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1. Sintesis del proyecto

1.1 Antecedentes

El carcinoma colorrectal es actualmente la neoplasia gastrointestinal mas frecuente en
México. La cirugia radical es el tratamiento curativo por excelencia, pero muchos pacientes
requieren de quimioterapia adyuvante para mejorar los desenlaces. Sin embargo, en
etapas | y Il, muchos pacientes presentan recurrencia después de la cirugia aparentemente
curativa, y no existe un criterio uniforme que nos permita definir que pacientes necesitan la
quimioterapia adyuvante. Hasta ahora, se definen en funcion de factores sustentados con
bajo nivel de evidencia.

La expresion de CDX2 o de MUC2, definidas por inmunohistoquimica se han reportado
como recursos muy utiles para este fin. En consecuencia, el objetivo del presente estudio
es definir un modelo de prondstico integrado, enfocado en pacientes con carcinoma de
colon en etapa | y Il, y basado en variables demograficas, clinicas e histopatologicas.

1.2 Metodologia

Este es un estudio de cohorte, integrado en una cohorte hospitalaria, recolectando la
informacion de manera retrospectiva, de pacientes consecutivos con carcinoma de colon
con etapas | and Il, sometidos a hemicolectomia o sigmoidectomia radical, con estudio
completo de patologia quirurgica, que se atendieron es un centro de referencia de cancer
durante un periodo de 25 anos. Se registraron las variables demograficas, clinicas,
histopatoldgicas, e inmunohistoquimicas (especialmente expresion de CDX2 y MUC2) que
han sido reportadas como factores de prondstico potencialmente utiles.

El analisis bivariado de los factores de prondstico asociados con la supervivencia global
(SG) se realizé mediante el método de Kaplan-Meier, y el analisis multivariable de esta
misma asociacion, mediante el modelo de riesgos proporcionales de Cox. Se evaluo el
modelo final, y el impacto del modelo sobre la SG se evalué mediante las funciones de

supervivencia estimadas por el modelo mismo, como propuesta de validez interna.



1.3 Resultados

Se incluyd un total de 556 pacientes en esta cohorte. El 48.4% fueron de colon derecho, el
6.7% de transverso, el 10.4% de colon izquierdo y 34.5% de sigmoides. La expresion por
inmunohistoquimica de CDX2 y de MUC2 no tuvo valor prondstico. Mediante analisis
multivariable, la localizacidén de la neoplasia en el colon, el indice de masa corporal, el
hematocrito inicial, el conteo de plaquetas en sangre, la razén neutrofilos/linfocitos, el
indice prondstico nutricional, la razén albumina/monocitos, la clasificacion T, la presencia
de morbilidad postoperatoria, la cosecha quirurgica de 20 ganglios linfaticos o mas y el uso
de quimioterapia adyuvante se encontraron independientemente asociados a SG.

Este modelo nos permitio definir cinco grupos de prondstico con importantes diferencias en
la supervivencia global estimada.

1.4 Conclusioén

El modelo propuesto es simple y facilmente accesible con los recursos disponibles en la
mayoria de los hospitales en el mundo. Complementa la clasificacion T y mejora el
rendimiento de la estratificacion del riesgo en este subgrupo de pacientes. Se requiere de
validacion externa, y podria ser utilizado en el disefio de estudios fase Il que exploren la
utilidad de la quimioterapia adyuvante en este subgrupo de pacientes. También puede ser
usado en el disefio de protocolos de vigilancia, y puede complementarse con perfiles de

expresion genética, presencia de mutaciones puntuales y marcadores epigenéticos.



2. Antecedentes

2.1 Epidemiologia

El carcinoma a colorrectal es un grave problema de salud publica a nivel mundial. Es la
segunda causa de cancer en el mundo, y en México ocurre algo similar (1). Esta cifra es
afin a la reportada en Norteamérica, en Canada y Estados Unidos, y en general, en los

paises desarrollados (2, 3).

La Figura 1 muestra la tasa de incidencia y la tasa de mortalidad de diversas neoplasias
malignas en México. Estas graficas muestran la evolucion temporal del carcinoma
colorrectal; ha incrementado sus tasas de incidencia y de mortalidad desde 2008, tanto en

mujeres como en varones, segun Globocan (1).
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Figura 1.- Tasas de incidencia (azul) y mortalidad (rojo) estandarizadas por edad en
México, en 2008, 2012, 2018, y 2020, tanto para mujeres como para varones (imagen

modificada de Globocan, https://gco.iarc.fr).



Aproximadamente el 50% de los casos de cancer colorrectal mueren como resultado de la
enfermedad recurrente o progresiva que ocurre despueés de un tratamiento aparentemente

exitoso.

El cancer colorrectal es una enfermedad sumamente heterogénea desde el punto de vista
de su etiopatogenia y su comportamiento clinico, de tal suerte que, inicialmente, vale la
pena hacer la diferencia entre el cancer de colon (CC) y el cancer de recto. En la Figura 2

se muestra un esquema del colon y del recto.

Figura 2.- Esquemas de la anatomia del colon y del recto.

Las diferencias anatdmicas que determinan un comportamiento clinico sustancialmente
diferente, es la ausencia de serosa en el recto, que el colon tiene circulacidn mesentérica, y
que el recto tiene doble circulacion (mesentérica e iliaca). Estas diferencias determinan que
el cancer de recto presente una mayor frecuencia de diseminacion locoregional y su
tratamiento preoperatorio es la predominantemente locoregional (radioterapia
potencializada con quimioterapia). A diferencia del resto del colon, que posiblemente por la
presencia de la capa serosa que confiere cierta proteccién ante la diseminacion
locoregional del tumor primario, las recurrencias a distancia son mas frecuentes, y su

tratamiento adyuvante postoperatorio es predominantemente sistémico (quimioterapia).



Por esta razén es que en el presente estudio nos centraremos en el CC especificamente.
Ademas, adelante describiremos otras razones.

La cirugia radical es ampliamente reconocida como la mejor opcién curativa en los
pacientes con CC localizado o localmente avanzado (4).

Descubrimientos recientes en la heterogeneidad de esta enfermedad ha mostrado
diferentes subgrupos de pacientes con prondésticos sustancialmente diferentes y patrones
diversos en cuanto a la posibilidad de respuesta exitosa después del tratamiento (4, 5). La
edad y la localizacion de la neoplasia en el colorrecto parecen mostrar diferencias
fundamentales desde el punto de vista biolégico, clinico, y respuesta al tratamiento, y por
tanto, en el prondstico, que se estan identificando recientemente (6).

Hoy parece claro que el cancer colorrectal esta incrementandose en su incidencia en
personas jovenes, y por lo contrario, su incidencia en pacientes mayores se esta
reduciendo (6). Las caracteristicas clinicas, histopatologicas y mutaciones genéticas que se
han identificado en pacientes jévenes con cancer colorrectal son sustancialmente
diferentes que en los pacientes mayores (6). También, los pacientes jovenes con CC y de
recto tienen un riesgo elevado de presentar anormalidades genéticas, como la inestabilidad
microsatelital, confiriendo mayor riesgo de presentar neoplasias agresivas con factores de
histopatologia adversos, como bordes de invasion mas agresivos, mutaciones de
KRAS/BRAF, y mayor frecuencia a metastasis a ganglios linfaticos regionales (7, 8).

2.2 Factores de Pronoéstico

Un paradigma muy prevalente y ampliamente reconocido en la actualidad es que las
metastasis producidas durante la evolucion de una neoplasia maligna, se implantan
inicialmente en un ganglio linfatico, y posteriormente, después de la evolucion clonal de
estas metastasis ganglionares, estas nuevas clonas adquieren la propiedad de circular por
la via hematdgena e invadir 6rganos a la distancia.

Este modelo conceptual es el alimento de la base causalista del sistema de clasificacion
TNM (tumor-nédulo-metastasis) de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) (9), y
hasta la fecha corresponde al fundamento del tratamiento quirurgico radical que incluye la



linfadenectomia regional, reseccion en bloque, y adicionalmente, los tratamientos

adyuvantes (4, 5).

En este sentido, la presencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales, durante el
momento de la reseccion radical aparentemente curativa, es un factor de prondstico

sumamente importante (4, 5, 9).

En general, los pacientes con enfermedad NO, es decir, sin metastasis en los ganglios
linfaticos cosechados durante la reseccion radical, presentan buen prondstico. Sin
embargo, del 10 al 17% de los pacientes con etapa |, y del 20 al 30% de los pacientes con
etapa |l recurren (subrayando, todos con enfermedad NO) (10, 11).

A la inversa, entre el 40% y el 60% de los casos de metastasis recurrentes después de un
tratamiento aparentemente curativo, se desarrollaran en pacientes con enfermedad NO, lo
que implica que pueden desarrollarse metastasis a distancia en ausencia de metastasis

ganglionares (9, 10).

En términos generales, la AJCC ha sido renuente a incluir factores de pronostico
adicionales a los tres componentes clasicos del prondstico: tumor, nédulo linfatico y
metastasis (TNM), para modificar el constructo de la clasificacion por etapas. Sin embargo,
actualmente esta ampliamente reconocido que la clasificacion TNM requiere
complementarse con la inclusion de diversos factores de prondstico que se estan
reconociendo recientemente, mediante estudios de cohorte o re-analisis de estudios
controlados por sorteo, con el objetivo de incrementar su confiabilidad y su exactitud
predictora, y asi, dirigir de manera mas eficiente los algoritmos de tratamiento en la era de
la medicina de precision (12, 13, 14).

Los principales factores de prondstico ahora aceptados por la AJCC son el grado de
diferenciacion, la invasion vascular venosa y linfatica, y la invasién perineural (9); pero la
cantidad de nuevos factores de prondstico que pueden potencialmente incrementar el

poder pronostico de la clasificacion TNM es muy importante (5).
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Figura 3.- La octava edicion de la clasificacion TNM de la AJCC implica los tres factores clasicos

(TNM) y ya se han aceptado cuatro factores adicionales.

Etapa T N M
0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
lic T4b NO MO
A T1-T2 N1/N1c MO

T1 N2a MO
B T3,4a N1/N1c MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
nc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA T , N , M1a
cualquier cualquier
VB T , N , M1b
cualquier cualquier
IVvC T , N , M1c
cualquier cualquier

Tabla 1.- Clasificacion TNM de la AJCC en su octava edicion (TX, no evaluable; Tis, in situ; T1,
submucosa; T2, muscularis propria; T3, tejido pericolorrectal; T4a, peritoneo visceral; T4b, 6rganos
adyacentes. NO, ganglios negativos; N1, 1-3 positivos; N1a, 1; N1b, 2-3; N1c, implantes
subserosos, mesenterio, sin metastasis a ganglios.

N2, 24; N2a, 4-6; N2b, 27; MX, no evaluable; MO, sin metastasis; M1, con metastasis; M1a, en un

solo sitio; M1b, en dos o mas sitios; M1c, carcinomatosis peritoneal.



La diseminacion de las células neoplasicas, desde la lesion primaria hasta los ganglios
linfaticos regionales, se asocia con menor supervivencia.

El modelo hegemonico que utiliza la AJCC para explicar esta asociacion postula que las
metastasis a organos distantes, que habitualmente se asocian a la mortalidad por cancer,
son originarias de las metastasis en éstos los ganglios linfaticos. Ya mencionamos que es
el origen del postulado mecanicista de la clasificacion TNM y es la razén que anima a los
cirujanos a realizar resecciones radicales, que creemos, controla y cura la enfermedad en

muchos pacientes.

La Tabla 1 muestra la integracion de la clasificacion TNM con base en los tres mas

importantes factores de prondstico reconocidos actualmente.

Esta clasificacion, hasta el momento, es lo mejor que tenemos para definir el prondstico de
cada paciente y se seleccionar el mejor tratamiento para cada caso. Sin embargo,
incompleto, a veces incongruente, y por lo menos, es perfectible (Figura 4).

En esta figura mostramos el mejor ejemplo de incongruencia que describimos con detalle

mas abajo.

En un interesante estudio, 213 muestras de biopsias de archivo de 17 pacientes con cancer
colorrectal, se analizaron utilizando variantes somaticas en regiones hipermutables del

ADN para reconstruir arboles filogenéticos de alta confianza.

Los autores reportan que en el 65% de los casos, las metastasis a ganglio linfatico y las
metastasis distancia se desarrollaron de subclonas independientes en el tumor primario,

mientras que solo en el 35% de los casos compartian un origen subclonal comun (15).

Es decir, que en la mayoria de los pacientes existen dos relaciones de linaje diferentes
entre las metastasis linfaticas y las metastasis en érganos distantes en el cancer

colorrectal, aun cuando esta diferencia no existe en algunos pacientes (16)
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Figura 4.- Curvas de supervivencia global en pacientes con carcinoma colon (1973-2005),
modificado del texto de la clasificacion TNM de la AJCC (referencia 17).

La figura 4 reproduce las curvas de supervivencia de la séptima edicion de la clasificacion
TNM de la AJCC (17). La octava edicidn no tiene esta grafica para poder presentarla
actualizada, pero el problema es el mismo.

Los pacientes con etapa IIC y IIIC tienen casi la misma supervivencia global, y por lo
contrario, los pacientes con etapa IA tienen peor supervivencia que los pacientes con la
etapa IlIA. No existe un gradiente bioldgico claro en cuanto al prondstico.

Los pacientes que deberian tener mejor prondstico, lo tienen peor. Algo esta mal, y
actualmente el medio oncoldgico conoce este problema y se esta estudiando como
resolverlo. La clasificacion TNM tiene que mejorar (18).

La AJCC ya ha reconocido que se requiere de predicciones probabilisticas mas efectivas
que las proporcionadas por el sistema de clasificacion TNM clasica. Se requiere el
desarrollo de modelos o calculadoras de riesgo mas precisos y que sean elaborados de
manera correcta. Sin embargo, juzgar la calidad y aceptabilidad de un modelo de riesgo es
complicado (19).



La AJCC ya establecio los criterios de inclusion y exclusion necesarios para que un estudio
que presente un modelo de riesgo sea potencialmente respaldado, es decir, evaluado y
validado. Se reconocio que las predicciones probabilisticas personalizadas para pacientes
con cancer son prometedoras, y se espera que estos criterios aceleren en gran medida

este proceso (19).

Estas ideas conforman el modelo conceptual que justifica el presente trabajo de tesis.

2.3 Clasificacion Molecular

Como parte del estudio de cancer colorrectal, en cuanto a la heterogeneidad en sus
caracteristicas de expresion genética, el perfil de mutaciones y su comportamiento clinico,
se organizé un consorcio internacional de expertos que definié cuatro subtipos moleculares
por consenso con caracteristicas genéticas muy especificas (20).

CMS1, que se encuentra hipermutado, con inestabilidad microsatelital, con fuerte activaciéon
inmune, y que ocurre en el 14% de los casos; CMS2, que es epitelial, con inestabilidad
cromosomica, con marcada activacion de sefializacion de WNT y MYC, y que ocurre en el
37% de los casos; CMS3, que es epitelial, desregulaciéon metabolica evidente, y que ocurre
en el 13% de los casos; y CMS4, que es mesenquimatoso, con activacion prominente del
factor de crecimiento transformante 3, con invasion del estroma y angiogénesis, y que

ocurre en el 23% de los casos (20).

Sin embargo, 13% de los casos no son clasificables porque presentan caracteristicas
mixtas, y posiblemente representan fenotipos de transicidén o heterogeneidad en diferentes
areas de la neoplasia.

Sin duda, es la clasificacion molecular mas popular hoy en dia. Pero, en este momento no
tiene una aplicacion clinica clara para definir tratamientos en pacientes con CC en etapas |
y I, sino solamente para aquellos pacientes con enfermedad residual (R2), neoplasias
irresecables, en etapa IV, o enfermedad recurrente (20, 21).



2.4 Quimioterapia adyuvante en etapas |l y Il

Antes de tratar en extenso el problema de los modelos de prondstico, debo centrar la
discusién en funcion de la utilidad de la quimioterapia adyuvante en pacientes con CC
etapas | y Il; porque de esto se trata esta investigacion.

¢, Qué pacientes con CC con etapas | y I, deben ser sujetos de quimioterapia adyuvante
después de una reseccidn quirurgica exitosa cuando se extirparon un numero adecuado de

ganglios linfaticos regionales y todos con ausencia de metastasis a distancia?

Estudio Cita Etapas n Control Hallazgo
Intergroup INT0035 22 iyl 1296 observacion sin beneficio en SG
Impact B2 23 I 1016 observacion sin beneficio en SG
Quasar 24 iyl 3239 observacion sin beneficio en SG
NSABP C01 25 Iyl 1166 observacion sin beneficio en SG
NSABP C02 26 iyl 1158 observacion 86% vs 76% (p=0.005)
NSABP C07 27 Iyl 2407 5-FU/LV sin beneficio en SG
Mosaic 28 iyl 2246 de Gramont sin beneficio en SG
Idea pooled analysis 29 iyl 12834 | Folfox/Capox sin beneficio en SG

Tabla 2.- Resumen de los estudios fase Il mas relevantes que exploran la utilidad de la
quimioterapia adyuvante en pacientes con cancer de colon etapa Il. La conclusion de estos
estudios es que el beneficio de la quimioterapia adyuvante en pacientes con CC en etapa |l
es controversial, ya que no se ha demostrado cabalmente en estudios fase Ill.

Los resultados de todos los estudios clinicos se basan en estudios controlados por sorteo
incluyendo pacientes con etapas Il y lll, pero solamente en analisis de subgrupos de riesgo,
y frecuentemente en re-analisis retrospectivos de estos estudios. No se han hecho estudios

clinicos en el caso especifico de CC en etapas | y II.

Se estima que el beneficio de la quimioterapia en CC en etapas | y Il es de un incremento
en la supervivencia del 2 al 5% al utilizar quimioterapia con respecto a no usarla. De tal

suerte, que el proceso de toma de decisiones debe considerar, primero que nada, las



preferencias del paciente, las comorbilidades del paciente, su estado funcional, y otras
evaluaciones de riesgo, incluyendo la esperanza de vida del paciente. Pero, seria un gran
avance contar con algun método que nos permita seleccionar aquellos pacientes que
tienen alto riesgo con un grado elevado de certeza.

Es posible que la inestabilidad microsatelital pueda ser un buen marcador de prondstico en
etapas | y Il. El prondstico es bueno, y es posible que los pacientes con etapa Il con
proficiencia en MMR deben tratarse con quimioterapia adyuvante basada en platino (30).
Pero es importante mencionar que esta informacion proviene de estudios retrospectivos y
algunos re-analisis de estudios fase lII.

Un excelente estudio de cohorte sugiere que la inestabilidad microsatelital no es un buen
factor de prondstico para estos pacientes (31).

Cabe senalar que el uso de quimioterapia adyuvante debe considerar la edad, las
comorbilidades y el riesgo potencial de diversas complicaciones. Las fluoropirimidinas son
la piedra angular del tratamiento adyuvante en CC, y se asocia a diversas toxicidades,
como mucositis, diarrea, vomito, neutropenia, trombocitopenia, sintomas cardiacos, y
sindrome de mano-pie. El 20% de los pacientes que reciben fluoropirimidinas experimentan
eventos adversos de grado 3 6 4, y entre el 0.5 y el 1% se mueren por estas
complicaciones (32).

Las pruebas para evaluar la funcion de la dihidropirimidina deshidrogenasa pueden ayudar
a predecir que pacientes van a presentar toxicidad grave con el uso de fluoropirimidinas, e
incluso quienes tienen riesgo de fallecer por toxicidad del tratamiento adyuvante (33). Este
es un detalle que puede influir en la decisidn de usar quimioterapia adyuvante o no en
pacientes con CC en etapas | y II.

Un método muy popular para escoger el uso de quimioterapia adyuvante implica la
deteccion de la enfermedad residual minima mediante la evaluacién de DNA neoplasico
circulante (ctDNA) en la sangre del paciente después de una cirugia radical aparentemente
curativa (34).

Un estudio controlado por sorteo, se estudié la utilidad del ctDNA en la toma de decisiones
de empleo de quimioterapia adyuvante en pacientes 355 pacientes con cancer colorrectal
etapa Il (T3 y T4, NO, MO) (35).



En un grupo de 302 pacientes la decision se guio por los resultados de ctDNA, y en el
grupo control de 153 pacientes la decisidn se basé en los parametros estandar (aunque
estos parametros no vienen definidos en el protocolo, ni en el manuscrito) (35).

En el grupo sometido a evaluacion de ctDNA, se empled la quimioterapia adyuvante en
15%, y en el grupo NO sometido a evaluacion de ctDNA, se empled la quimioterapia
adyuvante el 28% de los pacientes. Un serio inconveniente de este estudio es que el
esquema de quimioterapia fue sustancialmente diferente en los dos grupos, y la
supervivencia libre de recurrencia a dos afios fue de 93.5% en el grupo guiado por ctDNA 'y
de 92.4% en el grupo control; una diferencia sin significado clinico ni estadistico (35).

De tal suerte, que este novedoso método se encuentra todavia en fase de investigacion, es
muy costoso y no esta disponible en muchos centros a nivel mundial, y en ninguno en

México para octubre de 2023.

Hasta este momento, solamente los parametros clinicos como son obstruccion, hemorragia
grave, perforacion, uso de prétesis metalica o colostomia previas a la cirugia, fuga
anastomatica postoperatoria, enfermedad T4, cosecha de patologia quirurgica menor de 12
ganglios linfaticos, o carcinoma con células en anillo de sello, son los que se usan para

decidir el empleo de quimioterapia adyuvante (36).

2.5 Modelos de pronéstico

Existen muchos modelos de prondstico para predecir recurrencia o supervivencia en
pacientes con cancer colorrectal. Algunos de estos modelos incluyen pacientes con
carcinoma colorrectal, otros solo cancer de recto y otros mas solo CC, algunos incluyen
pacientes con todas las etapas clinicas, y otros modelos describen solo ciertos subgrupos
de interés. Ademas, muchos estudios utilizan modelos simples con solo una variable de

interés, otros son modelos multivariables que emplean varios factores de prondstico.

Por parsimonia, nos dedicaremos ahora a describir lo mas relevante en el caso particular

del CC en etapas | y Il, porque es el problema que nos interesa en funcion de la

informacion descrita en la tabla 1 (37).



Nuestro grupo publicé el primer intento mexicano por definir los factores de riesgo y de
prondstico en pacientes con CC en etapa | y Il, en el INCan en 2004, con pocos pacientes
(38).

Recientemente, definimos una serie de factores de prondstico clinicos e histopatolégicos
muy sencillos que pueden definir el prondstico en pacientes con carcinoma colorrectal en
general (39), definimos diferencias de factores de prondstico entre las neoplasias de colon
derecho y colon izquierdo (40), y se describi6 un factor de prondstico novedoso, el indice

prondstico nutricional, en carcinoma colorrectal (41).

Se ha estudiado la presencia de micrometastasis en ganglio linfatico, identificadas
mediante inmunohistoquimica dirigida a un panel de citoqueratinas, en aquellos pacientes
en los que el patdlogo reportd ausencia de metastasis, clasificados como NO, y se
considera que este es un factor de prondstico potencialmente util (42). Este factor requiere
de estudiar cada ganglio linfatico resecado mediante inmunohistoquimica para detectar
expresion de citoqueratinas, lo que permite revelar faciimente una célula neoplasica
rodeada de multiplicidad de células linfoides normales.

Esta es una excelente idea, pero muy costosa y laboriosa.

El tipo de borde de invasion de la neoplasia hacia el tejido sano (tumor budding) es un
factor de prondstico muy estudiado recientemente en diversas neoplasias malignas (43). El
borde de invasion puede ser nitido, o puede haber prolongaciones neoplasicas hacia el
tejido sano, o incluso puede haber células neoplasicas independientes o en grupos que
invaden de una manera aparentemente independiente o autosuficiente el estroma del tejido
sano. Este ultimo hallazgo es un factor que representa gran agresividad y mal prondstico
(43,44). Este factor de pronostico se esta estudiando en muchas neoplasias malignas,
incluso cancer colorrectal.

Resumiendo, se han considerado muchos factores de pronédstico, dependiendo de las
posibilidades e interés de cada investigador (44,45,46).



Por supuesto que, en CC en etapas | y Il, en primer lugar, deben considerarse los factores
propuestos por la AJCC: clasificacion T, infiltracion vascular venosa, infiltracién vascular

linfatica, infiltracion neural, infiltracidn vascular y el grado de diferenciacion.

La expresion de la proteina CDX2 se asocia con diferenciacion intestinal, y ademas
interacciona con el promotor de MUC2 para activar la transcripcion de MUC2 que a su vez
tiene un papel en la diferenciacion de las células productoras de moco intestinal (goblet
cells).

Recientemente se describio el posible papel prondstico de la expresiéon de CDX2 en CCl,
determinada por inmunohistoquimica, en el nucleo de las células neoplasicas, tanto en su
asociacion con la SG como en la seleccion de los mejores candidatos a recibir
quimioterapia adyuvante. La nula expresion de CDX2 se asoci6 con el peor prondstico y la
mejor utilidad del empleo de quimioterapia adyuvante (47). Pero, este es un estudio
observacional, retrospectivo que incluyo pacientes en etapa Il y lll, que se replico
posteriormente en muchas publicaciones, y que ademas comprendieron pacientes con
cancer de recto (48). La conclusidn de este meta-analisis es que la expresion de CDX2 es
un factor de pronostico significativo que vale la pena considerar (48).

El siguiente factor de interés, esta representado por la expresion de la proteina MUC2,
también definida por inmunohistoquimica, dado que se ha identificado que la expresion de
la proteina CDX2 no es homogénea en toda la neoplasia, sino que hay regiones con mayor
o menor expresion de CDX2. Los autores de este trabajo sugieren que la expresion de
MUC2 es mas homogénea a través de todo el tejido neoplasico, que tiene un mejor papel
como factor de prondstico, e incluso sugiere que la evaluaciéon de ambas expresiones

(CDX2 y MUC2) simultaneamente puede tener ventajas como factor de prondstico (49).

Se ha descrito que la reaccion desmoplasica en la neoplasia, categorizada como inmadura,
intermedia y madura, mediante la evaluacion de la histopatologia con microscopia de luz
con tincion estandar de hematoxilina y eosina, es un factor de prondstico fundamental en
CC etapa Il (50).



Tanto la reaccidén desmoplasica como el tipo de borde de invasién, parecen dos factores
muy importantes porque son accesibles en cualquier parte del mundo, siempre y cuando se
cuenta con onco-patologos bien entrenados en la subjetividad de la categorizacion (43,50).
Desde hace algunos afos se ha publicado la utilidad de la presencia de linfocitos
infiltrantes en la neoplasia (TIL) como factores de prondstico en CC. La alta densidad de
presencia de linfocitos CD45R0O+ y FOXP3+, determinados mediante inmunohistoquimica,
se asocia a un mejor pronostico en pacientes con CC etapa Il (51).

Actualmente existe un panel comercial de inmunohistoquimica (Inmunoscore) que evalua la
presencia de TIL como factores de pronostico en cancer colorrectal (52). Esta tecnologia
debe considerarse todavia como en fase de investigacion, dado que los estudios han sido
financiados por la industria, y hasta donde sabemos no hay estudios fase Ill que
demuestren su utilidad clinica seleccionando a los mejores candidatos en etapa | y Il para
quimioterapia adyuvante.

Hasta ahora los niveles preoperatorios de antigeno carcinoambrionario no se habian
considerado importantes en pacientes con CC etapas | y Il. Sin embargo, dado que
habitualmente se solicitan como parte de la evaluacién basal en todos los pacientes,
porque se ha demostrado ya su utilidad durante el seguimiento a largo plazo de todos los

pacientes tratados, debe considerarse en cualquier modelo integrado de prondstico (53).

3. Planteamiento del problema

Hasta ahora hemos descrito multiples puntos de vista de factores de prondstico para
evaluar el riesgo, SG, y utilidad de la quimioterapia adyuvante en CC etapas Il y Ill. Y hasta
el momento, no hay un factor de prondstico unico o un modelo integrado por varios factores
de prondstico relevantes que se considere suficiente y que esté universalmente aceptado.
Consecuentemente, tiene sentido explorar la utilidad un modelo de prondstico multivariable,
integrando, incluyendo cada uno de los factores de prondstico que se han mencionado,
favoreciendo los factores mas accesibles desde el punto de vista de la economia, la
factibilidad y de alta tecnologia que sabemos se encuentra limitada en la mayor parte del

mundo, ponderado su impacto relativo en el prondstico.



Sin ninguna duda hemos incluido pacientes con CC en etapa |, porque, si bien tienen mejor
prondstico, el 10% recurren. Incluyéndolos, se espera incrementar el impacto estadistico y
la visibilidad de los factores mas relevantes y mostrar un gradiente bioldégico mas claro (54).
Ademas. Pretendemos identificar que pacientes en etapa | pueden ser candidatos a
quimioterapia adyuvante por tener riesgo elevado (54). Asumiremos que hay muy pocos,
pero que existen.

Por otro lado, se ha reportado la utilidad de mediciones simples, procedentes de la
biometria hematica basal, al momento del diagnostico, como factores de pronostico
relevantes (razon neutrofilos-linfocitos [NLR], razén linfocitos-monocitos [LMR] y razén
plaquetas-linfocitos [PLR]) en CC en etapa | (39,41,55).

En todo momento se han considerado las recomendaciones del CAP (College of American
Pathologists) en la seleccion de estos factores para ser estudiados (56).

4. Justificacion

El CC es muy frecuente en México y su tendencia es al alza como ocurre en los paises en
vias de desarrollo. Ademas, la frecuencia de CC en la poblacion joven (menores de 50
afnos) esta aumentando vertiginosamente; y ademas, esperamos que la frecuencia relativa
de pacientes en etapas | y Il se incrementen también con respecto a etapas mas
avanzadas, dado que hasta el momento las etapas Ill y IV predominan en nuestro pais.
Un modelo de prondstico como el que se plantea es fundamental, tanto para la
optimizacion de los recursos limitados, en cuanto a medicamentos antineoplasicos e
infraestructura material y humana, como para la optimizacion en cuanto al riesgo de
toxicidad y complicaciones potencialmente graves asociadas a los tratamientos
antineoplasicos.

Un estudio como el que se ha planteado es factible dado que los pacientes ya se
atendieron y ya presentaron los desenlaces. De manera que los costos del estudio se
reducen a los estudios de factores de prondstico que no estan presentes en el expediente
clinico, particularmente los estudios de inmunohistoquimica (equipos, anticuerpos,

tinciones, microscopio, software y medios de respaldo digitales).



5. Pregunta de investigacion

¢es posible definir un modelo de prondstico, multivariable, integrado, incluyendo factores
de prondstico de facil acceso (demograficos, clinicos, histopatologicos), que sea util para

discriminar la SG en un grupo de pacientes con CC en etapas | y [I?

6. Hipotesis

6.1 Hipétesis nula
El modelo multivariado que se pretende desarrollar no tendra la capacidad de definir grupos

de prondstico diferencial, y tendra una r> menor del 0.6.

6.2 Hipotesis alterna
El modelo multivariado que se pretende desarrollar tendra la capacidad de definir al menos

tres grupos de prondstico diferencial, y tendra una r? superior a 0.6.

7. Objetivos

7.1 Objetivo primario
¢ |dentificar aquellos factores asociados con la SG, después de cirugia curativa, en
pacientes con CC etapas | y Il, y desarrollar un modelo multivariado capaz de

predecir la SG.

7.2 Objetivos secundarios

Definir el papel prondstico de los siguientes factores:
e Edad, género, indice de masa corporal, junto con los valores independientes y
compuestos de la biometria hematica.
e indice pronéstico nutricional (albumina-linfocitos)

e Clasificacion T, Tamano del tumor



Cosecha ganglionar (numero de ganglios obtenidos en el estudio de patologia
quirurgica).

Invasion linfovascular, vascular venosa, perineural, y grado de diferenciacion.
Presencia de hemorragia, ulceracion, obstruccion, perforacion.

Expresion de CDX2 y MUC2 evaluadas por inmunohistoquimica.

Establecer un modelo de prondéstico multivariado aplicando estos factores como
covariables.

Definir el valor prondstico de los valores de la funcién de supervivencia predicha de
este modelo.



8. Metodologias de Investigacion

8.1 Factibilidad

Es factible. Hemos definido una muestra de alrededor de 600 pacientes con CC en etapas |
y Il que pueden ser candidatos a ser incluidos en este proyecto, de tal modo que
dependemos de la revision de los expedientes y la disponibilidad de bloques de parafina
adecuados para los estudios de inmunohistoquimica.

Este proyecto ha sido apoyado por Conahcyt (Fossis: 272334), de tal suerte que se cuenta
con los recursos necesarios para la compra de anticuerpos especificos para CDX2 y
MUC?2, y se cuenta con los procedimientos montados, con los equipos de microscopia y de

patologia digital requeridos.

8.2 Pacientes

Se pretende incluir a los pacientes consecutivos con CC en etapa | y Il, que se atendieron
en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) en la ciudad de México, desde enero de
1992 hasta diciembre de 2016 fueron incluidos en este estudio de cohorte retrospectivo.
Los criterios de inclusion fueron personas mayores de 17 afios, con radiografia simple de
torax, ultrasonografia de higado, con TAC contrastada y/o PET-CT con "®FDG como
contraste, con colonoscopia completa, con estudio completo de histopatologia
demostrando carcinoma de colon, y que hayan sido sometidos a reseccidn quirurgica
radical con linfadenectomia del mesocolon.

Se incluyeron todos los pacientes en los que se empled quimioterapia adyuvante o no, y se
incluy6 cualquier tipo de quimioterapia adyuvante, basadas en fluoropirimidinas o
compuestos de platino, ya sea con esquema completo o incompleto.

El estudio de patologia quirurgica, y TAC de torax y abdomen deben haber sido negativas
para metastasis, y se debe haber demostrado enfermedad T+ a T4, con NO, MO.

No se incluyeron pacientes con tumores del apéndice cecal ni de recto, o con

histopatologias diferentes a carcinoma.



El “Comité de Investigacion” y el “Comité de Bioética en Investigacion” del INCan, revisaron
y aprobaron el protocolo de estudio (numero de registro Rev/01/15). Todos los métodos de

investigacion se realizaron de acuerdo a las guias nacionales y regulaciones vigentes.

8.3 Factores de pronéstico

Los datos se extrajeron de las historias clinicas de los pacientes, incluyendo la historia
clinica, el examen fisico, la biometria hematica y bioquimica sanguinea, los marcadores
tumorales, los procedimientos quirurgicos, los datos de patologia quirurgica y el uso de
quimioterapia adyuvante. Ademas, se identificaron las cifras basales preterapéuticas de la
razon neutrofilos/linfocitos (NLR), razon neutrdfilos/plaquetas (NPR), razén
plaquetas/linfocitos (PLR), razén albumina/globulina (AGR) e indice nutricional pronodstico
(PNI) [(albumina sérica en g/dL x 10) + (0.005 x recuento total de linfocitos en
células/mm?)] (57). En todos los casos se registraron los valores absolutos de las variables
continuas, con la intencién de categorizarlas por quintiles en caso necesario, o incluso
buscar puntos de corte adecuados para categorizacidén binomial o trinomial. Para hacer la
clasificacion clinica de los pacientes, se utilizo la octava edicidn del sistema de clasificacion
TNM de la AJCC (se re-etapificaron todos los pacientes) (9).

La localizacion de la neoplasia se identificd como colon derecho, colon transverso, colon
izquierdo, y colon sigmoides de acuerdo a los limites convencionales.

La cirugia se codificé como hemicolectomia derecha o izquierda, o sigmoidectomia radical.
Se registro el estado de la enfermedad residual microscopica después de la reseccion
quirurgica radical (RO frente a R1), y se excluyeron los pacientes con enfermedad residual
R2 (9). La obtencion de estos datos se realizé mediante la revision de la nota operatoria.
La quimioterapia adyuvante se utilizo principalmente en pacientes con enfermedad T3-T4,
neoplasias pobres/indiferenciadas, o en caso de hemorragia aguda, oclusion intestinal, o
perforacion intestinal segun el especialista en Oncologia Médica.

El seguimiento de los pacientes se realizo en el departamento de tumores
gastrointestinales del INCan, inicialmente cada tres o cuatro meses por los primeros dos

afos, y posteriormente cada 6 meses o cada afo a juicio del especialista.



8.4 Histopatologia

En todos los casos se reviso el diagnostico original histopatolégico de carcinoma de colon.
Se revisaron ademas las laminillas conteniendo los ganglios linfaticos obtenidos para
confirmar el status de NO, y se confirm¢ el sitio del bloque de parafina mas adecuado para

tomar los cortes de inmunohistoquimica.

El grado de diferenciacion se definié usando estandares internacionales, con microscopia

de luz, a diferentes aumentos (58,59).

Las laminillas para este estudio proceden todas de tejido fijado en formol, y a partir de
bloques de parafina.

Se utilizé el microtomo Hyrax M25 Rotary Microtome (Carl Zeiss Microscopy Deutschland
GmbH; Oberkochen, Germany), y en todos los casos se realizaron cortes de 4 um.

Las tinciones de inmunohistoquimica para CDX2 y MUC2 se realizaron con los anticuerpos
monoclonales antihumanos CDX2 (rabbit monoclonal [EPR2764Y] CDX-2, Cell Marque
Corporation; Rocklin, CA) y MUC2 (mouse monoclonal [GTX11197] MUC2 antibody [clone:
996/1]; GeneTex; Irvine, CA), ambos validados para aplicaciones diagndsticas.

Se empled el equipo de tincidn automatizada (Ventana Benchmark Automatic Stainer,
Roche Diagnostics; Indianapolis, IN).

La recuperacion y deteccion del antigeno se realizo con el equipo Ultra View Universal
(DAB Detection kit, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), y se realizé con el protocolo

automatizado Nordic Immunohistochemical Quality Control Organization (www.nordigc.org).

En todos los casos la tincién de inmunohistoquimica se identifico la expresion nuclear de
CDX2, y en todos los casos se comparo con la tincion problema con controles negativos y
positivos.

La lectura de las laminillas fue realizada por dos patdlogos oncélogos independientes,
mediante el empleo del microscopio digital AxioScan Z1 (Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH; Oberkochen, Germany).



La categorizacion de la inmunoreaccion se realizdé segun se ha reportado en 4 categorias
en nula, leve, moderada e intensa (49).

La concordancia diagndstica entre dos patologos, mediante el indice de kappa sopesada,
es de 0.87 (IC 95% 0.83-0.91) (49).

Las laminillas de inmunohistoquimica se revisaron en sesiones independientes con dos

patdlogos oncoélogos entrenados, y cegados a la informacion clinica de cada paciente.
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Figura 5.- Imagenes seleccionadas de inmunoreaccion para CDX2 en 4 pacientes con CC:
A, expresion negativa; B, expresion leve; C, expresion moderada; y D, expresion intensa

(aumento original 10x; imagenes obtenidas con el equipo AxioScan Z1).



Figura 6.- Imagenes seleccionadas de inmunoreaccion para MUC2 en 4 pacientes con CC:
A, expresion negativa; B, expresion leve; C, expresion moderada; y D, expresion intensa
(aumento original 10X; imagenes obtenidas con el equipo AxioScan Z1).

9. Analisis de Datos

El tamafo de muestra se calculd por conveniencia, dado que inicialmente se estimo que
habria 600 pacientes en esta cohorte, con un riesgo de 20% de recurrencias y mortalidad
asociada a cancer, de tal suerte que el modelo multivariado correspondera a 120 eventos, y
por tanto 12 covariables como méaximo para reducir el riesgo de sobreajuste (60).

Se realiz6 el analisis descriptivo de la cohorte y se prefirid trabajar con variables continuas,
pero la categorizacidn se hizo por quintiles cuando se encontraron asociaciones
multimodales, y para construir curvas de supervivencia (61). Las variables categorizadas
con este método se re-categorizaron de acuerdo al tipo de asociacion que presentaban con



la variable de desenlace, de tal modo que algunas se re-categorizaron en dos, tres o cuatro

subgrupos en lugar de cinco (62).

Se utilizé el método de Kaplan-Meier para construir las curvas de supervivencia y el método
de rangos logaritmicos (Logrank) para probar las diferencias.

La supervivencia global (SG) se calcul6é desde la fecha del diagnéstico del CC, hasta la
ultima fecha registrada en el expediente clinico (63). Los pacientes vivos o perdidos se
clasificaron como censurados. Todos los pacientes perdidos al seguimiento a largo plazo
por mas de tres anos, fueron localizados mediante entrevista telefénica con el objetivo de

incrementar el tiempo de seguimiento completo.

Se utilizé el modelo de riesgos proporcionales de Cox para el resultado de la SG y se
calcularon las razones de riesgo (HR) como una medida de asociacion junto con su
intervalo de confianza (IC) del 95%. Los factores asociados con la SG con un valor de
probabilidad de 0.2 o menos fueron analizados por el modelo de riesgos proporcionales de
Cox (63).

El modelado estadistico de los factores de prondstico se realizé mediante el método de
Wald, paso a paso, hacia atras.

Se realizaron las transformaciones de variables que se consideraron necesarias para el
proceso de modelaje, se evaluo la presencia de multicolinearidad, se confirmaron las
suposiciones del modelo final (linearidad y proporcionalidad), y se evaluo la presencia de
confusores y supresores, la bondad de ajuste y finalmente, se realizé la evaluacién de
interacciones (63). No hubo valores faltantes en la variable de desenlace, excepto para las
observaciones incompletas usuales del analisis de supervivencia. Se utilizé el método de
imputaciéon multiple para el manejo de valores faltantes de las variables independientes
(64).

Una vez teniendo el modelo de prondstico final, se procedié a calcular las funciones de
supervivencia de cada paciente, que, a su vez, se dividieron en cinco grupos de prondstico
por quintiles, y se procedio a evaluar el rendimiento del modelo final en cuanto a su

asociacion con la SG. La categorizacion de las complicaciones operatorias se realizo de



acuerdo a la clasificacion de Clavien-Dindo (65). En todo momento se prefirieron los
intervalos de confianza sobre el valor de probabilidad (66). Se consideraron pruebas
estadisticas de dos colas en todos los casos, y se utilizo el software estadistico SPSS para
Mac version 28 para todos los calculos (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).



10.Resultados

10.1 Pacientes

Durante el periodo de tiempo de este estudio, se identificaron 556 pacientes que
cumplieron los criterios de inclusion: 266 mujeres (47.8%) y 290 varones (52.2%). El
promedio de edad fue de 57.9 afos (Desviacion estandar [DE] 15.2; rango, 22-94). La
hemoglobina inicial promedio fue de 12.3 g/dL (DE 2.6), el hematocrito inicial promedio fue
de 37.9% (DE 7.12), el conteo promedio de neutréfilos fue de 4,700 por mm? (DE 1.7), el
conteo promedio de linfocitos fue de 1,926 por mm? (DE 682), el conteo promedio de
monocitos fue de 623 por mm? (DE 311), el conteo plaquetario promedio fue de 372,000
por mm? (DE 160,000), la seralbimina basal promedio fue de 3.54 g/dL (DE 0.66), la
globulina sérica promedio fue de 3.72 (DE 0.85), el indice de masa corporal promedio fue
de 24.3 (DE 3.9), y el indice pronostico nutricional promedio fue de 45.1 (DE 8).

La localizacion de las neoplasias fue en el colon derecho en 269 casos (48.4%), 37 en el
colon transverso (6.7%), 58 en colon izquierdo (10.4%) y 192 en el colon sigmoides
(34.5%). Se identifico la clasificacion T en 52 pacientes como T1 (9.4%), 431 como T2
(77.5%), 36 como T3 (6.5%) y 37 como T4 (6.7%). La clasificacion R fue RO en 548 casos
(98.6%), y residual R1 en solamente 8 (1.4%). Se cosecho un promedio de 18.31 ganglios
linfaticos durante la linfadenectomia de todas las resecciones, DE 14.3; rango de 1 a 80).
Se reportaron neoplasias bien diferenciadas en 114 pacientes (20.5%), moderadamente
diferenciadas en 343 pacientes (61.7%), pobremente diferenciadas en 59 pacientes
(10.6%) y en 40 indiferenciadas (7.2%).

Se empled quimioterapia adyuvante en 205 pacientes que se consideraron empiricamente
como de alto riesgo (36.9%) y no se uso en 351 casos (63.1%). En 42 pacientes (7.8%) se
presentaron complicaciones operatorias grado 2 o superiores de acuerdo a Clavien-Dindo
(65). Ocho pacientes (1.4%) presentaron mortalidad operatoria, y no se excluyeron del
analisis.

La expresion por inmunohistoquimica de CDX2 fue negativa en el 13.6% de los casos,
levemente positiva en el 13.1%, moderadamente positiva en el 39.7%, e intensamente

positiva en el 33.6%. La expresion por inmunohistoquimica de MUC2 fue negativa en el



20% de los casos, levemente positiva en el 25.5%, moderadamente positiva en el 26.9%, e
intensamente positiva en el 27.6%.

La expresion de CDX2 y de MUC2 se asocio con el grado de diferenciacién segun se
muestra en la Tabla 3. No se encontré ninguna asociacion importante entre la expresion de
CDX2 o de MUC2 y otras variables clinicas. Tampoco se encontré asociacion con la
clasificacion T.

Diferenciacion\CDX2 negativa baja moderada @ intensa
Bien 7.3% 2.4% 51.2% 39%

Moderada 11.1% 17.1% 41% 30.8%
Pobre 23.1% 19.2% 26.9% 30.8%
Indiferenciado 20% 0 33.3% 46.7%
Diferenciacion\MUC2 negativa baja moderada = intensa
Bien 19.4% 16.1% 32.3% 32.3%
Moderada 16.7% 29.5% 33.3% 20.5%
Pobre 21.4% 50% 14.3% 14.3%
Indiferenciado 27.3% 0 9.1% 63.6%

Tabla 3.- Asociacién bivariada entre la expresion por inmunohistoquimica de CDX2 y de MUC2
dependiendo del grado de diferenciacion del carcinoma de colon (CDX2 y su asociacion con grado
de diferenciacion: p=0.072; MUC2 y su asociacion con el grado de diferenciacion: p=0.013; valores

de “p” obtenidas empleando Chi cuadrada).
10.2 Analisis de supervivencia

Se registro la muerte en 136 pacientes (24.5%) y 420 (75.5%) casos se consideraron
censurados. No se calcul6 la mediana de seguimiento de esta cohorte por el numero de
pacientes censurados; los datos de supervivencia de esta cohorte se consideran
inmaduros, lo que es esperable por el buen prondstico de la enfermedad en estas etapas.
La mediana de SG en la cohorte fue de 11.7 afios (IC 95% 8.3-5.2); la SG promedio fue de
10.8 afios (IC 95% 8.7-12.8).



Factor
Edad
Género masculino
Hematocrito
Neutrofilos
Linfocitos
Monocitos
Plaquetas
Razon neutroéfilos/linfocitos
Razén plaquetas/linfocitos
Razén neutréfilos/plaquetas
Seralbumina
Globulina
Razén albumina/globulina
Razén albumina/monocitos
Indice de masa corporal
Indice prondstico nutricional
Localizacién colon derecho
colon transverso
colon izquierdo
colon sigmoides
Diferenciacion: bien
moderada
pobre

indiferenciado

Clasificacion T T

T2

T3

Ta

Clasificacion R R1

Numero de ganglios resecados
Complicacion operatoria

Recibir quimioterapia

Razon de riesgos
1.003
1.074
0.975
1.035

1
0.75
0.999
1.034
1.69
1.013
0.884
0.999
0.826
1.04
0.953
0.975
1
0.759
1.143
1.361
1
1.122
1.524
1.395
1
3.189
3.329
5.86
3.531
0.980
1.936
0.803

IC del 95%
0.992-1.015
0.765-1.5
0.953-0.998
0.942-1.136
0.999-1
0.397-1.417
0.997-1
1.012-1.056
1.006-2.839
1.001-1.024
0.682-1.145
0.814-1.228
0.48-1.422
1.014-1.067
0.91-0.998
0.955-0.995
0.346-1.665
0.655-1.996
0.938-1.973
0.719-1.751
0.812-2.86
0.686-2.839
1.175-8.657
0.974-11.38
1.956-17.557
1.443-8.641
0.964-0.997
1.147-3.269
0.562-1.148

p
0.552

0.679
0.036
0.478
0.00019
0.375
0.03
0.002
0.047
0.03
0.35
0.996
0.49
0.002
0.04
0.017
0.282
0.491
0.638
0.105
0.536
0.613
0.189
0.358
0.012
0.023
0.055
0.002
0.006
0.022
0.013
0.229

Tabla 4.- Analisis bivariado de los factores de pronostico asociados a SG (Cox).



La asociacién bivariada de los factores de prondstico mas relevantes con la SG se

muestran en la Tabla 4, mostrandose las razones de riesgo para cada asociacion, su

intervalo de confianza del 95% y su valor de probabilidad obtenidos mediante al analisis

bivariado de Cox.
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indice prondstico nutricional; todos, con la SG.

La expresion por inmunohistoquimica de CDX2, en dos o tres categorias, no presento
asociacion con la SG, como tampoco la presentd la expresion por inmunohistoquimica de

MUCZ2, en dos o tres categorias.
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Figura 10.- Asociacion de la expresion de CDX2 y MUC2 con la supervivencia global.
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Figura 11.- La asociacion de la clasificacion T, la clasificacidon R, numero de ganglios
linfaticos cosechados durante la cirugia y la presencia de complicaciones postoperatorias.

10.3 Analisis multivariado

La Tabla 5 describe los parametros obtenidos en el modelo final. En este modelo, la
localizacion en el colon (colon derecho versus colon izquierdo), el indice de masa corporal
en 3 categorias, hematocrito inicial mayor de 35%, el conteo plaquetario basal, la razén de
neutrofilos/linfocitos, el indice prondstico nutricional de 36 6 mayor, la razon
albumina/monocitos, la clasificacidén T, el hallazgo de complicaciones operatorias grado
Clavien-Dindo grado 2 o superiores, haber cosechado 20 o mas ganglios linfaticos en la
reseccion radical, y el empleo de quimioterapia adyuvante, fueron variables explicadoras
independientes en el modelo final.

La expresion de CDX2 y la expresion de MUC2 no fueron factores de prondstico
independientes. No obstante, se categorizaron de todas las maneras posibles y se exploro

su interaccidn, su impacto como factor confusor y como factor supresor.



En el modelo final, el analisis de suposiciones de proporcionalidad fue satisfactorio y el
analisis de interacciones no mostré ninguna relevante. La correlacion de covariables
demostré que no hubo colinearidad significativa. En ningun momento se identifico
sobreajuste, y en todo momento los coeficientes de regresion se comportaron con
estabilidad.

Covariables RR IC 95% p
Localizacién en colon izquierdo 1.488 1.041-2.128 0.029
Indice de masa corporal (<21.4) 1 - 0.011
(Kg/m?) (214-274) 0.624 0.410-0.949 0.027
(>27.4) 0.425 0.238-0.760 0.004
Hematocrito inicial >35% 0.446 0.292-0.682 0.0002
Plaquetas (células por mm?3) 0.998 0.996-0.999 .0008
Razén neutrofilos/linfocitos  (<1.71) 1 - 0.004
(1.712-2.34)  1.083 0.607-1.931 0.788

(2.35-2.79) 2710  1.543-4759  0.0005
(2.8-4) 1534  0.884-2.662 0.128
(>4) 1.855  1.034-3.327 0.038

Indice prondstico nutricional >36 0.634 0.386-1.041 0.072
Razén albumina/monocitos 1.042 1.016-1.069 0.001
TNM T1 1 - 0.015

T2  3.974 1.445-10.931 0.008

T3  3.077 0.853-11.097 0.086

T4  6.136 1.976-19.053 0.002
Complicacién operatoria (> grado 1) 1.809 1.013-3.229 0.045
>20 ganglios cosechados en cirugia 0.431 0.283-0.657 0.00009
Quimioterapia adyuvante 0.690 0.471-1.011 0.057

Tabla 5.- Parametros de las diferentes variables independientes asociadas al evento de
SG, mediante el modelo de riesgos proporcionales de Cox (modelo final -2LLR = 1414.9;
Chi cuadrada = 87.216; con 17 grados de libertad; p = 1.9x10-""; R? de Harrel 0.87).

Utilizando este modelo final, se calcularon las funciones de supervivencia para cada
paciente. Estos valores se tabularon y se dividieron en quintiles. Las 5 curvas construidas
empleando estas categorias con el método de Kaplan-Meier se describen en la Figura 12.



La mediana de SG del quintil 5 es de 11.7 afios (IC 95% 6.4-17.1). No se alcanzé la
mediana de supervivencia de los otros 4 quintiles por seguimiento mas corto y alta

frecuencia de casos censurados.
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Figura 12.- Curvas de supervivencia global segun la funcién de supervivencia predicha para
cada paciente, de acuerdo a los parametros del modelo de riesgos proporcionales de Cox
descrito en la tabla 5, categorizados en quintiles.



11.Discusion

La clasificacion TNM, sin duda, es la herramienta mas valiosa que tenemos en el presente
para definir el prondstico, y de este modo, definir los tratamientos mas adecuados para
pacientes con cancer colorrectal. Sin embargo, tiene importantes limitaciones para definir el
prondstico en subgrupos especificos, como es el caso de los pacientes en etapas | y Il

Ya se comento que existe una importante variabilidad en ciertos subgrupos de pacientes
con CC en cuanto a los desenlaces oncologicos (Figura 4). Estos no se explican
completamente por la clasificacion TNM, o inclusive por los factores del pronéstico
aceptados por la AJCC. Es indispensable el complemento de esta ampliamente utilizada
clasificacion, con factores de prondstico robustos y de facil acceso (67-72).

Ya hay reportes que describen que la variabilidad de los desenlaces oncoldgicos puede
corresponder al tratamiento en centros de alto volumen, a la proporcion de pacientes de
edad avanzada, heterogeneidad patogenética del CC, a la proporcidon de pacientes negros,
latinoamericanos o de grupos sociales vulnerables, a la disponibilidad de tecnologia y
recursos farmacolégicos en el centro oncologico, a las preferencias de los pacientes, a las
preferencias de los médicos, al apego a las guias clinicas o al tipo de entrenamiento de los
médicos tratantes (73).

El modelo multivariable que se presenta en este estudio parece un modelo sumamente util
por varias razones. La primera es que utiliza la informacidn clinica accesible en cualquier
centro oncoldgico del mundo. Los parametros que se requieren para correr este modelo
son variables clinicas, una biometria hematica, cuantificacion de las cifras de albumina
sérica, un equipo quirurgico entrenado en la hemicolectomia derecha radical, la
hemicolectomia izquierda radical o la sigmoidectomia radical (74), el reporte de patologia
quirurgica realizado por un patélogo oncologo entrenado y el empleo juicioso de la

quimioterapia adyuvante.

Ventajas y Desventajas
La principal desventaja de este estudio es la naturaleza retrospectiva de la informacion.
Ademas, la informacién se recolectd en un plazo largo de tiempo (25 afios), siendo que los



protocolos de diagndstico y tratamiento han cambiado sustancialmente en ese plazo de
tiempo.

La principal ventaja es que es un estudio observacional procedente de un solo centro de
cancer, con politicas de estudio, tratamiento y vigilancia consistentes, congruentes y
uniformes. El hecho de que los tratamientos de quimioterapia adyuvante que se utilizan en
pacientes con CC en etapas | y Il, han cambiado en esos 25 afos, no impacta los otros
factores descritos aqui porque sus efectos son independientes del efecto protector de la

quimioterapia.

Ventajas y desventajas en relacion con otros estudios

Uno de los factores de prondstico aceptados en la octava edicidon de la clasificacion TNM,
el grado de diferenciacion, tiene un importante papel prondstico como covariable cuando se
evalua de modo aislado. Pero cuando se pone a competir con otras con covariables, su
valor, en la definicién del prondstico, desaparece por completo. Este es un hallazgo de
nuestro estudio que confirma observaciones ya descritas. Ademas, en nuestro estudio, la
presencia de invasidn vascular venosa, invasion vascular linfatica, o invasion perineural no
tuvieron un impacto pronostico tampoco (69,70).

La biopsia liquida parece un método que tiene mucho que ofrecer, pero esta todavia en
fase de desarrollo, es sumamente costoso, requiere de personal con entrenamiento en alta
tecnologia, equipo de laboratorio sumamente costoso e insumos de importacion. Aun
cuando la medicion de DNA circulante (ctDNA) sea una tecnologia prometedora, todavia no
es accesible en la mayoria de los paises del mundo (34,35). No es accesible en la mayoria
de los hospitales de México y no es accesible de manera rutinaria en el INCan.

No se evalud la presencia de micrometastasis en ganglios linfaticos regionales porque es
un procedimiento muy laborioso y muy costoso. Podria ser un factor de prondstico muy
poderoso. Sin embargo, su costo y falta de accesibilidad lo hacen impractico. Para el
presente estudio, se requeriria hacer una inmunoreaccion para cada ganglio linfatico
resecado, y esto multiplicado por un factor de 556, hacen miles de laminillas imposibles de
costear por nosotros en este momento (posiblemente entre 8,000 y 10,000).



Localizacion en el colon

Esta publicado que en el INCan el pronéstico de CC derecho es mejor que el CC izquierdo
(40). Pero esto es controversial, porque otras publicaciones no encuentran diferencias
importantes (74), o inclusive, se sugiere que el CC derecho tiene peor pronostico. Esto
puede explicarse porque en un informe, los autores no hacen ajuste estadistico y
encuentran mas metastasis a ganglio linfatico, tumores mas grandes, mas neoplasias
indiferenciadas y mayor frecuencia de invasion vascular linfatica en el CC derecho (75). En
este estudio es claro que el prondstico del CC derecho es un poco mejor que el lado
izquierdo (75).

Indice de masa corporal

El indice de masa corporal resulta un importante factor de prondstico en este estudio, y hay
algunos ejemplos con hallazgos similares en la literatura (76,77).

Es posible que, en grupos socioecondmicos mas favorecidos, en donde el estado
inmunonutricional sea mas homogéneo, el indice de masa corporal no tenga ningun
impacto en el prondstico.

Si todos los pacientes, en una base de datos, tienen un indice de masa corporal similar, no
hay manera de demostrar el efecto de ese factor de prondstico. Si hay pacientes con
diversos grados de indice de masa corporal, es posible definir su impacto en el prondstico,
si es que existe. En los algunos pacientes atendidos en el INCan la prevalencia de
desnutricion es significativa, y en mi opinion, esa es la razon por la que nosotros podemos

identificar ese efecto en el prondstico.

Hematocrito inicial

En este estudio encontramos un importante impacto prondstico entre la cifra de hematocrito
basal y la SG. La cifra basal de hemoglobina no es mejor factor de prondstico en nuestro
estudio que la cifra de hematocrito. Ya se conoce desde hace afios el papel prondstico de
las transfusiones de paquete globular preoperatorio como factor de prondstico en pacientes
con CC (78). Sin embargo, es posible que el papel prondstico de la hemotransfusion
represente un factor confusor asociado que los pacientes mas anémicos son los que se

transfunden, y también a los pacientes que presentan neoplasias mas agresivas y



ulceradas, que son las que sangran. Es importante mencionar que este factor no contribuy6
al modelo como variable continua, sino solo como variable en dos categorias. El papel del
hematocrito basal ya ha sido estudiado y reportado en CC (79).

Cifra de plaquetas

La cifra basal de plaquetas en la biometria hematica resulto ser un factor de prondstico muy
importante que impacta mejor como variable continua que como variable categorica en dos
0 mas categorias. La cifra ya se ha reportado como factor de pronéstico en CC, tanto como
variable independiente como variable compuesta con otras variables asociadas a

inflamacion (80,81,82) y también lo hemos reportado en nuestro grupo en el INCan (39,41).

Razén neutroéfilos/linfocitos

La razén neutréfilos/linfocitos ha sido ampliamente estudiada como factor predictor de
complicaciones postoperatorias y también como factor de prondstico (80-84) tanto en el
INCan, como en otras publicaciones internacionales, aun cuando este factor es
controversial (83,84,85,86,87). Este factor de prondstico parece ser muy robusto, ya que
nuestro grupo lo ha encontrado en el caso de cancer colorrectal, y en CC, tanto CC
derecho como CC izquierdo (38,39,40).

Indice pronéstico nutricional

Este indice inmunonutricional ha sido ampliamente estudiado. Inicialmente reportado en el
Japon, en enfermedades colorrectales no asociadas a cancer, posteriormente ha sido
reportado como factor de prondstico en cancer colorrectal y en diversas neoplasias
malignas por varios grupos incluyendo el nuestro (41,57,67,88,89,90).

Tanto la cifra de albumina basal como el conteo linfocitario basal son factores de prondstico
importantes, pero cuando se evaluan como la variable compuesta “indice prondstico
nutricional” su impacto como factor de prondstico es muy superior a su valor como dos
factores independientes (39). En esta publicacion se describe la ausencia de correlacion
lineal entre la cifra de albumina y el conteo de linfocitos, lo que los hace no solamente ser
covariables independientes, sino que su interaccion las convierte en un factor de prondstico

mucho mas robusto (39,41).



Razén albumina/monocitos

La cifra de albumina preterapeutica es un factor de prondstico muy robusto en pacientes
con CC (39,91,92). Sin embargo, hay poca informacion sobre la razén albumina/monocitos,
ya que es un factor de prondstico publicado apenas recientemente (67). En esta
publicacidn, los autores realizaron un analisis muy minucioso de los factores asociados
directamente con la progresion del CC (incluyendo la cifra de monocitos), y factores
asociados de manera inversa con la progresion del CC (incluyendo la cifra de albumina).
Ellos encontraron que esta relacion es un factor de prondstico robusto y nosotros estamos
confirmando esta observacién, ya que la relacion albumina/monocitos es un factor de
prondstico independiente que mejora el ajuste del modelo, y afiade informacion a la
hipdtesis de que el estado inmuno-nutricional de los pacientes es un factor fundamental en
la progresion del cancer, y no solamente los factores intrinsecos del tumor como la

acumulacion de mutaciones o los cambios epigenéticos (67).

Clasificacion T

La clasificacion T es un factor de prondstico bien demostrado y es la base sobre la que
deben compararse los nuevos factores de prondstico. Ademas, probablemente sea la
clasificaciéon de que debe considerarse como la base para complementar.

En la figura 11 se presentan las curvas de supervivencia por etapa T. El subgrupo de
pacientes con enfermedad limitada a la mucosa y submucosa (T+1) tiene un excelente
pronostico. Solamente tres pacientes fallecieron durante los primeros dos afios de
seguimiento, por lo tanto, es posible que este modelo prondstico tenga solamente utilidad
limitada en estos casos. Sin embargo, incrementando el numero de casos en este
subgrupo es posible que tengamos mayor precision en la estimacion del prondstico. No
podemos dejar de ver que el 10% de los pacientes en este estrato recurren (10,11).

En el otro extremo, en la misma figura 11, se presentan los pacientes con enfermedad T,
de mal prondstico. EI modelo de prondstico que se presenta en este estudio exhibe un
subgrupo que tiene peor pronodstico que los pacientes definidos solo por la clasificacion T
(figura 12). De tal suerte, que la mayoria de los pacientes de este estudio con CC etapa Il



tienen prondstico diverso. Es factible que este modelo de prondstico sea particularmente

util en este subgrupo (pacientes con enfermedad T2, Tz y Ta).

Complicaciones operatorias

La clasificacién de Clavien-Dindo es actualmente la mejor manera de clasificar las
complicaciones operatorias, ya que se ha demostrado su utilidad en diferentes areas de la
cirugia, y aplica perfectamente en cirugia colorrectal por cancer (65). El evento de
presentar complicaciones operatorias en cirugia colorrectal en presencia de cancer es un
factor de prondstico bien descrito, y no solo porque las personas que presentan mortalidad
operatoria, antes de eso, presentan complicaciones operatorias graves (39,41). En este
estudio, se encontré que presentar complicaciones operatorias se asocia con menor SG, y

la inclusion de este factor mejora el ajuste del modelo.

Mas de 20 ganglios linfaticos cosechados

Existe un acuerdo internacional que implica la cosecha de al menos 12 ganglios linfaticos
regionales para poder realizar una clasificacion N adecuada (93), aun cuando es claro que
cosechar mas ganglios linfaticos implica ventajas en la SG. En este estudio encontramos
que cosechar 20 ganglios linfaticos regionales, o mas, durante la excision completa del
mesocolon, se asocia con mejor SG. Esta observacion se ha reportado por otros grupos
(94,95).

Por supuesto que la cosecha ganglionar implica varios factores, desde factores
anatomicos, que no puede controlar ni el paciente ni el equipo médico, hasta la extension
de la reseccion del mesocolon que depende del equipo quirurgico, y la cosecha en el
proceso de patologia quirurgica que depende del Patdlogo.

Empleo de quimioterapia adyuvante

El hallazgo del uso de la quimioterapia adyuvante como factor de prondstico favorable en
este estudio, no debe tomarse como una prueba irrefutable del efecto positivo de la
quimioterapia, ya que esta observacion puede corresponder a sesgo de seleccidon. Sesgo,
en el sentido de que se utiliza no solo en pacientes que tienen factores empiricamente

definidos como de alto riesgo, sino que se usa en pacientes que estan en buenas



condiciones, con buen estado nutricional, sin comorbilidades graves, de edad media o
jovenes, y tiende a no usarse en pacientes fragiles, con comorbilidades o edad avanzada.
Por supuesto que también puede deberse a que la quimioterapia adyuvante es util,
manteniendo ajustados los demas factores de prondstico descritos en la tabla 5.

Significado del Estudio

Los tratamientos actuales de quimioterapia para CC se han desarrollado de manera
vertiginosa en las ultimas dos décadas, y por esa razon, los desenlaces oncoldgicos han
mejorado sustancialmente. No obstante, todavia cerca del 20% de los pacientes en etapas
| 'y Il presentan recurrencia de la enfermedad. Y aun cuando los tratamientos para la
enfermedad recurrente también han mejorado sustancialmente, estos pacientes fallecen

por progresion eventualmente.

Es indispensable contar con métodos de seleccidn de aquellos pacientes que tengan alta
probabilidad de recurrencia. En estos pacientes se deben realizar estudios experimentales
para evaluacion de eficacia o eficiencia del tratamiento.

Por otro lado, los protocolos de seguimiento del paciente tratado deben ajustarse al riesgo
de cada individuo.

Existe controversia también al respecto del mejor protocolo de vigilancia en cuanto a la
temporalidad y los estudios mas adecuados para los pacientes en etapa | y Il. Parece que
los protocolos mas intensivos incrementan la SG después de recurrencias tanto por el inicio
oportuno del tratamiento, como por el tratamiento intensivo de las comorbilidades que
vayan apareciendo durante el seguimiento.

La mayoria de los protocolos de seguimiento implican visitas cada 3 meses durante el
primer afo, luego cada 6 meses durante el segundo y tercer afio, y después una visita
anual (96).

Las guias clinicas tanto de ESMO, ASCO y NCCN son excelentes auxiliares para el manejo
de los pacientes con CC en etapas | y I, sin embargo, no podemos dejar de considerar que
son perfectibles, ya que se basan en la mejor evidencia disponible, pero estamos en un
momento en el que la evidencia esta cambiando y se esta acumulando (97,98,99).



El futuro de estas investigaciones

Este estudio necesita replicacion y validacidon externa. Es posible que requiera
complementos, en particular la evaluacion histopatoldgica del borde de invasion y de la
madurez del estroma. También es posible que, complementando este modelo con variables
mas sofisticadas, pueda incrementarse su utilidad como factor de prondstico. Una vez
refinado este modelo, puede utilizarse para seleccionar grupos de riesgo y para disefiar
estudios fase tres de quimioterapia ayudante en el subgrupo especifico de pacientes en

etapa | y Il de alto riesgo.

12.Conclusiones

Con el advenimiento de la medicina de precision se han producido profundas
transformaciones en la medicina, y particularmente en el campo de la oncologia.
Rapidamente se incrementen las opciones ventajosas de tratamiento, particularmente por
la competencia econdmica de la industria farmacéutica, pero también avances poco utiles
como la cirugia laparoscépica o la cirugia robética. De tal suerte, que es indispensable
definir estrategias mas apropiadas para que los recursos de cada region sean utilizados de
manera optima.

Sin duda, que la utilidad de este modelo (o cualquiera otro) debe probarse especificamente
en pacientes con CC, etapas | y Il, en estudios controlados por sorteo para demostrar su

utilidad seleccionando a los mejores candidatos para recibir quimioterapia adyuvante.
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