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1. Planteamiento del problema.

El carcinoma rectal es uno de los canceres méas frecuentes ocupando el tercer lugar en
frecuencia solo detrds del cancer de pulmén, de mama y préstata, pero es el segundo en
mortalidad por cancer.' El estandar de tratamiento de esta neoplasia en estadios localmente
avanzados (etapa clinica Ill) es el uso de la quimioterapia y radioterapia combinadas
preoperatorias (QRTn) con el fin de disminuir el tamafio tumoral, inducir cambios favorables en
la estadificacion de la enfermedad, aumentar la probabilidad de preservacion del esfinter anal,
disminuir la incidencia de recurrencia local y la posibilidad de lograr una respuesta patoldgica
completa (RPC), es decir, la involucion total del tumor. ** El esquema preferido de QRTn es un
esquema largo de 45 Gy a la pelvis mas sobreimpresion de 5,4 Gy en 5 semanas, asociado a 5-

fluoruracilo (5-FU)."*?

La RPC se define como la ausencia de células neoplasicas viables en la pieza quirdrgica y
se observa en un 10 a 30% de los pacientes con QRTn.®® Varios estudios sugieren que la RPC se
relaciona con un mejor control local de la enfermedad, supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global.®*** Desafortunadamente la RPC es conocida sélo con el estudio
histopatolédgico de la pieza operatoria por lo que en teoria, elementos que pudieran anticipar una
RPC en la biopsia pre-tratamiento serian de mucha utilidad, ya que los hallazgos en la biopsia
preoperatoria (post QRTn), el examen endoscopico o los estudios de imagen 6 a 8 semanas
después de terminada la QRTn, no han demostrado ser métodos suficientemente sensibles y

especificos para predecir la RPC.

Histopatologicamente se han analizados varios marcadores de inmunohistoquimica y
moleculares en la biopsia preoperatoria (pos QRTn) en un intento por predecir dicha respuesta,

pero con resultados contradictorios. *# Si se identificara un factor (o factores) histopatoldgicos,



genéticos o moleculares de los tumores que responderan completamente a la QRTn se podria
evitar realizar la reseccion radical del recto, un procedimiento mérbido y que merma la calidad

de vida del paciente.

Entendiendo que el dafio fundamental causado por la nQRT es el dafio nuclear directo, se
han estudiado proteinas asociadas a la fragmentacion nuclear como BCL-2 6 P21, entre otros. =
El estado del complejo de reparacion del ADN por apareamiento incorrecto (Mismatch repair,
MMR) es un factor candidado plausible, pues al dafiarse el ADN y no repararse de manera
adecuada es razonable considerar que dicho tumor no tiene capacidad de regenerarse.’* Al
momento de iniciar este estudio, no hay trabajos que hayan intentado definir si esta relacionado
con la respuesta al tratamiento con quimio y/o radioterapia. La radioterapia administra radiacion
ionizante a las células diana, con el objetivo de inducir la muerte mediante dafio al ADN, como
la apertura de la doble cadena. En respuesta, una red muy compleja y no del todo comprendida
de vias moleculares intracelulares descrita como respuesta al dafio al ADN se activa. Dentro de
estos mecanismos, la expresion de proteinas MMR aumenta, en especial MSH2, MSH6, MLH1 y
PMS2." Por lo tanto, células cancerosas que son deficientes en la reparacién del ADN pueden

ser especialmente propensas a la muerte por estos agentes que inducen dafio genético.

Otros factores candidatos para predecir esta respuesta son el grado de diferenciacion
tumoral, la invasién vascular o perineural, la ausencia de expresion de CDX2 (una proteina
asociada a la integridad de las membranas celulares del cancer colorectal), la respuesta
inmunoldgica al tumor y las células del frente invasor tumoral (gemacion tumoral). Este ultimo
factor ha recibido recientemente mucha atencion en oncologia, ya que se ha asociado con el
fendomeno denominado transicion epitelial/mesenquimal de las células tumorales, fendmeno que

les confiere mayor resistencia a factores que causan dafio celular y mal prondstico.



2. Justificacion.

Identificar en las biopsias iniciales de los pacientes con adenocarcinoma rectal candidatos
a QRTn datos histoldgicos asociados con RPC podria evitar realizar la reseccion radical del recto
una vez concluida la QRTn, hecho que reduciria riegos al paciente, mejoraria su calidad de vida

y representaria un ahorro econémico para el paciente y las instituciones de salud.

En este trabajo se pretende identificar factores asociados a mayor tasa de RPC en las
biopsias iniciales de los pacientes sometidos a reseccién radical posterior a QRTn. En particular,
se pretende determinar si los pacientes con adenocarcinoma rectal con sistema MMR deficiente
(dIMMR) se asocian con mayor tasa de RPC a QRTn respecto a los casos con sistema MMR
eficiente (eMMR). Secundariamente se buscara caracterizar si el microambiente inflamatorio
asociado al tumor, la expresién de CDX2, la presencia de lesiones precursoras y la gemacion

tumoral se asocian con la tasa de RPC.



3. Hipotesis de trabajo:

Los casos de adenocarcinoma rectal con sistema MMR defectuoso mostraran mayor tasa
de respuesta patoldgica completa posterior a tratamiento preoperatorio con quimio y

radioterapia, con un OR > 2.0, comparado con casos con un sistema MMR eficiente.

4. Objetivos

a) Objetivo General

Determinar si el estado deficiente de las proteinas MMR esté asociado con un aumento en

la proporcion de casos de RPC en pacientes con carcinoma rectal con QRTn.

b) Objetivos secundarios.

- Determinar si una mayor respuesta inflamatoria asociada al tumor, expresada como linfocitos

intraepiteliales o agregados linfoides peritumorales, se asocia con mayor RPC a QRTn.

- Determinar si la pérdida de expresion de la proteina CDX2 evaluada por inmunohistoquimica

se asocia con mayor RPC a QRTn.

- Determinar si el grado de gemacion tumoral se asocia con la RPC a QRTn.

- Determinar si la presencia de lesiones precursoras (adenomas) se asocia con mayor RPC a

QRTn.



5. Material y método.

a). Disefo.

Se realizard un estudio de casos y controles con pareamiento 1:2 en medio hospitalario.

b). Poblacion de estudio (pacientes y muestras).

De una base de datos de pacientes con cancer rectal llevada de 2010 a junio de 2017
(mantenida prospectivamente) se identificaran aquellos con adenocarcinoma del tercio medio o
inferior del recto en etapa clinica Il que recibieron QRTn con esquema completo en el Instituto
Nacional de Cancerologia de México. De cada uno de ellos se conoce si tuvo 0 no RPC. De cada
paciente se obtendran del archivo de bloques del departamento de Anatomia Patoldgica las
biopsias de recto iniciales (donde se realizé el diagndstico de céncer) para realizar el anélisis

histopatoldgico y estudios de inmunohistoquimica en caso necesario.

c). Desenlace.

El desenlace de interés es la presencia o no de RPC.

d). Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusion. Pacientes mayores de 16 afios con cancer de recto etapa clinica
preoperatoria Il con carcinoma en el tercio medio o inferior del recto, que hayan recibido QRTn
(45 Gy y 3 a 6 ciclos de quimioterapia), que posteriormente hayan sido sometidos a reseccién
radical de recto entre 6 y 8 semanas de concluida la QRTn y que cuenten con material
histolégico para ser analizado. Los especimenes quirdrgicos debieron haberse evaluado
sisteméaticamente en patologia mediante el procedimiento recomendado por Quirke y

estandarizado en nuestra institucion®.



Criterios de exclusion. Historia previa de tratamiento con quimioterapia o radioterapia por
alguna otra neoplasia, tumor en tercio superior de recto o unién recto-sigmoidea y ausencia de

material patologico para ser analizado.

Criterios de eliminacion. Desgaste del bloque al realizar estudios adicionales.

e). Definiciones de casos y controles.

Definicion de casos: individuos con cancer rectal que posterior a QRTn no muestran evidencia

histoldgica de neoplasia residual en el espécimen de reseccion.

Definicion de controles: Individuos con cancer rectal que muestran evidencia histologica de
neoplasia residual posterior a QRTn. Se buscaran 2 controles por caso pareados por sexo y por

edad (dentro de un intervalo de + 5 afios).

f). Tamafo de la muestra.

Se calcul6 mediante diferencia de proporciones buscando un OR de 2.0 para el objetivo

primario.
2
Formula:  n= (r +1) (1(Zﬂ +2sz)
r (p1 - pz)
Donde:

n = El tamafio de la muestra que queremos calcular por grupo.

r = numero de control dividido por el nimero de casos, en nuestro caso es 2, ya que el pareamiento es 2 controles

por caso.



Z,» = Es la desviacidn del valor medio que aceptamos para lograr el nivel de confianza deseado. El nivel de

confianza sera del 95% (Z,, =1.96)

Zg = Es la desviacion del valor medio que aceptamos para lograr el poder estadistico deseado. El poder estadistico

sera del 80% (Z; =0.84)
pl-p2 = tamafio del efecto (diferencia entre la proporcion conocida y la que esperamos encontrar).
p2 = Es la proporcién conocida (0.14)".

pl = Es la proporcion que esperamos encontrar. Con la siguiente férmula para conseguirla con un OR de 2.0, resulta

de 0.24. _ ORpcontrolsexp
(OR—1)+1

pcaseexp -
p (barra arriba, circulada en rojo) = promedio de proporcion de expuestos (pl+p2/2) = 0.192

pcontrolsexp

Con base en la formula, el tamafio de muestra por grupo es 61. Considerando pérdidas del 10%

totaliza 67 casos y 134 controles.

g). Métodos.

Una vez identificados los casos y los controles se registraron datos demogréficos, clinicos
e histopatoldgicos. La etapificacion preoperatoria se obtuvo por datos clinicos y de imagen
asentados en el expediente y se clasificd segin la séptima edicién de la clasificacion TNM del
American Joint Committee on Cancer (AJCC).'® Se identificé la biopsia inicial donde se realizé
el diagndstico de adenocarcinoma y se revisaron por microscopia de luz las preparaciones
histologicas y bloques de parafina.

Se determino la expresion de proteinas MMR (MLH1, MSH-2, MSH-6, PMS2) mediante
inmunohistoquimica. En el 60% de las muestras se contaba con los marcadores referidos, en el

resto se realizaron los estudios en el corte completo del tejido.



Tres patdlogos calificaron si la expresion fue presente o ausente de acuerdo a los

siguientes criterios validados y recomendados en gufas:*’

» La expresion nuclear de los cuatro marcadores en cada muestra clasifica el tumor como

con un sistema MMR eficiente (eMMR).

« La ausencia de expresion nuclear de alguno de los marcadores en cada muestra clasifica

el tumor como con un sistema MMR deficiente (IMMR).

Para caracterizar el infiltrado inflamatorio, se determiné el patron de infiltracion por
linfocitos, ya sea peritumoral (en forma de agregados linfoides) e intratumoral por milimetro

cuadrado. Dicha evaluacion se realizo en la region de mayor inflamacion (hot spot).

Para caracterizar la expresion de CDX2, se evalué mediante inmunohistoquimica en corte
completo del tejido y se consider6 presente cualquier marca nuclear en cualquier porcentaje de

células neoplésicas, asi como ausente cuando no hubo dicha marcacion.

La presencia de adenoma se evalu6 en la biopsia inicial que contiene tumor, y se asento
como presente cuando se identificaron al menos tres glandulas con cambios adenomatosos
(displasia de grado bajo), con crecimiento velloso o tubular, y que estaba asociados a una

mucosa rectal normal.

La evaluacion de la gemacion tumoral se llevé a cabo examinando 0.785 mm? de

superficie siguiendo los lineamientos descritos por Lugli et al.*®

El resto de variables analizadas se describen en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Definicién de variables capturadas.

Variable Definicion Unidad de medicién y/o | Tipo
categorias
Edad Edad al momento del | Afo Cuantitativa discreta
diagndstico.
Sexo Genero determinado por | Hombre Cualitativa nominal
caracteristicas genitales. Mujer

Nivel de invasion tumoral | Profundidad de invasion | cT1. Invasion a submucosa. | Cualitativa ordinal
tumoral clasificada | cT2. Invasion a muscular
clinicamente mediante | propia.
estudios de imagen y | cT3. Invasion a adventicia.
ultrasonido  endoscépico, | cT4a. Invasion a serosa.
segln la AJCC/UICC TNM | cT4b. Invasién a Organos
72 edicion (2010)™. adyacentes.
Metéastasis ganglionares Presencia o ausencia de | cNO. Sin metéastasis | Cualitativa nominal
metéstasis ganglionares | ganglionar.

clasificada asi mediante
estudios de imagen y de
ultrasonido.

cN1. Metastasis en uno o
mas ganglios regionales.

Metastasis

Presencia de metastasis al
momento de la reseccion

quirdrgica identificadas
intraoperatoriamente.
Preoperatoriamente se

habian seleccionado casos
sin evidencia de enfermead
metastasica por estudios de
imagen.

cMO. Sin
distancia.
cM1. Metastasis a distancia.

metastasis a

Invasion linfovascular Invasion del tumor a vasos | Ausente Cualitativa ordinal
linfaticos identificada en la | Presente
biopsia incial pre-
tratamiento.

Invasion perineural Invasion del tumor a | Ausente. Cualitativa ordinal.
perineurio. Presente.

Grado histolégico y grado | Grado de diferenciacion | G1: Bien  diferenciado, | Cualitativa ordinal.

de gemacion tumoral.

tumoral segun criterios de
la OMS, basado en
procentaje de formaciones
glandulares y subtipos.

Grado histolégico segun
gemacién (Lugli et al,
2017). En un area de 0.785
mm? se cuenta el nimero de
yemas tumorales (grupos de
1 a 5 células sueltas en el

formacion de glandulas en >
90% del tumor.

G2: Moderadamente
diferenciado, formacion de
glandulas en 50-90% del
tumor.

G3: Poco diferenciado,
formacion de glandulas en <
50% del tumor o tipos
histol6gicos de alto riesgo
como micropapilar,
cribiforme, mucinoso, anillo
de sello.

Grado 1: 0-4 yemas / 0.785
mm?

Grado 2: 5-9 yemas / 0.785
mm?

Grado 3: 10 0 mas yemas /
0.785 mm*
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estroma adjacente al frente
invasor del tumor, en el
area de mayor densidad de

las mismas).
Respuesta patologica Involucion ~ del  tumor | Sin respuesta completa. Cualitativa nominal.
identificado en la pieza | Con respuesta completa.

quirdrgica, tanto en la pared
rectal como en ganglios
linfaticos, clasificado segln
criterios  del Colegio
Americano de Patologia.

Seguimiento

Tiempo de seguimiento
desde el inicio  del
tratamiento con
quimioterapia hasta la fecha
de la dltima consulta o del
desenlace.

Meses

Cuantitativa discreta.

Expresion de proteinas de
reparacion del DNA por

apareamiento  incorrecto
(Miss  Match  Repair,
MMR).

Clasificacion de los
tumores de acuerdo a si el
sistema MMR es eficiente o
defectuoso.

0. eMMR. MMR eficiente.
Se clasificara asi cuando
todad las proteinas de MMR
(MSH2, MSH6, PMS2 o
MLH1) estan expresadas por
inmunohistoquimica.

1. dMMR. MMR
defectuoso. Se clasificara asi
cuando una o mas de las
proteinas de MMR (MSH2,
MSH6, PMS2 o MLH1)

Cualitativa nominal.

estan ausentes por
inmunohistoquimica.
Tercio inferior de recto Segmento entre los | No aplica No aplica
margenes del ano y 7 cm
proximales; tercio medio
entre 7y 11 cm.
Tercio medio de recto Segmento entre los entre 7 | No aplica No aplica
y 11 cm del margen anal.
Adenoma en biopsia Identificacién en la biopsia | Ausente Cualitativa nominal
pre tratamiento de un | Presente.
componente de adenoma
adyacente al carcinoma
invasor.
Agregados linfoides | Presencia de agregados | Nimero de  agregados | Cuantitativa discreta.
peritumorales linfoides (grupo de mas de | linfoides por  milimetro
20 linfocitos) adyacentes a | cuadrado.
la  neoplasia  invasora,
evaluados por milimetro | Presencia 0 ausencia de | Calitativa nominal
cuadrado. agregados linfoides.
Linfocitos intratumorales Presencia de linfocitos en el | NUmero promedio de | Cuantitativa continua
espesor del epitelio | linfocitos intraepiteliales por
glandular neoplésico, | milimero cuadrado.
expresado como ndmero de
linfocitos por milimetro

cuadrado. Se evaluaran 5
campos de alto poder y se
obtendra el promedio para
generar el ndmero de

0. Ausencia de linfocitos
intratumorales.
1. Presencia de linfocitos

Cualitativa nominal
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linfocitos intratumorales | intratumorales.
por milimetro cuadrado.

Expresion de CDX2 Expresion  nuclear  por | 0. Ausente. Cualitativa nominal.
inmunohistoquimica de | 1. Presente.
CDX2.

h). Analisis de datos.

Se realiz6 la captura de datos con el programa Microsoft Excel 2010 y se analizaron con
el programa SPSS ver. 22.0 (IBM, California, USA). Se calcularon los estimadores de riesgo
(Odds ratio, OR) de exposicion entre casos y controles para el estatus de las proteinas MMR y
demas variables estudiadas y se contrastaron con una chi cuadrada con nivel de significancia alfa

< 0.05 a dos colas.

Para la comparacién de variables entre grupos se utilizé una prueba T de Student o U de
Mann-Whitney —segun distribucion— para comparar variables numéricas y Chi cuadrada o exacta
de Fischer para comparar variables categdricas. Se realiz6 analisis multivariado con regresion
logistica binaria para determinar los factores independientes predictores de respuesta patoldgica
completa. En este analisis, los componentes del modelo fueron aquellas variables identificadas
como estadisticamente significativos (p<.05) en los analisis univariados. Se reportaron los

resultados del modelo que estimé con mayor precision el efecto evaluado.

6. Resultados.

Poblacion y caracteristicas clinicas.

Se identificaron 72 casos con RPC, por lo que se eligieron 144 controles, para una

muestra total de 216. La media de edad fueron 56.8 afios con desviacion estandar de 12.5 afios
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(intérvalo de 20-83 afios) y 192 casos (88.9%) se presentaron en pacientes mayores de 40 afios.

De los 216 casos, 140 se presentaron en hombres (64.8%).

Al momento de la presentacion (biopsia inicial), respecto a su estadificacion clinica
pretratamiento, 123 casos (56.9%) tenian un tumor en recto con etapa cT3, mientras que 44
(20.4%) tenian etapa cT2, 31 (14.4%) tenian etapa cT4a y 18 (8.3 %) fueron calificados en etapa
cT4b. Cabe resaltar que los pacientes con etapa cT2 debido a que tenian ganglios clinicamente
positivos, fueron clasificados en etapa clinica 1l y recibieron QRTn. Respecto a los ganglios,
mediante estudios radiolégicos (Tomografia computada) y ultrasonido endoscépico, 77 pacientes

(35.6%) fueron clasificados como portadores de enfermedad ganglionar.
Caracteristicas patoldgicas.

Del total de tumores, 109 fueron grado 3, correspondiendo a 50.5%, mientras que 57
(26.4%) fueron grado 1y 50 (23.1%) grado 2. El grado tumoral dado por gemacién tumoral fue
grado 1 en 107 (49.5%), grado 2 en 64 (29.6%) y grado 3 en 45 (20.8%), con una media de 6.25
yemas / 0.785 mm? con desviacién estandar de 5.73 yemas (intervalo de 0-45). En 65 casos
(30.1%) se identifico un adenoma, mientras que en 23 casos (10.6%) se identificd permeacion

linfovascular.

Respecto al infiltrado inflamatorio asociado al tumor, principalmente se observaron
linfocitos y células plasmaticas, sin predominancia de algin subtipo, en 41 casos (19%) se
presentaron agregados linfoides nodulares inmediatamente adyacentes a las células neoplasicas
(en 36 casos se identificd solo un agregado y en el resto mas de dos). La media del numero de
linfocitos intratumorales observados por milimetro cuadrado fue de 1.69 con una desviacion

estandar de 1.74 (intervalo de 0 a 10).
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De los 216 casos, se demostrd un sistema dMMR en 63 pacientes (29.2%), con las
principales alteraciones en la ausencia de expresion de PMS2 (ausente en 22.7%) y MLH1

(22.2%), seguidas de MSH6 (7.4%) y MSH2 (5.1%). CDX2 se expreso en 201 casos (93.1%).
Analisis biivariado.

Las caracteristicas basales de ambos grupos son resumidas en el cuadro 2, donde se resume que
los tumores con mayor tasa de RPC se asociaron con tumores grado 1, dAMMR, mayor presencia
de linfocitos intratumorales, ausencia de invasién vascular y presencia de adenoma residual en la
biopsia pre-tratamiento. Al realizar un andlisis de asociacion con ORs, los factores que se
asociaron estadisticamente con la presentacion de RPC fueron el estado deficiente de las
proteinas MMR, la ausencia de invasion linfovascular y baja gemacion tumoral (4 o menos

yemas en 0.785 mm?) (cuadro 3).
Analisis multivariado.

Los factores histolégicos independientes asociados con RPC fueron un estado dMMR, la
presencia de adenoma y un grado bajo de gemacién tumoral (cuadro 3). EI modelo de regresion
creado permite clasificar adecuadamente 71.3% de los casos que tendran pCR al analizar estos
tres factores (MMR estatus, adenoma y baja gemacion) en la biopsia inicial pretratamiento, con

una sensibilidad de 68.6% y especificidad de 79.2%.
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Cuadro 3. Andlisis de 216 pacientes con carcinoma rectal con quimio-radioterapia preoperatoria, respecto a su
asociacion con presencia de respuesta patologica completa.

Cuadro 2. Caracteristicas clinico-patolégicas de 216 pacientes con carcinoma rectal con quimio-radioterapia
preoperatoria, divididos por tipo de respuesta patologica.

Sin respuesta patoldgica Respuesta patologica p
completa, completa,
n (%) (n=144) n (%) (n=72)
Media de edad en anos + desviacion 56.67 +11.94 57.22 +13.65 759
estandar.
Sexo 1.0
Mujer 48 (33.3) 24 (33.3)
Hombre 96 (66.7) 48 (66.7)
Grado histologico
Gl 30 (20.8) 27 (37.5)
G2 44 (30.6) 6 (8.3) <.001
G3 70 (48.6) 39 (54.2) 147
Grado de gemacion
Grado 1 (0-4 yemas) 63 (43.8) 44 (61.6) .045%
Grado 2 (5-9 yemas) 46 (31.9) 18 (25) .087
Grado 3 (10 0 mas yemas) 35(24.3) 10 (13.9) .026
Miss match repair estatus
MMR eficiente 112 (77.8) 41 (56.9) .001
MMR defectuoso 32 (22.2) 31 (43.1)
Expresion de CDX2
Ausente 8 (5.6) 7(9.7) .195
Presente 136 (94.4) 65 (90.3)
MLH1
Alterado 22 (15.3) 26 (36.1) .001
Normal 122 (84.7) 46 (63.9)
PMS2 .001
Alterado 23 (16) 26 (36.1)
Normal 121 (84) 46 (63.6)
MSH2 .010
Alterado 11 (7.6) 0
Normal 133 (92.4) 72 (100)
MSH6 462
Alterado 12 (8.3) 4 (5.6)
Normal 132 (91.7) 68 (94.4)
Media de linfocitos intratumorales + 1.38 +1.44 2.32+2.10 <.001
desviacion estandar.
Adenoma
Ausente 114 (79.2) 37 (51.4) <.001
Presente 30 (20.8) 35 (48.6)
Invasion linfovascular
Ausente 130 (90.3) 63 (87.5) 532
Presente 14 (9.7) 9 (12.5)
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Analisis univariado

Analisis multivariado*

Odds ratio P I.C. 95% Hazard ratio P 1.C. 95%
MMR estatus
(deficiente vs. eficiente) 2.64 .002 1.438-4.87 2.61 .004 1.355-5.040
Expresion de CDX2
(presente vs. ausente) 546 262 19-1.57
Invasion linfovascular
(presente o ausente) 0.70 .094 0.066-2.86
Adenoma
(presente vs. ausente) 3.59 <.001 1.94-6.63 3.59 <.001 1.883-6.850
Grado
(G1-G2 vs. G3) 1.24 442 .709-2.203
Gemacion tumoral
(Alta gemacion (>5 yemas 495 .017 .278-.881 0.619 .025 .366-.894
vs. baja gemacion <4))
Agregados linfoides
(presentes vs. ausentes) 1.194 624 -587-2.429
Linfocitos intratumorales
(presentes vs. ausentes) 1.031 920 -570-1.866

* Ajustado por edad y sexo.

7. Discusion

En este estudio se evalud la asociacion de caracteristicas patolégicas con RPC,

incluyendo expresion de proteinas MMR, infiltrado inflamatorio y gemacion tumoral, en la

biopsia inicial antes de la QRTn en pacientes que recibieron cirugia para cancer de recto

localmente avanzado. Se identificO una asociacion independiente de dMMR, la presencia de

adenoma y la gemacion tumoral con la RPC. El infiltrado inflamatorio no se asocié con mayor

tasa de RPC. Nuestro estudio es el primero en demostrar que un sistema dMMR vy la gemacién

tumoral podrian ser factores independientes asociados a RPC en pacientes con cancer de recto.

La prediccion de la RPC a la QRTn es un area de investigacion actual muy concurrida. A

pesar de los muchos estudios que informan algunos resultados prometedores en caracteristias

clinicas, radioldgicas, patologicas o moleculares, pocos han demostrado una capacidad de
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predecir la respuesta con la adecuada sensibilidad o especificidad para guiar una decision clinica.
Este se explica porque es un fendmeno complejo que no es determinado por uno o unos cuantos
factores, sino que se explica por la conjuncién de varios parametros que conocemos poco, pero
que deben englobar variables clinicas, radioldgicas, patolégicas y moleculares, tanto basales
como posteriores a QRTn. En particular, las caracteristicas clinico-patoldgicas preoperatorias
tienen una capacidad limitada para predecir la respuesta a la QRTn. Pocos estudios han
investigado la relacion entre las caracteristicas histopatolégicas pretratamiento y la RPC. Tres
estudios identificaron que la RPC se asoci6 con buena diferenciacién tumoral, didmetro tumoral
pequefio, estadio temprano de T y N en estudios de imagen y niveles bajos de antigeno
carcinoembrionario previo al tratamiento. *** Ademas, se ha demostrado que los tumores no
circunferenciales y no ulcerados predicen una RPC, mientras que la mala respuesta al
tratamiento se asocia con tumores T4 y una pobre diferenciacion histolégica.?*'Estos estudios,
sin embargo, muestran sensibilidad y especificidad pobres y sus resultados han sido contradichos

por otros estudios.???

En cuanto a los posibles factores histopatoldgicos que podrian predecir la muerte del
tumor en la biopsia previa al tratamiento, consideramos varios factores plausibles de los cuales
encontramos asociados tres. En primer lugar, el complejo MMR de la reparacion del ADN
explica méas proporcion de RPC debido a que una célula con defectos en la reparacién del ADN
contra el dafio tiene menor capacidad de subsistir. Este mecanismo en la respuesta al cancer
rectal ha sido poco estudiado debido al acuerdo general de que el AMMR predice una respuesta
deficiente a la fluoropirimidina adyuvante,® sin embargo, su impacto en la respuesta a la
fluoropirimidina administrada con radiacién neoadyuvante es controvertido. De la misma

manera, varios estudios han investigado recientemente los roles predictivos y pronésticos (con
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respecto a la supervivencia y recurrencia) de los genes MMR en el cancer colorrectal; Sin
embargo, los resultados aln no estdn claros.®?’ Dos grupos de estudio han abordado

recientemente (pero no concluyentemente) este tema. Huh et al %

evaluaron la expresion de la
proteina MMR por inmunohistoquimica tanto en biopsias pretratamiento como en muestras
patoldgicas postratamiento de 209 pacientes con céncer rectal localmente avanzado sometidos a
QRTn y cirugia radical donde se observé una RPC en 30 pacientes (14,4% ) con expresion de
MLH1, MSH2 y MSH6 que no fueron significativamente diferentes entre los grupos (no se

determiné PMS2). En otro trabajo retrospectivo, de Rosa et al *°

estudiaron 62 pacientes con el
objetivo de demostrar el pronostico de tumores dMMR, identificaron 40 pacientes con
enfermedad clinica en estadio Il o Ill, 30 (75%) recibieron nCRT y 29 de ellos fueron
posteriormente sometidos a reseccion (un paciente con respuesta clinica y radioldgica completa
declind la cirugia) y 8 (27,6%) pacientes tuvieron RPC. La RPC observada fue elevada en
comparacién con la tasa de 18% reportada por Brouquet et al.*® (es decir, no hubo un grupo
comparativo en este estudio). Como evidencia, estas son algunas pruebas que sefialan el posible
valor de las proteinas MMR en la prediccién de RPC. Nuestros resultados aportan un poco de

claridad porque demostramos en un estudio mas controlado el aumento de RPC en pacientes con

sistema dAMMR.

El segundo factor, la gemacién tumoral, tampoco se ha estudiado en este contexto. Varias
publicaciones han informado que la gemacién tumoral, definido como células tumorales
individuales o grupos pequefios de hasta cinco células tumorales en el margen invasivo, como un
factor prondstico adicional en el cancer colorrectal.*** Dependiendo del estudio, se observa
gemacion tumoral en aproximadamente 40 % de casos.>* Se cree que este fenémeno es el primer

paso en la transicién a un cancer metastasico, se cree que las células migran a través de la matriz
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extracelular, invaden las estructuras linfovasculares y forman colonias de tumores metastasicos
en los ganglios linfaticos y sitios distantes.* Aunque las células de estas yemas son consideradas
como la representacion histoldgica de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT), esta hipotesis
no ha sido validada hasta el momento y los mecanismos por los cuales las células de la gemacion
se separan del tumor principal no estan claros. De hecho, hasta ahora, sélo se han realizado
estudios inmunohistoquimicos en un intento de desentrafiar la base bioldgica de la yema
tumoral.®® Por tanto, se requiere un estudio genético en profundidad sobre estas yemas
tumorales para revelan mecanismos moleculares subyacentes, lo cual puede ser de gran valor en

la comprension de la dinamica invasiva de la migracion del cancer, invasion y metastasis.

Las células tumorales que muestran EMT se caracterizan por la pérdida de genes
asociados con la diferenciacion epitelial y la adquisicion de propiedades mesenquimatosas.®’
Una de las caracteristicas de EMT es la regulacion negativa de la E-cadherina, una molécula
transmembrana de adhesion célula-célula necesaria para la formacion de los enlaces adherentes
que durante la EMT se transloca al ndcleo donde funciona como un factor de transcripcién
oncogenico que induce la regulacién positiva de factores de transcripcion relacionados con EMT
(por ejemplo, SNAIL, ZEB vy factores de transcripcion de TWIST) .*8*° Creemos que esto
eventos da a las células neoplasicas una capacidad intrinseca de resistir la QRTn, aunque, los
mecanismos subyacentes no estan claros, esta es una linea de investigacion futura de potencial

trascendencia.

Finalmente, en nuestro analisis multivariante también se identifico la presencia de
adenoma residual adyacente al tumor como factores prondsticos independientes asociados con
RPC. Este hallazgo esta -en nuestra opinion- asociado a tumores de grado bajo (G1-G2), ya que

en nuestra serie el 48,6% de los casos con pCR tuvieron un adenoma en la biopsia pre-
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tratamiento y el 45,8% de los tumores en nuestra serie fueron grado 1 -2. Ademas, sélo dos casos
con adenocarcinomas de grado 3 presentaron un adenoma adyacente al carcinoma. Esta
asociacion podria explicar la buena respuesta de los tumores que albergan un adenoma

"residual”.

Finalmente. otro aspecto evaluado por nuestro estudio fue el infiltrado inflamatorio, que
no demostrd asociacion independiente con RPC. Este pardmetro es muy dificil de evaluar,
debido a la complejidad de la respuesta celular en la invasion tumoral. Se necesitan estudios mas

complejos especificamente disefiados para explorar esta respuesta.

Las principales limitaciones de nuestro estudio son su naturaleza retrospectiva y la
reproducibilidad interobservador de la gemacién tumoral, no explorada en nuestra institucion ni
en la literatura en general. La evaluacion de la expresion de proteinas MMR también es una
fuente potencial de sesgo, ya que algunas veces, la reaccién inmunohistoquimica heterogénea de
las proteinas es dificil de interpretar. Sin embargo, la técnica esta estandarizada en nuestro centro
y validada por un laboratorio externo, la evaluacion consensuada de la reaccion y la evaluacion

en preparaciones histoldgicas completas de tejido disminuyo este sesgo.

En conclusion, a pesar de la extensa investigacion, los mecanismos moleculares y
genéticos para la sensibilidad a la quimioterapia y la radioterapia de las céluas del
adenocarcinoma rectal aln estan por definirse claramente. La variada respuesta a la QRTn
observada entre los tumores sugiere una relacion compleja entre la biologia tumoral y la RPC, es
probable que una serie de vias genéticas 0 moleculares regulen la quimioradiosensibilidad. La
accion clave que podria resolver las inconsistencias seria coordinar estudios multicéntricos para
crear cohortes mucho mas grandes y asegurar plataformas metodoldgicas robustas que prueben

las modalidades de imagen, perfiles de expresion génica, combinadas con estandares acordados
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de revision histopatoldgica e inmunohistoquimica como la gemacion tumoral y un sistema

dMMR.
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