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INTRODUCCION



CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal representa el 13% respecto al resto de enfermedades
neopléasicas malignas, siendo el responsable de hasta un 10% de los
fallecimientos por cancer. En mujeres soélo el cancer de pulmoén y de mama
son mas frecuentes, mientras que en varones solo se ve superado en

frecuencia de aparicion por el cancer de pulmén y de préstata (1).

La supervivencia global a los cinco afios del cancer colorrectal es del 50%,
sin embargo estos datos se veran radicalmente modificados dependiendo de
la extension de la enfermedad maligna. La supervivencia serd del 90%, si
sélo existe afectacion local, disminuyendo considerablemente hasta 58% y

5% si existe metastatizacion regional y a distancia respectivamente ( 2).

La presencia de metastatizacion regional y/o a distancia de la enfermedad
colorrectal maligna constituye la causa principal de muerte del enfermo por

la enfermedad maligna.

Esta metastatizacion puede ocurrir incluso en etapas tempranas de la
enfermedad y hasta en un 20% de los enfermos existira metastasis a

distancia en el momento del diagnéstico.

La presencia de micrometéstasis de células neoplasicas colorrectales en un
estadio precoz de la enfermedad y supuestamente de buen prondstico
permite que la evolucion del enfermo sea mala incluso una vez realizado

tratamiento quirdrgico con intencion curativa.

Por lo tanto, deberemos hacer una reflexion en nuestra actitud terapeutica,

sobre todo en aquellas neoplasias colorrectales en estadios precoces, Ay



B1, resecadas quirdrgicamente y a las cuales habitualmente no incluimos en

protocolos de terapia adyuvante.

La deteccidon de estas neoplasias colorrectales de gran agresividad haria

posible una terapia mas agresiva con intencién curativa.

Con este motivo hemos intentado dar a conocer el valor en la
metastatizacion del cancer colorrectal de la Catepsina B y por lo tanto la
utilidad pronéstica de su determinacion, con el fin de utilizar terapia
adyuvante mas agresiva 0 nuevas terapias, genética y/o inmunoldgica y la
posibilidad de considerarla como un marcador de agresividad bioldgica

independiente del estadiaje histologico convencional.



PROCESO METASTASICO

El proceso metastasico del cancer colorrectal se desarrollard de forma
multiescalonada mediante la cumplimentacion de una serie de etapas. El
desarrollo secuencial puede incluso considerarse positivo, a pesar de los
resultados devastadores del proceso, ya que el conocimiento profundo de
cada una de las etapas y factores que intervienen permitira el desarrollo de
nuevos métodos terapéuticos.

Las diferentes etapas que deberdn desarrollar las células neoplasicas

colorrectales, no sin la existencia de dificultades multiples, son:

- Crecimiento tumoral inicial

- Invasion local

- Diseminacion sanguinea

- Invasién del érgano diana

- Establecimiento y crecimiento progresivo en el organo diana( 3)

A=nentamienta

Crecimiento - Transporte
Sebcial Invasion Uegada




FACTORES GENETICOS Y MOLECULARES DEL PROCESO
METASTASICO

Crecimiento tumoral inicial

El cancer colorrectal se genera como resultado de mutaciones de genes
encargados de controlar la divisiéon celular, apoptosis y las reparaciones
del DNA. El resultado es una transformacién del crecimiento y division
celular, y puede producirse mediante oncogenes activados 0 supresores

inactivados.

La activacion de los oncogenes ras y c-myc, permitira la estimulacion de
la divisiébn celular neoplésica. Por otro lado la inactivacion de los
oncogenes “ Adenomatous Polyposis Coli”, APC, “Deleccion del cancer
colico”, DCC, y p53, permitira la pérdida de mecanismos supresores en el

crecimiento anémalo de la célula neoplésica.




En nuestro trabajo estudiaremos la alteracién genética del gen p53, situado
en el cromosoma 17p. Esta mutacion se encuentra presente en el 70-80%
de los carcinomas colorrectales, interviniendo en el proceso de
transformacion de adenoma a carcinoma, siendo su papel en la
angiogenesis de gran importancia . La sobreexpresion de la proteina p53, es
utilizada como marcador de la mutaciones del gen p53, relacionandose con

un peor prondstico (4-13).

El aporte de nutrientes es fundamental para mantener el crecimiento tumoral
inicial y sera posible gracias a la formacién de nuevos vasos a partir de los

ya existentes. A este proceso se denomina angiogénesis ( 14-16 ).

La angiogénesis precisa de un proceso secuencial en el que se distinguen
cuatro etapas una vez activadas las células endoteliales:

Degradacion de la membrana basal y matriz extracelular por enzimas
proteoliticas.

Proliferacion de las células endoteliales.

Retraccion de los pericitos y migracion de las células endoteliales para
formar cordones celulares solidos.

Los nuevos vasos formados se anastomosaran con los ya

existentes,iniciandose el flujo (17).

La activacion de las células endoteliales se debe a factores angiogénicos
con origen en las propias células tumorales o bien elaborados por células del
estroma tumoral,mastocitos, macrofagos...reclutados por las células
tumorales. La angiogénesis esta regulada por factores activadores e
inhibidores que se encuentran en un estado de equilibrio, alterado en
condiciones patolégicas como el proceso neoplasico, permitiendo la puesta

en marcha del “ interruptor angiogénico” ( 18-20 ).
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Entre los factores activadores del proceso angiogénico destacaremos el
“Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular’, VEGF, Angipoyetina-1, “
Factor de Crecimiento Fibroblastico de tipo basico”, bFGF o FGF2,
Angiogenina, Citoquinas, Integrinas alfa y beta, Metaloproteinasas ( MMP-2
y MMP-9) y E-selectina .

Por otro lado la Trombospondina-1, Angiostatina y Endostatina actuaran

inhibiendo la angiogénesis ( 21-37)).
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Invasion local
Las células neoplésicas deben tener capacidad de separacion del tumor
primario para poder alcanzar tejidos adyacentes y/o a distancia. Para ello
deberan vencer los mecanismos de adhesion que tienden a mantenerlas
unidas debido a las moléculas de adhesion, Cateninas y E-caderina. La
reduccion de estas moléculas se relacionan con neoplasias de peor

pronostico ( 38-41).

Una vez desprendidas la células neoplasicas del tumor primario, deberan
invadir y abrirse paso a través de la membrana basal y matriz extracelular.
La degradacion de la membrana basal y matriz extracelular se realizara
gracias a enzimas proteoliticas secretadas por las células tumorales y del
tejido conjuntivo normal. Conocemos cuatro familias diferente de proteasas:
Serin proteasas, cisteinil proteasas, aspartil proteasas y metaloproteasas
(3,42-58).

En nuestro estudio definiremos el valor de la Catepsina B, perteneciente a la

familia de las cistein-proteinasas.
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Diseminacion sanguinea
Las células neoplasicas deberan defenderse del sistema inmunitario del
enfermo si quieren alcanzar el 6rgano diana, y para ello se unirdn a los
linfocitos T gracias a glucoproteinas como ICAM-1. Los valores de ICAM-1,
son superiores en enfermos con cancer colorrectal respecto individuos sanos
(59-60).

Invasion del organo diana
Las células neoplasicas se adheriran a los capilares del organo
metastatizado mediante moléculas de adhesion como E-selectina y Sialyl-
LewisX. Ambas moléculas se encuentran elevadas en enfermos con cancer
colorrectal y metastatizacién hepatica ( 61-63 ). Posteriormente deberan
realizar un proceso de invasion local mediante las moléculas previamente

descritas.

Asentamiento, mantenimiento y crecimiento progresivo en el
organo diana
El desarrollo de las metastasis requiere de la puesta en marcha de los

factores de crecimiento y mecanismos angiogénicos analizados.
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CATEPSINA B

DEFINICION.OTRAS CATEPSINAS

Las catepsinas son enzimas lisosémicas que intervienen en la degradacion
proteica y se clasifican segun la estructura aminoacida que define su centro
activo. Aunque se encuentran en todos los tejidos su concentracion es

significativamente mas elevada en rifién, bazo, higado y macro6fagos.

De acuerdo a su actividad litica y centro activo se denominaran como
exopeptidasas o0 endopeptidasas. Las catepsinas presentan un peso

molecular que oscila entre 14 y 650Kd.

Se sintetizan en los ribosomas celulares, desde donde son transferidos al
reticulo endopldsmico, aparato de Golgi y por ultimo a los lisosomas
mediante el reconocimiento por un receptor, de la manosa 6-fosfato que se
halla presente en la molécula enziméatica. Se sintetizan como pre-
proenzimas para posteriormente y tras un proceso de glucosilacion vy

fosforilacion alcanzarén la forma enzimatica activa ( 64 ).

La existencia de procesos patoldgicos, oncoldgicos e inflamatorios, permitira
una alteracion en el transporte hasta los lisosomas de las catepsinas, que
provocaria la secrecién de las catepsinas, en forma de proenzima, a la

matriz extracelular.



Clasificacion de catepsinas.

Catepsina Clasificacion Definicion

Catepsina A Exopeptidasa (20KDa,25KDa,55Kda)
Serina*

Catepsina B Endopeptidasa ( 5Kda,24Kda)
Cisteina

Catepsina C Exopeptidasa (210Kda)

Catepsina D Endopeptidasa (34Kda,14Kda)
Aspartato

Catepsina E Endopeptidasa ( 86Kda)

Aspartato
Catepsina G Endopeptidasa (27-30 Kda)

Serina
Catepsina H Endopeptidasa Cisteina
Catepsina L Endopeptidasa Cisteina

Catepsina S Endopeptidasa (14 Kda-30Kda)

Cisteina
Catepsina T Endopeptidasa Cisteina
Catepsina K Endopeptidasa Cisteina

*Definicion: Aminoacido que constituya el centro activo proteico.
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La catepsina B es una endopeptidasa caracterizado por la presencia de

cisteina formando parte del centro activo proteico.

Se encuentra constituido por una cadena ligera ( 5 KDa), que contiene el
centro activo, y una cadena pesada con un peso molecular de 24 Kda.
Cataliza la hidrdlisis de moléculas pequefias preferiblemente péptidos del
tipo Arg-Arg-x. Requiere para su activacion, 2-mercaptoetanol y un quelante
(EDTA). Puede ser inhibida mediante iodoacetato y 4-cloromercuribenzoato.
La catepsina B actua degradando los diferentes componentes de la matriz
extracelular mediante actividad dipeptidilcarboxipeptidasa, o0 bien
indirectamente estimulando otras proteasas de la matriz extracelular y

degradando sus inhibidores proteicos ( 64 ).

Valores elevados de algunas catepsinas han sido relacionadas con la
destruccion patoldgica de la matriz extracelular permitiendo la existencia de
enfermedades inflamatorias crénicas como enfisema pulmonar,
osteoporosis, arterioesclerosis, artritis reumatoide y participando en el

proceso metastasico de numerosas enfermedades malignas.

Ademés de la catepsina B, existen referencias mdltiples en la literatura
médica sobre la participacion activa de otras catepsinas en estos procesos

de los cuales citaremos sélo algunos ejemplos.

Gonzéalez-Vela et al (65), demostraron en un estudio en el que incluyeron a
102 enfermos con diagnéstico de cancer de mama, que la expresion de
catepsina D en células estromales se asociaba a una mayor vascularizacion

tumoral y mayor agresividad de la neoplasia.
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De igual forma se implico a la catepsina D en el estudio de otras neoplasias.
En 1995, Tumminello et al ( 66 ), relacionaron la actividad de la catepsina D
y la progresion del cancer colorrectal, aunque su verdadero valor como

variable prondstica es dudoso ( 67,68 ).

Mas tarde se intentd estudiar el valor de la catepsina D en el
adenocarcinoma géstrico, encontrando que sus valores en el tejido
neoplasico eran superiores a los encontrados en mucosa gastrica sana,
aunque no se modificaron de forma significativa con la progresién tumoral
(69).
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CATEPSINA B Y OTRAS NEOPLASIAS

El estudio de la actividad de la catepsina B tumoral ha permitido conocer el
valor de esta enzima proteica en diferentes neoplasias, de las que citaremos

algunos ejemplos.

Carcinoma gastrico

La actividad de la catepsina B se encuentra elevada en tejido neoplasico en
relacion a tejido gastrico sano ( 70 ). Posteriormente Watanabe et al ( 71 ),
demostraron un incremento de la actividad de la catepsina B relacionado con
el desarrollo tumoral, confirmado posteriormente en un nuevo estudio en el
que incluyeron el estudio de catepsina L, activador del plasminogeno (UPA) y
su inhibidor, ( PAI-1). También encontraron un incremento de actividad en

estadios preneoplésicos gastricos ( 72 ).

Cancer de mama

La actividad de la catepsina B se encuentra elevada en el cancer de mama
respecto a tejido displasico mamario ( 73 ), ademas existe segun algunos

autores relacion con la agresividad tumoral ( 74).

Glioma
Existe un incremento de la expresion y actividad de la catepsina B respecto

a la progresion tumoral ( 75).

Melanoma
El estudio inmunohistoquimico de la catepsina B demuestra que
practicamente en la totalidad de los casos la enzima proteolitica se

encuentra en las células neoplasicas. La intensidad inmunohistoquimica



18

encontrada se relaciona con el tamafio tumoral del melanoma y no asi con el

tipo de melanoma ( 76 ).

Céancer de préstata

Existe relacion entre el estudio inmunohistoquimico de la catepsina B e

histoldgico en la neoplasia prostética ( 77,78).

Carcinoma renal

Jung et al ( 79 ), en 1998, refieren la no relacion de enzimas proteoliticas

como la catepsina B en el proceso metastasico del cancer renal.
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CATEPSINA B Y ENFERMEDAD INFLAMATORIA

La participacion de la catepsina B en los mecanismos fisioldgicos que
permiten el desarrollo y mantenimiento de procesos inflamatorios es amplia 'y

variada.

Recientemente se ha desarrollado la hipétesis que considera que la
activacion enzimatica intrapancreética en la inflamacion pancreatica se debe
a la activacion de enzimas lisos6micas. Estudios in vitro permitio describir
como enzimas lisosémicas tales como la catepsina B, pueden activar el
tripsindégeno, pudiendo la tripsina activar el resto de precursores proteicos.
Esta hipétesis rechazaria la teoria del canal comun que permitiria el reflujo
intrapancreético de la bilis, asi como la teoria de la obstruccion del conducto

principal pancreatico ( 80).

Por otro lado los fibroblastos sinoviales en la artritis reumatoide producen
enzimas como colagenasas y catepsinas que pueden degradar los
componentes de la matriz articular. Sin embargo y a pesar de ello la
determinacién sérica de catepsina B en estos enfermos no puede ser
utilizado como marcador de actividad de la enfermedad ( 81 ). De todos
modos se han utilizado satisfactoriamente in vitro agentes inhibidores de la

catepsina B en la enfermedad inflamatoria articular crénica ( 82 ).

Igualmente se ha confirmado el poder destructivo de la catepsina B en otras
enfermedades inflamatorias como son enfermos con gingivitis crénica,

mediante su identificacion tisular ( 83 ), y enfermos con enfisema pulmonar.
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Se han descrito como mecanismos patdgenos del enfisema pulmonar la
existencia de lisis de elastina por enzimas secretadas por células
inflamatorias, como es la catepsina B. En estudio in vitro esta teoria fue
demostrada mediante la instilacion de esta enzima en animales de

experimentacion de esta enzima ( 84 ).
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CATEPSINA B Y CANCER COLORRECTAL

La invasion tumoral y metastatizacion del cancer colorrectal es un proceso
multiescalonado en el que la degradacion de la matriz extracelular es de vital
importancia. El papel desempefiado por la catepsina B ha sido estudiado

utilizando diferentes métodos de trabajo.

Maciewicz et al ( 85 ), realizaron determinacion inmunohistoquimica en un
estudio in vitro en células pre-malignas y malignas colorrectales, de
catepsina B junto a catepsina L, con el deseo de mostrar la participacion de
estas enzimas en la progresion de la enfermedad colorrectal maligna,

mediante la degradacion de la membrana basal y el tejido extracelular.

Posteriores estudios in vitro, se encargaron de demostrar como se distribuye
la catepsina B en las células neoplésicas, sus mecanismos de activacion e
inhibicion, asi como su actividad indirecta en la degradacion de la matriz
extracelular ( 86, 87, 88,89).

Rozhin et al ( 86 ), demostraron como la acidificacion intracelular y
pericelular del medio desencadenaria la secrecion por las células
neoplésicas de la catepsina B, previa distribucion periférica intracelular. La
acidificacion del medio permitiria la autoactivaciéon de la procatepsina B,

confirmado posteriormente en 1996, por Van der Stappen et al( 87 ).
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Kobayashi et al ( 88 ), muestran en un estudio experimental como la
catepsina B ademéas de desempefiar un papel fundamental en el desarrollo
del céncer colorrectal mediante la degradacion de colageno tras la
conversion de la procolagenasa IV en su forma enzimatica activa, tiene la

capacidad de activar el uPA( Activador del Plasminogeno).

Las primeras determinaciones plasmaticas realizadas en enfermos con
cancer colorrectal, mostraron una elevacion significativa respecto a las
determinaciones obtenidas en grupos sanos o con patologia benigna
(90,91).

Dufek et al ( 90), mostraron niveles de catepsina B elevados en enfermos
con cancer colorrectal respecto a individuos sanos y sujetos que
presentaban patologia benigna. Se apresuraron en considerar la catepsina
B como marcador diagnéstico o de utilidad a la hora de monitorizar la

enfermedad tras realizar tratamiento.

En 1982, Kolar et al ( 91 ), confirma el aumento de actividad plasmatica de
catepsina B en enfermos con cancer de mama y colorrectal respecto a

individuos sanos.

Hirano et al ( 92 ), confirmarian estos hallazgos previamente descritos. Los
valores serolégicos de catepsina B en enfermos oncolégicos fueron
superiores en su estudio a los encontrados en individuos sanos. Incluso los
valores fueron superiores en enfermos oncoldgicos con metastasis respecto
a los individuos que no prentaban metéstasis. Estos estudios fueron

realizados también mediante muestras de orina, con resultados similares.
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El papel fundamental de la catepsina B en la progresion del cancer
colorrectal también ha sido descrito ampliamente mediante estudio
inmunohistoquimico de la pieza resecada. Tendremos que destacar y
analizar por separado aquellos autores que consideran el papel
desempafiado por la catepsina B en etapas precoces de la enfermedad

maligna.

Sheahan et al ( 93 ), demostraron en su estudio valores elevados de
catepsina B en tejido neoplésico respecto a tejido sano. Ademas mostraron
una elevacion significativa de los valores de catepsina B en estadios

precoces, A de Dukes.

En un nuevo estudio con 80 enfermos realizado por Hirai ( 94 ), los valores
de catepsina B fueron superiores en aquellos enfermos que presentaron
metastasis . Sin embargo en aquellos enfermos sin metastasis los niveles de

catepsina B fueron superiores en el estadio A de Dukes respectoa By C.

En 1991, dos autores en diferentes estudios también concluyeron con la
presencia de valores de catepsina B superiores en cancer colorrectal
respecto a individuos sanos, siendo los valores superiores en los estadios de
Dukes, Ay B, respectoa Cy D (95, 96).
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El resto de estudios mediante determinacion inmunohistoquimica
relacionaron la mutacién del gen activador K-ras con el aumento de la
agresividad del cancer colorrectal debido a la accién de catepsina B y L
( 97 ), mostraron la disminucion de la laminina tumoral en relacién al
incremento de la actividad de la catepsina B en la progresion tumoral ( 98 ),
y relacionaron valores de catepsina B respecto al resto de parametros
prondsticos ( 99-103).

Adenis et al ( 99 ), establecieron la relacion existente entre los valores de
catepsina B, L y D, en 55 enfermos con diagndstico de cancer colorrectal y
variables clinicopatologicas, siendo la catepsina B el parametro de mayor

valor prondstico.

En 1994, Campo et al ( 100 ),demostraron que una expresion elevada de
catepsina B en céncer colorrectal se hallaba asociado a una supervivencia
menor del enfermo, para ello relacionaba los valores de catepsina B en

cancer colorrectal con adenomas y mucosa colorrectal sana.

Con el deseo de realizar un perfil mediante la determinacion de proteasas en
el cancer colorrectal, McKerrow et al ( 104 ), también encontraron una
actividad de catepsina B en el tumor primario elevada, siendo mayor con la

presencia de metastasis.

Ultimamente los estudios realizados se han orientado hacia el valor y
actividad de la catepsina B segun su localizacion (105,106 ). Hazen et al (
107), encontraron una expresion moderada en el estroma de la pared
colorrectal en enfermos sanos, y variable en el epitelio. La matriz estromal
de la pared colorrectal en enfermos con adenoma y céncer colorrectal
presentaban niveles proteicos de moderados a altos aunque con escasa

acividad excepto en aquellas areas con angiogénesis, inflamacion o
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necrosis.Esto realzaba el papel desempefiado por la catepsina B en la

progresion tumoral.

De todos estos estudios se desprende, ante el papel decisivo desempefiado
por la catepsina B en el proceso metastasico del cancer colorrectal, la
necesidad de metodos terapéuticos que contrarresten la funcion de la

catepsina B.

Satoh et al ( 107 ), en 1996, estudiaron experimentalmente el efecto
supresor de dos tipos de inhibidores proteicos en la carcinogénesis y
progresion tumoral, obteniendo resultados que indicaban el poder supresor
de la leupeptina el el crecimiento tumoral mediante la disminucion de

actividad de la catepsina B.

En 1998, Cornelis et al ( 108 ), mostr6é en un estudio experimental en ratas
qgue habian sido sometidas a metastatizacion hepatica, mediante células
neoplasicas inyectadas en el territorio portal, la utilidad de un inhibidor de la
catepsina B ( Mu- Phe- homoPhe-fluoromethylketone). Los resultados fueron
de una reduccién del 60% del niumero de tumores; con reduccion del 80%
del volumen del resto, encontrandose dificultad al tratamiento en las

tumoraciones en el I6bulo caudado.

Lee et al ( 109 ), informaron acerca de dos péptidos derivados de la caseina
pancreatica, ( Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle y Gly-Pro-Phe-Pro-lle).

Correspondian a las secuencias 61-66 y 203-207 de la beta-caseina bovina.
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Recientemente, Muehlenweg et al ( 110 ), presentaron un tipo de inhibidor
bifuncional con reduccién de la actividad enzimatica de las cisteina
proteasas y limitacion de la interaccién de uPA con su receptor,uPAR. Se
debe a la insercién de una secuencia de reconocimiento de uPAR por uPA,

no esencial para la inhibicion, en las cistatinas.
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CEA

Los marcadores tumorales son sustancias de caracter bioquimico
producidas o bien inducidas por la célula neoplasica o por células del
individuo enfermo, que pueden ser detectados en el suero u otros tejidos
bioldgicos, reflejando el crecimiento y/o actividad neoplasica, o que nos
permitira conocer la evolucion, prondstico y respuesta neoplésica a la actitud

terapeutica empleada.

El CEA es una glicoproteina de 180-210 KDa., descrita por Gold y
Freedman ( 111 ), en 1965. Inicialmente fue descrita como caracteristica
tanto del intestino fetal como del cancer colorrectal. Debido a esto, fue
denominado como antigeno carcinoembrionario, sugiriendo que seria un
componente de las células de la mucosa del intestino en su estadio fetal.
Posteriormente alcanzada la diferenciacion seria reexpresado en los

procesos neoplésicos.

Se han encontrado niveles de CEA en enfermos con enfermedades no
neoplésicas, inflamatorias como pancreatitis, bronquitis ,hepatitis y colitis

ulcerosa.

En el cancer colorrectal con extension locorregional los niveles séricos de
CEA son similares a los que podemos encontrar en enfermedades benignas
gastrointestinales. Debido a lo cual podemos descartar su utilizacion para la

deteccién precoz del cancer colorrectal ( 112).
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Sin embargo si existe relacion respecto a la supervivencia del enfermo, por
lo que podremos utilizarlo como marcador prondstico independientemente de

otros parametros como el estadio tumoral ( 113 ).

El CEA es por lo tanto un marcador sin utilidad para la realizacién de un
diagnostico precoz de neoplasias gastrointestinales, sin embargo si ha sido
demostrada su utilidad como marcador prondstico preoperatorio, capaz de
monitorizar el tratamiento antineoplasico utilizado y la aparicién de recidiva

neoplasica gastrointestinal tras tratamiento.

Carriquiry et al ( 114 ), en 1998 quisieron establecer el verdadero valor de
este marcador tumoral como variable prondstica capaz de monitorizar la
existencia de recidiva de la enfermedad maligna colorrectal una vez tratada.
Realizaron determinacion plasmatica preoperatoria en 209 enfermos con
diagnoéstico de cancer colorrectal y en 196 enfermos que fueron tratados
quirdrgicamente con intencién curativa. Concluyeron destacando la
importancia de la determinacion preoperatoria del CEA debido a su gran
valor pronéstico independiente de su estadio tumoral. También destacaron
su gran sensibilidad como marcador de recurrencia de la enfermedad una

vez tratada.

Park et al ( 115 ), realizaron un estudio que incluyé el seguimiento de
multiples factores prondsticos,clinico-patoldgicos y CEA preoperatorio, en
1446 carcinomas colorrectales intervenidos quirdrgicamente. En sus

conclusiones destacaron el enorme valor prondstico preoperatorio del CEA.

El valor postoperatorio de la determinacion plasmética tras reseccion
hepatica de metéstasis colorrectales fue llevada a cabo por Hohenberger et
al ( 116 ), en 1994, en un estudio de 166 enfermos intervenidos

quirdrgicamente con carécter curativo por metéstasis hepaticas.
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Consideraron que la determinacion postoperatoria debia hacerse en estos
enfermos con la intencién de indicar aquellos enfermos con riesgo de

recurrencia y poder aplicar el tratamiento adecuado.

Wang et al (117 ), en un estudio retrospectivo de 318 enfermos intervenidos
quirdrgicamente con diagndéstico de cancer consideraron al marcador CEA
como el mejor marcador prondstico independiente y monitor de recurrencia

de la enfermedad.

Se ha comparado el valor de CEA con otros marcadores tumorales en
numerosos estudios e incluso se han utilizado conjuntamente con el deseo
de obtener mayores beneficios pronésticos y a la hora de monitorizar el

cancer colorrectal tras tratamiento quirdrgico ( 118-121).

En 1998, Kos et al ( 122 ), realizaron un estudio en el que realizaron
determinaciones preoperatorias de CEA y Catepsina B en 325 enfermos con
el objetivo de llegar a conocer el verdadero valor pronéstico de estas
variables proteicas. Sélo hallaron poder prondstico en aquellos enfermos con

valores elevados de las dos variables.
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CA 19.9

El CA 19.9, descrita por Koprowski et al ( 123 ), es un oligosacérido, sialil
lacto-n-fucopentosa Il que se encuentra en el glicocélix de las células
tumorales gastrointestinales, aunque con técnicas inmunohistoquimicas se

ha detectado su presencia en tejidos normales ( 124,125).

Se ha intentado a través de numerosos estudios conocer realmente el valor
pronostico de CA 19.9 y su valor como marcador de la recurrencia de la

enfermedad colorrectal maligna una vez realizado tratamiento quirdrgico.

Forones et al ( 124 ), realizaron en 1999 un estudio prospectivo de 74
enfermos con diagnostico de cancer colorrectal, en los que se realizo
determinacion preoperatoria plasmética de CEA y CA 19.9. Encontraron que
aquellos enfermos con valores elevados de CEA y CA 19.9 podian ser
considerados de alto riesgo, ademas consideraron un valor superior la

determinacién de ambos marcadores.

Filella et al ( 125), describen el papel que desempefa la determinacion de
CA 19.9 en 293 enfermos. Sus resultados catalogan al CA 19.9 como buen

marcador prondstico.

Diez et al, ( 126), en 1994, justifica la utilizacion de este marcador en un

amplio andlisis multivariante de supervivencia.
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También han existido autores que han relacionado este marcador con otros

marcadores convencionales o de reciente aparicion.

Tsavaris et al ( 127 ), realizaron determinacion sérica multiple ( CA19.9,
CEA, p-fetoproteina y CA 125), en 111 enfermos con céncer colorrectal en
estadio avanzado con el objetivo de conocer el significado de estos
marcadores como monitores de la enfermedad durante el tratamiento y
seguimiento. El CEA fue el mejor marcador. Solo la combinacién de CA 19.9
y CEA fue de utilidad en el seguimiento de estos enfermos.
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P53

El patron neoplésico de la mucosa coldnica puede ser debido a la activacion
de la mutacion de un oncogén seguida y combinada con la pérdida de

ciertos genes que habitualmente suprimirian la carcinogénesis.

La pérdida del material genético del brazo corto del cromosoma 17, se
asocia a la activacion de un gen que lleva a la produccién de una proteina

asociada a la transformacion neoplésica y a la que se conoce como p53.

La pérdida alélica del cromosoma 17p, se ha asociado a la presencia de
tumores en estadio D y con elevado riesgo de desarrollar metastasis, por lo

que se le asocia con valor prondstico.

La sobreexpresion de la proteina p53, como forma de presentacion de la
mutacion del gen p53 se ha estudiado en numerosas ocasiones con el deseo
de clarificar su valor en la progresion neoplasica y por lo tanto su valor

prondstico.
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Takano et al ( 128 ), en 1996, establecieron el papel desempefiado por la
expresion de p53 y el marcador de proliferacion celular, Ki 67, con la
apoptosis con una muestra de 95 enfermos con cancer de colon. No hallaron
relacion estadisticamente significativa entre los valores de p53 y la apoptosis
celular. De igual manera no existio relacion entre la actividad proliferativa
celular y los valores de p53. So6lo encontran valores relacionados de forma

significativa entre el indice de proliferacion celular y la apoptosis celular.

Ese mismo afio, 1996, Hirota et al, analizaron los valores
inmunohistoquimicos de p53 y Ki67 en 565 enfermos con diagndstico de
neoplasias colorrectales en estadio precoz con el deseo de estudiar su
influencia en el desarrollo estructural definitivo. Encontraron relacion entre
los valores de p53 de neoplasias con crecimiento vegetante e infiltrante
(129).

En 1999, Sato et al, ( 130 ), con el deseo de definir el valor prondstico de la
sobreexpresion de p53 y Ki67, disefiaron un estudio con enfermos con
cancer rectal y enfermos con recidiva de cancer rectal. Sus resultados
demostraron que la recurrencia local de cancer colorrectal se asociaba a la

expresion inmunohistoquimica de p53.

Estos resultados fueron puestos en duda por Forones et al ( 131 ), tras
estudio inmunohistoquimico de p53 y Ki 67 en 38 carcinomas colorrectales,
ya que no encontraron relacion con otros parametros clinicopatolégicos

estudiados, o utilidad prondstica.



El estudio inmunohistoquimico de la proteina p53 ha sido llevado a cabo por
algunos autores junto a la determinacion de los valores de enzimas

proteicas como las catepsinas ( 132-136).

loachim et al, encontraron relacion entre la expresion de catepsina D y p53,
sugeriendo la utilizacién de ambas variables en un modelo multivariante con

la posibilidad de obtener mayor informacién prondstica ( 132 ).



HIPOTESIS DE TRABAJO
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Establecido el papel desempefiado por Ia
CATEPSINA B en el proceso de metastatizacion,
para confirmar su valor pronostico, los valores
plasmaticos preoperatorios e histologicos de
CATEPSINA B deberian estar elevados en
enfermos con diagnoéstico de cancer colorrectal

con un peor prondstico



OBJETIVOS

37



38

OBJETIVOS PRIMARIOS

MOSTRAR EL AUMENTO DE LOS VALORES PLASMATICOS
PREOPERATORIOS E HISTOLOGICOS DE CATEPSINA B EN
ENFERMOS CON CANCER COLORRECTAL, EN RELACION A
PATOLOGIA COLONICA INFLAMATORIA ( APENDICITIS)

DETERMINAR LA VARIACION DE LOS VALORES PLASMATICOS
PREOPERATORIOS E HISTOLOGICOS DE CATEPSINA B
RESPECTO A LOS DIFERENTES ESTADIOS DEL CANCER
COLORRECTAL SEGUN LA CLASIFICACION DE ASTLER Y
COLLER MODIFICADA

RELACIONAR LOS VALORES DE CATEPSINA B TRAS ESTUDIO
SEROLOGICO E HISTOLOGICO CON LA RECIDIVA DE LA
ENFERMEDAD COLORRECTAL DEL ENFERMO CON CANCER
COLORRECTAL ESTUDIADO

RELACIONAR LOS VALORES DE CATEPSINA B TRAS ESTUDIO
SEROLOGICO E HISTOLOGICO CON LA SUPERVIVENCIA DEL
ENFERMO CON CANCER COLORRECTAL ESTUDIADO
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

DETERMINAR EL VALOR DE CEA Y CA 19.9 PLASMATICO
PREOPERATORIO EN RELACION A LA RECIDIVA DE LA
ENFERMEDAD COLORRECTAL Y SUPERVIVENCIA DEL
ENFERMO.

DETERMINAR LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE
CATEPSINA B PREOPERATORIA, CEA'Y CA 19,9 RESPECTO A LA
SUPERVIVENCIA DE LOS ENFERMOS.

DETERMINAR EL VALOR DE p53 TISULAR EN RELACION A LA
RECIDIVA  DE LA ENFERMEDAD COLORRECTAL Y
SUPERVIVENCIA DEL ENFERMO.

DETERMINAR LA VARIACION DE LOS VALORES PLASMATICOS E
HISTOLOGICOS DE CATEPSINA B RESPECTO A UN
REESTADIAJE HISTOLOGICO EN CONSIDERACION A LA
UTILIZACION DE TERAPIA ADYUVANTE,( GRUPO |,ESTADIOS A Y
B1Y GRUPO I, B2,C1,C2,D)



MATERIAL Y METODO
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MATERIAL Y METODO

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

VARIABLES CLINICAS Y ANATOMOPATOLOGICAS

MARCADORES TUMORALES
METODOLOGIA DE DETERMINACION DE CEA
METODOLOGIA DE DETERMINACION DE CA 19.9
METODOLOGIA DE DETERMINACION DE p53
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METODOLOGIA DE DETERMINACION PLASMATICA PREOPERATORIA
METODOLOGIA DE DETERMINACION HISTOLOGICA
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Hemos realizado un estudio transversal y cohorte de un total de 78
enfermos, 23 enfermos con diagndstico de apendicitis aguda y 55 enfermos
con diagnoéstico de cancer colorrectal, intervenidos quirdrgicamente en el
Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo (Dr. Hernandez Calvo),
entre los afios 1998 a 2000.

Las variables estudiadas en los enfermos intervenidos quirirgicamente en
nuestro Servicio con diagndstico de apendicitis fueron, edad, sexo, catepsina
B plasmaética , catepsina B histoldgica y estadiaje anatomopatoldgico.

Las variables estudiadas en los enfermos intervenidos quirirgicamente en
nuestro Servicio con diagnéstico de cancer colorrectal fueron, edad, sexo,
tratamiento quirargico, tamafio tumoral, localizacion tumoral, diferenciacion
neoplésica, estadiaje histoldgico, metastatizacion ganglionar, CEA
preoperatorio, CA19.9 preoperatorio, catepsina B preoperatoria, p53,
catepsina B tisular, recidiva local y/o a distancia de la enfermedad

neoplésica colorrectal y supervivencia.



VARIABLES CLINICAS Y ANATOMOPATOLOGICAS

En los 23 enfermos intervenidos quirdrgicamente con diagndstico de

apendicitis aguda se estudi6 las variables clinicas, edad y sexo.

El estadiaje anatomopatoldogico que definié la variable anatomopatolégica

incluyé los valores, eritematoso, flemonoso, gangrenoso y perforaciéon

apendicular.

En los 55 enfermos intervenidos quirdrgicamente con diagndstico de cancer
colorrectal se estudiaron las variables clinicas, edad, sexo, tratamiento

quirdrgico, recidiva local y/o a distancia de la enfermedad y supervivencia.
De acuerdo a la edad se distribuyé a los enfermos en dos grupos: |, edad
igual o inferior a 50 afos y Il, edad superior a 50 afios.

La distribucion segun el sexo, agrup6 a varones y mujeres.

El tratamiento quirdrgico utilizado fue variado, realizandose con caracter

electivo en todas las situaciones, e incluia:
Hemicolectomia derecha

Hemicolectomia transversa

Hemicolectomia izquierda

Reseccion anterior

Amputacion abdominoperineal

Operacion de Hartmann. Colostomia de descarga
Colectomia segmentaria

Laparotomia exploradora



La recidiva local se defini6 como la recurrencia del carcinoma colorrectal
como tumor localizado en el sitio de la anastomosis o como la recurrencia en
el lecho del carcinoma primario con crecimiento hacia la region

anastomotica.

El tiempo transcurrido desde la intervencion quirargica hasta el cierre del
estudio libre de enfermedad caracterizaran la supervivencia del enfermo. No
existi6 mortalidad operatoria, considerada esta como la muerte del enfermo

dentro de los 30 dias tras un procedimiento quirurgico.

Las variables anatomopatoldgicas estudiadas se clasificaron de acuerdo a la
descripcion macroscoépica y microscopica de la neoplasia resecada.

El tamafio de la tumoracion, caracterizado por el didmetro maximo del
mismo, caracteriz6 a las neoplasias en menores o iguales a cinco

centimetros, y neoplasias superiores a cinco centimetros.
La neoplasia pudo estar localizada anatomicamente, localizacién ,en ciego,
colon ascendente, angulo hepético colbnico, colon transverso, angulo

esplénico colonico, colon descendente, sigma y recto.

Numero de ganglios linfaticos examinados y con metastatizacion neoplasica.

Se consideré la diferenciacion neoplasica como buena, moderada o mala.




La estadificacion tumoral se realiz6 segun el sistema de clasificacion de

Astler y Coller modificado. En 1954 Astler y Coller realizaron una
modificacion del sistema de clasificacion de Dukes:

A, tumoracion limitada a la mucosa

B1, tumoracién dentro de la muscular propia sin llegar a rebasarla

B2, tumoracion que rebasa la muscular propia afectando grasa perivisceral
C1,similar a B1, aunque con metastatizacion ganglionar

C2, similar a B2, aunque con metastatizacion ganglionar

Posteriormente Turnbull( 137 ) introdujo el estadio D, que defini6 como la
presencia de metastatizacion a distancia.

Para nuestro Estudio, realizamos una clasificacion adicional mediante la
modificacion del sistema de estadiaje en relacion a la utilizacion de terapia
adyuvante o no. Agrupamos en el grupo |, a aquellos enfermos con estadio
tumoral,A y B1. En el grupo I, incluimos a enfermos con estadios B2,C1,C2
y D.
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METODOLOGIA DE DETERMINACION DE CEA

La determinacion preoperatoria de valores de CEA sérico, se realizd
mediante la utilizacién del analizador automatico INMULITE 2000, mediante
el ensayo INMULIT 2000 CEA, ( Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA), que representa un enzimoinmunoensayo quimioluminiscente,
secuencial en dos etapas, de amplificacion tipo “ sandwich”, heterogéneo,
cuya fase solida se compone de “ beads” de anticuerpo policlonal anti-CEA
unido a fosfatasa alcalina. El sustrato quimioluminiscente es, nuevamente,

un ester de fosfato de adamantil dioxoetano.

Unidades reportadas: ng/ml. El valor de corte habitual de 5 ng/ml abarca el

percentil 95,05% de los individuos sanos.
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METODOLOGIA DE DETERMINACION DE CA19.9

La determinacion preoperatoria de CA19.9 se realiz6 mediante el analizador
automatico INMULITE con el ensayo INMULITE GI-MA ( Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA), que representa un enzimoinmunoensayo
quimioluminiscente de dos pasos, con procedimiento de amplificacion tipo “
sandwich”, heterogéneo, cuya fase sélida esta constituida por “ beads” de
poliestireno recubiertas con anticuerpo monoclonal especifico para CA 19.9,
( anticuerpo de captura) y que utiliza como anticuerpo marcado, anticuerpo
monoclonal murino anti-CA 19.9, unido covalentemente a fosfatasa alcalina 'y

como sustrato un ester fosfato de adamantil dioxoetano.

Unidades reportadas: U/ml. El valor de corte de 37 u/ml representa el

percentil 99,4% de individuos sanos.



METODOLOGIA DE DETERMINACION DE p53

Una vez resecada la pieza tumoral y realizadas las técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas protocolizadas, las muestras se incubaron con el
anticuerpo anti-p53, ( clon D07, Dako, prediluido), durante una hora a
temperatura ambiente, prosiguiendo normalmente con el método Envision.
La expresion de p53 es valorada como negativa o positiva en relacion a la
siguiente clasificacion:

0, ninguna

1, positividad evidente en menos del 2% de los nucleos

2, positividad manifiesta en el 40-50% de los nucleos

3, positividad en mas del 90% de los nucleos

En nuestro estudio se realiz6 una cuantificacion de los nucleos que

mostraron positividad.
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CATEPSINA
METODOLOGIA DE DETERMINACION PLASMATICA
PREOPERATORIA

La h-Catepsina B se determind mediante un enzimoinmunoensayo
secuencial en dos pasos, de amplificacion, tipo “sandwich”, heterogéneo,
con fase sdlida tipo microplaca con un anticuerpo de captura policlonal 1gG
antih-cathepsina B procedente de conejo, utilizando como anticuerpo
marcado antih-catepsina procedente de oveja, unido a peroxidasa de rabano
( KRKA, dd Novo mesto Slovenia).

Las placas se leyeron en un lector Boehlisa ( Ingelheim Diagnostica y

Tecnologia S.A., Barcelona).

Unidades reportadas: ng/ml.
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METODOLOGIA DE DETERMINACION HISTOLOGICA

Las secciones para el estudio inmunohistoquimico de 4 mde grosor fueron
desparafinadas = mediante técnica habitual y sometidas a
desenmascaramiento antigénico mediante microondas durante 15 minutos.
Se disefid un protocolo especifico mediante el sistema Envision, que incluy6
los pasos habituales, como la inactivacion de preoxida enddgena, y la
exposicion al anticuerpo primario de cabra anticatepsina B humana ( C-19,

Santa Cruz Biotechnology), a una dilucién 1:3000, durante 60 minutos.

Como anticuerpo puente se utiliz6 IgG de conejo anti-cabra a una dilucion

1:500, ( Jackson InmunoResearch Laboratoires,Inc.), durante 15 minutos.

Posteriormente se realizo la técnica Envision (Dako) automatizada idéntica a

la utilizada con otros anticuerpos policlonales.

Se realizaron secciones de control negativo si no se observaba

inmunotincién o esta se detectaba en menos de un 1% de las células.

Existio expresion baja de catepsina B, cuando menos del 25% de las células

tumorales eran positivas.
La expresion se considero alta, con inmunorreaccion en méas del 25% de las
células neoplésicas. En nuestro estudio se realizé una cuantificacion de la

expresion positiva.

Las células epiteliales y estromales se evaluaron por separado.
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PLAN DE TRABAJO

Los enfermos con diagndstico de apendicitis aguda incluidos en nuestro
Servicio, 23 enfermos, e intervenidos quirdrgicamente con carécter urgente
fueron elegidos de forma aleatoria. Todos los enfermos fueron incluidos en el
protocolo profilactico ordinario del Servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo del Complejo Hospitalario de Ciudad Real. Se realiz6 la recogida
de determinaciones sanguineas de forma preoperatoria, dentro de un
periodo de 24 horas previas a la intervencion quirdrgica, para su posterior
conservacion a —20°C hasta el momento de realizar el estudio con todas las
muestras. La determinacion de los valores de catepsina B se realizaron
segun el método previamente descrito por el Departamento de Bioquimica

del Complejo Hospitalario de Ciudad Real.

Una vez intervenido quirdrgicamente, la pieza quirargica es sometida al
estudio histolégico habitual por el Servicio de Anatomia Patolégica.
Consideramos cuatro estadios de evolucién en el proceso inflamatorio
apendicular,( eritematoso, flemonoso, gangrenoso, perforado). La pieza
quirdrgica fue tallada y fijada en formol tamponado al 10 % para su
procesamiento habitual en blogues de parafina. Se realizaron cortes de 4m
de grosor y se tifieron con hematoxilina-eosina. Para el estudio
inmunohistoquimico de la catepsina B se utiliz6 un equipo automatico
polivalente, ( Envision,Dako Corp.), con previo desenmascaramiento

antigénico y segun el método protocolizado definido previamente.

Los enfermos una vez fueron dados de alta hospitalaria siguieron controles

ordinarios en régimen ambulatorio.
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Los enfermos con diagnéstico preoperatorio de cancer colorrectal, 55
enfermos, fueron incluidos en nuestro estudio de forma aleatoria, una vez
remitidos a nuestro Servicio para intervencion quirdrgica bien desde el
Servicio de Digestivo o bien desde nuestra Consulta Ambulatoria. Todos los
enfermos fueron sometidos a un estudio completo endoscopico del colon y
recto en régimen ambulatorio tras preparacion habitual y completa
colorrectal. Se realizo biosia excisional preoperatoria en todas las ocasiones.
En algunos enfermos se realiz6 enema opaco adicional. El despistaje
preoperatorio de metastasis a distancia se realiz6 mediante la realizacion de
TAC abdominopélvico, y radiologia toracica ante la posibilidad de

metastatizacion pulmonar.

Todos los enfermos fueron ingresados al menos 24 horas antes de la
intervencion quirdrgica con idea de realizar preparacion mecanica
colorrectal preoperatoria, realizar profilaxis tromboembdlica, mediante el uso
de heparina de bajo peso molecular, y profilaxis antibidtica. Del mismo modo
estos enfermos fueron informados de la naturaleza de la enfermedad y

riegos asociados a la realizacion de un tratamiento quirdrgico.

La extraccion de muestras sanguineas se realizé 24 horas antes de la
intervencion quirdrgica. La determinacion de los valores de CEA, CA 19.9y
catepsina B se realiz6 segun los métodos definidos, por el Departamento de

Bioquimica del Complejo Hospitalario de Ciudad Real.

Una vez resecada la pieza tumoral se realizaron las técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas para la determinacion de los valores de p53 y
catepsina B tisular segun las técnicas previamente descritas, por el Servicio

de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario de Ciudad Real.
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Se realizé el tallado de las piezas quirdrgicas, seleccionando material,
procurando que incluyese tejido neoplasico y borde con epitelio intestinal no
neoplésico, asi como suficiente pared intestinal en profundidad. Este
material una vez fijado en formol tamponado al 10%, se proces6 de forma
habitual en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 4mde grosor con

tincion mediante hematoxilina-eosina.

El estudio inmunohistoquimico se realiz6 mediante un equipo automatico
polivalente ( Envision, Dako Corp.), previo desenmascaramiento antigénico.

Como cromégeno se us6 DAB (Dako).

Se utilizo el sistema de clasificacion histologica de Astler y Coller modificado
por Turnbull et al ( 137).

La valoracion en todos los enfermos fue realizada por dos patdlogos que

deconocian la historia clinica del enfermo en cada caso.

La utilizacion de tratamiento adyuvante fue llevado a cabo segun protocolos
de actuacion del Servicio de Oncologia del Complejo Hospitalario de Ciudad
Real en enfermos con cancer colorrectal en estadios mas avanzados a A 'y
B1.

Los enfermos una vez dados de alta hospitalaria se incluyeron en un
programa de seguimiento con caracter ambulatorio y flexible ante la

caracteristicas del enfermo.



Céncer colorrectal.Programa de seguimiento.

80-12° 18 24 36 48 60

meses meses meses meses meses meses
Clinica/Exploracién + + + + + +
Fisica

CEA + + + + + +

ECO + + + + + +
Abdominopélvica

Radiografia toracica + + + + + +
Colonoscopia + +

TAC abdominopélvico + +




55

ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS DESCRIPTIVO

Estudio transversal y cohorte de 78 enfermos,23 enfermos con diagnostico
de apendicitis aguda y 55 enfermos con diagndéstico de cancer colorrectal. El
andlisis descriptivo comprendera para cada parametro cuantitativo en cada
una de las muestras ( neoplasica o no); media, desviacion estandar, minimo,
maéaximo, mediana, nimero de valores ausentes.

Los pardmetros cualitativos se expresaran por la frecuencia de distribucion y

su intervalo de confianza bilateral al 95 %.
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ANALISIS INTERFERENCIAL

OBJETIVOS PRIMARIOS

La relacién existente entre los valores plasmaticos preoperatorios e
inmunohistoquimicos de catepsina B en enfermos con céncer
colorrectal respecto a patologia colonica benigna,enfermos con
diagnoéstico de apendicitis, se estudid mediante la prueba de T de
Student para muestras independientes, previa utilizacion del test de

Kormogorov Smirnoff.

El andlisis de los valores de catepsina B plasméticos preoperatorios e
inmunohistoquimicos respecto a los diferentes estadios del cancer
colorrectal segun la clasificacion de Astler y Coller modificada por
Turnbull et al ( 137 ), se realizO mediante el analisis de
varianza,ANOVA.

El estudio de la relacion existente entre los valores de catepsina B
serolégicos preoperatorios e histolégicos con la recidiva de la

enfermedad colorrectal se realizd6 mediante regresion logistica.

El estudio de la relacidon existente entre los valores de catepsina B
serolégicos preoperatorios e histologicos con la supervivencia del
enfermo con cancer colorrectal estudiado se realiz6 mediante

regresion de Cox.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

El estudio de los valores serolégicos preoperatorios de CEA y CA
19.9 respecto a recidiva de la enfermedad neoplasica colorrectal se

realizd6 mediante regresion logistica.

El estudio de los valores serolégicos preoperatorios de CEA y CA

19.9 respecto a supervivencia se realizé mediante regresion de Cox.

La sensibilidad y especificidad de los valores preoperatorios (
Catepsina B, CEA y CA 19,9), respecto a la mortalidad se determind

mediante curvas de ROC.

El estudio del valor de p53 tisular respecto a la recidiva de la
enfermedad neoplasica colorrectal, se realiz6 mediante regresion

logistica.

El estudio del valor de p53 tisular respecto a supervivencia se realizo

mediante regresion de Cox.

El estudio de los valores serolégicos preoperatorios e
inmunohistoquimicos de catepsina B respecto a los estadios

histologicos modificados,( |,estadios A y B1, Il, estadios B2,C1,C2,D),
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se realiz6 mediante la prueba T de Student para muestras

independientes.

OTROS OBJETIVOS

El andlisis de la relacion existente entre las variables serolégicas
preoperatorias en cancer colorrectal y recidiva de la enfermedad,
se realizO mediante regresion logistica para variables multiples

independientes.

El andlisis de la relacion existente entre las variables
inmunohistoquimicas en céncer colorrectal y recidiva de la
enfermedad se realiz6 mediante regresion logistica para variables

multiples independientes.

El analisis de la relacidon existente entre variables seroldgicas
preoperatorias y tisulares en cancer colorrectal y recidiva de la
enfermedad se realiz6 mediante regresion logistica para variables

multiples independientes.

El andlisis de la relacion existente entre las variables serolégicas
preoperatorias en cancer colorrectal y supervivencia se realizo

mediante regresion de Cox.
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El andlisis de la relacibn existente entre las variables
inmunohistoquimicas en cancer colorrectal y supervivencia se

realiz6 mediante regresion de Cox.

El analisis de la relacidon existente entre variables seroldgicas
preoperatorias y tisulares en cancer colorrectal y supervivencia se

realiz6 mediante regresion de Cox.

El andlisis de la relacion existente entre cada una de la variables
clinicas y anatomopatolégicas en cancer colorrectal con recidiva

de la enfermedad se realiz6 mediante regresion logistica.

El andlisis de la relacion existente entre cada una de las variables
clinicas y anatomopatolégicas en céncer colorrectal con

supervivencia se realiz6 mediante regresion de Cox.

El andlisis de la relacion existente entre grado de diferenciacion
neoplésica y valores séricos preoperatorios e inmunohistoquimicos

de catepsina B se realiz6 mediante el test de ANOVA.

El andlisis de la relaciobn existente entre tamafio tumoral
neopldsico 'y valores  séricos preoperatorios e
inmunohistoquimicos de catepsina B se realiz6 mediante T de
Student.

El analisis de la relacién existente entre el nUmero de ganglios con
metastatizaciobn neoplédsica y valores séricos preoperatorios e
inmnohistoquimicos de catepsina B se realiz6 mediante el test de
ANOVA.
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El analisis de la relacién existente entre valores seroldgicos
preoperatorios de catepsina B e inmunohistoquimicos con los
diferentes grados de apendicitis aguda se realiz6 mediante el test
de ANOVA.

La relacion existente entre los valores de catepsina B
preoperatorios plasmaticos e inmunohistoquimicos, con la

expresion de proteina p53 se realiz6 mediante el test de Wilcoxon.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de significacion

estadistico del 95%.

Todos los calculos estadisticos se realizaron a través del paquete
estadistico SPSS 10.0.
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ESTADISTICA DESCRIPTIVA

ENFERMOS CON APENDICITIS AGUDA

Durante el periodo comprendido entre 1998 hasta 2000, realizamos un
estudio transversal y cohorte en el que incluimos a 23 enfermos con
diagnostico de apendicitis aguda, intervenidos quirdrgicamente en

nuestro Servicio con caracter urgente.

Edad

Realizamos una distribucién de los enfermos en dos grupos en relacion a
su edad. 19 enfermos presentaron edad menor o igual a 50 afos
(82,6%). Sdlo 4 enfermos, (17,4 % ), presentaron una edad superior a 50

anos.

EDAD
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
0 19 82,6 82,6 82,6
1 4 17,4 17,4 100,0
Total 23 100,0 100,0




Sexo

La mayoria de los enfermos fueron varones (n=19) ( 82,6%) , respecto a

la presencia de mujeres (n=4) ( 17,4%).

SEXO
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje valido acumulado
0 19 82,6 82,6 82,6
1 4 17,4 17,4 100,0
Total 23 100,0 100,0

Anatomia Patologica

El estudio anatomopatolégico del apéndice ileocecal resecado fue:

Apéndice eritematoso ( n=4) ( 17,4%), apéndice flemonoso (n=13) ( 56,5 %),
apéndice gangrenoso (n=3) ( 13%) y apéndice perforado (n=3) ( 13% ).

ANATOMIA PATOLOGICA

Porcentaje | Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado

0 4 17,4 17,4 17,4

1 13 56,5 56,5 73,9

2 3 13,0 13,0 87,0

3 3 13,0 13,0 100,0
Total 23 100,0 100,0
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Valores plasmaticos preoperatorios y tisulares de Catepsina B

Los valores plasméticos de catepsina B determinados preoperatoriamente y

tras estudio inmunohistoquimico fueron:

CatB pre Cat tis

5,74 29,56
Media

0,39 3,17
Error Std.

5,21 30,00
Mediana

4,16 20,00
Moda

1,90 15,21
Desviacion Std.

3,64 231,62
Varianza

7,42 60,00
Rango

3,01 0,00
Minimo

10,43 60,00
Maximo




ENFERMOS CON CANCER COLORRECTAL
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En nuestro estudio prospectivo incluimos 55 enfermos con diagndstico

preoperatorio de cancer colorrectal intervenidos quirdrgicamente en

nuestro Servicio, desde 1998 hasta 2000, con un seguimiento medio de

18 meses(2-25).

Edad

Los enfermos presentaron una edad menor o igual a 50 afios en sélo 5

ocasiones (9,1%). El resto de enfermos (n=50) (90,9%), fueron mayores

de 50 afios.
EDAD
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
0 5 9,1 9,1 91
1 50 90,9 90,9 100,0
Total 55 100,0 100,0




Sexo

29 enfermos fueron varones ( 52,7%) y 26 mujeres ( 47,3%).

SEXO
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia |Porcentaje valido acumulado
hombre 29 52,7 52,7 52,7
mujer 26 47,3 47,3 100,0
Total 55 100,0 100,0

Tamafno tumoral
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La neoplasia colorrectal fue menor o igual a cinco centimetros de didmetro

méaximo en 40 enfermos (72,7%). En 15 casos el diametro maximo fue

superior a 5 centimetros (27,3%).

TAMANO TUMORAL

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
menor o igual de 5 cms 40 72,7 72,7 72,7
mayor de 5 cms 15 27,3 27,3 100,0
Total 55 100,0 100,0
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Localizacion

La localicacion de la neoplasia colorrectal fue:
Ciego (n=1) (1,8%)

Colon ascendente (n=12) (21,8%)

Colon transverso (n=2) (3,6%)

Colon decendente (n=12) (21,8%)

Sigma (n=7) (12,7%)

Recto (n=21) (38,2%)

LOCALIZACION

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
0 1 1,8 1,8 1,8
1 12 21,8 21,8 23,6
3 2 3,6 3,6 27,3
5 12 21,8 21,8 49,1
6 7 12,7 12,7 61,8
7 21 38,2 38,2 100,0

Total 55 100,0 100,0

Diferenciacion
Las neoplasias presentaron buena diferenciacion en 25 ocasiones (45,5%),

moderada diferenciacion (n=27) (49,1%) y mala diferenciacion (n=3) (5,5%).



DIFERENCIACION

Porcentaje | Porcentaje

Frecuencia |Porcentaje valido acumulado

0 25 45,5 45,5 45,5

1 27 49,1 49,1 94,5

2 3 55 55 100,0
Total 55 100,0 100,0

Estadiaje
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De acuerdo al sistema de clasificacion histologico de Astler y Coller

modificado por Turnbull et al ( 137 ), las neoplasias se distribuyeron de

acuerdo a las frecuencias mostradas en la tabla,

ESTADIAJE

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
a 2 3,6 3,6 3,6
bl 7 12,7 12,7 16,4
b2 22 40,0 40,0 56,4
cl 2 3,6 3,6 60,0
c2 16 29,1 29,1 89,1
d 6 10,9 10,9 100,0

Total 55 100,0 100,0
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Metastatizacion ganglionar
34 enfermos (61,8%), no presentaron metastatizacion ganglionar. El resto de

enfermos que presentaron metastatizacion ganglionar y su cuantificacion

fue:
METASTATIZACION GANGLIONAR
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia_| Porcentaje valido acumulado
0 34 61,8 61,8 61,8
1 4 7,3 7,3 69,1
2 8 14,5 14,5 83,6
3 1 1,8 1,8 85,5
4 2 3,6 3,6 89,1
5 1 1,8 1,8 90,9
6 2 3,6 3,6 94,5
7 1 1,8 1,8 96,4
9 1 1,8 1,8 98,2
16 1 1,8 1,8 100,0
Total 55 100,0 100,0
Recidiva

Existio recidiva de la enfermedad colorrectal en 17 enfermos ( 30,9%).
Rechazamos en nuestro estudio aquellos enfermos con metastatizacion a

distancia ( estadio D), (n=6).



RECIDIVA
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
0=no 32 58,2 65,3 65,3
1=si 17 30,9 34,7 100,0
Total 49 89,1 100,0
Rechazados 6 10,9
Total 55 100,0
Mortalidad

13 enfermos fallecieron debido a la enfermedad colorrectal (23,6%).

MORTALIDAD
Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
NO 42 76,4 76,4 76,4
Si 13 23,6 23,6 100,0
Total 55 100,0 100,0
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Valores plasméaticos preoperatorios de CEA,CA19,9, Catepsina B e

inmunohistoquimicos de Catepsina B y p53

CEA pre CA19.9 CatBpre P53 CatBtis
Media 46,04 110,52 6,94 44,36 66,90
Error Std 18,09 47,82 0,24 4,83 2,63
Mediana 2,99 7,30 6,82 40,00 70,00
Moda 1,10 2,50 6,13 0,00 70,00
Desviacion |134,39 354,64 1,83 35,88 19,51
Std.
Varianza 18008,41 |125773,00 |3,35 1288,01 |381,01
Rango 731,79 1917,50 8,03 95,00 80,00
Minimo 0,21 2,50 3,57 0,00 10,00
Maximo 732,00 1920,00 11,60 95,00 90,00




OBJETIVOS PRIMARIOS
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Los valores preoperatorios plasmaticos e inmunohistoquimicos de

Catepsina B, siguieron la siguiente distribucion:

Estadisticos del grupo

patologia por la Desviacion | Error tip. de
gue se interviene Media tip. la media
CBPRE apendicitis 23 5,7465 1,9088 ,3980
cancer colorrectall
55 6,9440 1,8319 ,2470
CBTIS apendicitis 23 | 29,5652 15,2191 3,1734
cancer colorrectal
55 | 66,9091 19,5195 2,6320

Los valores de Catepsina B plasmaticos en enfermos con cancer

colorrectal fueron significativamente superiores a los hallados en

enfermos con apendicitis aguda ( p=0,011).

Los valores inmunohistoquimicos de Catepsina B en enfermos con

cancer colorrectal fueron significativamente superiores a los hallados en

enfermos con apendicitis aguda (p=0,000)
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Los valores plasmaticos preoperatorios de Catepsina B no son

significativamente més elevados en relacion a un estadio tumoral méas

avanzado ( p=0,549).

14

12

10

CBPRE

estadiaje

bl

b2

cl

16
c2
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Los valores inmunohistoquimicos de Catepsina B tampoco fueron

significativamente mas elevados en relacion a un estadio tumoral mas

avanzado ( p=0,823).

CatBtis-estadiaje
} i I
60,00

40,00

cbtis

20,00 =

estadiaje
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Los valores de Catepsina B plasmaticos preoperatorios no se
relacionan significativamente con la aparicibn de recidiva de la

enfermedad colorrectal ( p=0,118).

Los valores de Catepsina B inmunohistoquimicos tampoco se

relacionan significativamente con la aparicion de recidiva de la

enfermedad colorrectal ( p=0,399).
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Los valores plasmaéticos preoperatorios de Catepsina B se encuentran
relacionados significativamente con la mortalidad del enfermo con

cancer colorrectal ( p=0,020).

Los valores inmunohistoquimicos de Catepsina B no se relacionan de

manera significativa con la mortalidad del enfermo con céancer

colorrectal ( p=0,209).
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De acuerdo a los valores obtenidos de catepsina B en el estudio plasmético

preoperatorio, a los 20 meses mas del 70% de la muestra estudiada estaria

viva.
Funcion de Supervivencia
1,
1,8
9
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=
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Tiempo
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De acuerdo a los valores obtenidos de catepsina B en el estudio
inmunohistoquimico de la pieza resecada, a los 20 meses mas del 70% de la

muestra estudiada estaria viva.

Funcidon de supervivencia

1,6

Supervivencia

Tiempo
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

El valor de CEA plasmatico preoperatorio se relacioné de forma
significativa con mortalidad del enfermo ( p=0,001) y no con la

recidiva de la enfermedad colorrectal ( p=0,062).

Recidiva(Sig.) Mortalidad(Sig.)

CEApre 0,062 0,001

El valor de CA19.9 plasmético preoperatorio no se relacioné en nuestro
estudio con recidiva de la enfermedad colorrectal y mortalidad del

enfermo.

Recidiva(Sig.) Mortalidad(Sig.)

CA 19.9 0,071 0,807
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La sensibilidad de la Catepsina B respecto a la mortalidad del
enfermo con cancer colorrectal es del 92,3 % para valores
preoperatorios de 5,47 ng/ml y mas elevados. La especificidad del

CEA respecto a la mortalidad del enfermo con cancer colorrectal es

del 85,7 % para valores preoperatorios de 9,59 ng/ml y superiores.

s:92,3 s:84,6 s:84,6

e:26,1 e:26,1 e:28,5
area:0,59 area:0,55 area:0,56
S:69,2 s:84,6 S:76,9
e:54,7 e:59,5 e:57,1
area:0,62 area:0,72 area:0,67
s:38,4 s:61,5 s:53,8
e:78,5 e:85,7 e:85,3

area:0,58 area:0,73 area:0,69
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Los valores de p53 en pieza de reseccion se encontraron
relacionados en nuestro estudio de forma significativa con recidiva de
la enfermedad colorrectal ( p=0,048), y no con la mortalidad del

enfermo.

Recidiva(Sig.) Mortalidad(Sig.)

P53 0,048 0,875
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No existio relacién significativa entre los valores plasmaticos

preoperatorios e inmunohistoquimicos de Catepsina B respecto a los

estadios anatomopatolégicos modificados (I, Ay B1; Il B2,C1,C2,D).




OTROS OBJETIVOS

El modelo multivariante de regresion logistica que incluyé a la
variables bioquimicas plasmaticas preoperatorias independientes
CEA, CA19.9 y Catepsina B en relacion a la recidiva de la
enfermedad colorrectal no demostré una relacion significativa de

estas variables con recidiva.

Recidiva(Sig.)
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El modelo multivariante de regresién logistica que incluyé a las
variables inmunohistoquimicas independientes p53 y Catepsina B en
relacion a la recidiva de la enfermedad colorrectal demostré la
relacion significativa de p53 con recidiva de la enfermedad colorrectal
(0,042).

Recidiva(Sig.)
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El modelo multivariante de regresion logistica que incluyé a todas las
variables bioquimicas estudiadas en nuestro estudio, CEA, CA 19.9,
p53, Catepsina B y tisular, en relacion a la recidiva de la enfermedad
colorrectal demostro la relacion significativa de p53 ( 0,042).

Recidiva (Sig.)
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El modelo multivariante de Cox que incluyé las variables bioquimicas
plasmaticas preoperatorias CEA, CA 19.9 y Catepsina B, en relacion
a la supervivencia de los enfermos con cancer colorrectal, mostré una
relacion significativa de CEA (0,002) y CatBpre ( 0,025).

Supervivencia (Sig.)
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Relacionando los valores hallados de las variables CEA, CA 19,9 y catepsina
B en nuestro estudio, a los 20 meses mas del 70% de los enfermos

continuan vivos.



Supervivencia
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Funcion de Supervivencia

1,1

1,0

Tiempo

El modelo multivariante de Cox que incluyo las variables bioquimicas
inmunohistoquimicas p53 y Catepsina B tisular, en relacion a la
supervivencia de los enfermos con cancer colorrectal no demostro

relacion significativa de alguno de los pardmetros.
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Supervivencia(Sig.)

Relacionando los valores de encontrados de Catepsina B en el estudio
inmunohistoquimico de la pieza resecada y p53 mas del 70% de la muestra

estudiada continuan vivos
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Funcion de Supervivencia

1,1
1,01
91
81
oo
(@]
3
=t
e
]
o
A 6
-10 0 10 20 30
Tiempo

El modelo multivariante de Cox que incluyé todas las variables
bioquimicas estudiadas en nuestro estudio,CEA, CA19,9, p53,
Catepsina B plasmatico y tisular, en relacion a la supervivencia,
demostro la relacion significativa de CEA ( 0,000) y CatBpre ( 0,008).
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Supervivencia(sig.)

El modelo univariante de regresion logistica que incluyé a variables
clinico-patologicas en relaciéon a la recidiva demostro la relacion
significativa de las variables localizacion tumoral ( p=0,018) ,
metastatizacion ganglionar ( 0,049) y estadiaje histoldégico tumoral
(0,012).
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Recidiva(Sig.)

0,230

0,299

0,448

0,018

0,195

0,049

0,012

0,136

El modelo univariante de Cox que incluyé cada una de la variables
clinico-patoldgicas en relacion con la supervivencia del enfermo con
cancer colorrectal, demostré6 la relacion significativa de sexo
(p=0,034) y estadiaje histolégico( p=0,001).



Supervivencia(Sig.)

0,165

0,034

0,001

0,376

0,398

0,140

0,210

0,404

No existi6 relacion significativa entre valores de Catepsina B
preoperatorios y tisulares respecto a las variables diferenciacion,

tamafio, y metastatizacién ganglionar.
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Diferenciacion Ganglios
(Sig.) (Sig.)
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CatBpre-diferenciacion

10,00 =

8,00 =

cbpre

6,00 =

4,00 =

difer

Distribucion de valores de catepsina B plasmatica preoperatoria en relacion
a las caracteristicas histolégicas de diferenciacion de la neoplasia

colorrectal.
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CatBpre-tamano

10,00~  E—

8,00

cbpre

6,00=

4,00=

I I
menor o igual de 5 cms mayor de 5 cms

tamano tumoral

Distribucion de los valores de catepsina B plasmaticos preoperatorios de
acuerdo al tamafo de la neoplasia colorrectal.
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CatBtis-tamario

80,00

60,00

chtis

40,00

20,00

Y

|
mayor de 5 cms

|
menor o igual de 5 cms

tamafo tumoral

Distribucion de los valores de catepsina B tisulares en relacion al

tamario de las neoplasias colorretales.
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CatBtis-diferenciacion

80,00 =

60,00 =

cbtis

40,00 =

20,00 =

-
N

difer

Distribucién de los valores de catepsina B tisular segun diferenciacion de

la neoplasia colorrectal.
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No existe relacion significativa entre valores de Catepsina B
preoperatorios y tisulares y la clasificacion anatomopatolégica en
enfermos con apendicitis aguda.

Clasificacion anatomopatolégica

(Sig.)
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Los valores de catepsina B preoperatorios aumentaron considerablementa
conforme el grado de inflamacion fue mayor, aunque las diferencias en cada

estadio no fueron estadisticamente significativas.

Media de CBPRE

APATOL
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Los valores de ~catepsina B detectados tras estudio
inmunohistoquimico de la pieza resecada no aumentaron en
relacion al incremento de la inflamacion del apéndice ileocecal. Las
diferencias entre los diferentes estadios de inflamacion no fueron

significativas.

31

308

291

28+

27+

26

Media de CBTIS

APATOL
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Existe una relacion significativa entre los valores determinados
en nuestros enfermos con cancer colorrectal de p53 y los valores

de catepsina B determinados en plasma de forma preoperatoria.

Existe relacidn significativa entre los valores de p53 determinados en
nuestros enfermos con cancer colorrectal y los valores determinados

inmunohistoquimicamente de catepsina B.

P53-CatBpre 0,000

P53-CatBtis 0,001




DISCUSION

104



105

DISCUSION

La invasion tumoral y metastatizacion neoplésica colorrectal a distancia
precisa de la activacion de varios sistemas proteoliticos que permitan a las
células neoplasicas alcanzar el torrente circulatorio a través de la membrana

basal y matriz extracelular.

Los sistemas proteoliticos implicados en procesos antiadhesivos y
migratorios en el proceso metastasico incluiria varias proteasas como son
las metaloproteinasas, el activador del plasminogeno tipo-urokinasa (uPA )y

las catepsinas, sobre todo la catepsina B.

La catepsina B es una cisteina proteinasa lisosémica que permite el
progreso de la tumoracion neoplésica directamente mediante su propia
actividad litica, o bien indirectamente mediante la degradacién de inhibidores
proteicos de otras proteasas, 0 activando proenzimas como pro-uPA ( 102,
138,139).
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Una vez hemos descrito el importante papel que desempefia en la
progresion maligna la catepsina B (140,141,142), hemos intentado en
nuestro estudio acercarnos un poco més al verdadero valor de la catepsina

B en el cancer colorrectal.

Existen referencias en la literatura médica sobre el papel desempefiado por
esta enzima, no solo en cancer colorrectal sino en otras patologias benignas
y malignas. Nosotros hemos puesto al dia estos estudios de forma que

podamos aceptar o rechazar la utilizaciéon de dicha enzima ( 143-6).

La incidencia del cancer colorrectal presenta gran variabilidad geogréfica,
encontrandose elevada en paises como Australia, America del Norte, Nueva
Zelanda Y Europa, siendo la enfermedad maligna del tracto gastrointestinal

mas comun ( 147).

Una vez realizado un tratamiento correcto de la enfermedad maligna
mediante reseccion quirdrgica tumoral, la supervivencia alcanza cifras de
hasta un 90% a los cinco afios. Sin embargo si existe metastatizacion

regional esta supervivencia a cinco afos se reduce a un 58 %.

Es importante, por lo tanto, alcanzar un diagnostico de la enfermedad
maligna en estadios precoces para poder utilizar un arsenal terapéutico que

nos garantice resultados satisfactorios. Por otro lado , en aquellos casos en
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los que hemos realizado un tratamiento radical de la enfermedad es
conveniente la deteccién precoz de la posible recidiva de la enfermedad
colorrectal. Para ello, se realizan protocolos de seguimiento del enfermo que
incluyen habitualmente controles clinicos, pruebas diagndsticas de imagen

ademas de la utilizacién de marcadores tumorales.

La utilidad de muchos marcadores tumorales habitualmente utilizados en
procesos neoplasicos son motivo de controversia y muchos de ellos son
introducidos en la préactica clinica habitual sin un andlisis riguroso, con las
consecuencias que puede acarrear ante una errénea interpretacion de las
variaciones en los niveles de estas sustancias, ademas de aumentar el gasto

de recursos humanos sin beneficios concretos.

Hoy en dia consideramos que una elevacion persistente y progresiva del
CEA después del tratamiento quirargico en el cancer colorrectal es sugestivo
de recidiva de la enfermedad colorrectal. Sin embargo el uso de este
marcador continua siendo controvertido debido a que en la mayoria de las
ocasiones en las que un enfermo se encuentra en una situacion similar no

se benefician de una reintervencion quirdrgica ( 147 ).

En la actualidad definimos a los marcadores tumorales como sustancias de
caracteristicas bioquimicas producidas o bien inducidas por la célula
neoplésica o por el organismo huésped, que pueden ser detectadas en
suero u otros liquidos bioldgicos, y reflejan el crecimiento y/o la actividad de
la neoplasia. De esta forma podremos conocer la evolucién , el prondstico y

la respuesta de la neoplasia al tratamiento empleado.

Para evaluar y utilizar con garantia un marcador tumoral deberemos estudiar

su sensibilidad y especificidad.
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La sensibilidad representa la capacidad del marcador de mostrarnos un

resultado positivo en pacientes con diagndstico de la enfermedad.

La especificidad representa la capacidad del marcador de mostrarnos

resultados negativos cuando no existe la enfermedad.

Hoy en dia no existen marcadores con una especificidad y sensibilidad del

100%, lo cual seria ideal y de gran ayuda.

Para que un marcador tumoral sea eficaz deberd reunir una serie de

requisitos, como son:

- Debe ser facilmente accesible para realizar el estudio, como las

determinaciones séricas, que nos permita realizar un diagndstico precoz.

Debera ser producido por una clase de células neoplasicas malignas y ser
especifico de esa clase celular no debiendo estar presentes en condiciones

benignas.

Debera reflejar alteraciones que se producen en el crecimiento
desordenado célular y ser detectable en una fase temprana del crecimiento
tumoral ( 148).

- También deberé ser eficaz respecto al costo del marcador tumoral.

Hoy en dia los marcadores tumorales no se utilizan como Unico método
diagnoéstico de un proceso neoplasico o en programas de diagnéstico precoz
en poblaciones amplias. Son utilizados para la realizacién de un diagnostico

precoz en muestras de alto riesgo, como ayuda para la confirmacion de una
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sospecha de existencia de neoplasia, como factor prondstico en

determinados carcinomas y para monitorizar el enfermo una vez tratado.

En nuestro estudio , una vez aclarado conceptos, hemos intentado aplicar

los mismos, a la catepsina B para definirlo como marcador tumoral o no.

Al inicio de nuestro estudio, si bien no encontramos dificultades en el
método de extraccion de muestras sanguineas y su conservacion
hasta su estudio y tampoco en la preparacion histologica para el
estudio inmunohistoquimico, si aparecieron dificultades afiadidas que

incrementaron la laboriosidad del estudio.

En nuestro primer proyecto la determinacion de los valores
plasméticos de catepsina B serian obtenidos mediante estudio de su
actividad plasmatica. Para ello era imprescindible la utilizacién del
espectrofluorimetro, del cual careciamos en nuestras instalaciones ,
precisando de la colaboracion de la Facultad de Ciencias Quimicas de

nuestra ciudad.

Mediamos la fluorescencia emitida a 433nm, tras excitacién a 340nm,
del compuesto 7-amino 4metil-cumarina, que resulta de la hidrdlisis
de N-alfa CBZ-Arg-Arg 7-amido 4-metil cumarina ( sustrato ) por la
accion de la catepsina B. Utilizamos como estandar 7-amino 4-
metilcumarina, incluido en la matriz sérica; como blanco se utilizé esa

misma matriz.

Procedimiento: 100 microlitros de suero se incuban con 890

microlitros de tampdn de activacion ( 0,1 M de fosfato sédico, 1mM de
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DDT, 2mM de EDTA, pH 6,0 ) a 37 € durante 10 minutos. La
reaccion se inicia por adicion de 10 microlitros de sustrato 10mM, y se
monitoriza la produccion de 7-amino 4-metil-cumarina durante 10
minutos. La produccion de este compuesto por unidad de tiempo

representa la actividad de catepsina B en el suero.

A las dificultades que presentaba la realizacién de este proceso se
afadieron problemas de carécter burocratico al hacer uso de material

no disponible en nuestro medio habitual.

Debido a ello decidimos abandonar este proceso, y adoptar la
técnica de enzimoinmunoensayo secuencial tipo “ sandwich “, descrita
previamente, con lectura posterior de las placas mediante el lector

Boehlisa.

En el proceso de determinacién inmunohistoquimica, debido
seguramente a la escasez o nula utilizacién de esta enzima en la
pratica habitual clinica, nos encontramos con la necesidad de un
anticuerpo puente, 1gG, de conejo anticabra, utilizado como

anticuerpo primario anticatepsina B.

Ante lo expuesto es evidente que encontramos dificultades para obtener el
valor de esta enzima, tanto en plasma como en el estudio
inmunohistoquimico, debido seguramente a la inexistencia de estudios
previos extensos y a largo plazo de esta enzima, que hubiera hecho posible
la disposicion de kits de catepsina B para ensayo y la aceptacion de su
utilizacion en nuestro Hospital de forma ordinaria. Esto seria deseable para

un buen marcador tumoral
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Otro de los requisitos que debe cumplir un buen marcador tumoral es
su produccion por células neoplasicas malignas, siendo si es posible
especifico de esa clase celular, no debiendo aparecer en condiciones

benignas.

Como hemos descrito previamente se ha relacionado continuamente
a la catepsina B con procesos benignos inflamatorios ( 80-84 ),

aunque escasamente a patologia abdominal inflamatoria benigna.

Jochum et al ( 149 ) ,en 1999, intentaron definir el valor proteolitico
destructivo que presentaba la catepsina B de los monocitos vy
macréfagos, junto a otras sustancias proteicas en el mecanismo
patogénico de la peritonitis. Sus conclusiones hicieron referencia a
que valores elevados de enzimas proteicas como la catepsina B,
aislados extracelularmente se relacionaban con la aparicion de
fracaso multiorgdnico sobre todo en enfermos con peritonitis

persistente.

En nuestro estudio realizamos la determinacion plasmética
preoperatoria e inmunohistoquimica de catepsina B en enfermos con
patologia coldnica inflamatoria, con el deseo de conocer el
comportamiento de esta enzima en el desarrollo del proceso

inflamatorio.
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Decidimos que el grupo control fueran los 23 enfermos con
diagnostico de apendicitis aguda por el mecanismo patogénico
inflamatorio de la enfermedad, su localizacion colonica y frecuencia

de aparicion.

Los valores de catepsina B plasméticos en enfermos con apendicitis,
(m=5,74) e inmunohistoquimicos, (m= 29,56 ), fueron inferiores a los

valores medios encontrados en patologia colorrectal maligna.

La catepsina B plasmatica preoperatoria en enfermos con cancer
colorrectal fue significativamente superior a los valores encontrados

en enfermos con apendicitis, ( p= 0,011 ).

La catepsina B en la pieza de reseccion del cancer colorrectal fue
significativamente superior a los valores encontrados en el apéndice

ileocecal, ( p= 0,000 ).

Uno de nuestros primeros objetivos para definir las excelencias de
esta enzima estaba cumplido al encontrar valores superiores en

relacion a células neoplasicas colorrectales .

El éxito tampoco es completo si consideramos las referencias de la
literatura médica en relacion a la catepsina B y otras células
neoplésicas, no siendo por lo tanto especifica su produccién por las

células neoplésicas colorrectales ( 70, 73, 76 ).
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También quisimos demostrar si existia alteraciones en los valores
determinados respecto al crecimiento desordenado del proceso

neoplésico.

Para ello nos marcamos como objetivo primario el conocimiento de
las variaciones de los valores de catepsina B tanto en suero como en
pieza respecto a los diferentes estadios del cancer colorrectal segun
Turnbull etal (137).

Las referencias que hemos encontrado en la literatura son
contradictorias respecto a los valores de catepsina B determinados en

la pieza de reseccion colorrectal.

Autores como Adenis etal (99 ),y Campo etal (100 ), consideraron
que los valores inmunohistoquimicos de catepsina B eran méas
elevados conforme la progresion neoplasica y por lo tanto el estadio

era superior.

Pero no todos los autores estaban de acuerdo con esta teoria. Shuja
et al (95), y Murnane et al ( 96 ), concluyeron en sus estudios con
resultados totalmente diferentes a los anteriores autores.
Consideraron que los valores mayores de catepsina B en la pieza
neoplésica eran superiores en estadios tempranos A y B de Dukes

respecto a estadios C y D. Intentaron explicar este fendmeno
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refiriendonos al enorme papel desempefiado por la catepsina B en la
invasion local con la destrucciébn de la membrana basal y matriz

extracelular.

Sheahan et al ( 93 ), llegaron incluso a considerar que los valores
inmunohistoquimicos de catepsina B estaban aumentados en el

estadio A de Dukes respecto al resto de estadiaje.

Estos resultados supuestamente nos permitiria detectar el crecimiento
tumoral en una etapa temprana. Sin embargo y como hemos

comentado previamente nos encontramos con teorias adversas.

Hirano et al ( 92 ), encontraron valores en suero de la catepsina B
mas elevados en enfermos con cancer colorrectal respecto a sujetos
sanos. Estos valores fueron superiores si ademas presentaban
estadios avanzados y presentaban metéstasis a distancia respecto a

estadios precoces.

En nuestros enfermos los valores inmunohistoquimicos de catepsina
B no fueron significativamente superiores respecto a un estadio

tumoral mas avanzado ( p= 0,823).

Tampoco los valores plasmaticos de catepsina B fueron
significativamente superiores en estadios mas avanzados
(p=0,549).

Ante estos resultados y la confusibn reinante realizamos un
reestadiaje respecto a la clasificacion histologica utilizada, y

agrupamos en un grupo, |, a los estadios sin afectacion fuera de la
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pared intestinal, A y B1, y otro grupo, I, que agrupa los estadios con

afectacion neoplésica fuera de la pared intestinal.

Este reagrupamiento lo realizamos por dos motivos. Por un lado con
el deseo de saber si valores elevados de catepsina B se
correspondian con aquellas neoplasias infraestadiadas en el grupo |
con un pronostico posterior infausto y por lo tanto podiamos
detectarlas. Por otro lado con la intencién de utilizar tratamiento
adyuvante incluso en tumores en estadio A y B1 ante la posibilidad de

que estos sean muy agresivos.

No encontramos una relacion significativa entre los valores
determinados en plasma y en la pieza de reseccion de catepsina B y
los grupos de estadiaje histoldgico reclasificados ( p= 0,219 y p=0,972
respectivamente ). Quizds sea conveniente incluir un mayor niumero
de enfermos en estadio | con el fin de llevar a cabo la teoria

previamente planteada.
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La utilizacion de reactivos de ensayo sérico para catepsina B para la
determinacién fluorimétrica dispararon desde el inicio el presupuesto

de nuestro estudio. El coste de los reactivos fue:

-7 amino 4 methyl coumarin, ( 6330 ptas.).
N-alfa-CBZ- Arg-Arg-7 amido-4 methyl coumarin, ( 2" 4570 ptas. ).
Ditiotreitol, ( 2" 5800 ptas.).
EDTA disddico, ( 3510 ptas. ).

El precio del kit de ensayo para la determinacion plasmética de

catepsina B fue de 162.500 ptas.

El coste de la determinacién inmunohistoquimica de la catepsina B
fue de 83.246 ptas. Ademés fue preciso un anticuerpo de unién que
permitiera la union especifica del anticuerpo policlonado de origen
caprino con el grupo carboxilo de la cadena pesada de la catepsina B,
(50.000 ptas. )

Las determinaciones de CEA, CA 199 y p53 se encuentran
aceptadas para su determinacion de forma ordinaria en el
Departamento de Bioquimica y Servicio de Anatomia Patolégica de

nuestro Hospital.
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Los precios encontrados en los kits de ensayo son elevados, ya que
habitualmente son sélo utilizados en proyectos de investigacion y no
en la practica habitual, sobre todo si tenemos en cuenta los resultados
obtenidos. Estudios con mayor nimero de enfermos y seguimiento a
largo plazo serdn necesarios para poder confirmar los resultados
encontrados en nuestro estudio y hacer comun su utilizacién en

nuestra labor diaria.
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Los resultados y andlisis hasta ahora obtenidos no permiten constituir
a la catepsina B como un marcador del cancer colorrectal ideal.
Debido a ello intentamos conocer su valor como marcador pronéstico
y su papel en el proceso metastasico con la intencion de poder utilizar

nuevos métodos terapéuticos.

En nuestro estudio la catepsina B tanto plasmatica como
inmunohistoquimica, fue incapaz de forma significativa de
relacionarse con la recidiva de la enfermedad maligna una vez tratada

quirdrgicamente ( p=0,118 y p=0,399).

Sin embargo y a pesar de que los valores determinados
inmunohistoquimicamente de catepsina B no se relacionaron con la
supervivencia del enfermo con cancer colorrectal ( p=0,209 ), si
existi6 una relacién significativa ( 0,020 ), entre los valores
plasmaticos preoperatorios de catepsina B y supervivencia del

enfermo.

Esto nos ha permitido definir a la catepsina B como un buen marcador
prondstico independientemente de las variables clinico-patolégicas

habitualmente estudiadas.

Nuestro intento de comparar su valor prondstico con otros marcadores
tumorales mas aceptados como son CEA, CA 19,9 y p53, tuvo

resultados variables.
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Son escasas las refencias en la literatura que utilizan conjuntamente

algunos de estos moleculas bioldgicas en el cancer colorrectal (122 ).

En nuestro estudio el valor preoperatorio de CEA si se relacion6 con
la supervivencia del enfermo ( p= 0,001 ) de forma independiente al
resto de las variables estudiadas y en un modelo conjunto en el que
incluimos parametros preoperatorios como fueron CEA, CA 199 y
catepsina B ( p= 0,002).

Valores preoperatorios de Catepsina B en enfermos con céncer
colorrectal de 5,47 ng/ml y superiores permiten pronosticar la
mortalidad de un enfermo con cancer colorrectal con una sensibilidad
de hasta el 92,3%. Por otro lado hemos encontrado que la
determinacion de valores preoperatorios de CEA de 9,59 ng/ml y
superiores permiten pronosticar la mortalidad de un enfermo con
cancer colorrectal con una especificidad del 85,7%. Por lo tanto la
utilizacion de ambos parametros de forma preoperatoria en enfermos
con cancer colorrectal nos permitira conseguir valores de sensibilidad
y especificidad aceptables respecto a la poblacion respecto a la

mortalidad de la poblacion estudiada.

La expresion de la proteina p53 se encontraba relacionada de forma
significativa con la recidiva de la enfermedad colorrectal tras
tratamiento quirdrgico ( p= 0,048 ), como variable independiente y

dentro de un método multivariante ( p= 0,042 ).

A la transformacion neopléasica debido a la pérdida genética del brazo

corto del cromosoma 17, se le unir4 el papel desempefiado en el
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desarrollo del proceso metastasico ante los resultados obtenidos en
nuestro estudio que relacionaban la expresion de p53 con valores de
catepsina B plasméticos e inmunohistoquimicos ( p= 0,000 y p=

0,001, respectivamente ).

En definitiva, y a pesar de que los porcentajes de supervivencia
mejoran cada afio, actualmente el 40% de los enfermos con
diagnoéstico de cancer colorrectal fallecen por su enfermedad. El
abordaje a esta enfermedad debe ser multidisciplinario y debemos ser
optimistas ante las nuevas terapias genéticas e inmunoldgicas que
se estan desarrollando con el deseo de controlar de forma éptima la

enfermedad.

Uno de estos métodos terapéuticos se basa en el conocimiento
profundo del proceso metastésico y el papel desempefiado por la
catepsina B en dicho proceso ( 110 ), y consiste en un inhibidor
bifuncional disefiado a partir de la insercion en las cistatinas de una
secuencia del receptor del activador del plasminogeno ( uPAR ). De
esta forma se inhibira por un lado el sistema proteolitico desarrollado
por la catepsina B y por otro el desarrollado por el activador del

plasminogeno ( uPA).
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Los valores de catepsina B determinados en plasma
preoperatoriamente en enfermos con diagndstico de céancer
colorrectal ( m=6,94 ), difieren significativamente de los valores de
catepsina B determinados en enfermos con diagndéstico de apendicitis
aguda ( m=5,74), (p=0,011).

Los valores de catepsina B determinados mediante estudio
inmunohistoquimico en el carcinoma colorrectal resecado ( m= 66,9),
difieren significativamente de los valores de catepsina B determinados

en el apéndice ileocecal resecado ( m= 29,56 ),( p= 0,000 ).

Los valores de catepsina B serologicos determinados
preoperatoriamente en enfermos con diagndstico de cancer
colorrectal no son mas elevados en relacién a un estadio tumoral mas

avanzado ( p=0,549).
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Los valores de catepsina B determinados inmunohistoquimicamente
en el cancer colorrectal no son superiores en relacion a un estadio

tumoral mas avanzado ( p= 0,823).

No existe relaciobn entre valores de catepsina B plasmaticos

preoperatorios y recidiva de la enfermedad maligna ( p= 0,118 ).

No existe relacion entre los valores determinados
inunohistoquimicamente en el céncer colorrectal y la aparicion de
recidiva de la enfermedad maligna tras tratamiento con caracter
curativo ( p=0,319).

Los valores preoperatorios seroldgicos de catepsina B se relacionan
intensamente con la disminucion de la supervivencia de los enfermos
con cancer colorrectal ( p= 0,020 ); esto justificaria su utilizaciébn como
factor prondstico independiente de los factores clinico-patoldgicos

habitualmente utilizados.

Los valores de catepsina B determinados inmunohistoquimicamente
no se relacionan con la disminucion de la supervivencia y por lo tanto

peor pronostico de los enfermos con cancer colorrectal ( p= 0,209 ).
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