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RESUMEN

Introduccién: El cancer colorrectal es un problema de salud publica y es una de las neoplasias
mas frecuentes en el mundo, con el cuarto lugar en incidencia y segundo lugar por mortalidad,
Para el 2016 hay un estimado de 95,270 casos nuevos y se estima que 49.190 personas moriran
por la misma causa. En México tiene incidencia de 8,651 casos nuevos, lo que represent6 el 5.8%
y con una mortalidad de 4,694 (6.0%) de todas las neoplasias malignas reportadas en el pais. los
pacientes con mejor supervivencia son aquellos que se presentan en etapa clinica |. a 5 afios es
de aproximadamente 90% con cirugia como tratamiento Unico, para estos pacientes las tasas de
recidiva local son de 5% o menos y las tasas de recaida distantes son de 10%.

Objetivo: Estudiar la poblacion total con diagndstico de cancer de colon estadio | desde el afo
2010 - 2015. Analizar las caracteristicas clinicas (histologia, datos demograficos generales,
factores de riesgo genéticos y asociados a habitos, complicaciones entre otros y asi poder
conocer el niumero de recurrencias y progresion existentes y posteriormente realizar la expresion
de SOX9 en todas las muestras tumorales de todos los pacientes con etapa clinica | para con los
resultados finales poder correlacionarlos con las caracteristicas clinicas adversas y las
recurrencias de los pacientes en esta etapa clinica

Método: Estudio retrospectivo, descriptivo y observacional de analisis uni y multivariable,
desarrollado en el Instituto Nacional de Cancerologia en colaboracién con el laboratorio de
medicina transnacional. Se analiz6 la informacién de expedientes electrénicos, seleccionando
unicamente pacientes con estadio clinico |. donde posteriormente se les realizara el estudio de la
proteina SOX9 para correlacionarla con los resultados finales como biomarcador de prondstico
de recurrencia y progresion

Resultados: Con 46 pacientes con un 5.34% se encuentran en una etapa I, Un 23.9% de esta
poblacion fue sometida a cirugia de urgencia con 11 pacientes, donde la media de edad fue de
63 anos con grupos homogéneos, la histologia mas frecuente es el adenocarcinoma en un 56.5%
y un 43.5% de estos casos tienen variantes histolégicas. Siendo el lado izquierdo del colon el
mas afecto con un 63 % y el cancer de colon hereditario se manifiesta en un 23% de la poblacion,
con un 15 % de la poblacién quien presenta habitos tabaquicos y concomitantemente alcohdlicos,
con 22% de la poblacion con historia personal de otro cancer, y sobrepeso, obesidad en un 60%
de los casos un 26% de la poblacion con sintomas que no fueron dolor abdominal para inicio de
padecimiento actual que va de 4 a 12 meses. Con cirugia electiva un 76.1 % de la poblacion sin
diferencias entre margenes entre una cirugia de urgencia y una cirugia electiva, con total 43.5%
con complicaciones postquirurgicas donde la infeccion de la herida operatoria se presentd en un
15.2 % mientras que la dehiscencia de la anastomosis fue en un 8.7% y un 2.2 % desencadeno
la muerte de un paciente. Presentamos una recurrencia general de 17.4 % por eso que en las
proximas semanas se les realizar la expresién de SOX9 a esta poblacién para la correlacionar la
recurrencia y progresion de estos pacientes ya previamente estudiados y sacar conclusiones
acerca de su utilidad clinica como biomarcador.

Conclusiones: El cancer de colon estadio clinico | tiene una supervivencia global de 95 al 85%
en los 5 afios de estudio sin embargo la recurrencia y progresion alcanzo un 17% de la totalidad
de esta poblacion, es por eso que la importancia de tomar en cuenta la posibilidad de que exista
un biomarcador que a nivel molecular pueda predecir la recurrencia o progresion de esta
patologia toma connotacion clinica.
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MARCO TEORICO

CANCER DE COLON

1.- INTRODUCCION

El cancer colorrectal es un problema de salud publica ya que es una de las
neoplasias mas frecuentes en el mundo. Existen diferencias que influyen en el desarrollo
del cancer colorrectal, por la exposicion a distintos factores de riesgo, presentacion y
sintomatologia que nos dan la oportunidad de ofrecer un diagndstico temprano y por
consiguiente la extirpacion quirdrgica cuando la curacion es factible, por lo que es
indispensable realizar mayor investigacion para prevenir y detectar tempranamente esta

neoplasia.

1.1 Epidemiologia Mundial

Para 2016, se proyectan 1, 685,210 nuevos casos de cancer y 595,690 muertes
por cancer en los Estados Unidos. El cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar en
incidencia vy el segundo lugar por mortalidad en los Estados Unidos y a nivel mundial.
Para el 2016 hay un estimado de 95,270 casos nuevos de cancer de colon y durante el
mismo afo se estima que 49.190 personas moriran por la misma causa por datos del
globocan.! Debido a su alta incidencia y mobi-mortalidad, el cancer de colon es

considerado un problema de salud publica a nivel mundial. 2-3



1.2 Epidemiologia en México.

En México, con una poblacién un poco mayor a los 150 millones de habitantes, el
registro del cancer se hace a través del Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas
(RHNM) de acuerdo con esta informacion el cancer colorrectal para el afio 2012 tiene
incidencia de 8,651 casos nuevos, lo que representd el 5.8% y con una mortalidad de

4,694 (6.0%) de todas las neoplasias malignas reportadas en el pais.*

1.3 Epidemiologia en el Instituto Nacional de Cancerologia.

El Instituto Nacional de Cancerologia de México, es un centro de referencia para
pacientes con diagndstico de cancer, siendo atendido en el registro de estadistica un total
de 1,186 pacientes con cancer colorrectal, lo que represento el 4.4% de la consulta del
periodo que comprendio del 2000 al 2006.5 En el periodo del 2010 — 2015 se ingresaron

860 pacientes al instituto con diagndstico de cancer de colon.

1.4 Proyecciones de nuevas investigaciones.

Las tasas de incidencia de cancer de colon y de recto en pacientes jovenes estan
aumentando en los ultimos 10 afios. Ya que esta patologia se presenta mas comunmente
en pacientes mayores de 50 anos. Al ritmo actual, la tasa de incidencia de pacientes
jévenes con cancer de colon y recto se duplicara para el aino 2030, mientras que esta
disminuira en un tercio de los pacientes mayores de 50 afios de edad. Para el afio 2030,
el 10,9% de todo el cancer de colon y el 22,9% de todos los canceres rectales seran
diagnosticados en pacientes jovenes en comparaciéon con el 48% y 9,5%,

respectivamente, en 2010.6
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Muchos de estos pacientes son tratados inicialmente con cirugia ya sea planificada o
de urgencia, y los pacientes con mejor supervivencia son aquellos que se presentan en
etapa clinica I. La supervivencia esperada a 5 afios es de aproximadamente 90% con
cirugia como tratamiento unico, para estos pacientes las tasas de recidiva local son de
5% o menos y las tasas de recaida distantes son de 10%. En estos pacientes el
tratamiento adyuvante rara vez se recomienda después de la reseccion por su baja
recurrencia y su alto porcentaje de curacién.” En la blsqueda de caracteristicas que nos
encaminen a un mejor tratamiento del paciente y prevencion de las recurrencias
buscamos caracteristicas clinicas que nos den mas informacion para optimizar a este

porcentaje de poblacion en etapa clinica I.

Sin embargo, dentro de los datos importantes para el manejo del cancer de colon, no
hay un biomarcador 6ptimo para identificar pacientes con alto riesgo de recaida o como
predictor para beneficio de tratamiento adicional. Se han desarrollado directrices sobre
todo para los estudios que evaluan un unico marcador tumoral de interés, incluyendo el
ajuste de las variables pronosticas clinicas estandar, La elaboracion de directrices para
la presentacion de informes de estudios con marcadores tumorales fue una de las
principales recomendaciones de la Organizacion Europea del Cancer Instituto-Nacional
para la Investigacion y Tratamiento del Cancer (NCI-EORTC). En este documento, se
definié como marcador prondstico, aquel que tenga una asociacion con algun estadistico
clinico como la supervivencia global o la supervivencia libre de recidiva, que pueden ser
utilizados para tomar decisiones y determinar si un paciente debe recibir quimioterapia

adyuvante u otro tratamiento como radioterapia.®
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1.5 Etapa Clinica | de Cancer de Colon.

El estadiaje del cancer de colon se divide en etapas clinicas que son el resultado de
transformacién maligna del epitelio normal del colon y esta depende de la profundidad de
la invasion del tumor primario, dentro y fuera de la pared intestinal, y de la presencia o

ausencia de metastasis a nivel de los ganglios linfaticos y metastasis a distancia (TNM).

Cuadro 1. El cancer de colon etapa | se define como:

.- T1: El tumor invade la submucosa

.- T2: El tumor invade la capa muscular propia

.- NO: Sin ganglios linfaticos positivos

.-MO0: Sin metastasis a distancia.

1.6 Cambios morfoldgicos en el epitelio colonico.

El intestino grueso se divide en cuatro capas anatomicas distintas. El revestimiento
luminal interior es una capa unica de células epiteliales con invaginaciones que se
encuentran en el tejido conjuntivo de la submucosa para formar la unidad funcional del
intestino, denominada cripta de Lieberkuhn. Cada cripta contiene alrededor de 2,000
células y se compone de tres principales linajes diferenciados: Los enterocitos, las células
caliciformes y las células endocrinas que residen en el tercio superior de la cripta, y en
las células de Paneth.® La diferenciacion terminal de las células de Paneth, que se realiza
por proteinas P11 a P14 que realizan cambios moleculares, en la sefalizacion de Wnt a
través del receptor Wnt- Frizzle. El evento esencial en la cascada de sefializacion Wnt
es la acumulacion y la translocacién nuclear de p-catenina, que a su vez interactua con

los miembros de la familia de factores de transcripcion Lef/Tcf para activar genes
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diana. Uno de los genes diana de Wnt/Tcf4 en el intestino es SOX9, que se expresa en
las criptas intestinales. El gen SOX9 es un miembro de la familia transcripcional de SOX
y como tal presenta un dominio SRY de unién al ADN. En particular, SOX9 juega un papel
fundamental en una serie de procesos de desarrollo y su expresion transcripcional es

requerida para la embriogénesis normal, del cual hablaremos mas adelante.°

Las células colonicas se encuentran en un proceso continuo de proliferacion celular,
ya que constantemente se recambian en el lumen cuando se convierten en senescentes.
La tasa de reemplazo del epitelio intestinal (5 dias) esta mediado por el microambiente.’®
Este ambiente conduce cambios morfolégicos que ocurren como consecuencia de
sucesion de alteraciones genéticas o epigenéticas en genes supresores tumorales y

proto-oncogenes.

1.7 Desarrollo del cancer colorrectal.

El cancer colorrectal avanza a través de una serie de etapas clinicas e
histopatoldgicas de las lesiones que van de las criptas individuales a traveés de pequefios
tumores benignos (podlipos adenomatosos) a canceres malignos (adenocarcinomas), Las
mutaciones presentes principalmente en las vias RAS/RAF y de p53 conducen a la
progresion del tumor hacia la malignidad y metastasis. Dos tipos de inestabilidad genética
han sido identificados en el cancer colorrectal por deficiencia de los mecanismos de
reparacion generados por la enzima polimerasa Il la cual conduce a la inestabilidad
microsatelital de nucledtidos; mientras que el segundo esta asociado a la pérdida o
ganancia de cromosomas enteros o fragmentos de los mismos durante la division celular.

Esto esta influenciado a través mutaciones somaticas o germinales.'?
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En los ultimos afnos se han descrito un nuevo proceso de inestabilidad gendmica
que caracteriza a una tercera ruta carcinogénica. En esta ruta la inestabilidad gendémica

se produce por modificaciones epigenéticas de la secuencia de DNA."3

1.8 La inestabilidad gendmica

La pérdida de la estabilidad gendémica puede conducir al desarrollo de cancer
colorrectal, facilitando la adquisicidon de multiples mutaciones que se traducen en la
aparicion de tumores por el proceso de division celular. En esta enfermedad, la
inestabilidad gendémica toma varias formas, cada uno con una causa diferente, entre las

que describimos las siguientes:

1.8.1 Primera Ruta carcinogénica: Ruta de la inestabilidad cromosdémica:

En aproximadamente el 70 y 85% de los casos de cancer colorrectal son
esporadicos, se desarrollan mediante el modelo genético descrito 1990 por Fearon y
Vogelstein, quienes presentaron evidencia de un modelo con multiples etapas por
cambios a nivel del epitelio colonico hasta llegar a presentarse a este nivel una lesion
macroscopica de crecimiento descontrolado y con la capacidad metastasica, basado en
que el cancer colorrectal es el resultado de mutaciones en genes clave.''® La
inestabilidad cromosdmica es un mecanismo eficaz para causar la pérdida fisica de una
copia de genes supresores de tumores, tales como APC, p53, y SMAD4, cuya actividad
normal es de oponerse a la del fenotipo maligno.'®'” Ejemplos de la actividad de estos
genes son: KRAS y SOX9, que presentan mutaciones puntuales, activan de manera

constitutiva la actividad de la proteina G trimétrica. E| KRAS promueve la activacion a
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través de su acoplamiento directo con la region fosforilable (tirosinas) de los receptores
de factores de crecimiento. EI SOX9 activa constitutivamente a los receptores de
crecimiento a través de la interaccion con los MEFs (Células Embrionarias
Pluripotenciales) y en ambos casos, aumentan los niveles de transcripcion de los ARNm.
Por otro lado, la pérdida de los locus del gen p53 induce a la regulacion negativa de la
CDKN2A modificando la actividad del ciclo celular que lleva al desarrollo oncogénico. De
manera especifica, la interaccion SOX9/CDKN2A genera un aumento de su expresion de

manera progresiva conforme al grado de malignidad.

1.8.2 Sequnda Ruta Carcinogénica: Ruta de la inestabilidad microsatélital:

En el 15% de los pacientes con cancer de colon esporadico, existe una falla del
sistema de reparacion del ADN por la inactivacion de los genes necesarios para la
revision y compensacion de apareamientos erréneos de bases denominados genes
reparadores. Asimismo, las funciones MUTYH como una ADN glicosilasa en la reparacion
por escision de adeninas mal incorporados marcadas con 8-oxo-7,8-dihydro-2-
desoxiguanosina, como producto del dafio oxidativo del ADN es importante dentro de los

mecanismos de reparacion.’

Estos mecanismos de reparacion pueden ser heredados, como en el cancer de
colon hereditario no polipésico (HNPCC), también conocido como el sindrome de Lynch,
0 adquirido, como en los tumores con el silenciamiento de la metilacion asociada de un

gen que codifica una proteina de ADN reparador.’®

En los pacientes con HNPCC, defectos de la linea germinal en los genes

reparadores MLH1 y MSH2 confieren un riesgo de desarrollar tumores a los 45 afios en
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un 80% de los casos. La pérdida de la funcion reparadora en estos pacientes se debe
también a la inactivacién somatica del alelo parental. Los Genes supresores de tumores,
tales como los que codifican el factor de crecimiento transformante  (TGF-beta) y del
receptor de tipo Il (TGFBR2) y la proteina X BCL2-asociado BAX tienen regiones

funcionales con secuencias de dinucleotido que pueden ser inactivados.' 16

1.8.3 Tercer Ruta Carcinogénica: Ruta de la metilacion:

El silenciamiento epigenético es principalmente mediado por la metilacion del ADN
aberrante, La metilacion consiste en unir un grupo metilo al carbono 5 (5-metilcitosina)
de las citosinas presentes en el ADN dentro de los dinucleétidos CpG de secuencias
repetitivas de ADN conocidas como promotores del gen e introducido por la metil-
transferasa sin embargo, esto también puede ocurrir en regiones codificantes (exones) y
no codificantes (intrones). En el genoma de cancer colorrectal, la mayor proporcion de
metilacion se genera dentro de la isla CpG del promotor. Esta metilacién aberrante esta
asociada con el silenciamiento que regula la expresion génica. '>'” Mediante una técnica
de secuenciacion genodmica de bisulfito y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
especifica de metilacion en células de cancer de vejiga se utilizd como promotor de
hipermetilacion de SOX9 que se encuentra con frecuencia en los tumores de vejiga, y la
metilacion del SOX9 se asocié con el grado del tumor y la supervivencia global de los
pacientes con cancer de vejiga. La presencia de SOX9 hipermetilado se asocié con la
supervivencia global, lo que confirma su papel potencial como marcador prondstico en el
manejo clinico de los pacientes afectados con tumores uroteliales y la inactivacién por
hipermetilacion de SOX9, esta asociado con mal prondstico. La falta de expresion puede

ser provocada por mutaciones promotoras de hipermetilacion. De hecho, SOX9 se ha
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informado como promotor de hipermetilacion y la pérdida de expresion con la progresion
del cancer de vejiga. Por lo tanto una expresion baja o no detectable de SOX9 se ha
asociado un mayor riesgo de recaida, y una expresién mayor del SOX9, con menor riesgo

de recaida, se podria tomar como un gen supresor de tumores.'®

1.9 SOX9

La proteina SOX9 es codificada por el gen de mismo nombre ubicado en el
cromosoma 17q924. Es un factor de transcripcion de alta movilidad, y su actividad es
necesaria para el desarrollo, la diferenciacién y el compromiso de linaje en diversos
tejidos, incluyendo el epitelio intestinal, que se sobre-expresa en una amplia variedad de
canceres humanos, donde su expresidn se correlaciona con caracter maligno y
progresion. SOX9 [regidén determinante del sexo Y (SRY) proteina-box 9] es un miembro
de la familia de factores de transcripciéon SOX. Estos son reguladores de desarrollo que
poseen dominios de movilidad (HMG) en la unién del ADN, asi como otras caracteristicas,
tales como dominios de transactivacién. En particular, SOX9 juega un papel fundamental
en una serie de procesos de desarrollo y sus niveles necesitan ser controlados
estrictamente para la embriogénesis normal. La duplicacion de gen SOX9 o su expresion
erronea y deliberada se han relacionado con el cambio de sexo masculino XX y los
trastornos relacionados con fibrosis. 2° Otros analisis han demostrado que SOX9 es
crucial para la diferenciacion de células de Sertoli, en la condrogénesis, el desarrollo de
la cresta neural, asi como, para el desarrollo de determinados tipos de células y linajes
dentro del sistema nervioso central, pancreas, intestino, prostata, piel, pituitaria, corazon,
rindn, sistemas sensoriales y a nivel de colon actuando en particular en los genes que

constituyen la via de sefializacion Wnt son esenciales para el mantenimiento de células
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progenitoras indiferenciadas en las criptas y para el mantenimiento de las células de
Paneth, Las Mutaciones Wnt se encuentran a menudo en los canceres colorrectales, con

frecuencia dirigidos a los supresores de tumores APC o AXIN2 o el oncogén B-catenina.?!

1.9.1 Expresion del SOX9

La primera ocasion que se evaluaron los niveles de SOX9 por inmunohistoquimica
fue en un panel multitumoral donde se colocaron todos los canceres humanos derivados
de una amplia gama de tejidos. Se observo intensa expresion de la proteina SOX9 en
todos los tipos de cancer, con la excepcion de los linfomas. Los resultados se clasificaron
en las muestras tumorales estudiadas, como: altamente positivas (cancer del SNC,
pancreas, colorrectal, pulmoén y préstata), medianamente positivas (sarcomas, tiroides y
mama), y escasamente positivas (canceres renales). La tincion se observa generalmente

en el nucleo con diferentes intensidades entre las células.??

Para caracterizar mejor la expresion del SOX9 en el cancer humano, se decidio
centrar la atencidn en los canceres colorrectales. Los estudios mostraron niveles
significativamente mas altos de SOX9 en adenocarcinomas invasivos que en
comparacion del tejido de colon normal (p = 0,0001). La frecuencia de SOX9 con
sobreexpresion en adenocarcinoma era equivalente a los niveles de proteina y ARNm
que reflejan el aumento de la transcripcion. Siendo altamente expresado en lineas
celulares de cancer colorrectal humano, con niveles que van desde 1,5 hasta 30 veces
mas alta que en la mucosa colonica normal.?? En particular, cuando se emplean
anticuerpos para SOX9 se observa en el tejido ganglionar un incremento notablemente

mayor en el ganglio linfatico metastasico (SW620) que en el tejido tumoral primario
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(SW480) con 2 lineas celulares establecidas a partir de la metastasis de los ganglios
linfaticos y de su adenocarcinoma de colon primario, respectivamente, del mismo
paciente, apoyando aun mas el papel de SOX9 en el tumor progresion y malignidad en

los canceres colorrectales.?*

1.9.2 La expresion de SOX9 como predictor de recaida en pacientes EC Il en cancer de

colon

Del afio 2005 — 2008 se realiz6 el primer estudio donde se investigd la expresiéon de
la proteina SOX9 como un biomarcador potencial de recaidas en pacientes con cancer
de colon estadio clinico 11.242% Encontrando una baja expresion de SOX9 en los tumores
invasivos primarios de colon, lo que asocio significativamente con la recaida, lo que se
evidencio realizando la amplificacion de la regidn cromosémica 17924.3, que
contiene SOX9 correlacionandolo con la transicion de cancer colorrectal primario a
metastasico.?®

El cancer de colon y recto tienen patrones similares en su alteracion gendmica. En
estos tumores, se han encontrado varios genes mutados de manera significativa como
son APC, TP53, SMAD4, PIK3CA y KRAS y otras mutaciones frecuentes como son
ARID1A, FAM123B y SO0X9.?” La deficiencia en la expresion de SOX9 por
inmunohistoquimica muestra una morfologia aberrante del epitelio colonico, asi como
disminucion del linaje de las células caliciformes en el colon. Con estos resultados se
concluye que se requiere de SOX9 para mantener las condiciones normales de las
células de Paneth y las caliciformes. En conclusion, la baja expresién de la proteina SOX9
en cancer de colon en estadio Il predice un alto riesgo de recaida y la alta expresién de

SOX9 predice bajo riesgo de recaida. De esta manera, SOX9 se sugiere como un
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biomarcador util, para la prediccién de la recaida y para el tratamiento personalizado del
cancer de colon.

El nivel de expresion del SOX9 no se ha asociado con otros factores clinico-
patoldgicos tales como: edad, habitos, sexo, estado funcional, grado de diferenciacion.?®
Clinicamente los pacientes en estadio | son tratados con cirugia y esto genera un 90%
de curacién. Sin embargo, existe un 5 a un 10 % de recurrencia tanto local como a
distancia en estos pacientes. Es por ello que el objetivo de este trabajo es evaluar la
expresion de SOX9 en estadio clinico de cancer de colon | y asociarlo clinicamente con
recurrencia y otros parametros clinicos para utilizarlo como biomarcador prondstico de

pacientes que sean candidatos a algun otro tratamiento adicional.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El cancer colorrectal es un problema importante de salud publica, en frecuencia,
el cuarto cancer mas diagnosticado y es la segunda causa de muerte en el mundo, un
numero de observaciones sugieren que la proteina SOX9 podria tener un papel critico en
la homeostasis de epitelio colénico. La sobreexpresion de SOX9 en cancer colorrectal
humano fue equivalente a la actividad transcripcional del gen, lo que reditua en el
aumento de los niveles del ARNm y a la expresidon de su proteina. Todo este mecanismo
molecular asociado a regulacion de la expresion del gen SOX9 esta directamente
relacionado con la progresion tumoral en este tipo de cancer, lo que apoya el uso de
SOX9 como un potencial marcador de prondstico en el cancer colorrectal ya que los altos
niveles de SOX9 de los tumores primarios de colon en estadio Il predicen un bajo riesgo
de recaida, mientras que los niveles bajos de SOX9 predicen un alto riesgo de
recaida. SOX9 y al comprobarse su utilidad como biomarcador en la evaluacion de riesgo
de recaida se podria instaurar un tratamiento personalizado.
Esta investigacion se realiza con el fin de estudiar la poblacion de pacientes con
cancer de colon estadio clinico |, asi como sus caracteristicas clinicas, complicaciones y
ver en el seguimiento de aquellos pacientes que su tratamiento se basa solo en la cirugia
la tasa de recurrencia y poder investigar si la expresion de la proteina SOX9, en los tejidos

tumorales puede ser un biomarcador de prondstico de recurrencia.
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3.- JUSTIFICACION

El tratamiento de cancer de colon depende de la etapa clinica, factores prondsticos
y caracteristicas propias de cada paciente. Este debe ser multidisciplinario y comprende
intervencidn quirurgica, en algunos casos radioterapia y muchas veces quimioterapia.

En pacientes con cancer de colon en etapa clinica I, la determinacién de SOX9
como factor predictor de recurrencia, no ha sido estudiada, y esta puede ser una
herramienta util para seleccidon de pacientes candidatos a recibir tratamiento con
quimioterapia adyuvante u otro tratamiento adicional.

Ya se ha estudiado en la actualidad que los altos niveles de SOX9 de los tumores
primarios de colon en estadio Il predicen un bajo riesgo de recaida, mientras que los
niveles bajos de SOX9 predicen un alto riesgo de recaida. SOX9 puede tener un valor
importante como biomarcador en la evaluacion de riesgo de recaida para el tratamiento
personalizado.®

En la actualidad, en el instituto nacional de cancerologia en México contamos con la
herramienta para la realizacion de la determinacién de la proteina SOX9.

Por lo que tomaremos a la poblacion con cancer de colon estadio | por TNM. Ya que
la expresion SOX9 se correlaciona con la progresion tumoral en este tipo de cancer pero
en estadio clinico Il y los resultados apoyan el uso de SOX9 como un potencial marcador
de prondstico en el cancer colorrectal,?° por lo que proyectaremos dicha investigacion en
etapa clinica | del cancer colon como biomarcador del tumor después de una cirugia
curativa lo que nos dara mas informacién acerca de las recurrencias en estos pacientes,
revisaremos las caracteristicas de la poblaciéon con diagnéstico de cancer de colon, los
cuales fueron operados, quienes continuaron en seguimiento y estudiaremos factores de

mal prondstico de esta poblacion, casos con recurrencias y progresion. Con el estudio de
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la pieza tumoral, en bloques de parafina, buscamos la expresion de SOX9 por
inmunohistoquimica para al final correlacionar datos y sacar nuestras conclusiones. Es
por ello que el objetivo de este trabajo es evaluar la expresién de SOX9 en estadio clinico
de cancer de colon | y asociarlo clinicamente con recurrencia y otros parametros clinicos
para utilizarlo como biomarcador prondstico de pacientes que sean candidatos a algun

otro tratamiento adicional.
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4.- PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Se sobreexpresa la proteina SOX9 en pacientes con etapa clinica | de cancer de
colon que tengan recurrencia, y esta proteina, se podria utilizar en la clinica como un

biomarcador?
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5.- OBJETIVOS
5.10BJETIVO GENERAL

Estudiar la poblacion total con diagndstico de cancer de colon estadio | desde el afo
2010 - 2015. Analizar las caracteristicas clinicas (histologia, datos demograficos
generales, factores de riesgo genéticos y asociados a habitos, complicaciones entre otros
y asi poder conocer el numero de recurrencias y progresion existentes y posteriormente
realizar la expresion de SOX9 en todas las muestras tumorales de todos los pacientes
con etapa clinica | para con los resultados finales poder correlacionarlos con las
caracteristicas clinicas adversas y las recurrencias de los pacientes en esta etapa clinica

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la proteina SOX9 en la poblacion estudiada y los niveles de expresion
de la misma, en el Instituto Nacional de Cancerologia para el periodo 2010 -2015

e Determinar caracteristicas clinicas de pacientes con cancer de colon estadio
clinico |, tanto demograficas como clinicas entre la mas importante la tasa de
recurrencia y complicaciones secundarias al procedimiento quirdrgico del cancer
de colon en estadio clinico I.

e Correlacionar la expresion de SOX9 con las caracteristicas clinicas y establecer la

asociacion de la expresion de SOX9 y las caracteristicas clinico patolégicas.
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6.- METODO
6.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio retrospectivo, descriptivo y observacional de analisis uni y multivariable,
desarrollado en el Instituto Nacional de Cancerologia en colaboracion con el laboratorio

de medicina transnacional

Por el area de estudio: Clinico / Investigativo

Por el disefio: Descriptivo y Observacional.

Por la maniobra de intervencion: No experimental
Por seguimiento en temporalidad: Retrospectivo

Por tipo de recoleccion de datos: Retrolectivo

Una vez capturados los datos se realiz6 un analisis exploratorio de los mismos
consistente en la obtencion de medidas de resumen y graficos de cada conjunto de datos,
con la finalidad de identificar errores en su captura, como valores atipicos, extremos y

perdidos.

Se realizé un analisis univariado y con fines descriptivos, los resultados son
representados tablas de contingencia. Los datos se analizaron con medidas de tendencia
central y de dispersidn para cada variable, por cada uno de los grupos analizados. Para
las variables categoricas utilizadas se construyeron tablas de contingencia y se realizo,
en donde es aplicable, la prueba de chi cuadrado con el objeto de identificar dependencia
entre variables. La significancia estadistica se determind como un valor de p menor a

0.05. Las variables que resultaron significativas en el analisis de regresion fueron
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expresadas como razon de riesgos con intervalos de confianza. La captura de los datos
fue realizada en el programa informatico Microsoft Excel versidon 2011 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, EUA). EIl analisis de los datos se realizé en el
programa informatico SPSS version 20 (IBM Corporation, New York, New York,

EUA).Para medir supervivencia global se utilizé las graficas de kaplan y Meier.
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6.2 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Instituto Nacional de Cancerologia localizado en la Ciudad de México, durante el
periodo de Enero de 2010 a Diciembre de 2015 donde se revisaron todos los expedientes
electronicos y las piezas histopatolégicas de todos los pacientes ingresados y operados
por cancer de colon etapa clinica | en el Servicio de Gastrocirugia y donde se realiza la

determinacion y expresion de la proteina SOX9 Laboratorio de Medicina Trasnacional.
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6.3 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizé la informacién obtenida de expedientes electrénicos, de todos los

pacientes con diagndstico de cancer de colon en el Instituto Nacional de Cancerologia

desde Enero de 2010 hasta Diciembre 2015, seleccionando unicamente pacientes con

estadio clinico I.

Diagrama 1. Disefio del estudio

Poblacion total con cancer de
colon 2010 — 2015
N =860

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
N =46 N= 2814

N =46
Determinar las
caracteristicas clinicas de la
poblacién

= ~_

SOX9 (Alta) SOX9 (Baja)

Recurrencias de la poblacion y
comportamiento biologico del tumor
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6.4 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes tratados con diagnéstico de Cancer de colon en etapa clinica | con un
seguimiento mayor a seis meses después de la cirugia curativa de Enero del 2010
a Diciembre del 2015, estos fueron llevados de inicio a cirugia radical, estudiando
los diferentes datos como por ejemplo histologia y sus variantes, complicaciones,

periodo libre de enfermedad y recurrencias.

6.5 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes con que no tuvieron seguimiento.
e Pacientes con quimioterapia neoadyuvante.

e Pacientes que fallecieron antes de la cirugia.

6.6 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Se eliminaron todos aquellos pacientes con expedientes clinicos incompletos.
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6.7 ELABORACION DE FICHAS DE DATOS

Se incluyeron las siguientes variables para el analisis clinico y de seguimiento y
supervivencia de los pacientes, para lo que se realizé el registro por medio de una ficha
de datos que se dividio en 4 secciones; la primera consistio en la informacion demografica
y de tiempo (edad, sexo, fechas de ingreso a la institucion, meses de padecimiento actual,
fecha de la primera sesién en la unidad funcional y fecha de la cirugia y fecha de la ultima
consulta o muerte.) la segunda incluyo datos clinicos y antecedentes de importancia
(cancer de colon familiar, cancer de colon hereditario y antecedentes familiares de otros
canceres, antecedente de consumo de tabaco, alcohol y marihuana, enfermedades
concomitantes, clinicos como localizacion del tumor, sintomas iniciales, indice de masa
corporal, ECOG, complicaciones asociadas a la cirugia por la escala de clavien dindo,
datos paraclinicos, recaida, progresion y estatus de la ultima consulta.) la tercera parte,
incorporo caracteristicas histopatolégicas de la pieza quirurgica (Histologia, estado de los
margenes, profundidad de la lesién y presencia de metastasis a nivel de los ganglios
linfaticos, grado histoldgico, infiltracion linfovascular y perineural, numero de ganglios
resecados.) y por ultimo se realizara en un segundo tiempo la expresion de SOX9 en las

muestras tumorales.
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6.8PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

6.8.1 Histopatologia

Se colectaron todos los casos de pacientes con diagnéstico de cancer de colon estadio
clinico | que fueron ingresados al Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo de
Enero del afio 2010 — hasta Diciembre del afio 2015 con una cirugia radical curativa. Se
revisaron las laminillas y bloques de parafina disponibles para corroborar los criterios
histopatolégicos de interés, a través de los archivos clinicos (historial médico y estudios
de extensién) se obtuvo los datos demograficos y clinicos disponibles, tales como: el
seguimiento postquirurgico y complicaciones, datos demograficos y clinicos disponibles,
para determinar la homogeneidad de la muestra y la etapificacién de los pacientes en

estudio.

6.8.2 Establecimiento de criterios histoldgicos

Los bloques de parafina seleccionados fueron procesados en el Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia obteniéndose cortes 4 - 5 um de grosor
de cada uno los cuales fueron colocados en portaobjetos de vidrio. Se utilizaron laminillas
(numero de 3) fueron empleadas para tenirla con hematoxilina-eosina para identificar la
caracteristicas histopatologicas. Otras laminillas (numero de 2) se emplearan para el

analisis de expresion de la proteina SOX9 y controles técnicos de la inmunohistoquimica.
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6.8.3 Tejido tumoral

El tejido tumoral se procesa de rutina después de la cirugia curativa. El tejido se fija en
formalina neutra al 10% durante 48 h antes de ser incluida en parafina. Se obtienen varios
bloques por paciente con el tumor primario de colon estadio I. Los tejidos se seleccionan
y se colocan en laminillas de vidrio como parte del analisis patoldgico dentro del hospital.
Para ello, se tifien los tejidos con hematoxilina- eosina para evaluar la presencia y numero

de células tumorales (>70%).

6.8.4 Inmunohistoquimica

Pasos de los procedimientos:

a.- Desparafinacion y rehidratacion de los tejidos.

Las muestras del tejido de cancer de colon estadio | en laminillas se incuban por 20-
30 min en el horno a 50-60°C. Posteriormente, se lavan en xilol y alcohol por 30 segundos

para finalmente; lavarlas en agua destilada; sin dejarlas secar.

b.- Reactivacion de sitios antigénicos.

Para la reactivacion se empleara una solucién de buffer de citratos empleando, acido
citrico (21.01 g) en 1 It de H20 y citrato de sodio (29.41g) en 1 It de H20. Las laminillas

se colocan en un envase couplin con el buffer de citratos cubriéndolas completamente y
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se coloca a bafo maria a 120°C durante 3 min. Las laminillas se enjuagan con agua

destilada y con TBS (PBS y Tris-Base).

c.- Bloqueo de sitios antigénicos (especificos y anti-especificos).

El Bloqueo de peroxidasa endoégena y de proteinas no especificas. El bloqueo de

peroxidasas se realiza con H202 (3%) durante 10 min. Para bloquear proteinas no

especificas se incuban las laminillas con albumina sérica bovina (BSA) por 1h.

d.- Anticuerpo Primario

Colocaremos el anticuerpo primario anti-SOX9 (1:10,000) Merck Millipore, Darmstadt,

Germany) diluyéndolo en BSA 'y Tritdn X100hr a 37°C por 24h. Como control se colocara

una laminilla sin anticuerpo primario. El Ab se lavara con TBS (3X).

e.- Anticuerpo Secundario

Colocaremos el anticuerpo secundario, diluido en BSA y Tritdon. Los tiempos de

incubacidn seran para A: el anticuerpo Biotinilado, 30 min a temperatura ambiente o para

B: para anticuerpos acoplado con peroxidasa, 60 min a 37°C.
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Cuadro 2 Descripcion de los pasos finales donde se produce la tincidn de la laminilla.

A: Biotinilado
1) Lavar con el buffer 3 X5
2) Colocar HRP-estreptavidina peroxidasa
(4+ Universal HRP-DAB kit),10 min
(temperatura ambiente).
3) Lavar con el buffer 3 X 5
4) Revelar con (cromoégeno)
Diaminobencidina (DAB) o
Aminoethilcarbazol (AEC).

5) Lavar con agua destilada.

6) Contratenir con Hematoxilina de Mayer o
Gills (de alcohol).
7) Lavar con agua de la llave hasta quitar el

exceso de colorante

f.- Revelado

B:Peroxidasa
1) Lavar con el buffer 3 X 5
2) Revelar con cromégeno
Diaminobencidina (DAB) o
Aminoethilcarbozol (AEC)
3) Lavar con Agua Destilada

4) Contratefiir con la Hematoxilina.

5) Lavar con agua de la llave hasta quitar

el exceso de colorante.

Para revelar con Diamino-bencidina (DAB), las muestras se deshidratan con Alcohol a

diferentes procentajes.70% por 30 minutos

g.- Montaje
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Se realizara el montado con resina diluida con xilol.

6.8.5 Analisis de la inmunohistoquimica

Para el analisis de la expresion de la proteina SOX9 se elegiran al azar 5 areas diferentes

de cada corte (2) en las laminillas por paciente. Se evaluara el porcentaje de células

positivas (marcadas con el Anticuerpo SOX9) y negativas, a las cuales se les asignara

un valor.

. - Score cualitativo 0 (0-5% positive nuclei)

.- Score 1 (>5%-25% positive nuclei)

. - Score 2 (>24%-50% positive nuclei)

. - Score 3 (>50%-75% positive nuclei)

. - Score 4 (>75% positive nuclei).

De estos datos se asignaran niveles de intensidad que corresponden a
0 (sin tincion)

1 (baja)

2 (moderado)

3 (alto).

36



6.9 ESTANDARIZACION DE CRITERIOS

De todos los casos estudiados se realizé una seleccién aleatoria de cinco casos, los
cuales fueron evaluados de acuerdo a los criterios de seleccion ya preestablecidos y de
forma individual por cuatro examinadores. El valor de la prueba estadistica kappa
obtenido para medir la concordancia interexaminadores entre los patélogos oncélogos

del instituto nacional de cancerologia fue de 0.78.

6.10 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se llevo a cabo sobre la base de estudios realizados previamente,
sobre la determinacion de la proteina SOX9 en cancer colon en estadio clinico Il (SOX9
expression predicts relapse of stage Il colon cancer patients) para extrapolarse a la
determinacion de la expresion de la proteina SOX9 en el tejido tumoral de los pacientes
ya intervenidos quirdrgicamente en el instituto nacional de cancerologia en el periodo de
los afos 2010 — 2015 con diagnodstico de cancer de colon en etapa clinica | donde se
evaluaron las diferentes caracteristicas clinicas, patolégicas, complicaciones y la
recurrencia por estudio retrospectivo, observacional, no sera necesaria la aprobacion
adicional por el Comité de Etica, asi como tampoco de la firma de consentimiento

informado por parte de las pacientes.

6.10.1 Aspectos éticos y de bioseguridad
La recoleccion de datos confidenciales de expedientes clinicos forma parte de la
investigaciéon biomédica, por lo que a lo largo del presente estudio se siguieron los

siguientes principios:
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e Respeto por la dignidad humana

e Respeto por las personas vulnerables

e Respeto por la privacidad y confidencialidad

e Minimizacion de cualquier dafo que incidental o accidentalmente pudiera

infringirse en alguno de los participantes

6.10.2 Riesgos Potenciales para Participantes

El unico riesgo posible para los participantes en el estudio es el riesgo psicosocial
resultante de un inadecuado manejo o diseminacién de la informacion meédica
confidencial. Para minimizar este riesgo, Se emplea una serie de procedimientos

especiales para mantener la confidencialidad:

1) La recoleccion de datos contiene unicamente un numero de identificacion, sin nombre
del participante: los nombres apareceran exclusivamente en una etiqueta electrénica
que sera eliminada en el momento de la captura de los datos lo que permite garantizar
la confidencialidad de estos instrumentos durante los procedimientos de recoleccion

y almacenamiento de la informacion.

2) Una vez capturada la informacién, la base de datos con nombres archivos separados
y ocultos para los usuarios el cual es accesible unicamente para la generaciéon de
cuestionarios suplementarios en forma ciega para el usuario. Estos procedimientos
para garantizar confidencialidad han sido utilizados en otros estudios de cohorte

similares resultan altamente efectivos.
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6.10.3 Recursos disponibles

Ya que el presente estudio involucra solo la identificacién de pacientes y la captura de
las variables sociodemograficas y clinicas de éstos, se requiere la revision de
expedientes y de material histopatologico ya consignado a la institucion asi como el uso

de programas informaticos disponibles en este centro hospitalario.

6.10.4 Recursos a solicitar
Se solicitaron recursos al laboratorio de medicina trasnacional para comprar los
marcadores utilizados para el estudio de inmunohistoquimica, anti-SOX9 (1:10,000)

Merck Millipore, Darmstadt, Germany).
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6.10.5 Recursos humanos y materiales.

ASESOR DE TESIS:

Dra. Itzel Vela Sarmiento

Cirujano Oncélogo Adscrito de la Unidad de Gastrocirugia

Instituto Nacional de Cancerologia de México

COLABORADOR:

Dra. Erika Betzabé Ruiz Garcia

Oncologo Médico Adscrito de la Unidad de Gastrocirugia y departamento de medicina
trasnacional

Instituto Nacional de Cancerologia de México
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7.- RESULTADOS
7.1 Caracteristicas demograficas

Se revisaron un total de 860 expedientes electronicos de pacientes quienes se
ingresaron al Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo de 5 afios desde Enero del
afo 2010 hasta Diciembre del afio 2015 donde se buscaron los pacientes de la etapa
clinica | con tumores que infiltraban hasta la muscular propia con ganglios linfaticos y
metastasis a distancia negativos, (fueron excluidos los estadios O, I, Il y IV) solo 46
pacientes repartidos en 22 hombres con un 47.8 % de la totalidad de la poblacién y 24
mujeres con un 52.2 % siendo ambos grupos heterogéneos (Figura 1), quienes fueron
evaluados en la unidad funcional de gastrocirugia con estudios de extension y fueron

tratados con cirugia de manera inicial.

Figura 1. Caracteristicas de la poblacién por sexo

POBLACION POR SEXO

hombres

mujeres

Siendo la edad de la poblacién la menor en 37 y la mayor de 90 afos con una media de
edad de 63 anos (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Caracteristicas de la poblacion por edad

N = Minimo Maximo Media

Edad 46 37 afios 90 afios 63.67

7.2 Caracteristicas Clinicas

Cuando vamos estudiando las demas caracteristicas de la poblacion, de los 46
pacientes el 100% fueron adenocarcinomas, pero 9 eran de tipo intestinal con un 19.6%,
4 tuvieron componente musinoso con un 8.4%, entre otros (Cuadro 4), siendo el lado
izquierdo el mas afectado con un 63% seguido del derecho con un 30.4%. con
antecedentes de cancer de colon familiar en primer grado 8 pacientes con un 17.4% vy 2
pacientes con antecedentes de cancer de colon familiar en segundo grado 4.3%, y 36
pacientes con sin antecedentes familiares de cancer de colon con un 78% de los casos,
de estos con antecedentes personales de poliposis adenomatosa familiar en 2 casos con
4.3% y sindrome de Lynch en 8 casos con el 17.4 %.

Entre los pacientes se presentaron 15 con antecedente tabaquico con un 32% y
concomitantemente alcoholismo, dentro de las comorbilidades se presentaron 9
pacientes con Diabetes Mellitus con un 19.5%, con 11 pacientes con Hipertension arterial
sistémica con 23.9% entre otras, siendo el indice de masa corporal normal solo para 19

pacientes, y los otros 27 con sobrepeso hasta obesidad. (Cuadro 4),
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de la poblacion

Caracteristicas

Histologia

Lado del colon
afectado

Antecedente de
cancer de colon
familiar

Sindrome de cancer
de colon hereditario

Antecedente de
tabaquismo

Antecedente de
alcoholismo

Diabetes mellitus tipo
1

Diabetes mellitus tipo
2

Hipertension arterial
sistémica

Obesidad

Dislipidemia

Otro tumor maligno
primario

indice de masa
corporal

Adenocarcinoma
adenocarcinoma con componente musinoso
adenocarcinoma asociado a in situ
adenocarcinoma asociado a medular
adenocarcinoma tipo intestinal
Adenocarcinoma de tipo cerrado
adenocarcinoma tipo cribiforme
Total

Derecho

Transverso

Izquierdo

Total

Ca colon en familiar 1er grado
Ca colon en familiar 2do grado
No

Total

Poliposis adenoatosa familiar
Sindrome de Lynch

Otros

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Total

Si

No

Colon sincronico

Total

normal

sobrepeso

obesidad 1

obesidad 2

Total

26

NN O -~-~N B>

46

29
46

36
46

35
46
15
31
46
15
31
46

44
46

39
46
11
35
46

39
46

40
46
10
35

46

19
22

46

%

56.5
8.7
4.3
22

19.6
4.3
4.3

100.0

30.4
6.5

63.0

100.0

17.4
4.3

78.3

100.0
4.3

17.4
2.2

76.1

100.0
32.6
67.4

100.0
32.6
67.4

100.0

4.3

95.7

100.0
15.2
84.8

100.0
23.9
76.1

100.0
15.2
84.8

100.0
13.0
87.0

100.0

21.7

76.1
2.2

100.0

41.3

47.8
6.5
4.3

100.0
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7.3 Caracteristicas de la presentacion del tumor.

Dentro de la sintomatologia presentada en la gran mayoria de los casos su inicio de
enfermedad actual va desde 2 meses hasta un afo antes de su ingreso a la institucion,
donde el sintoma inicial en 34 de los pacientes fue dolor abdominal con un 73% (Cuadro
5) y en segundo lugar el sangrado del tubo digestivo en 27 pacientes con un 58.7%
seguido de la constipacion y pérdida de peso cada uno con un 43.5% lo que representa

20 pacientes.

Cuadro 5. Caracteristicas de presentacion del tumor

Caracteristicas N = %
Padecimiento con Si 34 73.9
dolor abdominal No 12 26.1

Total 46 100.0
Padecimiento con Si 19 41.3
distension abdominal No 27 58.7
Total 46 100.0
Padecimiento con Si 20 43.5
pérdida de peso No 26 56.5
Total 46 100.0
Padecimiento con Si 16 34.8
diarrea No 30 65.2
Total 46 100.0
Padecimiento con Si 20 43.5
constipacion No 26 56.5
Total 46 100.0
Padecimiento con Si 27 58.7
sangrado de tubo No 19 41.3
digestivo Total 46 100.0

7.4 Caracteristicas de la cirugia

Se presentaron 11 pacientes quienes ameritaron cirugia de urgencia con un 23.9%
mientras que 35 pacientes con un 76.1% de estos fueron llevados a cirugia electiva, con
45 pacientes de los cuales presentaron margenes negativos en la pieza quirurgica con

un 97% siendo de estos tumores 50% con 23 pacientes grado | y 18 pacientes grado |l
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con un 39.1 % y solo 9 pacientes presentaron invasion linfovascular con 19.6% y 3
pacientes con invasion perineural con 6.5%.

Dentro de las complicaciones posoperatorias se utilizé la escala de complicaciones
quirurgicas de Clavien Dindo modificada la cual evalua la desviacion del curso
postoperatorio ideal, la misma va por grados del | hasta el V definiendo la gravedad de la
complicacion y los tratamientos instaurados siendo el grado V la muerte del paciente. En
la poblacion estudiada 20 pacientes presentaron complicaciones con un 43.5% de los
cuales 7 pacientes ameritaron intervencion quirurgica bajo anestesia general con un

15.2% de los cuales 1 desencadeno la muerte del paciente con 2.2 % (Cuadro 6)

Cuadro 6. Caracteristicas de la cirugia

Caracteristicas N = %
Cirugia programada Si 35 76.1
No 11 23.9
Total 46 100.0
Estado de margenes no valorables 1 2.2
Negativos 45 97.8
Total 46 100.0
Grado histoldgico 1 23 50.0
2 18 39.1
3 5 10.9
Total 46 100.0
Invasion linfovascular Si 9 19.6
No 37 80.4
Total 46 100.0
Invasion perineural Si 3 6.5
No 43 93.5
Total 46 100.0
Complicaciones por Sin complicaciones 26 56.5
grado Grado | 4 8.7
Grado Il 2 4.3
Grado llla
infeccion de la herida operatoria 7 15.2
Grado llIb
Absceso intrabdominal 2 4.3
Dehiscencia de la anastomosis 4 8.7
Grado IV 0 0
Grado V 1 2.2
Sufijo D 0 0
Total 46 100.0
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7.5 Caracteristicas de la recurrencia o progresion

De esta poblacién

enfermedad a distancia

se evidencio 3 pacientes con progresiéon con un 6.5% con

y 5 pacientes con recurrencia local con un 10.9% y una defuncion

con un 2.2 % (Cuadro 7)

Cuadro 7. Caracteristicas de la recurrencia o progresion

Progresion Si
No
Total

Recaida Si
No
Total

Defuncion Si
No
Total

Caracteristicas N = %

3 6.5
43 93.5
46 100.0

5 10.9
41 89.1
46 100.0

1 2.2
45 97.8
46 100.0

Cuando analizamos por curva de supervivencia global por profundidad de la invasion

tenemos 100% para T1

y 98% para T2

Grafico 2. Supervivencia global por T

Funciones de supervivencia

0.4

Supervivencia acumulada

T de la AJCC
70
T
T2
TO-censurado
T1-censurado
T2-censurado

.00

T T T T
20.00 40.00 60.00 80.00
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Cuando analizamos en curvas de Kaplan Meier el periodo libre de enfermedad vemos
que a los 1 afo es de 93% a los dos afos del 90% a los 3 afos hasta los 5 afios se
mantiene en 85% (Grafico 3)

Grafico 3. Periodo libre de enfermedad.

Funcion de supervivencia

IFuNcion de supervivencia
1.0 -+ —+— Censurado

i

Supervivencia acumulada

0.0

T T T T
.00 20.00 40.00 60.00 80.00
PLE

El estado de la ultima consulta se describe en el (cuadro 8) donde vivos con actividad
tumoral y finado se presenta solo 1 paciente con 2.2% vy vivos sin actividad tumoral hay
33 con un 71.7%, y 10 pacientes con pérdida de su seguimiento.

Cuadro 8. Estatus de la ultima consulta

Caracteristicas N = %
Estatus en la fecha de Vivo con AT 1 2.2
ultima consulta Vivo sin AT 33 71.7

Finado 1 2.2
Pérdida de seguimiento 10 21.7
Total 45 97.8
Perdidos Sistema 1 2.2
Total 46 100.0
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7.6 Correlacién de la Histopatologia tumoral con sindrome de cancer de colon hereditario

Al realizar un analisis multivariado donde se encontré que de los 4 pacientes que
presentaron histologia de Adenocarcinoma con componente musinoso 2 de los pacientes
con 4.4 % presenta sindrome de Lynch y otros 2 pacientes con este sindrome con
Adenocarcinoma de tipo intestinal dandole una histologia de mal prondstico en un 50%

de los pacientes con sindrome de Lynch. (Cuadro 9)

Cuadro 9. Correlacion de la Histopatologia tumoral con sindrome de cancer de colon

hereditario
Sindrome de cancer de colon hereditario
Poliposis Sindrome de Otros N = |
adenoatosa Lynch o
familiar
H Adenocarcinoma 1 3 1 21 26
|
s adenocarcinoma con 0 2 0 2 4
T componente musinoso
O - - -
L adenocarcinoma asociado a in 0 0 0 2 2
o situ
G adenocarcinoma asociado a 0 0 0 1 1
| medular
A adenocarcinoma tipo intestinal 1 2 0 6 9
Adenocarcinoma de tipo 0 0 0 2 2
cerrado
adenocarcinoma tipo cribiforme 0 1 0 1 2
Total 2 8 1 35 46

7.7 Correlacion de la Histopatologia tumoral con cirugia de urgencia y cirugia electiva
Al realizar el analisis Multivariado de la histopatologia con el tipo de cirugia inicial

se evidencia que 7 pacientes de los 11 llevados a cirugia de urgencia presentaron

histologia de Adenocarcinoma sin componentes que le dieran alguna caracteristica de

mal prondstico por ser cirugia de urgencia. (Cuadro 9)
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Cuadro 10. Correlacion de la Histopatologia tumoral con cirugia de urgencia y cirugia

electiva
H Adenocarcinoma
| adenocarcinoma con componente
S musinoso
T adenocarcinoma asociado a in situ
o adenocarcinoma asociado a medular
L adenocarcinoma tipo intestinal
0 Adenocarcinoma de tipo cerrado
G adenocarcinoma tipo cribiforme
|
A
Total

Tipo de cirugia

Programada
19
4

—

N N N O

35

De urgencia

o O N

11

Total

49

26

N N ©
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8.- DISCUSION

El presente estudio es el primer analisis donde se plantea el SOX9 como
biomarcador de cancer de colon estadio clinico | para evaluacién de recurrencia. La
regulacion de SOX9 y su funcion exacta son complejas. El factor de transcripcion se ha
informado que tiene tanto efectos oncogénicos como supresor de tumores en el cancer
colorrectal es por ello que no es facil la interpretacion de su sobreexpresion, ya que es
un gen critico para el desarrollo embrionario y la homeostasis tisular en varios érganos,
con un papel en el cancer no se entiende completamente todavia.?® por lo que hicimos el
analisis estadistico de 5 afios de pacientes con el diagnostico antes descrito con cirugia
de inicio en quienes la tasa de curacion es del 90% donde de una poblacion del 100% de
consultas de nuevos ingresos desde Enero 2010 hasta Diciembre del 2015 con un total
de 860 pacientes siendo solo 46 pacientes con un 5.34% quienes se encuentran en una
etapa |, donde la cirugia puede representar la curacion. Un 23.9% de esta poblacion fue
sometida a cirugia de urgencia con 11 pacientes, donde la media de edad fue de 63 afios
con grupos homogéneos en cuanto a la presentacion por sexo también se
comportandose compatible con la estadistica mundial, donde la histologia mas frecuente
es el adenocarcinoma en un 56.5% y un 43.5% de estos casos tienen variantes
histologicas que les da una connotacién de mal pronéstico en mas de 15% del total,
donde el tipo intestinal se correlaciona mas con cancer de colon hereditario, obstruccion

intestinal, e invasion linfovascular, pero no con progresion en nuestra poblacion.

Siendo el lado izquierdo del colon el mas afecto con un 63 % y en cuanto el porcentaje
de cancer de colon hereditario se manifiesta en un 23% de la poblacion lo que también

va de la mano con un 20% de las estadisticas mundiales, con un 15 % de la poblacién
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quien presenta habitos tabaquicos y concomitantemente alcohdlicos lo que no se
correlaciona con progresion ni recurrencia dentro de nuestro estudio, y con un 22% de la
poblacién con historia personal de otro cancer lo que se correlaciona con el porcentaje
de colon familiar y sindromes asociados por lo que siempre debemos estar mas alertas
con esta poblacion, tomando en cuenta también el antecedente de sobrepeso y obesidad
ya que en nuestra poblacién es casi del 60% de los casos colocandolo como factor de
riesgo importante en nuestra poblacion, también pudimos evidenciar que un 26% de la
poblacion puede tener ausencia de sintomas que los hagan consultar como el dolor
abdominal para inicio de padecimiento actual lo que es un factor que contribuye al retraso
diagndstico haciendo en esta poblacion el retraso de su consulta posterior al inicio de los

sintomas de padecimiento actual de 4 a 12 meses.

En cuanto a la cirugia de los cuales fueron llevados de forma electiva un 76.1 % de la
poblacién sin diferencias entre margenes entre una cirugia de urgencia y una cirugia
electiva, ya que en ambos grupos fueron cirugias curativas, y siendo para ambos grupos
un total 43.5% con complicaciones postquirdrgicas donde la infeccion de la herida
operatoria se presentd en un 15.2 % mientras que la dehiscencia de la anastomosis fue

enun 8.7% y un 2.2 % desencadeno la muerte de un paciente.

Al final cuando estudiamos que esta poblacién en su totalidad fue operada con
adecuados margenes quirurgicos y con una cirugia adecuada presentamos una
recurrencia general de 17.4 % siendo esta mas alta que para lo que se presentan en
etapas clinicas tempranas en la poblacion general y de toda la poblacion la quimioterapia

se ofrecid en 4 pacientes de los cuales un paciente no la acepto y esta se ofrecié solo
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por casos particulares por datos clinicos de mal prondstico y de estos uno fue por
discordancia de la pieza operatoria, por haber sido operado fuera de la institucién y se
sometido a revision de laminillas y bloques de parafina y haber sido un procedimiento de
urgencia, por lo que vemos que si debemos poner nuestra atencion en este grupo de
pacientes y cada dia mejorar el tratamiento buscando los datos clinicos e histopatolégicos
qgue nos hablen de la biologia mas agresiva del tumor y las diferencias en el mismo grupo,
es por eso que en las proximas semanas se les realizar la expresion de SOX9 a esta
poblacion como datos importante para la correlacion de recurrencia y progresion de estos
pacientes ya previamente estudiados y sacar conclusiones acerca de su utilidad clinica

como biomarcador.
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9.- CONCLUSIONES

El cancer de colon estadio clinico | tiene una supervivencia global de 95 al 85% en
los 5 afnos de estudio sin embargo la recurrencia y progresion alcanzo un 17% de la
totalidad de esta poblacion, por lo que vemos que el cancer de colon es una patologia
que incluso en diagndsticos iniciales su impacto en la mortalidad lo hace un problema de
salud publica y es por eso que su tratamientos debe ir cada dia mas personalizado, y al
igual que la etapa clinica Il debemos buscar la forma de predecir la recurrencia o
progresion en este grupo

Es por eso que la importancia de tomar en cuenta la posibilidad de que exista un
biomarcador que a nivel molecular pueda predecir la recurrencia o progresion de esta
patologia toma connotacion clinica.

Que aun siendo el mayor porcentaje de cirugias de manera electiva y estando en un
centro de alta experiencia en el manejo de estos pacientes puede presentar
complicaciones que pueden llevar al paciente desde una infeccion del sitio operatorio
hasta la muerte del mismo.

Se deben tomar en cuenta los pacientes que ingresan a la institucion por cualquier
otra neoplasia ya que muchos pueden ser portadores de cancer de colon hereditario y de
tal manera hacer diagnostico temprano en esta poblacion.

Este estudio puede ser el inicio de muchos avances para el manejo del cancer de
colon ya que podemos optimizar el mismo y disminuir de manera importante las

recurrencias a futuro.
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11.2 ANEXO 2. Etapificacion del cancer de colon segun la AJCC

TUMOR

X No valorable

TO Sin tumor

Tis Intraepitelial o invasion de lamina propia

T1 Invade submucosa

T2 Invade muscular propia

T3 Invade a través de muscular propia en tejido pericolorectal
T4a Tumor penetra en superficie de peritoneo visceral

T4b Tumor invade directamente o adherido a otros 6rganos

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES

NX No valorables

NO Sin metéastasis

N1 1 -3 ganglios

N1a 1 ganglio

N1b 2 — 3 ganglios

N1c Depdsito tumoral en subserosa, mesenterio o tejido pericdlico o perirectal no
peritonizado sin mets a ganglios

N2 4 0 mas ganglios

N2a 4 — 6 ganglios

N2b 7 0 > ganglios

METASTASIS A DISTANCIA

MO Sin metastasis

M1 Metastasis a distancia

M1a Metastasis localizada en 1 érgano o sitio (Higado, ovario, GL no regional)
M1b Metastasis en mas de un érgano o sitio o peritoneo
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Etapas clinicas del cancer de colon NCCN 2.2016

EC T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
lc T4b NO MO
A T1-T2 N1/N1c MO
T1 N2a MO
B T3 -T4a N1/N1c MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
lnc T4a N2a MO
T3 -T4a N2b MO
T4b N1 —N2 MO
IVA CualqgT Cualg N M1a
IVB Cualq T Cualg N M1b
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11.3. ANEXO 3. Tincién de inmunohistoquimica de SOX9

e La tincién inmunohistoquimica de SOX9 en el tejido de colon normal (Ay B) y en
la etapa Il de tejido de cancer de colon

e A, expresion SOX9 por un aumento x 2,7. C y E, por un aumento x 1,25.

e Los paneles B, D, y F son x 20 magnificacion de zonas marcadas de los paneles
A, CyE.

e AyB, SOX9 se expresa en nucleos de las células epiteliales en la parte inferior de
las criptas.

e CyD,de alta expresion de SOX9 en las células tumorales.

e E yF, la expresiéon SOX9 no detectado en las células tumorales, incluyendo el
control del estroma interno para la tincion SOX9
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11.4 ANEXO 4. Escala de complicaciones de Clavien Dindo Modificada

Grado

- Clasificacion de las complicaciones quirdrgicas

de Clavien modificada

Definicion

Grado |

Grado II

Grado III

Grado Illa
Grado IlIb
Grado IV

Grado IVa
Grado IVb

Cualquier desviacion de un curso postoperatorio
normal sin la necesidad de tratamiento
farmacologico, quirirgico, endoscopico o
intervenciones radiologicas. Si se permite
tratamientos como antieméticos, antipiréticos,
analgésicos, diuréticos, electrolitos y fisioterapia.
Este grado incluye tlceras de deciibito
Requerimiento de tratamiento farmacologico
con farmacos distintos de los permitidos para
complicaciones de grado I. También estan
incluidas las transfusiones de sangre y la nutricion
parenteral total

Requieren intervencion quiriargica, endoscopica
o radiolégica

Intervenciones que no requieren anestesia general
Intervenciones bajo anestesia general
Complicaciones que implican un riesgo vital
para el paciente y requieren manejo de cuidados
intensivos (incluidas complicaciones del sistema
nervioso central)

Disfuncién de un Unico érgano

Disfuncién multiorganica
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