapia con platino'?*.
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Efectos Secundarios

Al igual que todos los medicamentos, Bevacizumab puede producir efectos
adversos, aungque no todas las personas sientan efectos no deseados o lo sientan de
modos distintos. Si se considera que alguno de los efectos adversos que sufre el
individuo es grave o si se aprecia cualquier efecto adverso no mencionado en este
prospecto, informe a su médico o farmacéutico. Los efectos adversos que se
mencionan a continuacion se han observado cuando se administra Bevacizumab con
quimioterapia. Esto no significa necesariamente que estos efectos adversos fueran
estrictamente causados por Bevacizumab'?.

* Los efectos adversos clasificados como muy frecuentes se presentaron en al menos
1 de cada 10 pacientes.

* Los efectos adversos clasificados como frecuentes se presentaron en al menos 1 de
cada 100 pacientes.

Los efectos adversos frecuentes (al menos 1 de cada 100 pacientes) mas graves
incluyen: perforacion del intestino,sangrado, incluyendo hemorragia en los pulmones
en pacientes con cancer de pulmon no microcitico,bloqueo de las arterias por
embolia,bloqueo de las venas de los pulmones por embolia Los efectos adversos
graves que pueden ser muy frecuentes (al menos 1 de cada 10 pacientes) incluyen:
elevacion de la tension arterial, problemas con la cicatrizacion de heridas tras la
cirugia, sensacién de entumecimiento u hormigueo en manos o pies, disminucion del
namero de células sanguineas, incluyendo los glébulos blancos que ayudan a luchar
frente a las infecciones, y las plaquetas que ayudan a que la sangre coagule, sensacion
de falta de energia o cansancio, nauseas y vomitos. Otros efectos adversos graves que
pueden resultar ser frecuentes (al menos 1 de cada 100 pacientes) incluyen dolor
abdominal, sequedad de boca combinada con sed y/o cantidad de orina reducida o de
color oscuro, diarrea, dolor, incluyendo dolor de cabeza, trombosis en las venas de las
piernas o dificultad para conseguir que la sangre coagule, focos localizados de pus,
infeccion, y en particular infeccion en la sangre o vejiga, disminucion del riego
sanguineo al cerebro o apoplejia, embolia en las arterias que puede provocar una
apoplejia y un ataque al corazon, sensacion de suefio o desmayo, problemas de
corazon con dificultad al respirar, sangrado por la nariz, aumento del ritmo cardiaco,
obstruccion intestinal, prueba de orina anormal (proteinas en la orina), dificultad al
respirar o disminucién de los niveles de oxigeno en sangre. Los efectos adversos que
pueden ser raros (al menos 1 de cada 10.000 pacientes) incluyen convulsiones, dolor
de cabeza, confusion o alteraciones en la vision. Los efectos adversos muy frecuentes
(al menos 1 de cada 10 Bevacizumab que no fueron graves son: elevacion de la
tension arterial, dolor, falta de energia, estrefiimiento, sangrado por la parte inferior
del intestino grueso, inflamacién de la boca, pérdida del apetito. Los efectos adversos
frecuentes (al menos 1 de cada 100 pacientes) que no fueron graves fueron:
problemas respiratorios, sangrado por la nariz, congestion nasal, piel seca,
descamacion e inflamacion de la piel, cambio del color de la piel, cambios en el
sentido del gusto, problemas oculares (lagrimeo). Otros efectos adversos menos
frecuentes de cualquier gravedad que se observaron fueron fallo cardiaco y sangrado
de la mucosa de la boca o de la vagina. Se han notificado casos muy raros (menos de
1 por cada 10.000 pacientes) de perforacion del septum nasal . Algunos efectos
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adversos son mas frecuentes en ancianos. Estos efectos adversos pueden ser embolia
en las arterias que puede provocar apoplejia o un ataque cardiaco. Ademas, los
pacientes ancianos tienen mayor riesgo de que se reduzca el nimero de glébulos
blancos y plaquetas en serico. Bevacizumab también puede causar cambios en las
pruebas de laboratorio que le haga su médico. Estos cambios pueden incluir una
reduccion del nimero de glébulos blancos sanguineos, en particular neutrofilos (un
tipo de células blancas que facilitan la proteccion frente a infecciones), presencia de
proteinas en la orina, disminucion del potasio, sodio o fosforo en sangre, aumento del
azlcar en sangre, aumento de la fosfatasa alcalina, en sangre, disminucién de la

hemoglobina, que puede ser grave'?,

Contraindicaciones

Hipersensibilidad al principio activo o a alguno de los excipientes.
» Hipersensibilidad a productos derivados de células de ovario de hamster chino
(CHO), o a otros anticuerpos recombinantes humanos o humanizados.
* Embarazo
* Bevacizumab esta contraindicado en pacientes con metastasis no tratadas
localizadas en el sistema nervioso central.

Disponibilidad

El Bevacizumab es un medicamento ético Yy su presentacion es en vial Bevacizumab
25 mg/ ml. Cada vial contiene bien 100 mg de bevacizumab en 4 ml o bien 400 mg
en 16 ml.

2. NEOVASCULARIZACION

El correcto funcionamiento de los tejidos del organismo requiere un aporte de sangre
suficiente, a través de un sistema organizado de arterias, capilares y venas. La
formacion de los vasos sanguineos es un proceso complejo que implica la interaccion
perfectamente coordinada de multiples tipos celulares, jugando un papel decisivo en
el desarrollo embrionario y en el periodo postnatal temprano. En etapas posteriores,
continta existiendo formacion de nuevos vasos sanguineos, como por ejemplo en el
ciclo ovarico, o en la reparacion de tejidos dafiados. El termino angiogénesis no
abarca todo el espectro de acontecimientos que conllevan al desarrollo de nuevos
vasos sanguineos, de manera que referiremos como neovascularizacion al desarrollo
de nuevos vasos sanguineos en general. La neovascularizacién es el resultado de

varios procesos, incluyendo vasculogénesis, arteriogénesis, y angiogénesis?°.
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2.1 VASCULOGENESIS

Vasculogénesis es la formacion de los primeros vasos sanguineos durante
laembriogénesis. Empieza con la agrupacién en islotes sanguineos de angioblastos
derivados del mesodermo; las células de la parte central de estos islotes sanguineos se
diferencian a células precursoras hematopoyéticas, mientras que las células més
externas dan lugar a células endoteliales. A continuacion, las células endoteliales
maduras forman una serie de tubos endoteliales componiendo una red vascular que va
aumentando en complejidad mediante un proceso angiogénico . Existen evidencias de
que el proceso de vasculogénesis puede ocurrir en el adulto, mediado por las células
progenitoras endoteliales'*

2.2 ARTERIOGENESIS

Arteriogénesis se denomina al proceso de maduracion y posible formacion de
nuevos conductos colaterales. La arteriogénesis se produce normalmente en zonas
con estenosis arterial, donde existe un cambio local en las fuerzas de cizallamiento,
inducido por la acumulacién de células mononucleares sanguineas. En 1669, el
anatomista Lower demostro la existencia de colaterales anastomosadas en el corazon
humano. En 1953, el cirujano inglés Longland, describio las arterias colaterales en la
circulacion de la pierna, definiendo las arterias colaterales como vasos que
interconectaban diferentes zonas de perfusién. Estas arterias colaterales funcionales
crecen y proliferan a partir de ramas arteriales preexistentes, mostrando un tipico
fenotipo tortuoso. De esta manera, el crecimiento de las arterias colaterales, a
diferencia de la angiogénesis y la vasculogénesis, no es una forma de crecimiento de
novo, sino que consiste en la remodelacion de un vaso pequefio preexistente, para dar
un vaso mayor, con los cambios correspondientes en su estructura; este vaso de
mayor calibre podria resistir el aumento de las fuerzas de presion debidas a un
incremento en la perfusién. Aunque estudios previos han mostrado como una buena
circulacién colateral disminuye los riesgos de infarto de miocardio y de muerte por
una oclusién completa de la arteria coronaria, en la mayoria de los casos este sistema
no es suficiente. Esto es debido a que el rango de oclusion de la arteria suele ser
mayor que laarteriogénesis que se produce. Actualmente, un area de gran interés
clinico es la estimulacion y aceleracion de la arteriogénesis, la cual podria ayudar a
proteger los tejidos sometidos a una isquemia severa, cuando la arteria principal se
encuentra ocluida?*%°,

2.3 ANGIOGENESIS

El término angiogénesis fue acufiado por el cirujano britanico John Hunter en
1787, para describir el crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Tras casi doscientos
afios en los que la angiogénesis fue escasamente investigada, el doctor Judah
Folkman en 1971 propuso la hipdtesis de que el crecimiento tumoral era angiogénesis
dependiente. Desde este momento las publicaciones cientificas sobre la angiogénesis
han aumentado de manera logaritmica. Actualmente, la angiogénesis se define como
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la formacién de nuevos capilares sanguineos a partir de otros preexistentes. En
adultos este proceso puede ser activado en tejidos sometidos a hipoxia, mediante la
expresion del factor inducido por hipoxia (HIF-1a). El HIF-1a activa la transcripcion
de numerosos genes, incluyendo entre ellos el VEGF y sus receptores***%,

VEGF Blood Vessel
Production Growth

L2 L e
Turnor ‘ » Tumor
. ‘ Growth
VEGF & L

»®

FIG 1 Relacion del VEGF en la produccién de nuevos vasos sanguineos asi como
la initima relacion que guarda con los tumores de cualquier estirpe.

2.3.1 EL PROCESO ANGIOGENICO

La formacién de un nuevo vaso supone la activacion de células endoteliales
quiescentes, la degradacion de la membrana basal y la matriz extracelular, la
migracion y la proliferacion de células endoteliales, la formacion de redes vasculares
y la anastomosis entre ellas que permita establecer el flujo sanguineo. Estos pasos
estan controlados mediante sefiales intracelulares y extracelulares que estan
perfectamente coordinadas en el tiempo y en el espacio, como se describe a
continuacion. En primer lugar, el tejido dafiado produce y libera factores de
crecimiento que difunden a los tejidos vecinos. Estos factores de crecimiento
angiogénicos se unen a receptores especificos, localizados en las celulas endoteliales
de vasos sanguineos cercanos. Cuando los factores de crecimiento se unen a sus
receptores, las células endoteliales se activan y liberan distintas moléculas
enzimaticas, como MMP y endopeptidasas extracelulares, las cuales no se expresan
de forma constitutiva sino que se inducen de forma temporal, en respuesta a sefiales
exogenas como citoquinas, factores de crecimiento o interacciones entre la célulay la
matriz extracelular. Dichas enzimas provocan pequefios orificios en la membrana
basal que rodea a los vasos preexistentes, aumentando la permeabilidad y permitiendo
la extravasacion hacia la matriz de proteinas plasméticas como fibrindgeno y
protrombina, asi como de las células endoteliales que comienzan a dividirse,
proliferar y migrar a través de los orificios de los vasos hacia el tejido dafiado. La
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destruccion del estroma circundante es esencial para permitir la proliferacion y
agrupacion de las células endoteliales para formar el nuevo vaso. Las MMP poseen la
capacidad de degradar la matriz extracelular, facilitando el movimiento y
proliferacion celular a través del estroma, y la liberacion de factores proangiogénicos
que, en condiciones normales, se encontrarian secuestrados por la matriz extracelular.
El movimiento y agrupacion de las células es mediado por las interacciones de las
integrinas con la matriz extracelular. Estas integrinas incluyen la avp3 que se expresa
en bajos niveles de forma constitutiva en los vasos, pero es estimulada en la
superficie de las células endoteliales por el VEGF. La interaccion entre el VEGF y
avp3 activa una via de sefalizacion calcio-dependiente que promueve la migracion
celular. Las células endoteliales se agrupan en forma de tubo para crear el nuevo vaso
y se producen anastomosis entre los distintos vasos individuales, permitiendo la
circulacion sanguinea entre ellos. El proceso angiogénico termina con la maduracion
de los vasos neoformados, donde tienen un papel fundamental los pericitos. Los
pericitos son células perivasculares de origen mesenquimal. Interaccionan con las
celulas endoteliales facilitando la unién de las celulas en forma de tubo, asi como la
remodelacion y estabilizacion del lecho vascular recién formado. En este dltimo
proceso intervienen el PDGF vy las angiopoyetinas. Existen condiciones fisioldgicas
en las que se produce un aumento de la angiogénesis, como en el ciclo menstrual de
la mujer, la hipertrofia del tejido muscular tras ejercicio intenso, la regeneracion
nerviosa y 6sea y el proceso normal de cicatrizacion de las heridas. Asimismo, la
angiogenesis estd implicada en el desarrollo de diferentes procesos patologicos
(enfermedades angiogénesis dependientes) de distinta indole, incluyendo,
enfermedades cardiovasculares, malformaciones vasculares, arteriosclerosis, artritis
reumatoide, crecimiento tumoral, retinopatia diabética y psoriasis. EI cambio hacia el
fenotipo angiogénico en un determinado tejido depende del balance local entre
factores estimulantes e inhibidores de la angiogénesis. Para conseguir el estimulo
angiogénico se requiere no soélo la regulacién positiva de factores angiogénicos, sino
también la negativa de los inhibidores de la angiogénesis?2!%124,

2.3.2 ENFERMEDADES ANGIOGENESIS DEPENDIENTES

En todo proceso bioldgico la angiogénesis esta regulada por una serie de
moléculasintra y extracelulares que tienen accion estimuladora o inhibidora sobre la
angiogenesis, las cuales coordinadas entre si, permiten un equilibrio perfecto. La lista
de factoresestimuladores e inhibidores es muy extensa. Como se ha mencionado
anteriormente, existen procesos patologicos en los que este balance perfecto se
inclina hacia alguno de los dos sentidos, dando lugar a una angiogénesis exagerada o
insuficiente. En 1994, la Angiogenesis Foundation definio la angiogénesis como el
“factor denominador” de las enfermedades mas importantes que afectan a la
poblacién'?1?2,
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2.3.3 FACTORES ESTIMULADORES E INHIBIDORES DE LA
ANGIOGENESIS

ESTIMULADORES INHIBIDORES
Factores de crecimiento'®

VEGF (factor de crecimiento para el endotelio vascular)
FGF (factor de crecimiento para fibroblastos)

PLGF (factor de crecimiento placentario)

PDGF (factor de crecimiento derivado de plagquetas)
TGF-a (factor de transformacion a)

TGF-p (factor de transformacion )

HGF (factor de crecimiento de hepatocitos)

Citoquinas
MCP-1 (proteina-1 atrayente de monocitos)

Quimioquinas
IL-8 (interleuquina 8)

Hormonas
Estrogenos
Prostaglandinas E1y E2

Factores de crecimiento hematopoyéticos
Eritropoyetina

Péptidos proteoliticos
Angiostatina
Endostatina

Inhibidores enzimaticos
TIMP (inhibidores de metaloproteasas)
Inhibidores de la activacion de plasminogeno

Citoquinas
Interferon
IL-12 (interleuquina 12)

Quimioquinas
PF-4 (Factor plaquetario 4)

Moléculas de matriz extracelular
Trombospondina

Hormonas 2-ME (2-metoxiestradiol)
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2.3.4 ENFERMEDADES ASOCIADAS A UN EXCESO DE ANGIOGENESIS

Cuando el tejido dafiado produce cantidades anormales de factores
angiogeénicos, se solapa la accion de los inhibidores endégenos, dando lugar a la
formacion de nuevos vasosque nutren el tejido enfermo, destruyen el tejido normal y
en ocasiones, como ocurre en elcaso de los tumores, permiten la diseminacion del
mismo a otras partes del organismo (metastasis). La angiogénesis exacerbada se
asocia a diferentes enfermedades como: cancer, retinopatia diabética, degeneracion
macular senil, artritis reumatoide, complicaciones del sindrome de inmunodeficiencia
adquirido (SIDA), psoriasis y otras enfermedades cutaneas'?’*?

2.4 FACTORES DE CRECIMIENTO LA FAMILIA DEL VEGF

El VEGF, a veces conocido como VEGF-A o factor de permeabilidad
vascular, es el miembro mejor estudiado de la familia de ligandos VEGF . Estas
proteinas forman parte de la familia de factores de crecimiento derivados de las
plaquetas (PDGF), un grupo de proteinas que comparten una estructura similar, con
entrecruzamientos intermoleculares e intramoleculares por puentes disulfuro para dar
lugar a una estructura en lazo inconfundible. ElI VEGF es un ligando para los
receptores denominados receptores del factor de crecimiento para el endotelio
vascular, VEGFR-1 y VEGFR-2, también conocidos como Flt-ly KDR ¢ Flk-1.
Hasta la fecha se han identificado siete miembros de la familia del VEGF. El VEGF,
junto con el VEGF-B, el VEGF-E vy el factor de crecimiento placentario (PLGF),
preferentemente, aunque no de forma exclusiva, ejercen sus efectos sobre las células
endoteliales vasculares, mientras que el VEGF-C y el VEGF-D acttan sobre las
células endoteliales linfaticas. EI VEGF, el VEGF-B y el VEGF-E estan involucrados
en la angiogénesis y el VEGF parece ser el factor mas importante en este proceso. El
VEGF-C y el VEGF-D estan involucrados en la linfangiogénesis (Achen y. EIl Gltimo
miembro incorporado a la familia del VEGF es el svWEGF identificado en el veneno
de serpientes.

El VEGF posee al menos nueve isoformas procedentes de un Unico gen por
splicing alternativos: VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165,
VEGF165b, VEGF183, VEGF189, y VEGF206. VEGF165b es un inhibidor
enddgeno del VEGF, que se une a VEGFR-2, con la misma afinidad que el
VEGF165, pero sin activar la cascada de sefializaciones. EI VEGF es producido por
una gran variedad de células, entre otras, células endoteliales, macrofagos, y células T
activadas. Las cuatro isoformas principales son VEGF121, VEGF165, VEGF189 y
VEGF206, de las cuales el VEGF165 es el predominante. Otras isoformas descritas
como el VEGF145 y VEGF183 son menos frecuentes (Houck y col., 1992). Una
diferencia importante entre las distintas isoformas es su afinidad por la heparina, lo
que afecta a su union a la superficie celular y a la matriz extracelular. El VEGF121 no
se une a la heparina y por eso es una proteina soluble, mientras que el VEGF189 y el
VEGF206 tienen una fuerte afinidad por la heparina y se mantienen unidos a la
matriz extracelular. EI VEGF165 tiene una afinidad reducida por la heparina, por lo
que una proporcidn significativa de la proteina permanece unida mientras que la
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mayor parte es soluble. Las isoformas unidas a la matriz extracelular pueden ser
liberadas lentamente por su exposicion a heparina o heparinasas, 0 méas rapidamente
por la accion de plasmina que escinde la region C-terminal para producir un
fragmento activo, o uroquinasa . Por consiguiente, el VEGF se hace disponible para
las células endoteliales a través de dos mecanismos diferentes: la secrecion de
isoformas solubles o la escision proteolitica de isoformas unidas a la matriz
extracelular'?**%,

2.4.1 REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN DEL VEGF

Mientras que las diferentes formas de union y la escisiéon proteolitica de las
isoformas mas grandes del VEGF pueden contribuir a la regulacion de su actividad, el
principal mecanismo de regulacion parece producirse a través de la induccion o la
supresion de la expresion del gen del VEGF y a la estabilidad de su ARNm. La
expresion del gen del VEGF esta regulada por varios factores que incluyen la hipoxia,
el pH, factores de crecimiento, la transformacion celular, hormonas, 6xido nitrico
(NO), y oncogenes, siendo la hipoxia el factor mejor estudiado. La hipoxia estimula
la expresion del gen del VEGF de forma similar a como se estimula la produccién de
eritropoyetina por la baja tension de oxigeno. En condiciones de hipoxia, los factores
de transcripcion inducidos por hipoxia, HIF-la y HIF-2a, son estabilizados y
transportados al nucleo, donde ejercen una interaccién con HIF-B. Este complejo se
une entonces a una secuencia especifica del gen del VEGF denominada elemento de
respuesta a la hipoxia (HRE), que estimula la transcripcion del gen del VEGF. La
regulacion de la expresion del VEGF por la tensién de oxigeno también puede
implicar la inhibicion del supresor tumoral, la proteina Von Hippel-Lindau (VHL),
que parece suprimir la expresion del VEGF en condiciones normales de oxigenacion.
Se ha sugerido que la VHL también pueda actuar suprimiendo la transcripcion del
VEGF, o también después de la transcripcion; es decir, estd involucrado en la
degradacion del ARNm o de la proteina. En las células en las que la VHL presenta
una disfuncion, tal como ocurre en la enfermedad de Von Hippel-Lindau, se
acumulan grandes concentraciones de VEGF como resultado de su sobreexpresion.
Esto da lugar a tumores de células renales muy vascularizados, debido a la
estimulacion de la angiogenesis por el VEGF. También se ha demostrado que varios
factores de crecimiento, entre ellos el FGF, citoquinas y hormonas inducen la

expresion del ARNm del VEGF y/o la produccién de la proteina VEGF in vitro'®.

2.4.2 RECEPTORES DEL VEGF

Los sitios de union del VEGF fueron identificados inicialmente en la
superficie de las células endoteliales vasculares in vitro e in vivo. El VEGF se une a
dos receptores tirosin quinasa (RTKSs), el VEGFR-1 y el VEGFR-2; ambos poseen 7
dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (Ig), una region transmembrana y un
dominio intracelular que tiene actividad tirosin quinasa. El VEGFR-3 es un miembro
de la misma familia de RTKSs, pero no es un receptor para VEGF sino para VEGF-C
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y VEGF-D. Ademas de estos RTKs, el VEGF interacciona con una familia de
correceptores, las neuropilinas. EI VEGR-1, también denominado Flt-1, fue el primer
receptor RTK identificado como receptor del VEGF hace méas de una década (de
Vries y col., 1992). La funcién precisa de esta molécula sigue debatiéndose, aunque
las ultimas evidencias indican que la existencia de diferentes hipotesis planteadas
sobre su funcién, puede ser debida, al menos en parte, al hecho de que las
propiedades de sefializacion de este receptor pueden diferir dependiendo del
momento de desarrollo del animal y del tipo celular. La expresion del VEGFR-1 esta
estimulada por la hipoxia, mediante el factor de transcripcion HIF-1. Al VEGFR-1 se
une el PLGF y el VEGF-B, los cuales no se unen al VEGFR-2, también se une el
VEGF con mayor afinidad que al VEGFR-2. EI VEGFR-1, sin embargo, tiene sélo
una débil actividad tirosin quinasa. Esto, junto con los datos que indican que se
pueden demostrar actividades mitogénicas y quimiotacticas del VEGF en células que
solo expresan el VEGFR-2 pero no en células que expresan solo el VEGFR-1, sugiere
que el VEGFR-1 no esta directamente implicado en mediar estos efectos del VEGF.
El VEGFR-1 parece actuar como un receptor sefiuelo que regula negativamente los
efectos del VEGF sobre el VEGFR-2. Secuestrando al VEGF, el VEGFR-1 reduce el
VEGF disponible para unirse al VEGFR-2. Sin embargo, hay pruebas que sugieren
que el VEGFR-1 es mediador de la migracion de macréfagos inducida por el VEGF y
de la supresion de la maduracion de células dendriticas . Asi que el VEGFR-1 puede
estar involucrado en los efectos mediados por el VEGF sobre células distintas de las
celulas endoteliales, tales como los macrofagos. EI VEGFR-1 también juega un papel
importante en la angiogénesis producida en condiciones patoldgicas. EI gen del
VEGFR-1 también codifica para una version mas corta de esta proteina que carece de
region transmembrana y de dominio intracelular. La funcion de esta forma soluble es
desconocida, pero parece ser que inhibe la actividad del VEGF. El VEGFR-2 también
denominado Flk-1 6 KDR se expresa sobre todo en células endoteliales vasculares, y
es el que ejerce principalmente los efectos biolégicos del VEGF. Tiene una elevada
afinidad por el VEGF, una potente actividad tirosin quinasa y forma homodimeros. El
segundo y tercer dominios extracelulares tipo Ig estan relacionados con la unién al
VEGF, mientras que los dominio 4-7 tipo Ig estan involucrados en la dimerizacion.
La union del VEGF al VEGFR-2 y la posterior homodimerizacion del receptor son
esenciales para la estimulacion de la transduccion de sefiales intracelulares inducidas
por el VEGFR-2, que es decisiva para la actividad del VEGF. EI promotor del gen del
VEGFR-2 no posee sitio de unién a HIF-1, lo que sugiere que la regulacion positiva
de este gen por la hipoxia es indirecta. La estimulacion del gen del VEGFR-2 por el
VEGF parece estar mediada por la unién del VEGF a este receptor y la activacién de
rutas de transduccion de sefiales intracelulares. EI VEGFR-2 es también un receptor
para VEGF-C, VEGF-D, y VEGF-E, aunque la importancia fisioldgica de estos
factores esta peor definida. Las células endoteliales y algunas células tumorales
expresan sitios de unién al VEGF diferentes al VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 en
su superficie celular, a los que solo se unen algunas isoformas del VEGF
identificaron uno de estos receptores especifico de isoformas del VEGF como
neuropilina 1 (NRP-1). El otro receptor, la neuropilina 2 (NRP-2) fue identificada
debido a su secuencia homdloga con NRP-1. NRP-1 puede unirse a VEGF165,
VEGF-B, PLGF-2, y algunas variantes del VEGF-E, mientras que NRP-2 se puede
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unir a VEGF145, VEGF165, PLGF-2 y VEGF-C. Cuando NRP-1 se coexpresa en
células que poseen VEGFR-2, NRP-1 estimula la union del VEGF165 al VEGFR-2.
Se ha hipotetizado que NRP-1 presenta el VEGF165 al VEGFR-2 de manera que se
estimula la transduccién de sefiales mediada por VEGFR-2. Esta union del VEGF165
a NRP-1 explicaria en parte la gran capacidad mitogénica de esta isoforma frente al
VEGF121. Los dominios intracelulares de los NRPs son cortos y no son capaces de
transducir sefiales biol6gicas de manera independiente mediante su union a
VEGF.129’130'131
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FIG 2 Expresion de los receptores de VEGF

2.4.3 TRANSDUCCION DE SENALES

Los efectos del VEGF estan mediados por la activacion de varias rutas
intracelulares de transduccion de sefiales después de la union a los VEGFR. La
activacion de los VEGFR sigue la misma serie de pasos, en general, que la observada
con otros RTKs: union del VEGF; dimerizacion del receptor del VEGF; activacion de
la actividad del RTK; autofosforilacion del receptor del VEGF. El receptor activado
inicia la cascada de transduccion de sefiales que producen los efectos del VVEGF. El
VEGFR-1 transduce sefiales para el crecimiento y la supervivencia de células
endoteliales y pericitos, asi como para la migracion de macréfagos mediante la
autofosforilacion inducida por ligando y la activacion de proteinas transductoras de
sefiales intracelulares. Entre ellas se encuentra la fosfolipasa C (PLCy1), implicada en
la proliferacion de células endoteliales mediante la activacion de la ruta de la proteina
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quinasa de activacion mitogénica (MAPK). También se ha descrito la union de la
subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 quinasa (P13K) al VEGFR-1 fosforilad. Sin
embargo la activacion del VEGFR-1 no se relaciona con fuertes respuestas biologicas
en modelos de lineas celulares endoteliales. Un exhaustivo estudio de las respuestas
celulares a la activacion del VEGFR-2 ha identificado, al menos, 46 moléculas de
transduccion de sefiales que sufren una fosforilacion como respuesta a la union del
VEGF al VEGFR-2, y se ha demostrado, in vitro, que el VEGF activa la mayoria de
las rutas de transduccion de sefiales identificadas hasta la fecha. Sin embargo, la
activacion de alguna de estas rutas puede no ser fisiolégicamente relevante y es
probable que haya diferentes rutas implicadas en diferentes tipos de células. Una de
las funciones importantes del VEGFR-2 es la estimulacion de la supervivencia y
crecimiento celular del endotelio vascular y la promocion de la angiogénesis. La
union del VEGF al VEGFR-2 induce la activacion de la PLCy que hidroliza después
el fosfatidil inositol difosfato (PIP2) en la membrana plasmatica para producir las
moléculas de transduccién de sefiales diaciglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3). La supervivencia de celulas endoteliales implica la activacion de la PI3K y la
ruta de la proteina quinasa B (PKB, Akt) que también regula la activacion de la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS). La eNOS juega un papel predominante en la
angiogenesis inducida por VEGF y en la permeabilidad vascular. La PI3K también
activa la ruta p70 S6K, involucrada en la proliferacion de las células endoteliales, y la
proteina Rac de union a guanosin trifosfato (GTP), implicada en la regularizacion de
la permeabilidad vascular ElI DAG estd implicado en la activacion de la proteina
quinasa C (PKC), en particular la isoforma PKCp. A continuacion la PKCP se
fosforila y activa la ruta de las MAPK a través de la cascada c-Raf-MEK-ERK
estimulando la sintesis de ADN vy la proliferacion de células endoteliales. Por otro
lado, el DAG provoca una mayor perforacion de los capilares, lo que a su vez induce
una mayor permeabilidad vascular, esto parece producirse mediante la activacion de
canales de cationes no selectivos, dando lugar a la entrada de iones de calcio. La
actividad de quinasas especificas de la familia Src también es esencial para el
incremento de la permeabilidad vascular mediada por el VEGF. Otra proteina
implicada en el control de la permeabilidad vascular es la p38 MAPK031.132,

El VEGF induce la migracion en las células endoteliales mediante la
activacion secuencial de Cdc42 y p38 MAPK o la activacion de la quinasa de

adhesion focal (FAK) y Paxilina®.

2.4.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA

El VEGF tiene cuatro actividades bioldgicas principales que contribuyen
todas ellas
la induccion de la angiogénesis y que han sido estudiadas exhaustivamente:
- Crecimiento y proliferacion de células endoteliales vasculares.
- Migracién de células endoteliales vasculares.
- Supervivencia de células endoteliales inmaduras mediante la prevencion de la
apoptosis.
- Aumento de la permeabilidad vascular.
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- Vasodilatacion.

Recientemente, también se ha implicado al VEGF en la linfangiogénesis.
Ademas de estas acciones sobre las células endoteliales, existe cierta evidencia de
efectos sobre otros tipos de células. Entre los efectos observados sobre células
obtenidas de la médula 6sea, se incluyen los siguientes: promocion de la quimiotaxis
de los monocitos, inhibicion de la maduracion de las células dendriticas, aumento de
la produccion de células B y generacion de células mieloides inmaduras. EI VEGF
también parece estar involucrado en la supervivencia de las células madre
hematopoyéticas durante la repoblacion hematopoyética™>" %,

FIG 3. Sefalizacion por tumor a expresion Del VEGF.

2.5 ANGIOGENESIS EN LA ASCITIS MALIGNA Y DERRAMES
PLEURALES POR CARCINOMATOSIS.

Una mejor comprensién de los mecanismos moleculares que regular puede
ofrecer la formacion de derrames malignos formas de disefiar modos nuevos y mas
eficaces de la terapia para el grave problema de ascitis maligna. La etiologia de ascitis
tenian tradicionalmente se ha atribuido a la obstruccion linfatica causada por tumor se
extendio a drenar los vasos linfaticos . También ha sido sugirio que podrian contribuir
inducida por el tumor angiogeénesis para el desarrollo de ascitis maligna. Sin
embargo, en 1983, Senger et al. sugirio una alternativa posibilidad. Aislé el factor de
permeabilidad vascular (VPF) de ascitis de animales de rodamiento de tumor y la
hipétesis de que este factor era secretado por las células de tumor en un modalidad
de paracrinos, siendo responsable de liquido relacionado con el cancer . Unos afios
mas tarde, el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) fue descubierto
como un potente estimulador de la angiogénesis y posteriormente reconocio que era
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idéntico al VPF. VEGF es una glicoproteina de kDa de 34-42 altamente conservada,
secretada por una gran variedad de tumores humanos. Ademas, células mesoteliales
peritoneal, monocitos/macréfagos, infiltracion y derrames malignos, son capaces de
producir VEGF. Interactuando con dos de tirosina de alta afinidad de receptores de
quinasa (capitan-1 y FIK/KDR-1), que son de forma selectiva expresada en el
endotelio vascular, VEGF actua sobre el endotelio normal y recién inducido por
tumor angiogénesis. Angiogénesis es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos desde
vasculatura preexistente, es un componente esencial de crecimiento de tumor solido y
las metéastasis. Ahora es generalmente aceptd que el tumor sélido crecimiento debe ir
acompafado por la angiogénesis paraa proporcionar el apoyo vascular necesario para
el tumor tenga expansion masiva. Sin embargo, no sélo neovascularizacion permite
mayor crecimiento de los tumores primarios, sino que también proporciona una via
para migrar células del tumor para acceder a la circulacion sistémica y asi establecer
metastasis a distancia. In vitro y en vivo, VEGF estimula la cascada completa de
eventos necesarios para la angiogénesis Yy se cree que desempefia un papel decisivo
en la vascularizacion de tejido neoplésico. Ademas de su capacidad para promover la
angiogenesis, VEGF también es capaz de marca aumentar la permeabilidad de

microvascularizacion preexistente™"¥2,
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37



POSTGRADO DE CIRUGIA ONCOLOGICA ADULTOS

El VEGF es sobreexpresado en una variedad de tumores que causan ascitis
maligna por carcinomatosis peritoneal. La expresion de intratumoral VEGF se
correlaciona con mayor potencial metastasico y pobre tasa de supervivencia, entre
otros, gastrointestinales como géstrico, colonico y los de, ovario, mama y céncer de
pulmon. En consecuencia, las concentraciones séricas de VEGF, se ha demostrado ser
més alta en pacientes con diversos tumores sélidos que en controles normales.
Niveles de suero de VEGF correlaciona positivamente con la etapa de la enfermedad.
Las concentraciones elevadas de VEGF en la sangre periférica de los pacientes de
cancer también podrian estar asociados en general con pobre supervivencia y la libre
de progresion. Los estudios iniciales ya habian indicado que la acumulacién de los
resultados de la ascitis maligna, en gran parte, de mayor permeabilidad de los vasos
de revestimiento peritoneal. Sin embargo, hasta la identificacion de VEGF en ascitis
maligna, las bases moleculares del peritoneal vascular y la hiperpermeabilidad no
habia sido descifrados. Mé&s tarde se muestra que la ascitis maligna derivan de
desarrollo tumoral en ratones y conejillos de Indias que contienen altas
concentraciones de VEGF soluble y la expresion de los niveles de VEGF por las
células cancerosas, se ha demostrado que directamente se correlaciona con la
produccion de células en la carcinomatosis y la produccion de ascitis maligna. en el
modelo animal. Por otra parte, cuando inyectada en ratones con células tumorales,
VEGF aumenta la microvascular permeabilidad de los vasos pequefios preexistentes
situado en los tejidos que recubren la cavidad peritoneal. Por otra parte, el volumen
total del liquido peritoneal se correlaciona estrechamente con la aparicion de VEGF
dentro de la ascitis, y se demostrd que la proteina VEGF se acumula en los filtracion
de los vasos sanguineos que recubren las cavidades peritoneal de ratones con
carcinomatosis. El resultas de ello, el VEGF aumenta la permeabilidad de las vénulas
y venas pequefias para las proteinas del plasma con una potencia de 10.000 veces
mayor que la histamina en baja nanomolares o picomolar concentraciones. En
consonancia con estos datos, la transfeccion de las células de cancer renal con ADN
VEGF o vectores virales codificacion VEGF aumentando la capacidad de estas
células para inducir una hiperpermeabilidad peritoneal en la carcinomatosis tas la
implantacion en ratones. Transfeccidn incluso directa del peritoneo de raton con
VEGF es suficiente para causar una acumulacion de ascitis. En conclusion, estos
datos permiten que estos hallazgos confirmen que la secrecion de VEGF local es
responsable, en gran parte, para iniciar y mantener la ascitis asi como el patron de
crecimiento tumoral. En numerosos estudios en humanos, han sido encontrados
marcadamente elevacioanes en las concentraciones de VEGF en derrames pleurales
malignos y ascitis derivados de los pacientes con un gran variedad de tumores
solidos, tales como ovario, gastrico, colorrectal, pancreatico, mama y cancer de
pulmon. Por lo general, mucho menor las concentraciones se detectan en aumento de
derrames causada por la insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis hepatica o
infecciones. En un reciente estudio, se analizaron las concentraciones de 21 diferentes
citoquinas/quimioquinas simultaneamente analizado en ascitis maligna y aumento.
Podriamos muestran claramente que el VEGF una de las citocinas mas firmemente
relacionadas en ascitis por carcinomatosis, . Las concentraciones de VEGF dentro
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de los derrames y liquio de ascitis fueron siempre superiores a los de los sueros
correspondientes de la los mismos pacientes. Curiosamente, el volumen de ascitis
maligna se correlacién con la concentracion de VEGF dentro de la solucion y con la
intensidad de la expresion de VEGF en los tumores abdominales extraidos de el
mismo paciente, que indica la importancia dentro de la cavidad peritoneal o pleural.
Por otra parte, las concentraciones de VEGF dentro de ascitis y derrames malignos
en humanos se correlacionado con su capacidad para inducir la fuga vascular en un
modelo experimental , un efecto que podria bloquearse por tratamiento con un
anticuerpo dirigido contra el receptor VEGF Flk-1. Mas importante adn,
concentraciones de VEGF en ascitis maligna mostraron recientemente para
correlacionar con la quimiosensibilidad y representan un predictor independiente de
supervivencia libre de progresién y en general en pacientes con cancer*32*3,

2.6 MANEJO EN LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DEL VEGF EN LA
CARCINOMATOSIS EVIDENCIA PRECLINICA.

Si VEGF es responsable de la acumulacion de liquido y del desarrollo en el medio
ambiente de tumores solidos, entonces deben haber terapias anti-VEGF de ser capaz
de influir directamente en el desarrollo ascitis maligna por carcinomatosis y ademas
de poseer un un efecto inmediata antitumoral. Lo que es importante, repetidamente se
ha demostrado en in vitro por experimentos que la capacidad de VEGF presente en el
sobrenadante de lineas de células de tumor o en ascitis maligna para inducir aumento
en la permeabilidad vascular; puede ser neutralizado completamente utilizando un
anticuerpo dirigido contra VEGF. Por otra parte, se mostré en un estudio con
animales animales por Senger que un anticuerpo anti-VEGF es capaz de bloquear la
mayor afluencia peritoneal asociada la presencia de tumor intraabdominal con de
secrecion de VEGF en células in vivo. Desde entonces, varios estudios han
claramente demostré que la aplicacion intraperitoneal de anticuerpos anti-VEGF es
seguro y conduce a la impresionante y a menudo completo remisiones de la
acumulacién de liquido local en ratones tras inoculacion con diferentes células de
carcinoma o sarcoma lineas. Coherente con estos hallazgos, la permeabilidad vascular
de microvesiculas que recubren la cavidad peritoneal ratones infectados de tumor fue
significativamente inferior en los tratados con anticuerpos anti-VEGF en animales
que en los controles. Tratamiento de anticuerpos, en menor medida, también inhibe el
crecimiento tumor y prolonga la supervivencia de los ratones inoculados con células
tumorales .Comparando estudios preclinico de la eficacia, en donde fue visto con los
inhibidores de tirosina quinasa dirigidos a receptores VEGF o con un VEGF en
liquido, y el bloqueo de receptores de VEGF y después de la infusién intraperitoneal
de un Oligonucledtido antisentido de VEG, pero no con convencionales aplicadas la
qguimioterapia intraperitoneal solo. Curiosamente, el retraso en el crecimiento de
tumor inducida por el anti-VEGF por el anticuerpo se atribuye principalmente a la
obstruccion del desarrollo de las celulas y la permeabilidad vascular y no a la
inhibicién inducida por VEGF de la angiogénesis*#*123124 |

En este contexto, ha sido la hipdtesis de que una mayor permeabilidad
vascular dentro del peritoneo hacia el desarrollo de la carcinomatosis puede dar como
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resultado una mayor aumento de celulas mesoteliales en la cavidad abdominal,
indirectamente facilitar en el peritoneo la difusion de tumor. A pesar de la evidencia
preclinica muy fuerte para una papel obligatorio de VEGF en la formacion de la
ascitis maligna y para una posible eficacia terapéutica de anti-VEGF las terapias en el
ajuste de etapas avanzadas de cancer con presencia de ascitis , actualmente no hay
informes de estudios clinicos que abordar este punto en los pacientes de cancer. Sin
embargo, recientemente, una serie de articulos informes de la pequefia serie de
pacientes con derrames malignos tratados fuera de etiqueta con bevacizumab
presentada resultados impresionantes?'%°.

ATTAINING VEGF INHIBITION MAINTAINING VEGF INHIBITION

© Regresses existing tumor microvasculature®® © Inhibits new tumor vessel growth™™
Reduces the blood supply critical — Withdrawal may result in vessel regrowth®”
to tumor cell survival® — Clinical trials with Avastin have therefore
— Translent changes to remaining been designed to maintain VEGF inhibition
vasculature may help make wmor cells until disease progression''
more sensitive 0 cylotoxic chemotherapy'®'*

2.6.1 INHIBICION DE LA VEGF EN UN ANTICUERPO MONOCLONAL,
BEVACIZUMAB.

Bevacizumab es un anticuerpo de monoclonales humanizado recombinante a VEGF
compuesto de IgG human las regiones y la determinacion de complementariedad de
enlace de antigeno regiones de un anticuerpo murino que bloquea el enlace de VEGF
humano a sus receptores. Neutralizando la actividad bioldgica de tumores asociados
con el VEGF, bevacizumab tiene la capacidad de reducir la vascularizacion de
tumores, inhibiendo el crecimiento de la malignidad. En numerosos modelos de raton,
bevacizumab ha demostrado claramente inhibicion del crecimiento de tumor humano.
La administracion de bevacizumab en modelos de heterotransplantados de carcinoma
de colon, ha demostrado que el resultado en una reduccion de la formacion de
microimplantes y el nimero de metastasis. Una serie de propiedades que hacen
algunos agentes mas favorables que otros para la terapia intraperitoneal. Una
caracteristica importante podria ser que la droga tiene una actividad en la neoplasia
maligna . La eficacia de bevacizumab cuando se usa en combinacion con la
quimioterapia ha demostrado en varias estudios prospectivos, aleatorios de fase de la
I11. Por ejemplo, en una fase de ensayo de Ill en pacientes con metastasis cancer de
colon, bevacizumab en combinacidén con el estandar quimioterapia se encontré el
resultado global méas largo y progresion en tiempos de supervivencia libre de
enfermedad y mayor tasa de respuesta cuando en comparacién con la quimioterapia
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mas placebo. Debido a que de esto y los resultados de otros ensayos, bevacizumab se
ha vuelto ampliamente utilizado para el tratamiento del cancer colorrectal y se esta
utilizando en el cancer de pulmon de células no pequefias y cancer de mama.
Ademas, se estd estudiando como parte del esequema de tratamiento en una amplia
gama de neoplasias. En primer lugar se informé por Pichelmayer que, ademas de ser
eficaz contra neoplaisas malignas, Bevacizumab puede ser activa en el tratamiento
sintomatico de la ascitis maligna. Después de su observacion de una respuesta
marcada al tratamiento con bevacizumab en un pacientes con derrame pleural
benigno, decidieron aplicar una dosis Unica de bevacizumab i.v. a 15 mg/kg para dos
pacientes con ascitis maligna causada por céncer colorrectal y adenocarcinoma de
origen desconocido. Encontraron, en ambas pacientes, en los cuales previamente se
realizaba paracentesis por lo menos cada dos semanas, el tratamiento con
bevacizumab era segura y altamente exitosa. Observaron reducciones significativas
en volumen de ascitis en una interrupcion de repeticién de paracentesis. Ademas,
ambos pacientes tuvo una marcada disminucién en sus niveles de plasma VEGF
Después del tratamiento. De acuerdo con estas primeras observaciones, informé de la
aplicacion i.v. de bevacizumab (15 mg/kg de cada 3 semanas) a cuatro pacientes
fuertemente pretratadas con céncer de ovario de etapa final a fin de paliar ascitis
sintomatica. En todos los pacientes de cuatro, la repicion de paracentesis podria
suspenderse debido draméaticamente reduccion de los niveles de la ascitis después de
la iniciacion de la terapia con bevacizumab®®,

En una publicacion muy reciente, inform6 Hamilton sobre el tratamiento de
un paciente de 88 afos de edad con ascitis refractaria de cancer de ovario, un estado
funcional muy pobre, y severa ascitis sintomatica se realiza la paracentesis y trata al
paciente con dos posteriores dosis (5 mg/kg) de bevacizumab intraperitoneal, con
una mejoria dramatica en su ascitis y la calidad de su Gltimas semanas de vida. La
mayor serie de pacientes tratados con bevacizumab intraperitoneal fue presentada
recientemente por el Shami et al, que evalla la seguridad y eficacia de la
administracion intraperitoneal de bevacizumab (5 mg/kg cada 4 semanas) para un
total de nueve pacientes con ascitis refractaria resultante de colon, mama, de cancer
uterino, o de ovario. Impresionante, la ascitis maligna se resolvio después de un
sencillo dosis intraperitoneal en todos los pacientes tratados, sin reacumulation o
Repitadas paracentesis, durante un periodo de observacion media de 2 meses.

Ademas, no se observaron ningtin evento adverso de 2-5 de grado™*.
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3. RATONES DESNUDOS ATIMICOS.

La especie animal més utilizada en experimentacion cientifica en la actualidad
es el raton (Musmusculus ). Esto se debe principalmente no solo a sus caracteristicas
reproductivas, su tamafio y la facilidad de manejo, sino también a que su genoma es
totalmente conocido. Esto ultimo ha permitido el desarrollo de modelos animales que
pueden reproducir caracteristicas especificas o enfermedades del hombre y de los
animales convirtiéndose en reactivos bioldgicos sobre los cuales se pueden extrapolar
los resultados de las investigaciones. Actualmente la produccion de modelos murinos
constituye una de las tematicas de vanguardia dentro de la ciencia de los animales de

laboratorio®®°.

En el raton existen mas de 4000 genes que estan asignados a localizaciones
especificas, muchos de los cuales fueron identificados, debido a que originan
mutaciones espontaneas que producen caracteristicas fisicas distintivas. Los ratones
mutantes que portan una mutacion simple se han convertido en modelos animales
importantes para su utilizacion en la experimentacion cientifica. Una de estas
mutaciones espontaneas simples es la denominada nude (nu). Este alelo mutante
homocigota recesivo pertenece al grupo linkage VII del cromosoma 11 y aparece por
primera vez en el aflo 1966 en una colonia exocriada de ratones en un laboratorio en
Glasgow, Escocia. Luego, en el afio 1968, se descubre que el ratén nude homocigoto,
ademas de presentar su fenotipo desnudo o sin pelo, tenia 20 caracteristica que le dio
el nombre a la mutacion, carecia de un timo funcional que permanece rudimentario y
produce un numero reducido de células T maduras por lo cual no rechazan tejidos alo
y xenotransplantados. El hecho de que acepten el transplante de tumores humanos ha
sido uno de los descubrimientos mas importantes que ha contribuido con el desarrollo
de las investigaciones sobre el cancer, convirtiendo a estos individuos en el primer
modelo de animal de experimentacion inmunodeficiente®>*%.

OTRAS CARACTERISTICAS IMPORTANTES

Los ratones heterocigotas (+/nu), son fenotipicamente normales e

inmunocompetentes, mientras que los homocigotas para el gen nude (nu/nu) son los

inmunocomprometidos. Ademéas de su deficiencia de linfocitos T, tienen un
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complemento normal de linfocitos B dependientes de la médula dsea, por lo tanto,
estos animales se convirtieron en una herramienta excelente para estudiar el papel del
timo en la diferenciacion linfocitaria y para realizar investigaciones sobre las
funciones de las células B, las interacciones con otras células y para estudiar la
actividad de células inmunes como las Natural Killer (NK) que aparecen en niveles
elevados junto con los macréfagos™®.

Los ratones nu/nu si bien muestran un fenotipo desnudo, pueden presentar
histolégicamente escasos foliculos pilosos normales y también algunos pelos finos.
Cabe aclarar que existen varios genes mutantes que producen el fenotipo desnudo:
nude, naked, hairless, rhino; estos genes mutantes no se deben confundir uno con el
otro, por lo cual los términos raton nude y ratdén sin pelo no se deben usar
indistintamente. Los roedores inmunodeficientes son modelos indispensables para las
investigaciones biomédicas en estudios de oncologia, inmunologia, enfermedades
infecciosas, estudios del sistema inmune, rechazo de tejidos transplantados,
infecciones, cancer y crecimiento de tumores*®*¥’,

3.1 RATON DESNUDO EN ESTUDIOS ONCOLOGICOS.

El descubrimiento del raton nude fue un punto de inflexiébn sumamente
importante para la investigacion del cancer, debido a que permitio el estudio de los
tumores humanos in vivo. El primer transplante exitoso de un tumor maligno humano
fue en el afio 1969. Se debe considerar que antes de la aparicidn de la mutacion que
dio lugar al ratén nude, los tumores humanos se transplantaban y crecian en sitios,
tales como los abazones de los hamsters**.

Dentro de las investigaciones en el campo de la oncologia para las cuales se han
utilizado estos ratones como modelo se deben resaltar los hallazgos obtenidos en
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, anticuerpos monoclonales, interferones,

interleuquinas y pruebas de carcinogenicidad entre otros™*.

3.2 SISTEMAS DE CRIA
Las formas maés frecuentes que se utilizan para reproducir estos animales son:
1.-Apareamiento de heterocigotas (+/nu):

Este tipo de cruzamiento entre hembras y machos heterocigotas permite
obtener una filial 1 (F1) en donde el porcentaje entre fenotipos mutantes nude y
normales, es decir con pelo, sea de 1:3. Debido a que los heterocigotas son
inmunocompetentes y su fertilidad es normal; son faciles de mantener como colonia
saludable. Sin embargo, este sistema tiene dos desventajas:

a)- La produccion de ratones nu/nu es baja.
b)- Los animales de fenotipo normal producidos en este sistema pueden ser +/nu 0
+/+; estos dos fenotipos no se pueden distinguir excepto por apareamientos o

técnicas moleculares**.
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2.- Apareamiento de hembras heterocigotas nu/+ con machos homocigotas recesivos
nu/ nu. Es el sistema reproductivo que mas se utiliza debido a que en la F1 el
porcentaje de ratones de fenotipo nude respecto de los normales es 1:1. Ademas tiene

la ventaja de que todos los ratones normales son heterocigotas'**.

3.- Apareamiento de homocigotas recesivos nu/un A veces se pueden reproducir
apareando hembras y machos nu/nu, pero aunque toda la F1 resulta con fenotipo
nude, es un tipo de cruzamiento que no es eficiente debido a la baja fertilidad de las
hembras homocigotas nude y a su capacidad casi nula para amamantar a las crias, de
manera tal que es probable que se fracase si se aplica este sistema’*.

Las colonias de ratones nude deben someterse a un programa de controles
microbiologicos exhaustivos que permitiran corroborar la ausencia de
contaminaciones. Estos incluyen a los animales, el ambiente y a los insumos.

Es indiscutible el importante progreso que se ha producido en el desarrollo de las
investigaciones en las cuales se ha usado como modelo animal al raton nude. EI papel
que cumplen estos animales como modelo de inmunodeficiencia continuara vigente
en las investigaciones biomédicas, especialmente en aquellas enfocadas al
tratamiento, prevencion, comprension o estudio del cancer.

4. CELULAS SW480

La linea celular SW-480 es una linea continua heterogénea de humanos de
células de cancer epitelial de adenocarcinoma colorectal, desarrolladas por el Instituto
Sloan-Kettering de Investigacion del Cancer, provenientes de un hombre caucéasico
de 51 afios con un crecimiento en monocapa.

Esta linea celular es negativa para CSAP vy el antigeno de colon 3. Son
posisitvags para queratina de la tincibn con inmunoproxidasa, presentan una
mutacion en el codon 273 del gen p53. Expresan niveles elevados de proteina p 53 y
es una lina positiva para la expresion del c-myc, k-ras, ras-H, N-ras, myb, por analisis
y oncogenes.

Propagacion: el medio base para esta lina celulas en ATCC formula de Medio

Leibovitz L-15 agregando suero fetal bovino al 10% pero también es muy utilizado
con buenos resultados el medio DMEM F-12.
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ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

5
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Al observar las colonias de células SW-480 al microscopio, es evidente,
incluso mediante una inspeccion visual que las células son heterogéneas. Como
resultado, a lo largo de los afios las caracteristicas de las células usadas en los
laboratorios de diferentes partes del mundo se han ido distanciando de manera
significativa, lo que hace dificil comparar los resultados entre laboratorios. !

Las Células SW-480 son una de las celulas de carcinoma colorectal mas
comunmente utilizados no como células individuales, sino como una confluencia
monocapa en una insercion del cultivo de células de filtro. Cuando se cultivan en
este formato, las células se diferencian para formar una monocapa de células
epiteliales polarizadas que proporciona una barrera fisica y bioquimicos con el paso
de iones y moléculas pequefas. ElI SW-480 monocapa es amplimente utilizado en los
investigaciones y tratamentos por la industria farmaceutica.

CELULAS SWIP-2.

Las celulas SWIP-2 son celulas desarrolladas por Globa Biotherapeutic. SA.
CV. Con bases celulares en las celulas SW-480 tras 5 afios de estudios. Para
desarrollar una cepa mutada en ratones nude, con el fin de obtener caracteristicas
patogénicas acentuadas, con mayor agresividad y eficacia para causar enfermedad
peritoneal conservando con las mismas caracteristicas de proliferacion que las
celulas SW-480.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Cuales es la respuesta tumoral, los cambios histologicos y la sobreexpresion
del VEGF en ratones desnudos con carcinomatosis peritoneal de cancer de colon;
ocasionados con el manejo de quimioterapia hipertérmica perioperatoria,
antiangiogenico intraperitoneal normotermico perioperatorio y la hipertermia
intraperitoneal perioperatoria?

6. JUSTIFICACION.

A pesar de que la técnica de quimioterapia intraperitoneal hipertérmica ha
sido usada en la terapia de cancer en humanos, en ensayos clinicos, las poblaciones
humanas son muy heterogéneas y las diferencias potenciales en modelos animales
son menores.

En la actualidad no existe un consenso de cual es el farmaco con mayor
eficacia antitumoral y menor morbilidad , esto debido a varias razones: la gran
heterogeneidad en los estudios clinicos, la diversidad de farmacos utilizados, las
dosis administradas y las diferentes técnicas utilizadas ademas de ser neoplasias
diversas y por ultimo , por los tratamientos recibidos previamente o procedimientos
quidrgicos diversos cuales son los agentes quimioterapicos mas eficaces que logran
mayores cambio en la cavidad peritoneal y organos intra-abdominales en pacientes
con carcinomatosis ocasionados por la quimioterapia intraperitoneal hipertérmica en
modelo.

La carcinomatosis peritoneal una vez establecida sobreexpresa VEGF
aumentando la angiogenesis, la permeabilidad vascular el aumento del tamafio
tumoral, como su posibilidad de extensidn locoregional y metastasica, impactando en
el avance y progresion de la enfermedad, tanto en sobrevida.

Por lo anterior, consideramos identificar y evaluar factores prondsticos y/o
predictivos relacionados con angiogenesis; Como la sobreexpresion del factor de
crecimiento del endotelio vascular y su modificacion, asi como los cambios
tumorales en la cavidad peritoneal y 6rganos intraabdominales con carcinomatosis
peritoneal en un modelo comparativo entre manejos de eleccion. En ratones nude
implantantados intraperitonealmente con células SWIP-2 y siendo manejados a base
de quimioterapia intraperitoneal hipertérmica perioperatoria; Hipertermia
intraperitoneal perioperatoria y antiangiogenico intraperitoneal normotermico
perioperatorio.
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7. HIPOTESIS NULA

En la carcinomatosis peritoneal de céncer de colon manejada con
quimioterapia intraperitoneal perioperatoria; hipertermia intaperitoneal perioperatoria
y antiangiogenico intraperitoneal perioperatorio. No existen diferencias en la
respuesta clinica tumoral, los cambios histoldgicos, la modificacion de la
sobreexpresion de VEGF vy la sobrevida, después del tratamiento.

8 HIPOTESIS ALTERNA

En la Carcinomatosis peritoneal de céancer de colon manejada con
quimioterapia intraperitoneal perioperatoria; hipertermia intaperitoneal perioperatoria
y antiangiogenico intraperitoneal perioperatorio. Si existen diferencias en la
respuesta clinica tumoral, los cambios histolégicos y la modificacion de la
sobreexpresion de VEGF y la sobrevida, después del tratamiento.

9. OBJETIVO GENERAL.

Demostrar las diferencias en los manejos en ratones nude con
carcinomatosis peritoneal implantados con celulas de cancer de colon, comparando
la quimioterapia hipertermica de eleccién, anticuerpo monoclonal antiangiogénico e
hipertermia; todos intraperitoneal perioperatoria. Demostrar los cambios clinicos,
histoldgicos, tumoral, expresion de VEGF y sobrevida.

9.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar que el manejo de quimioterapia hipertérmica perioperatoria con
5 — FU en un moédelo experimental con ratones nude con carcinomatosis, implantados
con cancer de colon ocasionan cambios clinicos, histoldgicos, tumorales, en la
sobreexpresion del VEGF y en la sobrevida.

Demostrar que el manejo con bevacizumab intraperitoneal perioperatoria
en un maddelo experimental con ratones nude con carcinomatosis, implantados de
cancer con colon ocasionan cambios clinicos, histologicos, tumorales, en la
sobreexpresion del VEGF y en la sobrevida.

Demostrar que el manejo de la hipertérmica perioperatoria en un modelo
experimental con ratones nude con carcinomatosis implantados de cancer de colon
ocasionan cambios clinicos, histolégicos, tumorales, en la sobreexpresion del VEGF
y en la sobrevida.
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10. TIPOS DE ESTUDIO.
DISENO: Experimental.

Prospectivo.
Experimental
Descriptivo.
Transversal.
Analitico.

11. DEFINICION DE UNIVERSO.

Ratones nude implantados inoculados intraperitonealmente células SWIP-2
probocando carcinomatosis peritoneal.

Se conforma cuatro grupos;

1) Gurpo control:

2) Grupo quimioterapia hipertérmica con 5- Flurouracilo periooeratoria.
3) Grupo anicuerpo bevacizumab normotermico perioperatorio.

4) Grupo hipertermia perioperatoria.

12. CRITERIOS.
12.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

Ratones nude sanos con carga bacteriana adecuada.

peso de 20-25 gr.

De 7- 8 semanas semanas de edad.

Implantacion peritoneal exitosa.

Observacion macroscopica de lesiones peritoneales (carcinomatosis)

0O O O O O

12.2 CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Ratones nude sin implantacion peritoneal exitosa por células
cancerigenas.

e Ratones sin observacion macroscopica de lesiones peritoneales
(carcinomatosis).

e Ratones nude que fallecieron durante el proceso anéstesico y/o
quirdrgico inmediato.
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13. SELECCION DE LA MUESTRA.

Se seleccionaron ratones nude sanos con carga bacteriana adecuada
divididas en los grupos aleratoriamente inoculadas con células SWIP-2 provocando
carcinomatosis peritoneal.

14. VARIABLES.

14.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

a)  Grupo control.

b)  Quimioterapia hipertermica intraperitoneal perioperatoria con
5-Fluoruracilo.

c) Bevacizumab normotermico intraperitoneal perioperatorio.

d)  Hipertermia intraperitoneal perioperatoria.

14.2 VARIABLES DEPENDIENTES

a)  Perimetro abdominal

b)  Liquido de ascitis.

¢) Indice de carcinomatosis.

d)  Actividad fisica

e) Ingesta de alimentos y bebidas

f)  Sobrevida posterior a tratamiento.

g) Infiltracién por tumor en histologia

h)  Grado de necrosis tumoral

i)  Sobreexpresion de los receptores al VEGF.
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15. MATERIALES Y METODOS

15.1. MANTENIMIENTO Y CUIDADOS DE RATONES NUDE.

Por su condicion de inmunodeficientes, los ratones nude deben
obligatoriamente mantenerse en ambientes en los que se hayan instalado barreras
sanitarias estrictas. La categoria microbioldgica de los nude debe ser la de animales
SPF (Specific Pathogen Free), esto significa que tendran su flora intestinal normal
pero deberén estar libres de todos aquellos microorganismos especificos capaces de
causar infecciones. En condiciones convencionales pueden sobrevivir entre 14 y 30
dias. El bienestar de estos animales depende, en gran medida, del sistema de
alojamiento que se elija y del disefio y control del ambiente, factores que son criticos
para la produccion y el mantenimiento del nude. Ademas se deberan tener en cuenta
las siguientes recomendaciones:

1.- El ambiente fisico disefiamos y operaramos de manera tal que nos permitio
establecer controles ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los
animales, minimizando las posibilidades de introduccion o transmision de agentes
infecciosos. No solamente se los puede mantener en habitaciones acondicionadas,
utilizamos cabinas aisladoras con microaisladores.

2.- La estabilidad ambiental se logro mediante un buen disefio del control de la
temperatura, de la humedad relativa como la estricta introduccién a el area mediante
equipo quirugico esteril en todo tiempo.

3.- Las areas de servicios tienen que funcionar como una barrera efectiva entre los
animales y el ambiente exterior. Estas fueron disefiadas especificamente en el lavado
y esterilizacion de insumos como fueron, campos esteriles, batas esteriles, cajas
microaisladoras esteriles, ademas se debe contar con un depdsito de equipamiento, de
alimento y lechos o camas.

4.- Las cajas de microaislantes contenian, comederos y bebederos se encuntran
esteriles como se aplican de acuerdo con las normativas internacionales en cuanto a
su material, dimensiones y disefio; con el objeto de brindar el maximo confort a los
ratones y de facilitar en forma eficiente su limpieza y esterilizacién. La instalacion de
barreras absolutas brindo la seguridad necesaria para evitar contaminaciones.

El alimento se estérilizo (sometido a autoclave en gas ) por que la humedad
que proporciona el autoclave en vapor desnaturaliza la proteinas. EIl agua de bebida
también es esteril. El raton desnudo requirieron una temperatura mas elevada,
manteniéndola entre 25 +/- 1° C.. Un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de 14-10
horas respectivamente.
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ESPACIO FiSICO.

Se identificar un espacio fisico domiciliario El cual se adecua conforme a las
necesidades para el cuidado y control de los ratones nude, cuenta con una superficie
de 8 metros cuadrados se realiza un recubrimiento de unicel de espesor 4 cm con una
longitud para cada tabla de 1.50 m. De altura por 1.22 m. De ancho, colocandolo en
toda La superficie de paredes confinandole una superficie continua lisa en lo largo de
La habitacion, con este método y utilizando al unicel como aislante térmico se
envitan modificaciones térmicas abruptas de mas de 1 a 2 grados, teniendo un control
de temperatura mediante termémetro fijo en habitacion y manteniendo temperaturas
de 36-38 grados centigrados continuos con monitorizacion horaria de La
temperatura.

Dentro de La habitacion se deja una mesa quirugica y de exploracion asi como
4 gabetas de reservorio y almacenaje de alimentos, material estéril, agua estéril, y
camas esteriles para los ratones nude.

El biotério se manejo con horarios de luz y obscuridad los que iniciaban a La

8:00 hrs y terminaban a las 20.00 hrs. Para mantener una relacion de 1:1 Luz-
obscuridad como se establecio en el cuido de los ratones nude .
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15.2. BIOTERIO

15.2.1 ANTECEDENTES:

Luego de haber realizado una escrupulosa busqueda de lugares ya
determinados como biotérios, donde La busqueda dependia de La normatividad y los
cuidados porpios de los ratones nude en La ciudad de aguascalientes en los que
resaltan El biotério general de La universidad y El biotério Del area de ciéncias
bésicas de La universidad. Los cuales no cuentan con instalaciones necesarias para El
cuidado y seguimiento de este tipo de ratones. Motivo por El cual se decide La
realizacion de um espacio domiciliario que cuente con La mayor parte de las
especificaciones normadas para El cuidado y control de estos ratones.

15.2.2 ESTERILIZACION DEL BIOTERIO.

El modo de ingreso al biotério es mediante ropa quirugica, botas, cubrebocas
y gorro esteriles. El método de esterilizacion del area fisica se realizo Manuel y
mediante aspercion. Diarimente a las 10:00 hrs manejando una solucion de
hipoclorito al 2% em un total de 100 ml diluido em 6 Its de &gua comun. Se coloca en
aspersor manual cubriendo com dicha solucion La superficie completamente dejando
reposar por 15 minutos, posterior se prepara solucion esterilizante alcazide a una
diluacion de 20 cc en 1 It de 4gua comun colocando en La totalidad superficie
cubriendo la totalidad del interior del biotério termiando con La colocacion de
hipoclorito em La misma solucion em piso.
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15.3. CULTIVOS CELULARES LABORATORIO DE
NEUROFISIOLOGIA'YY MORFOLOGIA DE LA UAA.

Mediante El apoyo de la Universidad Autonoma de Aguascalientes atravez
Del laboratorio de Neurofisiologia y morfologia en coloboracion con el personal
adscrito a dicha area, Se realizaron los procesos descritos mas adelante en su totalidad
como fue, El prestamo de areas fisicas y equipo de alta tecnologia para La realizacion
de este proyecto.

15.3.1 CELULAS SWIP-2

15.3.2 ANTECEDENTES CELULAS SWIP-2.

Las Celulas SWIP-2 utilizados en esta investigacion fueron proporcionadas y
con el apoyo Global Biotherpeutic SA de CV. en las instalaciones del Tecnologico de
Monterrey Campus DF.

Global Biotherapeutic es una empresa de reconocimiento mundial como
principales investigadores en el area de tecnologia biomedica, antecede un estidio
de investigacion bien desarrollado y demostrado con células SWIP-2 modificadas. La
cuales mediante La inoculacion intraperitoneal de células SWIP-2 se presenta
enfermedad peritoneal como carcinomatosis peritoneal de gran agresividad y con
una capacidad de provocar enfermedad de 100% como carcinomatosis peritoneal de
cancer colorectal, sobre ratones del tipo nude.

Global Biotherapeutic nos proporciono 2 con celulas SWIP-2 para La
realizacion y el desarrollo de este proyecto.
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15.3.3 METODO DE DESCONGELACION DE VIAL CON CELULAS SWIP2.

Consideraciones previas a entrar a cultivo

a)

b)

f)

9)

Tomar en cuenta el material y tiempo necesario para llevar a cabo el
procedimiento a realizar.

Encender la campana de 15 a 20 minutos previos a iniciar a trabajar y
verificar que se encuentre limpia, se esteriliza parcialmente saneando con Ho2
en toda la superficie.

Se tempera en incubador de Co2 a temperatura de 38 grados centigrados
durante 15 minutos previos a procedimiento el cultivo a prepreparado de tipo
EMEM-D ( ver mas adelante) como el PBSA.

Soluciones salinas deberéd estar a temperatura ambiente antes de iniciar a
trabajar.

Evitando la contaminacion externa saliendo y entrando del cuarto de cultivo.
Entrar con manos aseadas, evitando introducir pulseras, anillos, relojes.

Procurar utilizar batas limpias y/o batas desechables.

Se realizaron los dos tipos de procedimiento para el descongelamiento del vial en
donde se encuntra nuesta lina celular SWIP-2 describo cada uno de ellos.

DESCONGELAMIENTO DE CELULAS (PROCEDIMIENTO LARGO)

1.

Una vez conocida la densidad celular contenida en el vial, se selecciona la
caja de cultivo adecuada iniciando con una medida T25.

Adicionamos medio de cultivo DMEM-D suficiente para cubrir la superficie
de la caja y se coloca en incubador.

Se selecciono el vial que contiene la linea celular CaCo-2 a descongelar y se
sanitiza con etanol.

Se coloca el vial en medio ambiente y posterior al inicial la descongelacion se
toma entre ambas manos para temperar hasta lograr que el contenido del vial
sea completamente liquido para su manipulacion con las pipetas.

Se abrie el vial con mucho cuidado, evitando tocar los bordes de la boquilla o
interior del mismo.
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El contenido del vial se toma mediante pipeta automatica y se resuspende,
luego se coloca en la caja que contiene el medio de cultivo EMEM-D
lentamente evitando tubulencia para disminuir el dafio celular de este
procedimiento.

se sanitiza la caja antes de ser introducida a la incubadora y se realiza una
distribuicion el contenido de la caja con movimientos norte-sur y este-oeste

Se introduce en el incubador Co2 a flujo continuo, esperamos de 3 a4 hy
verificamos al microscopio que se hayan adherido las células antes de realizar
un nuevo cambio del medio de cultivo DMEM-D

F

DESCONGELAMIENTO DE CELULAS (PROCEDIMIENTO CORTO)

1.

Una vez conocida la densidad celular contenida en el vial, se selecciona la
caja de cultivo adecuada iniciando con una medida T25.

Adicionamos medio de cultivo DMEM-D suficiente para cubrir la superficie
de la caja y se coloca en incubador.

Se selecciono el vial que contiene la linea celular SWIP-2 a descongelar y se
sanitiza con etanol.

Se coloca el vial en medio ambiente y posterior al inicial la descongelacion se
toma entre ambas manos para temperar hasta lograr que el contenido del vial
sea completamente liquido para su manipulacion con las pipetas.

Se abre el vial con mucho cuidado, evitando tocar los bordes de la boquilla o
interior del mismo.

Se resuspender el contenido del vial y se coloca en un tubo cénico de 15 mL.
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7. Adicionamos PBSA 1X a un volumen de 3 cc con el propdsito de lavar las
celulas.

8. Centrifugar a 130- 150 g aproximadamente 1250 rpm durante 5 minutos
posteior se desecha el sobrenadante Yy se repite el procedimiento por 3 para
estar seguro las células se encuntran totalmente lavadas

9. Resuspendemos el contenido del tubo cénico y colocamos en la caja
predeterminada que contiene el medio de cultivo DMEM-D previamente
temperado.

10. Sanitizamos la caja antes de ser introducir a la incubadora.

11. Distribuimos el contenido de la caja con movimientos norte-sur y este-oeste.

12. Esperamos de 3 a 4 h y verificamos al microscopio la adhesion celular.

En el momento el que se realiza el lavado celular y la del numero total de las
celular realizamos una licuota para realizar un conteo de celularidad asi como la
viabilidad del cultivo ya que un cultivo con células muertas de mas del 50 % tiene un
porcentaje alto de fracaso y en ese caso es necesario el descongelar un nuevo vial y
repetir los pasos previos.

Se realiza la licuota en 100 mlts y utilizando azul de meti y posteriormente se
coloca en la cama de New Bawer para realizar el conteo total de células vivas y
muertas dando un conteo inicial de células vivas de 3% de nuestro cultivo y una
mortalidad del 97%, sin embargo se decide proseguir un par de dias con el cultivo y
se determina la perdida del mismo.

Se realiza descongelacién de un segundo y ultimo vial el cual en teoria deberia de
contener 1,000,000 de células al momento de realizacion de los pasas de
descongelacion y sacar nuevamente la licuota y al verla al microscopio con la cdmara
de New Bawer el nuevo conteo arrojo que el vial contenia 400,000 celulas y que
vivas se encuntraban solo 80,000 una mortalidad del 65% debido a que correspondia
al ultimo vial decidimos su progresion y en esta ocacion y a la revision a las 4 hrs, se
encuntraban la mayor parte de estas células fijas en el fondo de la caja T-25. Motivo
por el cual proseguimos con el cultivo de células SWIP-2.
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15.3.4 CULTIVO Y PROPAGACION DE CELULAS SWIP-2.

Una vez que se realiza la revision a las 4 hrs posterior al descongelamiento de las
células se verfica que estas se encuntren en su gran mayoria adheridas a la caja
(porpiedad de estas células) se colocan en un incubador de Co2 de flujo continuo a 5
Its por minuto y se aguarda 24 hrs, para realizar una nueva observacion bajo a
microscopio de luz, con el fin de ver la celularidad el indice de propagacion, una vez
que el medio de cultivo EMEM-D se coloracion inicial rosa-naranjado es necesario el
cambio de medio de cultivo con la técnica siguiente:

15.3.5 PROCEDIMIENTO PARA CAMBIO DE MEDIO DE CULTIVO

Consideraciones previas.
h) EIl mddulo de flujo laminar, debera estar sanitizado.
i) Las soluciones salinas y el medio de cultivo deberan estar a temperatura
ambiente 0 a 37 °C al ser utilizadas.
Cambio de medio de cultivo
9. Seretirar el medio de cultivo agotado de la caja de cultivo.
10. Se adiciona un volumen suficiente de PBS 1X para cubrir la superficie de la

caja de cultivo.

11. Distribuir la solucion salina agregada a la caja de cultivo con el fin de lavar la
superficie de la monocapa.

12. Retirar la solucion salina de la caja de cultivo.

13. Agregar a la caja de cultivo un volumen suficiente de medio de cultivo de
trabajo.
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TECNICA DE DESPEGAMIENTO Y CAMBIO DE CULTIVO DE CAJA DE
CELULAS SWIP-2.

Consideraciones previas.

a) La confluencia celular en la caja de cultivo se realiza cuando teniamos una

confluencia no menor de 80%.

b) Todas las soluciones salinas y medio de cultivo se temperan en incubadora a

temperatura de 38 grados C. antes de iniciar a trabajar.

Despegado de células.

1.

2.

Se retira el medio de cultivo agotado de la caja de cultivo.

Se lava con un volumen suficiente de aproximadamente 15 ml de PBSA por la
superficie de la caja de cultivo.

Se adiciona un volumen suficiente de una solucién de
PBSA/EDTA/TRIPSINA o MEDIO/EDTA/TRIPSINA al 0.5% con fin de
cubrir la superficie de la caja de cultivo.

Se Incuba la caja de cultivo a 38 °C el tiempo suficiente para desprender y
disgregar la monocapa de células.

Se ayuda a disgregar el contenido de la caja de cultivo con golpes suaves; si
es necesario, se incuba por més tiempo a 38 °C. Se tiene que observar
constantemente al microscopio el estado de las células, con el fin de evitar
dafo.

Para la inactivacion de el efecto de la tripsina sobre las células, se adicionando
5 mL del medio de cultivo DMEM-D

FIG. Celulas Caco-2 adheridas al fondo de la placa. Se observa en un segundo plano
celular redondeadas correspondientes a células en flotacion.
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FIG. a) Celulas SWIP-2 una vez vertida la tripsina se muestran redondeadas
correspondiendo a células despegadas y en un segundo plano células en flotacion
40x. mismas células sin adherencias de las células a la caja de cultivo posterior a la
tripsinizacion 10x.

7. Se colecta la suspension celular en un tubo cénico de 15 mL.

8. Posteriormente se centrifuga a 130- 150 g o bien a 1250 rpm durante 5
minutos a continuacién se desecha el sobrenadante.

9. Se adicionar PBS 1X a un volumen de 3 cc con el propdsito de lavar las
células y centrifugar como en el paso anterior

FIG. Se muestra el total del Pellep de células Caco-2, después de ser centrifugadas.
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. Propagacion de células.

Seguir el procedimiento para despegar células.

Se resuspende el contenido del tubo coénico y colocarlo en la(s) caja(s) que
contiene(n) medio de cultivo.

Se sanitizan la(s) caja(s) antes de ser introducida(s) a la incubadora.

Distribuimos el contenido de la(s) caja(s) con movimientos norte-sur y este-
oeste.

Después de unas horas verificar al microscopio que las células estén
adheridas.

. Propagacion de células controlado.

Seguir el procedimiento para despegar células.

Resuspender el contenido del tubo conico en 5-10 mL de medio de cultivo en
uso.

Tomar 50 uL de la suspension celular y un volumen igual de una solucion 1X
de azul de tripano.

Tomar 15 uL de la dilucion anterior y proceder al conteo celular utilizando la
camara de Neubauer.

Realizando los calculos necesarios del # de células contenidos en la
suspension celular, tomar los uL 0 mL que contienen la cantidad de células
que se requieren para propagar en un tiempo determinado o montar
experimento.

Sanitizar la(s) caja(s) antes de ser introducida(s) a la incubadora.

Distribuir el contenido de la(s) caja(s) con movimientos norte-sur y este-oeste.

Después de unas horas verificar al microscopio que las células estén
adheridas.
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15.3.6 SEGUIMIENTO DE CULTIVO CELULAR, VIABILIDAD Y CONTEO
TOTAL CELULAR.

Una vez que se han estandarizado los cultivos y el numero total de celular
requeridas se acerca al numero deseado, se realiza un nuevo procedimiento de
despegamiento. Con los pasos vistos anteriormente (5.4.6) para determinar la
cantidad total de celulas para iniciar la preparacion y colocacion en las jeringas que
seran necesarias para la inoculacién de las células en el peritoneo de los ratones nude.

FIG. se muestra un conteo tadicional en camara de Neubauer con gran cantidad de
células vivas y con un indice de mortalidad bajo del 2 % del total del cultivo.

15.3.7 PROTOCOLO DE COLOCACION DE CELULAS SWIP-2 EN
JERINGAS PARA INOCULACION.

Se determino el numero total de células las cuales se alcanzaron en un trayecto de 2
semanas un numero de 210,000,000 colocadas en 3 cajas de t 250. Al determinar el

numero total de células iniciamos el paso a la jeringas de insulina para su inoculo.

a) Se determino el numero total de células en el cultivo realizado con células
SWIP-2

b) Se retira el medio de cultivo por decantacion sin dificultad debido a que las
células encuntran fijas en en la caja

¢) Se inicia un protocolo de despegamiento descrito anteriormente.

d) Una vez despegadas las células se resuspenden y colocan en tubo conico de 15
ml, y se centrifuga a 1250 rpm.

e) Obteniendo el pelep total celular, realiza una cuenta en la camara de
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neubauer y se determina el numero total de células.

f) Posteiromente se realiza una dilucion y resuspendido entre el numero total de
células deseadas por jeringa la cuales son de 2,500,000 mismas que se colocan
en 1 ml de medio de cultivo carente de PBSA.

g) Realizando wuna mezcla homogénea que al momento de resuspender se
encuntrara un numero exacto del mismo para las 20 jeringas necesarias para la
inoculacion.

15.4 INOCULACION INTRAPERITONEAL DE CELULAS SWIP-
2Y SEGUIMIENTO POSTINOCULACION.

Una vez obtenida el numero total de células y siendo cuantificadas por millitro de
solucidn en cultivo para cada jeringa se inicia el método de inoculaciéon celular el cual
es indicado en los siguientes pasos.

1.- se realiza esterilizacion, acomodeacion y preparacion del area en donde se realiza
la inoculacion mismo que se encuntra en el laboratorio de neurofisiologia en el area
de cultivos 4 mts de distencia del sitio en donde se cultivan las células.

2) se colocan las jeringas de insulina en orden para su control y registro asi como la
soluciéon que contine el total de las células necesaros los cuales son 50,000,000
correspondiendo 2,500,000 celulas por jeringa.

3.- Se toma el raton nude en las manos y se coloca de forma supina tomandolo del
cuello y la cola, marcando una area de puncion en el cudrante inferior derecho,
realizando un repliegue cutaneo para evitar perforacién de vicera hueca e infiltrando
lentemente el contenido de la jeringa en el interior de la cavidad peritoneal.
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FIG. Ratones nude sanos. Se observa la técnica de inoculacion intraperitoneal en el
cuadrante inferior derecho.

15.5 METODO DE SEGUIMIENTO EN BIOTERIO.

Una vez realizado el método de inoculacion de células SWIP-2 en una cantidad de
2,500,000 intraperitoneal se continua con la observacion y valoracion de los ratones
nude en el bioterio.

Usando como parametros de seguimiento y cuidado, la vitalidad, movilidad, ingesta
de alimento y agua, asi como la medicién de perimetro abdominal diariamente datos
de sepsis e irritacion peritoneal en caso de una perforacion inadvertida de vicera
hueca en el procedimiento de inoculacion.

El tiempo de seguimiento después del inoculo para la realizacion del
procedimiento quirurgico fue de 12 dias.
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15.6 GRUPOS DE ESTUDIO.

Este estudio se baso enla comparacion de 4 grupos principales los cuales se
define cada uno por ceparado nombrados.

1) Grupo Control.

2) Grupo de Hipertermia.

3) Grupo de Hipertermia con 5-FU.

4) Grupo de Normotermia con Bevacizumab.

FIG. Imagen una vez inoculado los ratones nude intraperitonealmente se dividen por
grupos para su seguimiento y observacion.

15.6.1 GRUPO CON CARCINOMATOSIS PERITONEAL CONTROL.

Se  seleccionaron  aleatoriamente 5 ratones nude  inoculados
intraperitonealmente 12 dias previos con células SWIP-2, manejados con laparotomia
exploradora, evacuacién del liquido de ascitis, toma de biopsia y cierre de pared
abdominal.
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15.6.2 GRUPO CARCINOMATOSIS PERITONEAL TRATADA CON
HIPERTERMIA.

Se seleccionaron aleatoriamente 5 ratones nude inoculados intraperitonealmente 12
dias previos con celulas SWIP-2, manejados con laparotomia exploradora,
evacuacion del liquido de ascitis, toma de biopsia, irrigacion a flujo continuo de
solucion hipertérmica y cierre de pared abdominal.

15.6.3 GRUPO CARCINOMATOSIS PERITONEAL TRATADA CON
HIPERTERMIA CON 5-FU.

Se seleccionaron aleatoriamente 5 ratones nude inoculados intraperitonealmente 12
dias previos con ceélulas SWIP-2, manejados con laparotomia exploradora,
evacuacion del liquido de ascitis, toma de biopsia, irrigacion a flujo continuo de
solucion hipertérmica mas 5- flurouracilo y cierre de pared abdominal.

15.6.4 GRUPO CARCINOMATOSIS PERITONEAL TRATADA CON
NORMOTERMIA CON BEVACIZUMAB.

Se seleccionaron aleatoriamente 5 ratones nude inoculados intraperitonealmente 12
dias previos con ceélulas SWIP-2, manejados con laparotomia exploradora,
evacuacion del liquido de ascitis, toma de biopsia, irrigacion a flujo continuo de
solucion normotérmica con bevacizumab y cierre de pared abdominal.

15.7 PROCEDIMIENTO QUIRUGICO.

El procedimiento quirugico es llevado acabo en el interior de bioterio para
evitar los cambios de temperatura asi como la exposicién de los ratones nude al
medio ambiente, utilizando una mesa quirdrgica previamente sanitizada y recubierta
por medio de campos esteriles en su totalidad para evitar contaminacién

15.7.1 EQUIPO UTILIZADO.

El equipo utilizado para el momento quirugico previamente esterilizado por
45 mintos a base hipoclorito al 2% por 15 minutos seguido de irrigacion con alcazide
a diluciones estelizantes.

Listado de equipo utilizado para el procedimiento quirdrgico:

1.- equipo esteril de asepsia y antisepsia (isodine espuma, iSopos, gasas, campos,
sabanas, batasquirugicas, guantes, botas, cubrebocas, gorros).

2.- material quirdrgico (mesa quirugica, arco quirugico hojas de bisturi, pinzas
apson, tijeras metzenbaun, porta agujas, retractores de pared).
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3.- Equipo de irrigacion y succion. ( bomba automética tipo ------ , equipo de
venoclisis tipo ------ , filtro de succion.

Sol salina al.9% con el medicamento utilizado.

4.- equipo para control de temperatura. ( Termo bafio marca -------- , termometro de

laboratorio de 100 grados, termdémetro digital de 100 grados, termdmetro
convencional digital de 43 grados.

FIG. Instrumental quirugico utilizado dentro del bioterio junto con las bomabas de
infusion.

15.7.2 PREPARACION DE MEDICAMENTOS Y DILUCION.

SOLUCION CON 5 FLUROURACILO

Solucién salina al 0.9% 160 mg de 5 FU en 200 ml. A una dosis de 40 mg
por raton.

SOLUCION CON BEVACIZUMAB

Solucion salina al 0.9% mas 80 mg bevacizumab: correspondiendo a 20 mg
por raton . En una solucion salina al 0.9% se coloca la dosis con aguja del numero 14
extrayendo y pasando lentamente a la solucion evitando la turbulencia y colocandola
al medio a una temperatura de 27 grados.

SOLUCION HIPERTERMIA
Solucién salina al 0.9% 200ml. Se coloca en solucion hipertérmica en el termobafio a

72 grados centigrados con perdida de 30 grados en el sistema de infusion llegadno a
la cavidad abdominal a una temperatura de 42 grados centigrados.
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15.7.3 Regulacion de temperatura para hipertermia

Se utilizo un termo bafio previamente esterilizado, colocando 4 litros de
solucién inyectable esteril con calentemiento progresivo hasta llegar a 72 grados
centigrados, una vez obtenida la temperatura se introduce la solucion previamente
preparada con el medicamento en el caso del 5-FU o bien Gnicamente la solucion para
el grupo de hipertermia. Una vez iniciado y determinado el flujo de irrigacion en la
cirugia, se pirden aproximadamente 30 grados C, en el trayecto de sistema de clisis
desde su salida de la bolsa hasta la llegada al abdomen del raton nude, asi logrando
una temperatura terapéutica de 42 grados C. FIG (continuos en el peritoneo.

FIG. Medicion contante de la temperatura mediante termémetro digital en el interior
de la cavidad abdominal monitorizando una temperatura contante de 42 grados C.

15.7.4 Programacion de flujos de entrada y salida intra peritoneal con bombas
de infusién.

El manejo el flujo de entrada para todos los grupos es igual, con excepcion
del grupo control. Se calculo un flujo de solucion a 6 ml por kilogramo por hora. Con
una duracion de la irrigacion de 25 minutos, teniendo como resultado un volumen
total de irrigacion de 50 ml de la solucion preparada.
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FIG. a) bomba de infusion marcando el flujo continuo entrante en la cavidad
abdominal. b) Sistema de flujo entrante y saliente en conjunto con la bomba de
infusion y la maquina de termoregulacion de soluciones.

15.7.5 Zoletil como anestésico.

Anestésico.

Zoletil *50 liofilizado con diluyente de 5ml, de uso veterinario como
anestesico general inyectable, con formula vial de 5ml que contiene toletamina base
(como clorhidrato) 125mg y zolazepam base (como clorhidrato) 125mg con diluente
c.b.p de 5ml, y que nu8na vez reconstruido contiene 50mg por ml.

El zoletil*50 es una combinacién de un agente disociativo, clorhidrato de
toletamina y un tranquilizante del grupo de las benzodeazepinas, clorhidrato de
zolazepam. Se puede utilizar como agente inductor, sedante y anestesico. Mejora el
grado de tranquilidad e inconciencia y promueve una recuperacion mas suave.
Zoletil*50 es muy seguro de usar gracias a su amplio margen terapeutico y efectos
secundarios limitados:

No causa depresion respiratoria.

No produce efecto epiléptico por su combinacion.
Disminuye la temperatura corporal transitoriamente.
No hay toxicidad hepatica o renal.

Se mantienen reflejos laringeos, podal y palpebral.
Puede ser usado en animales gestantes.

En cuanto a su efectividad:

e Rapido inicio de accion: alrededor de un minuto via IV y de 3 a 5 minutos
por via IM.
e Buen esfecto anestésico.
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e Relajacion muscular instantanea.
¢ Inmediata analgesia superficial.
e Suave despertar entre 30 minutos y 2 horas.

A dosis bajas se utiliza como inductor de anestesia inhalada y como sedante para
facilitar el manejo de pacientes agresivos y nerviosos, asi como manipulaciones
dolorosas como tomas radiologicas o curacion de heridas. Su via de administracion es
IV o IM. La duracion de la anestesia depende de la dosis empleada, se advierte que
una vez reconstituido el liofilizado se puede conservar en refrigeracion 8 dias, la
actividad se mantiene mayor a 90% durante este tiempo.

15.7.5.1 Tecnica anestésica.

Una una vez que se tenga todo el equipo quirugico listo se realiza el método
anestésico, mediante dosis IM de Zoletil, con fijacién de extremidad y cuerpo del
raton nude, se determina punto de puncion a nivel de muslo izquierdo e infiltracion
rapida. Posteriormente se espera el efecto anestésico deseado hasta que los
movimientos voluntarios del raton nude sean abolidos, permitiendo el mantenimiento
de movimientos respiratorios. Permitiendo la fijacion del raton a la mesa quirugica y
listo para iniciar procedimiento.

15.7.5.2 Farmacocinetica en el raton desnudo.

Colocado el anestésico IM en el muslo izquierdo del raton desnudo, el inicio
de efecto comienza a los 15 segundos presentando movimientos ataxicos y
discordinacion motriz, teniendo su efecto anestésico a los 2 minutos de la aplicacion,
tiene su efecto maximo a los 20 minutos y una latencia de 30 minutos.
15.8 Tecnica quirurgica.

La técnica quirdrgica se describe con los siguientes pasos:
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1.- pesar al ratén desnudo.

3.- Se realiza antisepsia con isodine espuma e isopo estéril.

4.- se coloca oxigeno a nivel facial a un flujo de 3 litros por minuto.
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5.- incisién media por planos iniciando por piel, incidiendo por planos hasta llegar
aponeurosis anterior, la cual se incide hasta llegar a cavidad abdominal.
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7.- colocamos 4 retractores abdominales , uno en cada cuadrante de la pared
abdominal, con elevacion del arco para provocar en la cavidad abdominal un
reservorio.

8.- realizamos laparotomia exploradora identificando las zonas peritoneales que se
encuentran con carcinomatosis macroscopica. Asi como con carcinomatosis en
organos.
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10.-Una vez determinada la cavidad abdominal se coloca los tubos de clisis,
colocandolas para la irrigacion a nivel de hipocondrio derecho y para la succion en
hueco pélvico.

11.- Se inicia el manejo con irritacion- succion hasta el termino del tiempo
predeterminado asi como su flujo.

12.- una vez terminado el tiempo de irritacion, retiramos los tubos de clisis y
realizamos secado de la cavidad abdominal con una gasa seca.
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13.- Realizamos cierre en 1 planos; para la aponeurosis y piel con vycryl 5 ceros y
refuerzo cutaneo con cianocrilato.

14. Colocamos a los ratones nude postquirugicos en area de recuperacion con aporte
de O2 a 5 litros por minuto y temperatura de 37 grados centigrados.

15.9. SEGUIMIENTO POSTQUIRUGICO:

Una vez que la totalidad de los ratones nude fueron operados, se colocaron por
grupos en el lugar establecido previamente para mantener las condiciones necesarias
para evitar infecciones oportunistas y observar las complicaciones postquirugicas
inmediatas, mediatas y tardias.

El seguimiento clinico consistio en la observacién de morbilidad en bases a la ingesta

de alimentos, movilidad, reactividad, nueva formacion de ascitis. Y los dias
posteriores a la cirugia cuando se presenta la muerte.
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1510 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN LA
CARCINOMATOSIS.

Se realizaron 3 estudios Unicos de RNM. Con el fin inicamente demostrativo
de la presencia de carcinomatosis, como la implicacion posterior al tratamiento; sobre
todo haciendo una compracion de raton nude control con carcinomatosis y raton
nude con carcinomatosis tratado con bevacizumab.

1.- El primer estudio por RMN se tomo a ratone nude sano sin carcinomatosis
peritoneal.

2.- El segundo estudio por RMN se realizo a raton nude con implantacion de células
SWIP-2 con desarrollo de ascitis correspondiendo al grupo control a 7 dias
posteriores al manejo quirugico.

3.- El tercer estudio por RMN se realizo con raton nude con implantacion de células
SWIP-2 con desarrollo de ascitis correspondiendo al grupo de bevacizumab 7 dias
posterior a tratamiento.
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15.11 EL ESTUDIO HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO
CUANTIFICACION EN EXPRESION DE LOS RECEPTORES
DEL VEGF.

1)

2)

3)

4)

5)

En todos los grupos independientemente del tratamiento al momento de
realizacion de la laparotomia inicial se realizo toma de biopsia de cavidad
abdominal correspondiente a segmento 7 u 8 del peritoneo.

Una vez que se determina la muerte del raton nude, se realiza una autopsia la
corresponde a la extraccion y el estudio cavidad peritoneal tanto como
organos intraabdominales (estomago, intestino delgado y grueso, mesenterio,
retro peritoneo, rifiones, uréteres, cupulas diafragmaticas, peritoneo. Asi como
también Organos toracicos como pulmones, corazon, grandes vasos, pleura,
esofago.

De las piezas incluidas para histologia mediante la tincion de HYE se
determina la infiltracion a los diferentes 6rganos abdominales por grupo.

Una vez determinado el grado de infiltracion se determina el grado de necrosis
del tumor correspondiendo a una + necrosis leve; necrosis moderada ++;
necrosis intensa +++. Tratando de demostrar con ello la disminucion del
aporte sanguineo distal al tumor en los diferentes esquemas de tratamiento y
con ello el grado de necrosis por grupo.

Mediante inmunohistoquimica se determina la sobreexpresion del receptor al
VEGF en el tumor y en los tejidos infiltrados, correspondiente a + expresion
leve; ++ expresion moderada; ++ expresion intensa.

15.11 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una base de datos en el programa estadistico SPSS version 18.0 y

se efectud un analisis descriptivo de cada una de las variables estudiadas.

Para las variables cuantitativas se emplearon medidas de tendencia central y

dispersion de acuerdo a la distribucion de datos.

Para las variables cualitativas se emplearon frecuencias y porcentajes.

La comparacion entre grupos fue realizada por medio de la prueba de Chi-

cuadrada, t de student y prueba de Kruskal-Wallis

Se considero significancia en una P de 0.05.
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16. RESULTADOS

RESULTADOS EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO PARA
LA OBTENCION DEL TOTAL DE CELULAS SWIP-2 PARA SU
IMPLANTACION.

El inicio de la cuantificacion de células posterior a la descongelamiento del vial fue
de 80,000 obteniendo un indice de de replicacion de 1 mitosis por cada 12 hrs.

FIG. a) numero de células obtenidas del vial al descongelar correspondiendo a un
total de 80,000. Obsérvese su forma redondeada original. 40x b) Células SWIP-2
posterior a 24 hrs después obsérvese las prolongaciones adherentes confindndoles una
fona estelar. 40x.
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Fig. a) numero de células a las 36 hrs de iniciado el cultivo 40x. b) numero de células
a las 48 hrs de iniciado el cultivo 40x.

Una vez establecido el cultivo y posterior a la cuantificacion celular deseada se
relazan mediante la tripsinizacion la colocacion de las células caco 2 en las jeringas
de inoculacién obteniendo el numero deseado de 40 millones de células en 9 dias de
cultivo.

Fig. a) Células SWIP-2 con confluencia del 80% del total de la caja cultivo,
presentando prolongaciones por adherencia a la caja de cultivo 10x b) Células
SWIP2 2 a las 48 hrs del cambio de caja de cultivo con una confluencia del 100%
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observandose células por encima de la monocopa de células en un segundo plano con
formacion de una bicapa de celulas. 10x c) células SWIP-2 una posterior a la
colocacion de tripsina, denotando la forma original redondeada de las células al ser
liberadas de sus prolongaciones adherentes 40x. d) misma foto en un objetivo 10 x
observandose la gran cantidad de células ya libres y en flotacion.

GRAFICO DEL INDICE MITOTICO DE LAS CELULAS SWIP-2
CULTIVADAS.
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Grafica. En esta grafica se establece el indice de mitosis celular de este cultivo con
celulas SWIP-2 presentando una mitosis cada 24 hrs. Observamos que a las 12 hrs
aun contamos con el nimero inicial de células que fue de 80,000, posterior la revision
secuenciada y cuantia se cuantifican a las 48 hrs 1, 100,045 células obteniendo el
numero deseado de células a al 7mo dia con aproximadamente 40, 000,000 de
celulas.
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RESULTADOS DE LA IMPLANTACION

Una vez obtenida el nimero total de células para su la implantacion
correspondiendo a 2, 500,000 de células por jeringa para cada raton, se inoculo a
nivel peritoneal. Esperando 12 dias posteriores a la inoculacion para someterse a
cirugia y observandose si la implantacion de las células SWIP-2 fue exitosa.

FIG. a) Raton mude sano sin implantacién de células SWIP-2 en laparotomia
exploradora. b) raton nude con implantacién exitosa de células SWIP-2 con
carcinomatosis peritoneal. Las flechas  demuestran los implantes gastricos,
peritoneales e intestinales.

En la implantacion de los 16 ratones implantados con células SWIP-2 el
100% fue exitosa lograndose un indice de carcinomatosis satisfactorio y logrando que
los grupos fueran homogéneos.
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GRAFICO DE IMPLANTACION PERITONEAL DE LAS
CELULAS SWIP-2
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Una vez inoculadas las células intraperitonealmente y posterior a 12 dias de
implantacion peritoneal de las mismas para la formacion de carcinomatosis peritoneal
se realiza el tratamiento quirtrgico por grupos de los que se desglosa .Al ingresar los
datos para detectar la homogeneidad de los grupos se realizo el analisis de las
mediciones de perimetro abdominal, liquido de ascitis medido asi como el indice de
carcinomatosis peritoneal en los cuatro grupos los cuales nos reflejo una P de 0.01

GRAFICA DE MEDICION DEL PERIMETRO ABDOMINAL PREQUIRUGICO
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Se observa en la medicién del perimetro abdominal un patrén homogéneo en
los cuatro grupos aumentando ligeramente para el grupo control con 9 cm asi con una
homogeneidad absoluta en los grupos bevacizumab, hipertermia y 5 flurouracilo de
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8.8 cm no presentando aumento significativo. Con una mediana de 9 cm. Con una P
de 0.16.

FIG. Ratones nude con aumento del perimetro abdominal por liquido de ascitis.

GRAFICO CUANTIFICACION DEL LIQUIDO DE ASCITIS EN RATON
NUDE CON CARCINOMATOSISI PERITONEAL
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En la cuantificacion del liquido de ascitis encontramos un ligero aumento en

la cantidad de liquido encontrado en el grupo control con una mediana de 6.5 ml por
encima del grupo de 5 flurouracilo con 6 ml y en relacion a los grupos de
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bevacizumab y el grupo de hipertermia con una mediana de 5.8 ml. No siendo una
diferencia significativa con una mediana total de 6ml. Con una P de 0.26

GRAFICA. INDICE DE CARCINOMATOSIS PERITONEAL EN RATONES
NUDE IMPLANTADOS CON CELULAS SWIP-2
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Se analizo el indice de carcinomatosis peritoneal en lo ratones nude
inoculados con células SWIP-2 presentando una distribucion homogénea en relacion
con los distintos grupos presentando un ligero aumento en los grupos control y
bevacizumab con una mediana del indice de carcinomatosis peritoneal de 10.5 y de
10 respectivamente, seguidos de los grupos hipertermia y 5 flurouracilo los cuales se
igualan con una cuantificacion de indice de carcinomatosis peritoneal de 9.5.
presentando una mediana total por grupos de 10 puntos de indice de carcinomatosis
peritoneal, con una P de 0.15.
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Durante el procedimiento quirdrgico y la realizacion de la laparotomia
exploradora, se pudo determinar la afeccion a los distintos 6rganos intraabdominales
por vision macroscépica resaltando que el 100% de todos los grupos tuvo afeccion
macroscopica a peritoneo, estomago, intestino y fueron negativas en el 100 % de la
exploracion a higado; indeterminadas para rifion, pancreas como se muestra en las
siguientes imagenes.
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Una vez que se realizado el manejo quirdrgico por grupos, se hace el
seguimiento clinico de los ratones nude en los diferentes grupos con los parametros
clinicos la reactividad catalogandolo en la perdida de la relacion vigilia- suefio como
normal e hipo activo. La ingesta de alimento y agua en el postoperatorio mediato
separando cada raton con una unidad alimenticia y cantidad de agua igual en todos
los ratones catalogandolos con ingesta adecuada y baja.
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GRAFICA. ACTIVIDAD FISICA POSTQUIRUGICA EN RATONES NUDE CON
CARCINOMATOSIS PERITONEAL.
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Se determina la actividad fisica en activo e hipo activo siendo para el grupo
control Unicamente uno de los ratones la presenta, para el resto de los ratones del
grupo control tuvieron una actividad adecuada; para el grupo de hipertermia cuatro
ratones del grupo se presentaron hipo activos no siendo asi para el grupo de
bevacizumab presentando buena actividad fisica en los cuatro ratones del grupo, para
el grupo 5 flurouracilo 2 ratones presentaron adecuada actividad y dos ratones se
presentaron hipo activos teniendo una P de 0.031.
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GRAFICA. INGESTA DE ALIMENTO POSTQUIRUGICO EN RATONES NUDE
CON CARCINOMATOSISI PERITONEAL
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La ingesta de alimentos en el postquirdrgico para el grupo control, en uno de
los ratones disminuyo, no siendo asi con los otros tres del grupo manteniendo una
adecuada ingesta de alimentos, para el grupo hipertermia la mayor parte del grupo en
numero de 3 disminuyo la ingesta de alimentos y solo en uno se mantuvo adecuada,
en el grupo de bevacizumab los cuatro ratones mantuvieron una adecuada ingesta de
alimentos y en el grupo de 5 flurouracilo disminuyo en uno de los ratones y se
mantuvo adecuadamente en 3 ratones teniendo una P de 0.13.

Se realiza el seguimiento de a sobrevida apartar del manejo quirdrgico con los
diferentes grupos que va desde el dia 12 de la inoculacion en relacion por grupo
teniendo los siguientes resultados.
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GRAFICO. SOBREVIDA EN DIAS EN RATONES NUDE CON
CARCINOMATOSIS PERITONEAL POSTERIOR A TRATAMIENTO
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La sobrevida en dias posterior a tratamiento quirdrgico para el grupo control
tenemos una mortalidad que inicia desde el 5to dia la presentando una mediana de
sobrevida de 15 dias y un pico maximo de sobrevida de 18 dias; para el grupo de
hipertermia se presento una distribucion homogénea en el grupo presentando
mortalidades a corto plazo iniciando desde el segundo dia, con una mediana de
sobrevida posterior al manejo quirdrgico de 4 dias. Para el grupo de bevacizumab la
sobrevida se prolongo notoriamente con inicio de mortalidad a los 19 dias,
presentando una mediana de sobrevida a los 26 dias y un pico de muerte maximo a
los 32 dias; siendo el grupo con mayor sobrevida. ElI grupo de 5- flurouracilo
tenemos una mediana de sobrevida de 5 dias y un pico maximo de mortalidad en dias
de 7. Presentando estos datos una P de 0.031
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FIG. Raton nude con carcinomatosis peritoneal a 9 dias postquirdrgico
correspondiendo al grupo control, obsérvese la nueva formacion de ascitis a tension y
el adelgazamiento del tronco.

FIG. Raton nude con carcinomatosis peritoneal a 9 dias postquirdrgico
correspondiente al grupo de Bevacizumab, nétese la disminuciéon del perimetro
abdominal asi como los datos de tension de la pared abdominal.
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RESULTADOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
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a)RMN corte coronal de raton nude
sano, sin implantacion de celulas Caco2
sin lesiones aparentes. B) RMN corte
coronal de raton nude del grupo control
a 21 dias de implantacion con celulas
Caco2 intraperitoneal y a 7 dias
postquirdrgico. Muestra  lesiones
hiperintensas que tienden a confluir las
cuales solas miden de 3.1 mm hasta
7mm en confluencia con zonas
hipointensas correspondientes a liquido
de ascitis con aumento de 32mm de
diametro abdominal. ¢) RMN corte
coronal de raton nude del grupo
bevacizumab a 21 dias de implantacion
celular y a 7 dias postquirugico.
Muestra lesiones hiperintensas aisladas
de 3.3 y 3.4 mm no confluentes, con
escasas zonas hipointesas
correspondientes a ascitis con un
didmetro abdominal de 25.9 mm
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Se muestra los resultados de la RMN en un corte axial a) ratone nude sano sin

implantacion por células tumorales b) Raton nude con implantacion células tumorales

correspondiendo al grupo control, se observan zonas de hiperintensidad redondeadas

con borde mal definidos confluentes que miden2mm a 3.2 mm con abundante zonas
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hipointensas correspondiendo a liquido de ascitis, compresion de ambos rifiones hacia
la line media y engrosamiento de pared abdominal, con diametro abdominal
aumentado de 31 mm. C) ratén nude con implantacion de células Caco2, se observan
zonas de hiperintensidad de 2.7 mm asi como zonas de hipo intensidad escaso liquido
de ascitis, situacion de rifiones se encuentra respetada con un diametro de cavidad
abdominal ligeramente aumentada en relacion con el raton sano.

FIG. A la izquierda Ratones nude con carcinomatosis peritoneal a 10 dias
postquirdrgicos correspondientes al grupo control. A la derecha Ratones nude con
carcinomatosis peritoneal a 10 dias postquirdrgicos correspondientes al grupo
bevacizumab.
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RESULTADOS HISTOLOGIA

Todos las biopsia realizadas al inicio de la cirugia en los diferentes grupos
fueron positivas con infiltracion del peritoneo por células tumorales de cancer de
colon por células Caco-2 mostrando las siguientes iméagenes a continuacion donde se
observan peritoneo en contacto con implante tumoral con y sin infiltracion.

Se determino la infiltracion tumoral por 6rganos en los diferentes grupos
posterior al tratamiento y subsecuente a la muerte natural de los ratones nude con
carcinomatosis peritoneal presentando los siguientes resultados.

o

FIG. a) se muestra imagen histologia donde se encuentra peritoneo parietal con
implante de células tumorales sin presencia de infiltracién peritoneal. b) Peritoneo
parietal con gran implante tumoral infiltrando peritoneo. Tincion HyE.

Los resultados fueron basados en la infiltracion de los 6rganos abdominales en
los distintos tratamientos. EI 100% de los ratones tuvieron infiltracion e implantes a
peritoneo.
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GRAFICA. INFILTRACION HISTOLOGIA DEL TUMOR A HIGADO EN
RATONES NUDE CON CARCINOMATOQOSIS

i INFILTRACION
4 AHIGADO

| El
Eno

no. de ratones nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN
GRUPO

Se determino si infiltra o no infiltra a higado posterior al tratamiento 4 de los
ratones controles infiltra a higado, del grupo hipertermia la mitad del grupo, dos
infiltra y el resto de los dos ratones el tumor no infiltro a higado. En el grupo de
bevacizumab 3 de los ratones presentaron infiltracién hepatica, solo uno no presenta
infiltracion hepética, en el grupo de 5 flurouracilo los cuatro ratones nude no
presentaron infiltracion hepatica. Con una P de 0.031

FIG. a) Infiltraciéon tumoral en higado.
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GRAFICA. INFILTRACION HISTOLOGIA DEL TUMOR A INTESTINO EN
RATONES NUDE CON CARCINOMATOQOSIS

INFILTRACION
AINTESTING

Hsi
Eno

WO, TdIUTTES TUUE

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN

Se determino si infiltra o no infiltra a pared intestinal posterior al tratamiento
3 de los ratones controles infiltra pared intestinal un solo ratoén no tubo infiltracion a
pared intestinal, del grupo hipertermia la mitad del grupo, dos infiltra y el resto de los
dos ratones el tumor no infiltro a pared intestinal. En el grupo de bevacizumab 1 de
los ratones presentaron infiltracion a pared intestinal, tres de los ratones del grupo
bevacizumab no presenta infiltracion a pared intestinal, en el grupo de 5 flurouracilo
los dos ratones nude presento infiltracion intestinal y dos no la presento con una P de

0.57.
E w’ﬁ/?' fq:/ 4

FIG. a) se observa imagen histologica de implante tumoral sobre la serosa del
intestino sin infiltrarlo. B) imagen histoldgica con infiltracion a pared intestinal HyE
10x.
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GRAFICA. HISTOLOGIA DE METASTASIS GANGLIONAR EN RATONES
NUDE CON CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

] METASTASIS
4 A GANGLIOS

Hs
BEno

No. ratones nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN
GRUPO

Se determino la presencia 0 no de metastasis ganglionares mesentéricos
posterior al tratamiento; en el grupo control 3 de los ratones presenta metastasis
ganglionar un solo ratén no tuvo metastasis ganglionar, del grupo hipertermia un
solo ratdn presenta metastasis ganglionar y 3 de los ratones no presenta metastasis
ganglionar. En el grupo de bevacizumab los 4 ratones presentaron metastasis
ganglionar, en el grupo de 5 flurouracilo dos ratones nude presento metastasis
ganglionar y dos no la presento con una P de 0.14
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FIG. Imagen histoldgica con EyH a) muestra ganglio linfatico sin presencia de
metastasis b) ganglio linfatico con multiples células metas asicas.
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GRAFICA. INFILTRACION HISTOLOGIA DEL TUMOR A PANCREAS EN
RATONES NUDE CON CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

| INFILTRACION
¥ A PANCREAS
Hs
Eno

No. de ratones nude

CONTROL HPERTEMIA, AVASTIN SFU
GRUPO

Se determino si infiltra o no infiltra pancreas posterior al tratamiento. En el
grupo control 2 de los ratones controles infiltraron pancreas, dos de los ratones no
tuvo infiltracion, del grupo hipertermia ninguno de los cuatro ratones infiltro
pancreas. En el grupo de bevacizumab los 4 de los ratones no presentaron infiltracion
pancreatica, en el grupo de 5 flurouracilo los un ratén presento infiltracion y tres
presentan infiltracion pancreéatica una P de 0.21

FIG. imagen histolégica de un implante tumoral en contacto con pancreas sin
infiltracion HyE 10x.
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GRAFICA. INFILTRACION HISTOLOGIA DEL TUMOR ESTOMAGO EN
RATONES NUDE CON CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

] INFILTRACION
4 A ESTOMAGO

Hs
BEno

No. de ratones nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN 5FU
GRUPO

Se determino si infiltra o no infiltra estomago posterior al tratamiento. En el
grupo control 2 de los ratones controles infiltraron estomago, dos de los ratones no
tuvo infiltracion, el grupo de hipertermia ninguno de los cuatro ratones infiltro
estomago. En el grupo de bevacizumab uno de los ratones presento infiltracion a
estomago y 4 de los ratones no presenta infiltracion gastrica. En el grupo de 5
flurouracilo un raton presento infiltracion y tres presentan infiltracion a estomago
teniendo una P de 0.44

FIG. Imagen histoldgica de un implante tumoral adosado a al serosa del estomago
pero sin infiltrarlo imagen HyE 10x.
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GRAFICA. INFILTRACION HISTOLOGIA DEL TUMOR EN RINON EN
RATONES NUDE CON CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

i INFILTRACION
4 A RINON

Hsi
Ero

no. ratone nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN
GRUPO

Se determino si infiltra o0 no infiltra rifién posterior al tratamiento. En el grupo
control 1 de los ratones controles infiltraron rifidn, tres de los ratones no tuvo
infiltracion renal, el grupo de hipertermia ninguno de los cuatro ratones infiltro rifién.
En el grupo de bevacizumab los uno de los ratones presento infiltracion a rifion y 4 de
los ratones no presenta infiltracion renal. En el grupo de 5 flurouracilo 4 ratén no
presentan infiltracion a rifion teniendo una P de

FIG. Se aprecia imagen histolégica a nivel renal con mdaltiples glomérulos sin
infiltracion tumoral, se observa implante el cual no infiltra a rifidn. HyE 10x.
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GRAFICA. GRADO DE NECROSIS NUMORAL EN RATONES NUDE CON
CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

i GRADO DE
4 NECROSIS
H+
B ++

no. ratones nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN SFU
GRUPO

El grado de necrosis tumoral en el grupo control se presento en una + en uno
de los ratones y en 3 de los ratones el grado de necrosis tumoral en ++ fue en 3
ratones; en el grupo de hipertermia 2 de los ratones presento necrosis tumoral leve y 2
de los ratones presento necrosis tumoral moderada. En el grupo de bevacizumab la
totalidad de los ratones presento necrosis moderada y en el grupo de 5 fluracilo los
cuatro ratones presento necrosis tumoral leve con una P de 0.031

FIG. Zonas de necrosis tumoral +++ obsérvese en los cambios de coloracion en el
tumor imagen histoldgica en HyE 10x y 40x.
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GRAFICA. INMUNOHISTOQUIMICA EN LA SOBRE EXPRESION DEL VEGF
EN EL LA CARCINOMATOSIS PERITONEAL.

] | EXPRESION
3 DEL VEGF

|-

B+
O+++

numero de ratones nude

CONTROL HIPERTEMIA AVASTIN SFU
GRUPO

GRAFICO. Se encuentra una corroboracion de la sobreexpresion de los receptores
del VEGF observados por inmunohistoquimica y siendo expresados en la mayor parte
de los tumores en ++ y +++, presentando una P de 0.39 haciendo a los grupos sin
diferencia y similares.
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FIG. Imagen histoldgica con técnica de inmunohistoquimica para receptores del
VEGF a) tumor negativo a receptores para VEGF b) tumor positivo + para receptores
de VEGF c) tumor positivo ++ para receptores de VEGF d) tumor positivo +++ para
receptores del VEGF.
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17. DISCUSION

Las celulas SWIP-2, fueron disefiadas para su reproduccion y crecimiento in
vitro asi como para el estudio y tratamiento del cancer de colon; en las distintas fases
de crecimiento celular, como en la repercusion de estudios de investigacion. En
nuestro estudio las células SWIP-2 no son células puras, debido a que han sido
mutadas Yy re cultivadas, esto les confiere mayor agresividad y patogenia, presentando
indices mitdticos aumentados a lo esperado y al ser inoculadas en ratones desnudos
le confiere carcinomatosis peritoneal, el cultivo recibido de inicio con un total de
80,000 células con una gran mortalidad del vial de cerca de 70% lo que lo haria en
otras células, como un cultivo no viable, sin embargo el cultivo se presento y
desarrollo de una forma inusual, debido a que alcanzamos una indice de mitosis de 1
por cada 12 hrs, obteniendo una respuesta al cultivo excelente y tolerando
adecuadamente el cambio de medio, el cambio de caja de cultivo, el despegamiento
y sobretodo presentando una mortalidad del 2 % maxima en todos los recambios.
Alcanzando el plazo previsto del total celular en 7 dias, al continuar el cultivo y el
namero total de células obtenidas llego hasta 120, 000,000 de células. Estas células
tienen la caracteristica de formacién de una bicapa y que a pesar del porcentaje
elevado de confluencia en caja de cultivo, el crecimiento se detiene lentamente, en su
fase de mayor crecimiento fueron necesarios recambios de medio de cultivo cada 24
hrs. El cambio de coloracién del medio por la falta de nutrientes. Consideramos que
la metodologia utilizada y seguida por este estudio fue muy adecuada para el
desarrollo y el crecimiento celular de estas células y asi alcanzamos la siguiente fase
del estudio la implantacion.

Una vez implantadas las células en el interior de la cavidad peritoneal del
raton nude homocigético, las células Caco-2 tienen un crecimiento libre de respuesta
inmune por células T, muy dependiente de las caracteristicas celulares. En la gran
parte de estudios realizados por investigadores en el area oncoldgica con ratones nude
homocigoticos se tiene un indice de éxito del 40 a 50 % en la implantacion, en

nuestro estudio el 100% de los ratones nude homocigéticos implantados
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intraperitonealmente fueron exitosos, presentando indices de carcinomatosis
peritoneal homogéneo y aceptables para el objetivo de este estudio, haciendo este
modelo de implantacién con estas células de una gran efectividad. Presentando un
tiempo de latencia para el inicio de carcinomatosis y formacion de ascitis a partir
del 8vo dia posterior a la inoculacion disminuyendo esto en comparacién con otros
estudios que utilizaron el mismo inoculo de los 10 hasta los 13 dias en estudios
previos realizados, en nuestro estudio la afeccion macroscépica por Organo se
afectaron en su totalidad el estomago, intestino, mesenterio y peritoneo parietal y no
siendo valorados los d&rganos retroperitoneales como el péancreas, ganglios
retroperitoneales, rifidn y uréteres; en ninguno de los casos el higado se vio afectado

macroscopicamente en la evaluacion inicial.

El aumento del perimetro abdominal es uno de los pardmetros indirectos para
medir la cantidad de ascitis de un paciente por carcinomatosis peritoneal. La cual se
correlaciona con un procedimiento de paracentesis cuando el paciente presenta datos
de restriccion, en este estudio se corrobora dicha relacion con los ratones nude y el
grado de ascitis medida, la mayor parte de los sintomas de un paciente con
carcinomatosis es por la compresion vy restriccion que ejerce el liquido dentro de la
cavidad abdominal motivo por el cual al drenarlo mejoran los sintomas, En este
estudio se realiza en la cirugia drenaje y secado de cavidad abdominal. Como la
medicién del indice de carcinomatosis peritoneal el cual objetivita en un paciente que
cantidad de la pared peritoneal estd afectada y su probable respuesta al tratamiento,
en el humano contamos 1 a lesiones no mayores de 25 mm 2 de 25 a 50 mm y 3 por
arriba de esta medida, y se multiplica por el numero de zonas en peritoneo afectadas
dandonos un indice de carcinomatosis mayor de 39. En el ratbn modificamos el
indice de carcinomatosis y tomamos que todas las lesiones tuvieran el valor de
1motivo por el cual que el mayor indice de carcinomatosis presentado en el raton
nude es de 13 haciendo homogéneo los grupos presentando una media de 10 puntos.
En el humano los sitios en donde mayor cantidad de implantes peritoneales se
encuentran son en hemidiafragma derecho, puntos declives como son el hueco

pélvico y fondos de saco; por donde transcurre el liquido peritoneal en correderas
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parietocolicas y zonas de fijacion intestinal como son el angulo de treitz y el ciego.
Explicando con ello la mayor parte de las lesiones concentradas en nuestro estudio.
Observamos que los parametros clinicos en los animales son dificiles de
catalogar y separar mas sin embargo encontramos que si hay una diferencia
importante sobre todo en aquellos grupos en donde se utiliza la hipertermia como
tratamiento tanto como sola o en compafia de medicamento, en el manejo sin
hipertermia con bevacizumab las condiciones clinicas de los ratones fueron mejores
en los aspectos medidos como fue la actividad fisica y la ingesta de alimentos y
bebidas siendo estadisticamente significativa. Y del grupo de hipertermia notamos
una baja importante en la ingesta de alimento y bebida no presentando esta el grupo
de bevacizumab pero esta con una P de 0.13 y teniendo estos resultados un
importante impacto en la mortalidad y sobrevida de los ratones en los diferentes
grupos. Se realizo el seguimiento de los ratones hasta su muerte, la mayor parte de
estos con deterioro sistémico importante con datos de caquexia y con ascitis a tension
la cual no se drena hasta el momento de la muerte, hay una similitud muy importante
entre los dos grupos que tuvieron deterioro clinico como el grupo de hipertermia y el
grupo de 5 flurouracilo, presentando mortalidades tempranas de la minima 2 dias
posteriores a la cirugia y la sobrevivencia mayor de 7 dias, muy por debajo del grupo
control. Mas sin embargo encontramos una diferencia importante vy significativa en
la sobrevida sobre todos los grupos en base al los ratones manejados con
bevacizumab y sobre todo en la comparacion con el grupo control, que alcanzo
sobrevida medias de 25 dias posteriores al evento quirlrgico y maximas sobrevidas
de 32 dias posteriores al evento, y sobre todo en las condiciones de vida presentadas
al momento de la muerte en relacion al grupo control. Hay poco escrito sobre el
aumento en la sobrevida y la calidad de vida del paciente con carcinomatosis
peritoneal. Presentdndose casos clinicos y algunas series de casos no bien
protocolizados, pero con resultados alentadores sobre todo en la disminucién de la
produccion de liguido de ascitis y los sintomas acompafantes y la prolongacion de la
sobrevida, en este estudio experimental se demuestra el gran impacto en la sobrevida
manejado con bevacizumab en comparacion con el grupo de hipertermia, 5

flurouracilo e inclusive el grupo control.
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Los estudios de imagen en la actualidad para el diagnostico de carcinomatosis
peritoneal son muy controversiales no realizandose de forma rutinaria y
presentdndose en algunos casos como hallazgos incidentales y poco predecibles.
Incluso presentando estudios negativos por imagen y pacientes que sometidos a
laparotomias exploradoras presentan indices de carcinomatosis peritoneal elevados y
siendo diagnosticados hasta este momento con el advenimiento de la resonancia
magnética nuclear y la tomografia por emision de positrones se espera mejorar los
indices de diagnostico por imagen de la carcinomatosis peritoneal siendo capaz de
observar lesiones de hasta 3 mm de didmetro. En nuestro estudio se tomo una muestra
unica del grupo bevacizumab y control y se comparo con una resonancia magnética
de un raton sin carcinomatosis. No fue posible la toma de resonancia magnética a
todos los grupos porque esta fue realizada siete dias posteriores al evento quirdrgico y
22 dias de haber inoculado las células dentro del peritoneo. Siendo uno de los
parametros a observar la confluencia de las lesiones peritoneales en el grupo control y
el aumento en el tamafio de dichas lesiones asi como la cantidad de liquido de ascitis
observada.

Dentro de los estudios histoldgicos realizados, se demuestra la infiltracion a
los diferentes Organos intraabdominales y las metastasis a ganglios infanticos
presentados; en la carcinomatosis peritoneal de los tumores colonicos se presenta en
un inicio como una etapa locoregional, en donde la actividad tumoral es presentada
mediante la exposicion y la infiltracion del tumor a la serosa y su contacto con el
peritoneo ricamente vascularizado por la barrera peritoneo plasmatica y llevada a
distancia por el flujo normal del liquido peritoneal realizando siembras a distancia.
Por lo general estas siembras pueden ser removidas son macroscopicamente visibles
por la cirugia radical y siembras microscopicas mediante el manejo de medicamentos
intraperitoneales. Pero de no ser manejadas adecuadamente de ser una enfermedad
localmente avanzada se hace sistémica y continua con infiltracion a nivel abdominal
de diferentes 6rganos y la presencia de aumento en indice de metastasis a ganglios y a
distancia, en este estudio debido a que el manejo primordial fue en base
medicamentos intraperitoneales y no haber realizado una cirugia radical la

enfermedad macroscopica persistiria y por consiguiente la infiltracion a los distintos
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organos. Cabe resaltar que al momento de observar al microscopio son piezas de
patologia consecuentes a la muerte de los ratones y que dichas muertes se presentaron
es distintos tiempos dependientes de los resultados de sobrevida en los diferentes
grupos, de los resultados hacemos una comparativo histoldgico en base a lo infiltrado
y no infiltrado dependiendo del tiempo y el manejo establecido por grupo. Se pliega
como resultado de infiltracion hepatica que el grupo de hipertermia y 5 flurouracilo
son los que menor infiltracion hepatica presento en comparacion con el grupo control.
Mas sin embargo el grupo de bevacizumab fue menor la cantidad de ratones nude con
carcinomatosis que infiltraron higado, pese a que el tiempo de exposicion de la
carcinomatosis por el aumento de la sobrevida es mayor. Con resultados muy
similares en los distintos 6rganos revisados como son intestino, pancreas y estomago.
Siendo estadisticamente significativa y haciendo una comparacion del grupo de
bavacizumab y el grupo control.

Se medio el grado de necrosis tumoral presentada por histologia, hay varias
consecuencias de que un tumor presente distintos grados de necrosis uno de ellos es
que el tumor presente un crecimiento demasiado acelerado para que en sus porciones
apicales no llegue suficiente aporte sanguineo con la subsecuente necrosis. Otra de
las causas es el blogueo de la angiogénesis y vasculogénesis evitando la formacion de
nuevos vasos sanguineos para el aporte nutricio del tumor, su desarrollo y su
disminucion en el tamafio. Medimos los grados de necrosis en leve y moderada por
histologia. Encontramos que en los grupos manejado con 5 flurouracilo presenta
niveles leves de necrosis tumoral muy similar a lo encontrado en el grupo de
hipertermia. En el grupo control presento valores de necrosis moderada y leve
tendiendo a la necrosis moderada pero la totalidad del grupo de bevacizumab
presento necrosis tumoral moderada, este resultado es reflejado a las dos distintas
teorias la primera por el crecimiento acelerado de una carcinomatosis bien instaurada
y la segunda por la disminucion y el blogueo de los receptores del
VEGF y como resultado del mismo la disminucién en la angiogénesis tumoral, el
aporte nutricio y el aumento de la necrosis tumoral. Ya muy bien establecido la
funcién de este anticuerpo monoclonal en distintas neoplasias; pero con muy poca

evidencia de la efectividad en la aplicacion intraperitoneal de la carcinomatosis.
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La medicion y el estudio de aquellos tumores que sobre expresan receptores
para el VEGF estd bien establecido, asi como la respuesta antitumoral muy
importante en el tratamiento sistémico de distintas neoplasias, tanto resultados clinico
como de respuestas completas al tratamiento. Es este estudio nos dimos a la tarea de
realizar el grado de sobreexpresion de receptores para el VEGF catalogdndolo como
leve +, moderado ++ , intensa +++, y haciendo una asociacion con la respuesta clinica
y tumoral en los distintos grupos, encontrando que la mayor parte de los tumores
sobre expresa por inmunohistoquimica receptores para VEGF de forma moderada e
intensa en un porcentaje equitativo, es importante describir que ninguno de los
tumores fue negativo a la sobreexpresion de receptores a VEGF y sobre todo los que

pertenecen al grupo de bevacizumab.

108



POSTGRADO DE CIRUGIA ONCOLOGICA ADULTOS

18. CONCLUSION

1.- Los cultivos de células SWIP-2 obtenidas de cancer de colon de humano son
una poblacion celular homogénea, caracterizada por adhesion a la caja de
cultivo con presentando escasa mortalidad in vitro.

2.- Las células SWIP-2 presentan alta agresividad bioldgica, haciendo que los
cultivo pese a los puntos en contra, fueran muy exitosos logrando conseguir
indices mitoticos elevados, logrando que el tiempo de cultivo esperado se
acortara.

3.- La inoculacion con células SWIP-2 en el peritoneo de ratones nude en una
cantidad de 2, 500,000 es adecuada para inducir la patogenia de estas células in
vivo, provocando que el 100 % de los inoculo presenten carcinomatosis
peritoneal.

4.- Los cuatro grupos de experimentales no presentan diferencia significativa en
la medicién del perimetro abdominal y cuantificacion del liquido de ascitis por
carcinomatosis peritoneal haciéndolos grupos homogéneos.

3.- En el manejo de la carcinomatosis peritoneal en el raton nude con
carcinomatosis peritoneal, encontramos un deterioro clinico en base a la
actividad y la ingesta de alimentos, en los grupos que se utilizo como manejo la
hipertermia no siendo asi en los grupos con tratamiento en base a normo termia.

4.- El manejo con Bevacizumab en este estudio aumento significativamente la
sobrevida, asi como mejord las condiciones clinicas de los ratones nude con
carcinomatosis peritoneal, siendo que no es un medicamento que se utilice en los
esquemas actuales de tratamiento intraperitoneal, con grandes expectativas, es
importante realizar mas estudios para valorar la respuesta tumoral en pacientes
con carcinomatosis peritoneal. Con posibles resultados muy prometedores.

5.- La RMN es un estudio muy atil para determinar lesiones de hasta 2 mm de
diametro, asi como otros datos indirectos de carcinomatosis peritoneal como es
el aumento de perimetro abdominal, liquido de ascitis y el engrosamiento de la
pared.

6.- El tratamiento con bevacizumab demostro la disminucién en la infiltracion
tumoral en los 6rganos abdominales con respecto al grupo control, a pesar del
tiempo de exposicion de la carcinomatosas peritoneal, siendo mayor para el
grupo de bevacizumab.
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7.- Se comprobo la sobreexpresion de los receptores para el VEGF en los ratones
nude con carcinomatosas peritoneal por cancer de colon y su probable
correlacion clinica al bloqueo a estos receptores por el grupo tratado con
bevacizumab. Con ello disminuyendo el tamafio del tumor asi como la
disminucion de la cantidad de liquido de ascitis y por consiguiente el aumento en
la sobrevida.

8.- Se comprobo la respuesta clinica, en sobrevida, histologica, en ratones con

Células SWIP-2, las cuales presentan agresividad bioldgica mas intensa, que los
podria brindar beneficios importantes el manejo de estos pacientes.
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