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INTRODUCCION

El carcinoma colorrectal (CCR) es una de las enfermedades neoplasicas
mas frecuentes y constituye un importante problema de salud publica por la

cantidad de recursos necesarios para su diagnostico y tratamiento.

Los principales factores prondsticos de uso cotidiano en CCR son la
edad, status funcional, localizacion tumoral, grado histolégico y estadio TNM.
Permiten agrupar a los pacientes en diferentes categorias de riesgo y ofrecer
tratamientos especificos, pero su papel definitorio individual es muy limitado. El
conocimiento de la fisiopatologia molecular y el desarrollo de técnicas de
analisis especificas pueden servir de base para la incorporacién de nuevos
biomarcadores al objeto de optimizar los factores prondsticos y predictivos

clinico-patologicos convencionales (FCP).

Prondstico y Factores Prondsticos.
Conceptos.
La practica clinica diaria esta fundamentada en tres actividades
esenciales basadas en estudios probabilisticos y relacionadas entre si:
Diagnostico, Pronéstico y Tratamiento. Se puede definir el Prondstico como el
intento de formular previsiones respecto a la evolucion de un proceso
patolégico que afecta a un individuo enfermo (1). La perspectiva de evolucién
de un paciente depende de un diagnodstico adecuado, del conocimiento de la
historia natural de la enfermedad, de la respuesta a tratamientos determinados

y de su progresion en un paciente individual (2).
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La valoracion pronostica debe ser contemplada como un proceso
dinamico multidimensional, condicional y siempre global, relacionado con todas

las causas que pueden confluir en el curso evolutivo de un paciente (2).

El establecimiento del prondéstico es esencial en la toma de decisiones
médicas sobre el abordaje de la enfermedad, el disefio de la estrategia
terapeutica individual y la informacién al paciente, que le permitira mantener su
capacidad de autodeterminacién y orientar su actitud ante diferentes aspectos
de su proyecto vital. Facilita la dilucidacidon de responsabilidades médico-
legales y contribuye a la optimizacion de los recursos médicos comunitarios

con el desarrollo de guias terapeuticas coste-efectivas (1, 2, 3).

Desde la perspectiva de investigacion clinica y de transferencia, el
conocimiento de los factores prondsticos tiene interés para el disefio y analisis
de estudios clinicos que permitan evaluar terapias experimentales frente a
tratamientos estandar, en las revisiones retrospectivas de la experiencia clinica,
para determinar una relacion causal con el curso evolutivo de la enfermedad e

incluso delimitar un fenémeno bioldgico para su explicacion (1, 2, 3).

La valoracion prondstica en Oncologia Clinica es una actividad cientifica
derivada del andlisis de una serie de variables 6 factores prondsticos, que
pueden explicar la heterogeneidad asociada con el curso evolutivo esperado de
un proceso tumoral (1, 3).

La catalogacion de la enfermedad oncoldgica se efectia en la practica
clinica mediante el sistema descriptivo ICDO (por International Classification of
Diseases for Oncology) de extension especifica de la International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems for Tumor Diseases
adoptado por la SNOMED (Systematized Nomenclature of Medicine), la WHO
Classification of Tumors para la clasificacion histologica y el sistema TNM de

UICC/AJCC para la definicion de extension anatomica tumoral inicial (3).
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Clasificacion.

Los factores prondsticos pueden ser clasificados segun el sujeto de
estudio (por subject-based) como: vinculados a la enfermedad o tumor;
relacionados con las caracteristicas demograficas, comorbilidades, compliance
del paciente, y con su entorno socio-sanitario. Por su relevancia clinica pueden

distinguirse tres categorias: esenciales, adicionales y nuevos prometedores (3).

La informacion derivada del estudio de factores prondsticos subjet-based
vinculados con el tumor esta relacionada con datos referentes a su clasificacion
morfologica, grado de diferenciacion y patron de invasion; la extension
anatomica y carga tumoral valorada por el sistema de estadificacion TMN, el
tamafo y localizacion asi como con la propia fisiopatologia tumoral relacionada

con biomarcadores moleculares (3, 4).

Biomarcadores.
Conceptos.
Los avances en el conocimiento de la biologia tumoral, gendémica,
protedmica y patologia molecular han generado nuevos Biomarcadores que
estan siendo evaluados mediante programas de investigacion de transferencia

para su aplicaciéon en la clinica oncoldgica (4, 5).

Segun el US National Institute of Health Biomarkers Definition Working
Group, un Biomarcador (BMT) se puede definir como “una caracteristica que se
puede medir y evaluar de forma objetiva como un indicador de procesos
bioldgicos normales, patogénicos o respuestas farmacoldgicas a intervenciones

terapeuticas” (6).

Con este término se describen una variedad de moléculas, procesos
basados en test moleculares o estudios de tejido que requieren un ensayo
especial que va mas alla del examen clinico, radioldgico y/o histopatolégico
convencional y puede facilitar informacion sobre el comportamiento futuro de la
enfermedad cancerosa. Son resultados de cambios producidos en un tejido
maligno, que los diferencian de los normales u otro tipo tumoral, y distinguen

comportamientos especificos (7).
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Los BMT pueden incluir cambios a nivel genético, transcripcional,
traslacional o post-traslacional o funcional y ser estudiados a diferentes niveles
como DNA, RNA, proteinas, células; en tejidos o fluidos, tumor primario,

ganglios, metastasis y médula 6sea (7, 8).

Sus aplicaciones clinicas pueden orientarse hacia la determinacion de
riesgo, screening, diagndéstico diferencial, prondstico, y monitorizacion de la

eficacia de tratamiento o status de enfermedad (7).

Los BMT que facilitan informacion sobre el curso de la enfermedad
cancerosa pueden ser categorizados como: prondsticos, predictivos, Yy
subsidiarios, no excluyentes entre si (4, 6, 9, 10):

e Los BMT Prondsticos estan relacionados con la historia natural
del proceso oncolégico y generalmente se aplican a poblaciones
de pacientes no tratados o bien con un amplio rango de
tratamientos. Permiten clasificar a los pacientes en subgrupos de
riesgo con cursos evolutivos distintos y, con las técnicas de
analisis actuales, se definen como ausentes o presentes y/o de
alta o baja expresion.

e Los BMT Predictivos identifican la probabilidad de beneficio
clinico valorado como respuesta a tratamientos especificos y su
toxicidad potencial; se aplican a pacientes individuales mediante
la valoracién de caracteristicas tumorales particulares y se suelen
medir como variables continuas aunque se pueden identificar
también puntos de corte definidos.

e Los BMT Subsidiarios demuestran la modulacion del tratamiento
en tejidos no tumorales y pueden servir de alternativa en la
monitorizacion del efecto farmacoldégico como punto final clinico
atil (3, 5. 9, 10).

Los estudios sobre marcadores prondésticos en Oncologia Clinica tienen

como objetivo investigar su asociacion individual o colectiva con el evento

evolutivo de interés que suele ser la recaida, muerte del paciente o ambas,
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medidas por tiempo a progresion, intervalo o supervivencia libre de enfermedad

(ILE/SLE) y supervivencia global (SG) relacionada con la enfermedad (11, 12).

Metodologia de estudio.

Para la validacion de los BMT en la practica clinica se han propuesto

tres fases, desde exploratorias iniciales generadoras de hip6tesis identificando
marcadores de interés, hasta la confirmacién prospectiva a gran escala.

e Los estudios Fase | son andlisis exploratorios precoces disefiados
con objeto de identificar marcadores potenciales y generar
hipotesis para una investigacion posterior.

e Los estudios Fase Il contintan la investigacion exploratoria para
estimar una relacién entre marcador y prondéstico que permita
discriminar entre pacientes de alto y bajo riesgo para un
determinado comportamiento evolutivo con resultado de
progresion de enfermedad o muerte.

e Los Fase lll son estudios de confirmaciébn a gran escala que
validan hipotesis iniciales de las fase Il. Su disefio esta
fundamentado en un protocolo de estudio prospectivo y sus
resultados suelen alcanzar un nivel elevado de evidencia (12, 13).

Son propuestas similares a las fases de estudio I-V de BMT relacionados
con ensayos clinicos farmacoldgicos (12, 13, 14, 15). Los modelos de regresiéon
mutivariantes Cox son el método de eleccién para el andlisis de los datos de

supervivencia que ofrecen los estudios de BMT prondsticos (12, 16).

La aceptacién de BMT para su empleo rutinario debe cumplir una serie
de requisitos (17):
e Su determinacion debe estar disponible y ser reproducible con un
control de calidad adecuado.
e Deben de procurar un valor afadido sustancial al sistema
pronastico reconocido.
e Su validacion debe estar basada en estudios clinicos fase lll

confirmados de forma independiente.
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El panel de expertos de la American Society of Clinical Oncology
(ASCO) disefi6 el sistema TMUGS (por Tumor Marker Utility and Grading
System) como escala de utilidad al objeto de determinar niveles de evidencia

para el empleo en la clinica de un marcador en investigacion (18).

Por recomendacion de los grupos de NCI-EORTC se han desarrollado
las guias REMARK (por Reporting Recommendations for Tumor Marker
Prognostic Studies) para facilitar informacion relevante del disefio de estudios,
hipotesis de trabajo, caracteristicas de los pacientes y las muestras, métodos
de analisis y valoracion estadistica con objeto de facilitar comunicaciones
completas y transparentes, que permitan contrastar los resultados expuestos y

el contexto para establecer conclusiones adecuadas (19).

Técnicas de andlisis para BMT.

La nosologia de la enfermedad cancerosa como se conoce en la
actualidad esta basada en la localizaciéon tumoral, tipo histologico, grado de
diferenciacion y estadio. La clasificacién fenotipica de tumores que incluye
datos histolégicos y morfométricos puede ser optimizada mediante la
incorporacion de informacion derivada del conocimiento de sus mecanismos
moleculares facilitando el desarrollo de clasificaciones integrales de tumores,
mecanicistas, prondsticas y etioloégicas mediante la implementaciéon del

diagnéstico molecular avanzado (20).

La aplicacion de técnicas moleculares para el estudio de las neoplasias
ha redundado en el conocimiento de su etiologia y patogénesis, desarrollo de
nuevas clasificaciones clinicas relevantes, y caracterizacion de BMT con

potencial importancia diagndstica, prondéstica y/o predictiva.

Se han descrito técnicas de andlisis para secciones tisulares como
Inmunohistoquimia (IHQ), FISH/ISH y métodos que emplean DNA, RNA o
proteinas extraidas de muestras tumorales (PCR, Southern, Northern o
Western blotting) asi como procedimientos de alto rendimiento como aCGH,
micromatrices de DNA o tisulares y microdiseccién/captura con laser (5, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27).
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Con la informacién recabada de la historia clinica del paciente, los
informes patolégicos deben integrar criterios diagndsticos morfoldgicos
convencionales con datos derivados de la visualizacibn de proteinas en
secciones tisulares por IHQ y técnicas moleculares de analisis de DNA y/o
RNA, FISH/ISH, de uso cada vez mas extendido, con finalidad de describir la

Morfologia Molecular del tumor como nuevo paradigma de estudio (20, 26, 28).

La IHQ es un método analitico que permite la localizacion de
constituyentes proteicos tisulares en base al reconocimiento antigénico
especifico. Su desarrollo en patologia quirdrgica se ha visto favorecido por
avances en la amplificacion de sefial para mejorar su sensibilidad, recuperaciéon
antigénica que permite tinciones consistentes y la incorporacion de anticuerpos
especificos (29). Los datos derivados del analisis inmunohistoquimico tisular
pueden ser empleados con criterios diagndsticos de confirmacion tumoral, tipo

y estirpe asi como BMT con diferentes finalidades.

El estudio de la expresién de proteinas tisulares por IHQ es un ensayo
de facil acceso para la validacién de los datos recopilados desde técnicas
gendmicas y protedmicas de alto rendimiento. Tiene una aplicacién sencilla en
los Laboratorios de Patologia que, junto con sistemas TMA y técnicas
automatizadas para captura-analisis de imagen, la hacen una herramienta muy

atil para el estudio de BMT con capacidad prondéstica y predictiva (30, 31).

Las técnicas de IHQ pueden adquirir el rango de inmunoensayo semi 0
cuantitativo con la implementacion del Test Total en sus fases pre-analitica,
analitica y post-analitica que incluye una serie de recomendaciones para la
adquisicion de especimenes, fijacién, recuperacion antigénica, procesado,
tincion, interpretacién y comunicacion de resultados (28, 32) que figuran en los

programas de control de calidad.

Carcinomas Colorrectales.
Caracteristicas generales.
El Carcinoma Colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas comunes

en los Paises Occidentales. El nUmero de casos nuevos estimados para el afio
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2006 en el ambito de la Unién Europea (EU25) fue de 297.000 para ambos
sexos, lo que supone el 15% y la segunda causa mas frecuente. Con 139.400
defunciones (11.4-12-7%) fue la segunda causa de muerte atribuida a
enfermedad cancerosa (33). En nuestro Pais, representa la tercera causa de
morbi-mortalidad por enfermedad cancerosa con 22.000 casos nuevos
estimados por afio para ambos sexos con tasas ajustadas x100000 habitantes
de 54.4 para varones y 25.4 para mujeres, siendo responsable de 13.075

defunciones que se corresponden al 12-15% del total de casos por cancer (34).

Aunque su etiologia se desconoce, datos derivados de estudios
epidemiologicos observacionales, caso-control y de cohortes han permitido
definir ciertos factores de riesgo ligados al CCR como la edad superior a los 60
afos, historia personal de tumores previos, agregacion familiar tumoral de
primer o segundo grado, ciertas patologias asociadas, enfermedad inflamatoria
intestinal crénica o bien factores ambientales relacionados con el estilo de vida
occidental como consumo de dietas ricas en grasas y/o carnes rojas, obesidad,
sedentarismo y habito tabaquico (35, 36, 37, 38, 39, 40).

El CCR es una enfermedad heterogénea que se puede presentar en tres
escenarios clinicos diferentes. Mas del 80% son considerados esporadicos o
incidentales, 5-10% de los casos se desarrollan en el contexto de sindromes
hereditarios y el 1-2% se asocian con enfermedad intestinal inflamatoria
cronica. En el 75% de los casos no es posible establecer algun factor de riesgo
definido en los pacientes diagnosticados, aunque en el 20% de ellos se puede

constatar cierto patrén de agregacion familiar tumoral (34, 36, 39).

Aproximadamente el 70% de los tumores se localizan en colon y el 30%
en recto. La configuracion macroscopica de los CCR puede ser
razonablemente categorizada como exofitica (polipoide) o plana (infiltrativos o
ulcerados). Estos patrones de crecimiento estan condicionados tanto por la
localizacion anatdmica como por la extension de la enfermedad, y pueden
solaparse en ocasiones dando lugar a dificultades de interpretacion o
estadificacion, por lo que el Colegio Americano de Patdlogos (CAP) no ha

hecho una recomendacion de consenso al respecto (41, 42).
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Desde el punto de vista histopatoldgico, entre el 85-90% de los CCR son
adenocarcinomas tipo NOS sin caracteristicas morfologicas especiales; las
variedades mucinosa y los carcinomas de células en anillo de sello representan
el 2-5% de los casos. Las recomendaciones de consenso del CAP sugieren un
sistema doble de bajo y alto grado, definidos por morfologia nuclear o patrén
tubular, para la clasificacion del grado histolégico con una frecuencia para
tumores de alto grado entre el 20-30%. Sin embargo, las comunicaciones
descriptivas de tres grados, bien, moderadamente diferenciados o
indiferenciados con porcentajes 20/60/20 son habituales en la literatura. El
borde externo tumoral puede adoptar caracteristicas infiltrativas y de pushing
segun la interfase tumor-estroma sea irregular o delimitada. La invasividad del
margen tumoral se considera de alto grado en el 30% de los casos (>10 focos
por campo x 250) valorada por la desdiferenciacion tumoral (por tumor budding)
ademas de la invasion linfovascular, perineural y la respuesta estromal

desmoplasica e inflamatoria como otras variables de interés (41, 42).

Diagnostico y tratamiento.
La investigacion de sintomas guia por técnicas de imagen y endoscopia
completa con biopsia tumoral permitirAn establecer el diagnostico de
confirmacion y localizacion de la enfermedad, despistar patologias intestinales
asociadas y estimar la extension inicial de enfermedad que sera definitivamente
definida por el estudio patolégico de la pieza tumoral quirargica (39, 43). Se
recomienda el sistema TNM desarrollado por la AJCC/UICC para la
estadificacion definitiva de los CCR ya que describe la extension del tumor a
través de la pared intestinal y la posible invasion ganglionar o metastasis a
distancia (Tabla n° 1) (44, 45).

El abordaje terapeutico del cancer de colon se debe contemplar desde
una aproximacion multidisciplinar que incluya el empleo de cirugia y
tratamientos sistémicos en base a su estratificacion por factores de riesgo. Las
técnicas quirdrgicas implican la reseccion en bloque del tumor con margenes
adecuados (al menos 5 cm) y linfadenectomia regional (mas de 12 ganglios
mesentéricos aislados) y su intencion inicial suele ser curativa. El estudio

patolégico final de la pieza quirtrgica debera facilitar informacion sobre el tipo
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histolégico, grado de diferenciacion y extension del tumor asi como de su
localizacion, tamafio, grado de afectacion de la circunferencia intestinal,
obstruccion, perforacion o presencia de satelitosis, adenomas u otras lesiones
sincronicas. La estadificacion patolégica postquirargica definitiva de la
enfermedad y la valoracion de factores prondsticos clinico-patologicos servira
de base para la decisibn sobre el empleo de tratamientos sistémicos y/o
locorregionales complementarios (39, 46).

Entre el 70-75% de los pacientes se presentan en la clinica como
enfermedad no metastasica y las supervivencias relativas a 5 afios se sitlan en
el 89.9% para enfermedad localizada, 69.6% para enfermedad con extension

regional y sobre el 11.9% para enfermedad metastasica (Tabla n° 2) (47).

El tratamiento adyuvante esta indicado para pacientes en estadio TNM
[lI'y 1l de alto riesgo (definidos por hallazgos de tumores indiferenciados,
invasion linfo-vascular, obstruccion intestinal, menos de 12 ganglios linfaticos
examinados, invasién perineural, perforacibn y margenes positivos o0
indeterminados). Se emplea quimioterapia (QT) basada en Fluoropirimidinas
(FPs) en dobletes con un impacto significativo sobre la supervivencia global
(SG) (39, 46, 48-51).

El objetivo del tratamiento para enfermedad avanzada y/o recurrente es
la paliacién. Se suelen emplear esquemas de combinacién de quimioterapia y/o
bioterapia (QT/BT) que permiten alcanzar supervivencias medianas superiores

a los 20 meses con una buena calida de vida (35, 39).

En cancer de colon, las recaidas se producen en los primeros 3 afios y
pueden ser reconocidas de forma precoz mediante seguimiento exhaustivo
clinico, analitico con marcadores séricos convencionales y de imagen, ya que
permite el rescate quirargico de enfermedad oligometastasica principalmente
hepatica con porcentajes de SG a 5 afios hasta del 50% (39, 46, 52, 53).
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Carcinogénesis colorrectal.

El CCR se desarrolla como resultado de la acumulacion progresiva de

alteraciones genéticas y epigenéticas que dan lugar a la transformacion del

epitelio colorrectal normal en neoplasico (54).

La pérdida de estabilidad gen6mica es un paso molecular y

fisiopatoldégico clave en el proceso de carcinogénesis ya que facilita la

adquisicion de mutaciones mdultiples asociadas a tumor (54, 55, 56). Se han

identificado varias formas de inestabilidad gendmica relacionadas con factores
causales (36, 38, 54, 57, 58):

Inestabilidad cromosdmica (o CIN). Se describe en mas del 85%
de los CCRs esporadicos y es el mecanismo de carcionogénesis
de FAP. Se caracteriza por numerosos cambios en la estructura y
namero de copias cromosdémicas que contribuye a aneuploidia
tumoral. Es el mecanismo de inactivacion de genes supresores
APC, p53, familia SMAD y varios oncogenes.

Defectos de reparacion de DNA o Inestabilidad de Microsatélites
(IMS). La inactivacion somatica adquirida por silenciamiento de
genes codificadores de proteinas de reparacion de desarreglos de
bases o0 MMR (por mismacth-repair genes) debido a metilaciéon
aberrante de MLH1 esta relacionada con el sindrome de Lynch o
HNPCC y el 15% de los CCRs esporadicos. La IMS debida a
inactivacion de genes MMR se reconoce por mutaciones de pauta
de lectura (por frameshift mutation) en las repeticiones de
microsatélites a lo largo del genoma. Su diagndstico se basa en la
pérdida de expresion en al menos dos de cinco marcadores
estandar de MS por técnicas de IHQ o moleculares en pieza
tumoral. La via mutadora de microsatélites parece iniciarse con
cambios en la via Wnt/Wingless y comparte ciertas alteraciones
de MSS CCR.

Metilacion aberrante de DNA o Fenotipo Metilador de islas CpG
(CIMP). Se observa en el 15% de CCRs y afecta a deficiencias en
el sistema de reparacion de desarreglos de bases (por mismatch

repair) por pérdida de MLH1 debida a metilacion aberrante. El
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CCR expresa inestabilidad epigendmica bien como hipometilacion
global o como fenotipo metilador de islas CpG o CIMP (por CpG
island methylator phenotype) definido como metilacion de tres o
mas lugares de marcador de localizacion especifica e implica a
genes como MLH1 y MINT1-3 (59).

Se han descrito otras vias relacionadas con procesos de carcinogénesis
especificos para pélipos serrados (por serrated pathway) ligada a mutaciones
frecuentes de B-Raf y a la enfermedad intestinal inflamatoria crénica con
expresion precoz mutacional de p53, tardia de APC e hipermetilacion de
pl6'NK4a (57 58).

El status gendmico global (IMS), inestabilidad cromosémica (status CIN)
y status epigenomico (CIMP) pueden determinar significativamente las
caracteristicas clinicas, patolégicas y biolégicas de los CCRs (60). EI modelo
clasico de progresiéon dnica lineal (secuencia polipo-carcinoma) propuesto por
Vogelstein y cols (the “Vogelgram”), que describe una via Unica iniciada por la
pérdida bialélica de APC y caracterizada por la acumulacion secuencial de
mutaciones asociadas a cambios sincronicos de fenotipo histologico (61),

podria ser completado con la incorporacion de los hallazgos descritos.

Probablemente, el CCR esporadico derive de al menos tres vias
paralelas distintas con diferentes lesiones precursoras, cambios genéticos y
epigenéticos y curso evolutivo (60, 62, 63):

e Via caracterizada por CIMP, mutaciones B-Raf, adenoma serrado,
MLH1 y MSI con tumores de localizacion proximal, buen
prondstico, responsable del 10-20% de los casos.

e Via con expresiones de CIMP, mutaciones de K-ras y APC,
adenomas vellosos, con mal prondstico y escasas respuestas a
QT con FPs y BT tipo Cetuximab que se estiman entre 10-30%.

e Via con mutacion inicial de APC, con adenomas tubulares,
alteraciones posteriores de p53 y CIN que incluirian los casos

tipicos de CCRs de localizacién distal estimados entre el 50-70%.
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Las alteraciones gendmicas descritas permiten la adquisicion de
mutaciones somaticas multiples asociadas a tumor que facilitan el desarrollo de
las caracteristicas definitorias del fenotipo maligno (hallmarks of cancer) que
confieren ventajas selectivas de proliferacion y expansion clonal de las células
transformadas (64). Constituyen un principio organizativo para la comprension
de la complejidad de la enfermedad cancerosa y pueden servir de base para el
desarrollo de aproximaciones terapeuticas mas eficaces.

Incluyen las siguientes alteraciones fisiopatoldgicas celulares:

e Sefializacion proliferativa cronica sostenida por disregulacién de
factores de crecimiento y sus receptores,

e Evasion de supresores de crecimiento,

e Alteraciones de la maquinaria central de ciclo celular y defectos
en la reparacion de DNA.

e Resistencia a la muerte celular programada o apotosis,

e Inmortalidad replicativa persistente, angiogénesis inducida, y

e Activacion de invasion y/o metastasis.

Sin embargo, son necesarios mas estudios al respecto relacionados con
metodologia de analisis de alteraciones génicas descritas, marcadores fiables y
controles que permitan definir las diferentes entidades de CCRs para su
aplicacion clinica rutinaria, ya que los conocimientos actuales no explican en su

totalidad el comportamiento de las neoplasias en la clinica humana (59, 61, 62).

Factores prondsticos en Carcinomas de Colon.

La estimacion del pronéstico de los CCR se basa esencialmente en el
estadio de la enfermedad o extensién anatémica definido por las categorias
TNM del sistema de estadificacion de la UICC/AJCC, derivado de la
informacion del estudio patologico de la pieza tumoral resecada durante el
tratamiento quirdrgico. Otros factores de impacto prondstico reconocidos no
dependientes del estadio son el grado de diferenciacion, la desdiferenciacion
del frente invasivo tumoral (por tumor budding), invasién linfo-vascular ILV),
infiltracion linfocitica TILs tumoral o peritumoral y la configuracion de los bordes
tumorales (36, 39, 65-67).
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El CAP publicé un documento de consenso sobre factores prondsticos
para CCR en relacion con niveles de evidencia significativos estratificados en
cuatro categorias tras una revision exhaustiva de la literatura disponible. La
Categoria | incluye factores confirmados para su utilidad clinica basada en
numerosos estudios publicados con suficiente nUmero de casos y significacion
estadistica (nivel de evidencia I) e incluye pT, pN, invasion linfatica y vascular,
tumor residual tras la cirugia y elevacion preoperatoria de CEA. La categoria Il
A incluye grado de diferenciacion tumoral, status de margen radial, y tumor
residual a la reseccion. La categoria Il B incluye tipo histologico, IMS, LOH de
18q y configuracion de los bordes tumorales. Los factores para categoria Il son
BMT moleculares, invasion perineural, densidad microvascular, indices de

proliferacion y respuesta inflamatoria peritumoral (68).

El estadio tumoral pT4, nivel de CEA preoperatorio < 5 ngr/ml, infiltracién
linfovascular y/o perineural, obstruccion y/o perforacion como formas de
presentacion clinica y el muestreo inadecuado de ganglios linfaticos regionales
analizados se han perfilado como factores clinico-patolégicos de riesgo en
andlisis uni y multivariantes, que se traducen en incrementos de recaidas e

ILEs inferiores para pacientes con cancer de colon en estadio Il (69, 70, 71).

Estudios sobre BMT en CCR.

Los factores prondsticos esenciales y adicionales mencionados con la
estadificacion clinico-patoldgica TNM como gold estandar, influencian de forma
independiente el curso evolutivo del CCR (72) pero estan sometidos a sesgos
nada despreciables por variaciones en el procesado e interpretacion de las
piezas tumorales (68). Pueden ayudar a predecir el curso evolutivo de
diferentes cohortes de pacientes pero en modo alguno proporcionan una

informacion prondstica y/o predictiva individualizada.

Los avances en genOmica, proteOmica y patologia molecular han
generado nuevos BMT candidatos con valor clinico potencial en el manejo del
CCR. Se han descrito numerosas proteinas y marcadores genéticos al objeto
de redefinir la informacion prondstica y predecir el beneficio de los tratamientos

sistémicos (4,72).
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Se han iniciado caracterizaciones moleculares de los tumores con BMT
potenciales como IMS, delecciones de 18q, densidad microvascular (MVD),
moléculas de superficie celular y otras aproximaciones que incluyen la
valoracion de genes supresores de tumores (p53, DCC, LOH 1p, 8p, 5q, 17p),
oncogenes (K-ras, c-myc), genes relacionados con apoptosis (Bcl-2, Bax,
APAF-1), con la sintesis de DNA (TS, TP), factores de crecimiento (TGFaq,
TGFB, HER-2/neu, EGFR), MMR (MSH2, MLH1), relacionados con
angiogénesis (VEGF), reguladores de ciclo celular (ciclinas, p21, p27, pl6),
moléculas de adhesion y genes de glicoproteinas (CD44, E-cadherin, ICAM-1),
marcadores de invasion (MMPs, UTPa), indices de proliferacion (Ki-67, MIB1,
PCNA), sobre-expresién de microRNA, aberraciones epigenéticas (metilacion),
tamafio de teldmeros y antioxidantes. Ninguno de estos BMT se ha empleado
de forma rutinaria en la practica clinica ya que no han sido validados en

ensayos clinicos fase Il prospectivos a gran escala (5, 73-79).

El Update Committee propuesto por la ASCO (por American Society of
Clinical Oncology) recomienda el empleo rutinario de niveles de CEA
preoperatorio para apoyar estadificacion, planificacibn quirargica y para
seguimiento posterior de pacientes con CCR; no han encontrado datos
suficientes para el uso de p53, Ras, TS/DPD, IMS, LOH 18q o DCC (76).
Similares recomendaciones han sido comunicadas por el EGMT (European
Group on Tumor Markers) sobre el empleo de BMT para determinar prondéstico
o prediccion de respuesta a tratamiento en pacientes con CCR (77).

Descripcién de los BMT tumorales para estudio.

La carcinogénesis humana se entiende como un proceso multipaso de
alteraciones genéticas y epigenéticas, esencialmente somaticas, caracterizado
por inestabilidad gendmica que facilita la adquisicion de las seis alteraciones en
la fisiologia de la célula neoplasica que colectivamente facilitan el crecimiento y

progresion tumoral (55, 56, 61, 64).

Entre los BMT moleculares que mas interés han suscitado en diferentes

tumores sélidos y para CCR en particular se encuentran:
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e Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFRr) y su via
de sefializacion.

e Genes Estimuladores de Proliferacion como la Cox-2.

e Genes Supresores de Crecimiento o Reguladores Gendmicos
esenciales como la p53.

e Ki-67 como Marcador de proliferacion.

e Genes Reguladores del Ciclo Celular como Ciclina D1, p21, p27.

e Genes Reguladores de Sintesis y Reparacion del DNA como
Timidilato Sintasa (TS).

Estudios preliminares han demostrado su expresion alterada en CCR
con una posible utilidad para algunos de ellos como BMT prondsticos y/o
predictivos de respuesta a diferentes farmacos anti-diana muy prometedores
recientemente incorporados a la practica clinica cotidiana (72).

Receptor del Factor Epidérmico de Crecimiento EGFR.

Los receptores de superficie celular integran numerosas sefales
extracelulares que regulan diversas vias de sefializacion y respuestas celulares
adecuadas. Los receptores de tirosina cinasa (por RTKs) son un subgrupo de
proteinas transmembrana con actividad tirosina cinasa intrinseca que
determinan funciones celulares como crecimiento, diferenciacién, motilidad

celular o supervivencia (80).

El estudio de secuencias gendmicas humanas ha permitido definir un
grupo no redundante de 518 genes de proteinas cinasas, 90 TKs y 43 TKs-like
(81). La superfamilia de receptores tirosina cinasa subclase | incluye cuatro
receptores distintos EGFR: ErbB1/EGFR, ErbB2/Her 2, ErbB3/Her 3, y erbB4/

Her 4 con similitud estructural.

Epidermal Growth Factor Receptor (OMIM*131550, UniprotKB/SwissProt
P00533) es una glicoproteina transmembrana de 170 kDa compuesta por una
cadena polipéptidica Unica de 1186 aa codificada por un gen localizado en el

cromosoma 7, posicion 7p 12.1-12.3 que contiene 28 exones extendidos sobre
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190.000 nucleodtidos. Se caracteriza por una estructura modular consistente en
dominio extracelular amino-terminal de union a ligando a través de subdominios
I-11l (codificado por exones 1-14), segmento lipofilico transmembrana a-
helicoidal (exén 15) y dominio intracelular citoplasmico carboxi-terminal (exones
16-20) con actividad proteina tirosina cinasa (82-87) (OMIM Johns Hopkins
University, UniProtKB/Swiss-Prot data base) (Diagrama/Figura n° 1).

EGFR recibe sefales extracelulares de pequefias moléculas peptidicas
o ligandos autocrinos entre los que se incluyen EGF-like, TGF-a vy
neuroregulinas. Su unién al dominio extracelular da como resultado una serie
de cambios conformacionales que facilitan su dimerizacion, bien homo o
heterodimerizacién, y la transactivacion de la porciéon TK intracelular por
autofosforilizacion. Los residuos fosforilados TK sirven de localizaciones de
union a moléculas adaptadoras y de sefial que dan lugar a la activacion de
numerosas vias de sefializacion intracelular posteriores al receptor

(downstream signal pathways) (86-89) (Diagrama/Figura n° 2).

Las vias efectoras mejor caracterizadas de EGFR son Ras-Raf-MAP
cinasa (via proliferativa), PI3K-Akt (via apotética), JAK/STAT y PLCy-PKC. Su
activacion traslada al nucleo diferentes programas transcripcionales
mediadores de respuestas celulares que incluyen division celular, proliferacion,
apoptosis, motilidad, invasion, adhesién y reparacion celular (86, 88, 90, 91). La
atenuacion de la sefial de EGFR es debida esencialmente a la infra-regulacion

del receptor e implica su internalizacién y degradacion lisosémica (87, 90, 92).

EGFR es un regulador clave del desarrollo celular normal asi como un
factor esencial en diferentes fendmenos fisiopatoldgicos. La expresion
aberrante o funcional anémala de EGFR juega un papel crucial en el desarrollo
y evolucién de numerosos tumores humanos entre ellos del CCR (87, 93, 94).
Datos circunstanciales e indirectos derivados de estudios experimentales in
vitro/in vivo y sobre muestras tisulares de pacientes sugieren la implicacion de
EGFR en la carcinogénesis colorrectal. Lineas celulares derivadas de CCR
poseen niveles de MRNA EGFR asi como tasas de ligandos mas elevadas y en

modelos animales, los tumores inducidos por carcinégenos como AOC y DMO
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muestran incrementos de TGF-a, asi como de autofosforilizacién y actividad
tirosina cinasa de EGFR. En ratones APCM" cruzados con animales deficitarios
en actividad EGFR y en aquellos otros expuestos a bloqueos farmacoldgicos
de actividad TK, se observa una disminucion claramente sustancial en la

formacion de pélipos adenomatosos (95).

EGFR se encuentra anormalmente activado en el CCR. Se han descrito
diferentes mecanismos de regulacion alterada del sistema EGFR-ligando que
incluyen: incrementos de produccion autocrina/paracrina de ligandos y niveles
de proteina, mutaciones activadoras, fallos en su infra-regulaciéon y cross-talk
con sistemas heterdlogos de receptores (87, 88). La expresion alterada de
EGFR se ha comunicado hasta en el 80% de los CCR mediante diferentes
meétodos de estudio como la deteccion de amplificacién génica, mutaciones, y
niveles elevados de transcritos mRNA o proteinas por técnicas de IHQ,
Western blotting analysis, FISH y ELISA (89, 96).

La posible asociacion de sobre-expresion de EGFR con diferentes
parametros clinico-patolégicos no ha sido claramente demostrada en los CCR.
(89, 97-100, 102-104, 107, 108). No han sido descritas inicialmente diferencias
entre la sobre-expresion de EGFR con edad, sexo, y localizaciones tumorales
iniciales. La expresion de proteina EGFR ha sido comparada con el grado de
diferenciacion tumoral con resultados controvertidos ya que hay estudios
muestran una clara correlacién (98, 99) no confirmada en otras series (97, 100,
102, 103, 104, 107, 108). Algunos autores sugieren que la expresion de EGFR
se comporta de forma heterogénea en diferentes regiones del tumor con mayor
expresion en el frente invasivo y se correlaciona con estadio TNM al momento
del diagnostico, lo que podria sugerir un papel favorecedor en el proceso de
invasion o progresiéon tumoral (102, 104, 108). La relacién entre la expresion de
EGFR en tumor primario y enfermedad linfatica y/o metastasica tampoco ha

sido uniformemente demostrada (98, 99).

El valor prondstico de la expresion de EGFR en CCR resulta igualmente
controvertido ya que mientras en algunas series no ha sido posible demostrar

una relacién pronostica independiente (99, 104), otros estudios lo han
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relacionado con cursos evolutivos desfavorables (98, 100, 101, 106). La
expresion incrementada de EGFR se asocié con una reduccion de ILEs o SGs
en el 52% de los estudios analizados en una revision sistematica (110).

Todos estos datos enfatizan la necesidad de investigaciones con
estudios confirmatorios adicionales sobre el papel de la expresion anémala del
EGFR en el manejo del CCR.

Ciclooxigenasa Cox-2.

Las Ciclooxigenasas (Cox o Prostaglandina Endoperoxido Sintetasas)

son enzimas clave en la formacion de Prostaglandinas (PGs). Constituyen las

dianas moleculares mejor definidas para AINES, tienen un papel relevante en la

homeostasis tisular, en procesos fisopatologicos como dolor, fiebre e

inflamacion asi como en los procesos de carcinogénesis de diferentes tumores
solidos (111-113).

Las Cox se comportan como hemeproteinas bifuncionales unidas a la
membrana celular con acciones catalizadoras rate limiting en la bioxigenacion
del &cido araquidonico esterificado para formar PGG:2 y reduccién peroxidativa
posterior para PGH2, que es reconvertido en diferentes PGs estructurales
(PGE2, PGD2, PGF2, PGI2) y tromboxanos Az por la accion de sintasas PG
especificas. Se han descrito 3 isofomas de Cox que incluyen la Cox-1 de
expresion constitutiva, la forma inducible Cox-2 y una variedad splicing de Cox-
1 implicada en procesos febriles y dolor denominada Cox-3. Son homodimeros
de aproximadamente 600 aa que contienen 4 oligosacaridos ricos en manosa
que facilitan el plegado proteico y su degradacion. Comparten un 60% de
homologia estructural tridimensional y cada subunidad dimérica consiste en 4
dominios: péptido de sefial amino-terminal, dimerizacion, unibn a membrana y

catalitico con localizaciones activas Cox-peroxidasa (114-117).

Cox-1 es una isoforma constitutiva implicada en el mantenimiento de la
homeostasis celular codificada por el gen PTGS1 localizado en el cromosoma 9
(9932-9933.3) de 11 exones a través de 40 Kb que codifica para un Cox-1
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MRNA de 2.8 kb. Se comporta como un gen housekeeping responsable de la
produccion de PGs que controlan procesos fisiolégicos normales incluyendo
citoproteccion gastrica, funcion renal y hemostasia (112, 114, 115, 117).

Cox-2 prostaglandina H1 sintasa o prostaglandina peroxidasa sintasa 2
(OMIM*600262, UniprotKB/SwissProt P35354) es indetectable en condiciones
fisiologicas, excepto en algunas localizaciones, pero es inducida con rapidez
por hormonas, citoquinas, mitdgenos, factores de crecimiento y promotores
tumorales. El gen PTGS2 esta localizado en el cromosoma 1(1925.2-25.3) y
compuesto por 10 exones a lo largo de 7.5 Kb con mRNA de 4.5 Kb; codifica
una proteina de alrededor de 600 aa y 68 kDa en su forma no modificada y
hasta 75-80 kDa tras modificaciones postraslacionales por glicosilacion. Se
puede definir como un gen de respuesta inmediata que contribuye a diferentes
procesos patoldgicos inflamatorios y participa en la carcinogénesis de una gran
variedad de tumores soélidos de origen epitelial. Se diferencia estructuralmente
de Cox-1 en la sustitucion de isoleucina 590 por valina alrededor del canal de
substrato y la insercion adicional de 18 aa a nivel C terminal que le confiere
mayor sensibilidad a AINEs, espectro de uniébn mas amplio a diferentes
substratos y localizacibn en membrana celular (112, 114-117) (OMIM Johns

Hopkins University, UniProtKB/Swiss-Prot data base) (Diagrama/Figura n°® 3).

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado la
implicacion de Cox-2 en la Carcinogénesis del CCR. En modelos animales
knockout manipulados genéticamente, se ha detectado expresion de Cox-2 en
adenomas intestinales de roedores tratados con carcindgenos tipo AOM y en
ratones APC Min) portadores de mutaciones dominantes de alta penetrancia del
gen murino APC. En modelos murinos de FAP, las delecciones del gen Cox-2
en ratones APC2716 se acompafian de una drastica reducciéon del nimero de
polipos intestinales en relacion con animales Cox-2 wild type (por wt Cox-2
constitutivo). El tratamiento con AINESs tradicionales o inhibidores selectivos de
Cox-2 reduce numero de pdlipos, tamafio tumoral y multiplicidad en modelos de
cancer de colon genético o inducido. Por otro lado, estudios epidemiologicos
observacionales y caso-control han demostrado que la mortalidad asociada a
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CCR se reduce entre el 40-50% en pacientes tomadores de AINEs bien en

contexto de tumores esporadicos o FAP (112, 118).

Cox-2 estad implicada en la carcinogénesis del CCR a través de la
sintesis de PGEz, entre otros productos moleculares, mediante la activacion de
carcindégenos, iniciacion y promocién/proliferacion tumoral, inhibicion de
apoptosis, estimulacion de angiogénesis, facilitacion de procesos de invasion y
metastasis junto con supresion de inmunovigilancia (112, 119, 120). Todas
estas acciones tienen lugar a través de diferentes vias de sefalizacion como
activacion de EGFR, sefializacion mitogénica ERK2 (extracelular signal-
regulated kinase 2) y transcripcion de B catenina inducida por TCF con sobre-
expresion de Ciclina D1 y VEGF (118,119) (Diagrama/Figura n° 4).

El mRNA y proteina Cox-2 se sobre-expresan entre el 70-90% de CCR
humanos y en el 40% de los adenomas en relacion con la mucosa normal. Se
localiza de forma predominante en el citoplasma de las células tumorales y en

menor intensidad en el estroma o epitelio normal (121- 133).

La sobre-expresion de Cox-2 en CCR se ha relacionado con tumores
grandes, localizados en colon izquierdo, alto grado de diferenciacion, invasion
linfo-vascular, afectacion ganglionar y estadios avanzados en algunos estudios
seleccionados (123-128, 130-132).

El valor de la expresion de Cox-2 como factor pronéstico independiente
para el curso evolutivo de pacientes con CCR es un tema controvertido.
Mientras en algunos estudios, sus niveles tumorales elevados se relacionan
con supervivencias menores, otros investigadores no han confirmado estas
observaciones (123-128, 130, 133). No existe por tanto un consenso definitivo
de relacion entre expresion de Cox-2 y factores prondsticos clinico-patologicos
convencionales ni con evolucién de los pacientes con CCR en diferentes

contextos clinicos.
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Proteina Tumoral TP53.

p53 fue descrita inicialmente como una proteina nuclear copurificada con

el antigeno T grande oncogénico del virus SV40, cuya inactivacion era
responsable de la transformacion neoplasica de animales de experimentacion
por virus tumorales DNA, y mas tarde, reconocido como el primer gen supresor

de tumores en respuesta a situaciones de stress celular (134-136).

TP53 (OMIM*191170; UniProtKB/Swiss-Prot P04637) es un gen
gatekeeper localizado en el brazo corto del cromosoma 17 en la posicion
17p13.1 compuesto por 20kB de DNA y 11 exones con un transcrito mRNA de
3.0 kB mas 1179 pb de estructura abierta para lectura. Codifica una
fosfoproteina nuclear de 393 aa y Pm de 53 kDa caracterizada por 5 dominios
estructurales y funcionales: dominio de transactivacion (TAD; aa 1-40)
requerido para la activacion transcripcional; dominio rico en prolina (PRD; aa
61-94) que permite diferentes interacciones proteicas facilitando su estabilidad
y actividad con sefial de localizacién nuclear (NLS); dominio de union a DNA
(DBD; aa 100-300) para reconocimiento de regiones consenso de union a
promotores de genes diana; dominio de tetramerizacion (4D; aa 324-355) que
incluye sefales de exportacion nuclear (NES), y dominio regulador negativo C-
terminal (CTD; aa 360-393) que modula la especificidad de unién a DBD (137-
139) (OMIM Johns Hopkins University, UniProtKB/Swiss-Prot data base)
(Diagrama/Figura n° 5).

La TP53 se comporta como un factor de transcripcion multifuncional
implicado en el mantenimiento de la estabilidad gendémica que controla la
expresion de genes reguladores del ciclo celular, apoptosis, reparacion de DNA
y angiogénesis en respuesta a una gran variedad de sefiales de stress
genotoxico intracelular por lo que se le reconoce como un gen gatekeeper o
“guardian del genoma” (134, 136, 140) (Diagrama/Figura n° 6).

Diferentes observaciones han demostrado que el gen p53 y/o su
proteina representan un papel esencial en el origen de las neoplasias debido a
su actividad en la transformacion viral y celular, desarrollo de neoplasias en

ratones knockout para el gen p53, canceres observados en familias con
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sindrome de Li-Fraumeni e incidencias altas de mutaciones en diferentes

neoplasias (141).

Alrededor del 50% de los tumores humanos presentan alteraciones
estructurales de uno o los dos alelos de TP53 con pérdidas o expresion de
formas mutantes inactivas y el resto sufren alteraciones funcionales por sobre-
expresion de MDM2 o inactivacién de inhibidor de ciclo celular p14ARF entre
otros (142). La frecuencia de mutaciones de TP53 en CCR se situa entre el 40-
50% y hasta el 80% son mutaciones missense en las transiciones GC a AT de
los dinucledtidos citosina guanina fosfato CpG, que tienen lugar de forma
preferente en 5 codones hotspot 175, 245, 248, 273 y 282 e interfieren en
general en la actividad de la proteina con el DNA. La gran mayoria se localizan
en areas altamente conservadas de los exones 5 a 8 y en 3 dominios
principales de p53 (L2, L3 y LSH/loop-sheet-helix). Se acompafian de pérdida
alélica en 17p que define su rol como gen supresor de tumores (57, 143-145).

Se han empleado diferentes métodos para la identificacion de las
alteraciones de p53 siendo la secuenciacion de DNA el gold estandar
mediante técnicas basadas en PCR como DGGE, SSCP o bien RT-PCR y
secuenciacion directa. La sobre-expresion de proteina TP53 ha sido
considerada como un marcador subsidiario de presencia de mutaciones y la
gran mayoria de estudios clinicos han utilizado técnicas de IHQ con
rendimientos similares a los test moleculares, de citometria de flujo o ensayos
funcionales. La correlacion entre el status génico y la inmunotincién positiva se
estima entre el 65-75% y ninguna de las técnicas empleadas alcanza una
fiabilidad del 100% en la deteccion de anomalias de p53 (135, 137, 144, 146).
La frecuencia de mutaciones en CCR se sitla entre 35-60% (145, 147-151) y
la sobre-expresion proteica, con rangos similares, entre el 30-60% (101, 152-
163).

La sobre-expresion de TP53 o bien su mutacion se han relacionado con
la edad y el sexo de los pacientes, tumores de colon distal, estadios
avanzados, invasion linfo-vascular, variedades mucinosas, afectacion
ganglionar y aneuploidia; con expresion de GSTT1 wt, p27KPl, hMLH1/hMSH2
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y ausencia de fenotipos IMS o CIMP. Sin embargo, no se ha observado una
relacion consistente con tamafio tumoral inicial, mutacion de K-ras, Braf o APC,
Bcl-2, Ki-67 o MVD (145, 148, 150-152, 156, 157, 160-162).

Las alteraciones de p53 se han comportado como factor prondstico
desfavorable en diferentes escenarios clinicos de enfermedad con incrementos
de recurrencias, ILEs tras cirugia y SGs bajas asi como escasas respuestas a
tratamientos sistémicos o intra-arteriales con quimioterapia basada en FPs.
Pero no en todas las series publicadas se ha podido demostrar su asociacion
con tumores colorrectales agresivos ni su capacidad predictivo-prondstica (101,
145, 149, 151, 153-157, 159, 160). Los resultados de una revidn sisteméatica
han demostrado que pacientes cuyos tumores son portadores de p53 alterada
tienen un riesgo incrementado de muerte, sobre todo en grupos de buen
prondstico basal, sin verse influenciado su curso evolutivo por la administracion
de QT (164). Son necesarios por tanto mas estudios de investigacion del papel
pronéstico de TP53 en CCR, y las técnicas de IHQ son un medio accesible y

sencillo para la valoracién de sus alteraciones.

Antigeno de Proliferacion pKi-67.

pKi-67 (OMIM*176741, UniProtKB/Swiss-Prot P46013) es una proteina
nuclear no histona definida originalmente por el prototipo de anticuerpo
monoclonal (Ac Mo) generado mediante inmunizacion de ratones con nucleos
de la linea celular L428 de linfomas Hodgkin (Ki por Kiel y 67 por el nimero de
plato de la clona original) de estructura no homologable a otros péptidos
conocidos, caracterizada por estudios de immunoclonacion y Northern blot
analysis (165, 166) (OMIM Johns Hopkins University, UniProtKB/Swiss-Prot

data base).

La clonacion de pKi-67 cDNA y de su locus génico ha permitido describir
un gen de gran tamafo localizado en el brazo corto del cromosoma 10 (10925
gter) de 12.5 Kb que contiene 15 exones (167). Codifica una glicoproteina
nuclear que puede ser aislada en células proliferantes en dos isoformas con
395 y 345 kD generadas por splicing alternativo de Ki-67 mRNA precursor de

8.9 a 12.5 Kb analizados por técnica Northern blot. El exdn 13 codifica la mayor
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parte de pKi-67 (hasta 6845 pb) y contiene 16 Ki-67 repeats que suponen del
70 al 79% de las secuencias de lectura abierta de las dos isoformas; dentro de
los repeats se encuentran secuencias Ki-67 motifs de 22 aa muy conservadas
que codifican para los epitopos Fkel y Fkelf reconocidos por el anticuerpo
original (166, 168).

La proteina sufre procesos de fosforilizacion y defosforilizacion durante
la mitosis; es transportada de forma eficiente al nacleo celular ya que en su
estructura se han reconocido hasta 10 “nuclear targeting signals”. Los residuos
de aa altamente conservados en Ki-67 repeats pueden estar implicados en la
formacién de su estructura o aspectos funcionales, especialmente el residuo
cisteina en posicion 8, y la presencia de localizaciones mudltiples PEST

representan sefiales para degradacion proteolitica rapida (166, 169-171).

Los estudios de caracterizacion inicial demostraron que el AcMo Ki-67
reacciona con un antigeno nuclear humano que esta presente en las células
proliferantes pero no en quiescentes. Un analisis detallado del ciclo celular
concluyé que pKi-67 nuclear se expresa de forma predominante en todas las
fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, M) excepto en el periodo quiescente
GO; por tanto, lo confirma como un marcador operacional excelente para

determinar la fraccion de crecimiento de una poblacion celular (166).

La vida media de pKi-67 se ha estimado entre 60-90 minutos y su
expresion es el resultado de la sintesis de novo asociada con degradacion
regulada que implica al proteasoma siendo indetectable en los procesos de
DNA repair. La regulacion precisa de pKi-67 durante el ciclo celular asi como
su localizacion celular puede ser crucial para su actividad bioldgica (166, 170).

La funcién exacta de pKi-67 se desconoce pero se trata de una proteina
fosforilada via serina-treonina con un papel decisivo en la divisién celular. Su
supresion por incorporacion de nucleétidos antisentido marcados con [3H]
timidina en lineas celulares IM-9, microinyeccion de anticuerpos bloqueantes o
inhibicion de defosforilizacion previenen la proliferacion celular. Se ha sugerido

su participacion en la organizaciéon del DNA por su localizacion extranucleolar
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en fase G1 precoz y un papel crucial en la sintesis de ribosomas durante la
division celular, ya que sus niveles se correlacionan bien con el porcentaje de
sintesis proteica (166, 170-172) (Diagrama/Figura n°® 7).

La pKi-67 se emplea de forma rutinaria como marcador subsidiario de
proliferacion celular ya que no se expresa en células quiescentes. EI AcMo
estandar para detectar pKi-67 en tejidos fijados es MIB-1 y su positividad se

estima a partir del porcentaje de tincién nuclear celular (166, 170).

El pKi-67 LI (por labeling Index) se correlaciona con otros biomarcadores
convencionales de proliferacién como fraccion de fase S medida por citometria
de flujo, indice mitotico y captacion in vivo de BrdUrd y Mcm-2. Sin embargo, la

relacion con PCNA o la DNA ploidia no ha sido del todo concluyente (171, 173).

La expresion de pKi-67 medida por IHQ o el MIB-1/Ki-67 LI se ha
analizado en una amplia variedad de tumores sélidos y linfomas permitiendo
predecir su curso evolutivo (170, 171, 174). En CCR se han comunicado
porcentajes de positividad, Ki-67 LI o scores altos hasta del 70% (limites 26-
77%) que se han relacionado con diferentes caracteristicas clinico-patolégicas
convencionales como edad, tamafio tumoral, grado de diferenciacion,

afectacién ganglionar y estadio global definitivo (154, 161, 175-185).

La sobre-expresion de pKi-67 tumoral se asocia con cursos evolutivos
desfavorables en pacientes con CCR en diferentes contextos clinicos pero su

relevancia no esta suficientemente contrastada (154, 178, 179, 182-184).

Regulador de Ciclo Celular Ciclina D1.

La regulacién de la progresion de fase G1 a S esta alterada en las
neoplasias humanas debido a su funcién integradora de sefiales de factores de
crecimiento con la red génica del ciclo celular. EI complejo ciclina D1/CDK4 es
una de las moléculas disreguladas con mayor frecuencia en tumores humanos
y se cree que contribuye de manera decisiva a la transformacion neoplasica

tanto como al crecimiento tumoral (186-188).
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La ciclina D1 (OMIM* 168461; UniProtKB/Swiss-Prot P24385) es una
proteina de localizacién predominante nuclear de 295 aa y Pm de 36 kDa
codificada por el gen CCDN1 (PRAD1) localizado en el cromosoma 11 posicion
11913 que contiene 5 exones, transcrito de 4,5 Kb y secuencia codificadora
CDS 148-1035 (OMIM Johns Hopkins University, UniProtKB/Swiss-Prot data
base). Pertenece al grupo de ciclinas G1 o Start junto con otras ciclinas D (D1,
D2, D3) y C que comparten una region comun de 100 aa o cyclin box,
requerida para la formacion de complejos con CDK, y una region C-terminal
Pest rica en prolina, acido glutdmico, serina y treonina esencial para su

renovacion (189, 190) (Diagrama/Figura n° 8).

La ciclina D1 actia como una subunidad alostérica reguladora de
CDK4/6 con las que forma complejos holoenzimaticos promocionando la
progresion a través del punto R de restriccidon de la fase G1 del ciclo celular. Se
comporta como un sensor mitogénico que transmite sefiales desde el ambiente
extracelular al centro de la maquinaria del ciclo celular ya que su expresion y
acumulacion depende de entradas mitogénicas extracelulares (186, 191, 192).
Las sefializaciones especificas, que incluyen activacién de receptores de
factores de crecimiento y moléculas de adhesién mediadas por integrinas,
activan a su vez, la transcripcion, traslaciéon y degradacion de ciclina D1
integrando sefales mitogénicas, diferenciacion y anclaje en el complejo
regulador del ciclo celular (187). La transcripcion incrementada estd mediada
por la via Ras-Raf-MEK (MAPK kinase)-ERK; la traslacion se activa por la via
PI3K/Akt mediada por Ras, y la via PI3K-Akt-GSK3p disminuye su exportacion

nuclear y degradacion proteasémica 26S en citoplasma (186-188, 193).

La funcibn mas relevante de Ciclina D1 es la promocion de la
proliferacion celular como regulador de CDK4 y CDK6 con los que forma
complejos cataliticos que implican la inactivacion por fosforilizacion de Rb y la
liberacion de factores de transcripcion E2F facilitando la activacion de la
expresion de una red de genes reguladores de la transicion G1/S, funcién que
se ve favorecida por el secuestro de inhibidores de CDK como p21¢Pt y p27Xipt
(186-188, 192, 194). Se han descrito funciones no cataliticas independientes de

CDK como regulacion transcripcional, secuestro de p21Wal/Cipl y pn27Kipl por
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complejo ciclina D1/CDK4-6, asi como participacion en regulacion de expresion
génica implicada en replicacion y checkpoint de DNA como respuesta a
agresiones gendmicas facilitando proliferacion celular, crecimiento, migracion y
diferenciacion celular (192, 195, 196) (Diagrama/Figura n° 9).

La disregulacién de la expresion de ciclina D1 o activaciéon de CDK
definen uno de los hallmarks de cancer, ya pueden facilitar la proliferacion
celular independiente de la regulacion extracelular o por sobrepasar puntos de

control (checkpoints) que aseguran la integridad y estabilidad genémica (197).

El gen CCND1 se comporta como un oncogen driver en cancer humano.
La homeostasis de la ciclina D1 esta frecuentemente disregulada y andlisis
moleculares han revelado su sobre-expresion mediante mecanismos multiples
como alteraciones gendémicas tipo translocaciones cromosémicas, amplificacién
génica y polimorfismos; regulacién post-trascripcional como diana de la accién
de microRNAs y estabilizacion proteica post-traslacional por alteraciéon de

exportacion nuclear y proteolisis (186, 188, 192).

Estudios experimentales han demostrado que el complejo ciclina D1-
CDK4 induce inestabilidad gendmica en modelos murinos y lineas celulares
derivadas de tumores humanos; su actividad cinasa es necesaria para el
desarrollo normal de los animales, y critica en los procesos de iniciacion o
mantenimiento de ciertos tumores sdlidos incluso en combinaciéon con otros
oncogenes (188, 198, 199).

La mayoria de los canceres mas comunes presentan porcentajes de
amplificacion de CCND1 entre el 15 y 40% que se amplia hasta el 80% cuando

se estudia la sobre-expresién de CCND1 mRNA vy proteina Ciclina D1 (196).

La expresion alterada de ciclina D1 juega un papel relevante en la
carcinogénesis del CCR como han demostrado estudios experimentales y
datos clinicos. La activacion de Ciclina D1 debida a mutaciones en la via de
sefalizacion APC/Wnt/B catenina contribuye a la iniciacion de las neoplasias de

colon (200) y su expresion reducida minimiza la predisposion al desarrollo de
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neoplasias Gl en ratones transgénicos (201). La expresion y/o amplificacion del
gen CCND1 se ha observado entre el 48 y 52% de los CCR (202, 203)
mientras que la sobre-expresion de proteina Ciclina D1 evaluada mediante
técnicas de IHQ se incrementa hasta el 60% en diferentes series de pacientes
afectos de CCR (178, 184, 204-211).

La sobre-expresion de proteina ciclina D1 y/o su alteracion génica se ha
relacionado con ciertas caracteristicas demograficas y clinico-patologicas
desfavorables como edades mas tempranas (209), localizaciones proximales y
tumores indiferenciados (205, 207), histologia mucinosa (211), invasién local,
afectacion ganglionar y estadios mas avanzados (203, 204).

Los datos publicados que relacionan Ciclina D1 y curso evolutivo de los
pacientes resultan controvertidos. La sobre-expresion de proteina se ha
relacionado con mal prondstico en tres estudios (178, 204, 210), buen
prondéstico en tres (184, 207, 209), y no ha sido relevante en otros tres. (202,
205, 211).

Regulador de Ciclo Celular p21wafireipl,

La p21waficipl es yn inhibidor bien caracterizado de CDKs que pertenece

a la familia de proteinas Cip/Kip de CKIs (por cyclin-dependent inhibitors), junto
con p27Xirl y p57XiP2 implicado en la regulacién del ciclo celular de numerosos
organismos. Todos ellos contienen una regién conservada de secuencias en el
dominio terminal NHz requerida y suficiente para la inhibicibn de complejos
holoenziméaticos ciclina/CDK esenciales en diferentes fases de transicion del
ciclo celular, mientras que las regiones carboxi-terminales son variables en

tamafio y funcion. (212-214).

La p21waflleipl es yna proteina de 164 aa y 18 kDa calculada por SDS-
PAGE, descrita mediante técnicas de inmunoprecipitacion de ciclina D y CDK2,
con localizacion principal nuclear (215, 216). Esta codificada por el gen
CDKN1A (por cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; OMIM* 116899;
UniProtKB/Swiss-Prot P38936) clonado inicialmente mediante técnicas de

hibridacién sustractiva y sistemas de dos hibridos de levaduras en

40



INTRODUCCION

experimentos disefiados al objeto de identificar proteinas sobre-reguladas por
p53 y de interaccion con complejos CDK2. Se ha localizado en el cromosoma 6
posicion 6 p21.2 por técnicas de FISH y esta compuesto por tres exones (68,
450 y 1600 pb) que transcriben un mMRNA de 21,1kb detectado en estudios
preliminares mediante Northern blot analysis. (215, 216-220) (OMIM Johns
Hopkins University, UniProtkKB/Swiss-Prot data base) (Diagrama/Figura n° 10).

La expresion de p21wait/cibl se jncrementa por mecanismos dependientes
0 no de p53 tras exposicion a diferentes estimulos como dafio a DNA, stress
oxidativo, citocinas y mitdgenos, virus tumorales y agentes anticancerosos,
activando una serie de funciones biologicas esenciales que incluyen parada del
ciclo celular, replicacion o reparacion de DNA, transcripcidbn geénica,

diferenciacion, senescencia, apoptosis y motilidad celular (219-221).

La p21wafleirl es un regulador negativo del ciclo celular que inhibe la
actividad cinasa de complejos CDKs, CDK2-1 y ciclinas E-A a través de sus
secuencias homologas amino-terminales o bien por fosforilizacion de CDK2-1
en su segmento de activacion. Da lugar a la detenciéon de ciclo en el checkpoint
G1 por su localizaciébn nuclear con intervencion del supresor tumoral p53.
Interfiere con la actividad de DNA polimerasa dependiente de PCNA e inhibe la
replicacion del DNA y/o modula procesos de reparaciéon de DNA a través de su
dominio carboxi-terminal. Participa en la regulacion transcripcional mediante
inhibicion de complejos CDK-ciclina, unién con ciertos factores
transcripcionales como NF-kB, Myc, E2F, STAT3 y ER, y regulando la actividad
de cofactores como p300/CBP. Modula procesos pro y antiapototicos en
diferentes contextos celulares mediados por caspasas-3 p53 dependientes.
También puede controlar procesos de reparacion de DNA en relacién con su
capacidad inhibitoria de ciclo, competitividad con PCNA, regulacion de NER, y
facilita la motilidad celular mediada en este caso por RhoGPT (220-225)

(Diagrama/Figura n° 11).

La p21vaflieil se regula por mecanismos transcripcionales dependientes
de p53 como vias Hras-Raf-MAPK, participacidon de receptores nucleares
RHOD, familia KIf-KLF4 y CDX2. La estabilidad de mRNA p21wailcpl estj
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mediada por microRNAs no codificantes o proteinas de unién, tiene lugar
mediante procesos de fosforilizacion en diferentes residuos y la degradacion se
efectla en el proteasoma por ubiquitinizacion con la participacion de complejos
de ligasas E3 (221, 226).

Estudios experimentales en lineas celulares y modelos murinos han
confirmado la funcion de p21%wal/cPl como regulador del checkpoint G1 vy
supresor de tumores. Células deficientes en p21vafleipl no detienen su ciclo
celular tras activacion por p53 en respuesta a dafio de DNA. Ratones knockout
o null deficitarios de p21“al/crl son mas susceptibles a desarrollar tumores
inducidos por carcinégenos quimicos e irradiacion y la combinacion con otros
knockout genéticos como Muc2”y Apc 1638*- facilita la formacién de tumores
espontaneos. Por otro lado, la transfeccion de p21 cDNA y sobre-expresion de
p21waflicbl inhiben el crecimiento en diferentes lineas celulares y reducen el
desarrollo de tumores en ratones atimicos. La infra-regulacion de p21wafi/cipl g
correlaciona de forma inversa con alteraciones génicas tipo IMS en CCR,
independientemente del estado de p53, lo que daria a entender que la pérdida
de proteccién contra inestabilidad genémica por parte de p21%¥al/cirl contribuye
a los procesos de carcinogénesis (220, 221, 227-232).

La disregulacion de p21waficipl se observa con frecuencia en una gran
variedad de tumores humanos pero las mutaciones de regiones codificantes del
gen CDNK1A son muy raras. No obstante, alteraciones genéticas y/o
epigenéticas por hipermetilacion de regiones ricas en G:C de su promotor,
cercanas al lugar de inicio de transcripcion e incluso de sus reguladores p53 y

c-Myc, son hallazgos muy comunes (218, 224, 233, 234).

Las alteraciones en la expresion de p21wailcbl en CCR han sido
evaluadas mediante técnicas de IHQ y analisis genético por RT-PCR
detectandose hasta en el 70% de los adenomas y entre 30-80% de los tumores
esporadicos. En algunos estudios su falta de expresion se ha relacionado con
factores pronosticos convencionales desfavorables y estadios avanzados pero
su valor pronostico no ha sido totalmente confirmado con los estudios
disponibles (154, 208, 209, 235-247).

42



INTRODUCCION

Regulador de Ciclo Celular p27Kirt,

p27XP fue identificado como un inhibidor del ciclo celular responsable de

la detencion de crecimiento inducida por TGF-$ e inhibicibn de contacto.

Pertenece a la familia Cip/Kip de inhibidores universales de las cinasas

dependientes de ciclinas junto con p21Waf/Cpl y p57KiP2 que se caracterizan por

su homologia de secuencia y especificidad de accién sobre CDK (por Cyclin-
dependent kinase) master timekeepers del ciclo celular (248-250).

El gen p27<r1 o CDKN1B (por Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 B;
OMIM* 6000778, UniprotKB/Swiss-Prot P46527) estd localizado en el
cromosoma 12p3, union de 12p12-12p13.1, con una region codificante de 2
exones que transcribe mRNA de 2.5 Kb. Codifica una fosfoproteina nuclear de
198 aa y Pm de 22 kDa en la que se identifican dos regiones principales:
dominio N-terminal con homologia a p21©P! y p57KP2 con capacidad de
inhibicion de la actividad cinasa de los complejos ciclina-CDK, y dominio C-
terminal con una extension de 23 aa que contiene una localizacion de
consenso para fosforilizacion Cdc2 que interacciona con numerosas proteinas
en procesos no relacionados con el control de ciclo celular, en particular por
localizaciones en el compartimento citosélico celular. Otras dos regiones
adicionales descritas en la secuencia de p27XiP1 son: una sefial de localizacion
nuclear bipartita (NLS, identificada entre aa 153-169) reconocida por importinas
alfa/beta que permite su transporte nuclear y una sefial de exportacién nuclear
supuesta (NES, identificada entre aa 32-45). (OMIM Johns Hopkins University,
UniProtKB/Swiss-Prot data base) (248, 250-252) (Diagrama/Figura n° 12).

p274rl actla como inhibidor de la actividad de complejos ciclina E-CDK2
y ciclina D-CDK4 en respuesta a diferentes estimulos antimitogénicos por lo
gue modula la transicion de fases G1 a S del ciclo celular impidiendo la
fosforilizacion de proteina Rb. En la fase precoz G1 promociona el ensamblaje
e importacion nuclear del complejo ciclina-CDK4-6 por lo que sus acciones son
duales dependiendo de fase del ciclo y contexto celular. Por su localizacion
citoplasmica modula la motilidad celular e interacciona con la matriz
extracelular por mecanismos ligados a la actividad de la familia de

RhoGPTasas. En diferentes modelos celulares, la sobre-expresion de p27Xiel
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facilita los mecanismos de apoptosis mediados por activacion de procaspasa 3
(220, 248, 251, 252, 253-256).

Los niveles de p27KP! estan influenciados por una serie de factores que
incluyen inhibicion de contacto y densidad celular, sefiales de diferenciacion,
adhesién a matriz celular y sefiales estimuladoras/supresoras de crecimiento
(256, 257).

La actividad de p2741 estd modulada por su concentracion,
fosforilizacion, localizacion subcelular e interacciones proteicas (251). Se han
descrito diferentes factores de transcripcion que controlan la expresién génica
de CDKN1B, entre ellos, la familia Forkhead boss clase O (Fox O), menin,
complejo c-myc-max y familia de factores de transcripcion E2F1 (251-253,
256). La traslacion de mRNA CDKN1B es méaxima en fases GO y G1 precoz
decreciendo con la progresion de ciclo tras estimulos mitégenicos, y esta
mediada por 5"UTR del CDNK1B en regiones ORF/IRES, diferentes proteinas
como miembros de PTB y ELAV ademas de la funcion infra-reguladora de
MIiRNAs (220, 248, 251, 252, 256, 258) (Diagrama/Figura n°® 13).

La regulacion de los niveles de proteina p27XiP! es esencialmente post-
transcripcional por mecanismos de proteolisis nuclear mediada por el complejo
ligasa ubiquitina E3 SCF-Skp2, y citoplasmica por la via KPC tras su
exportacion nuclear (252, 259, 260). Otros mecanismos implicados son la
regulacion transcripcional del promotor y de la translacién de su mRNA,
secuestro por complejos ciclina D-CDK4-6 y su distribucion compartimental

durante la progresion del ciclo celular (255, 256).

p27kPrl (gen CDNK1B) ha sido implicado en procesos de carcinogénesis
0 progresiéon tumoral en modelos murinos y numerosas neoplasias humanas
(220, 251, 261, 262).

Estudios experimentales en modelos murinos knockout han demostrado
que la pérdida de p27¥Pl tiene un efecto directo en los procesos de

carcinogénesis. p27XPl funciona como un gen supresor de tumores con
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fenotipo haploinsuficiente dependiente de dosis ya que ratones heterocigoticos
p27*- con pérdida de copia de gen CDKN1B desarrollan tumores pituitarios
espontaneos tardios y son mas sensibles a la induccién tumoral por
carcindégenos; asi mismo ratones p27 null desarrollan mayor porcentaje de
tumores politopicos. Se comporta como un factor rate-limiting en el desarrollo
tumoral ya que ratones p27 null cruzados con otros knockout homo o
heterocigotos para p53, PTEN, pRB, pl6, INK4/ARF y APC incrementan
progresivamente los procentajes de formacién de neoplasias en diferentes
localizaciones (220, 251 263, 264). La reduccion de p27%Pl acelera los
procesos de carcinogénesis gastrointestinal en ratones con mutacion APC™n*
pero no de Smad3 (264).

CDNK1B p27XPl es un gen supresor de tumores atipico ya que sus
mutaciones somaticas en locus especifico o delecciones son muy infrecuentes
en tumores humanos (265). Sin embargo, estd disregulado habitualmente
debido a reduccion de niveles de proteina 27Kl secuestro en los complejos
ciclina-CDK, vy localizaciones subcelulares citoplasmicas anémalas. La células
normales de tejidos quiescentes expresan niveles elevados de p27KP1, mientras
que en células proliferantes como las criptas intestinales, lesiones hiperplasicas

y preneoplasicas sus niveles son inferiores (220, 256).

Estudios realizados mediante técnicas de IHQ han demostrado que la
mayoria de los tumores sdélidos humanos més frecuentes muestran niveles de
expresion de proteina p27XP! baja o ausente en mas del 50-70% de los casos.
Su disregulaciéon se asocia con fenotipos clinico-patolégicos agresivos,
prondstico desfavorable asi como respuestas reducidas a tratamientos
quimioterapicos y frente a dianas moleculares (248, 256, 266, 267).

Las alteraciones de la expresion de la proteina p27%iP1 en CCR han sido
estudiadas esencialmente por técnicas de IHQ objetivandose niveles bajos o
ausentes hasta en el 60% de los casos (153, 155, 209, 268-282). Su
disregulacion se ha asociado con fenotipos agresivos, tumores grandes, de
localizaciones derechas, indiferenciados, mucinosos y estadios avanzados
(153, 269, 270, 275-278, 282). Se comporta como un marcador evolutivo de
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mal prondstico independiente de otros factores convencionales con ILEs y SGs
disminuidas (153, 268-271, 273-275, 277, 278, 280, 281).

Regulador de Sintesis y Reparacion de DNA Timidilato Sintasa.

La Timidilato Sintasa (TS) es una enzima clave en la via de sintesis y

reparacion de DNA representando una diana celular de gran interés para la
inhibicién por farmacos como FPs (283).

La proteina Timidilato Sintasa (TYMS, OMIM*188350; UniProtKB/Swiss-
Prot P04818) esta compuesta de 313 aa con Pm de 35.7 kD y codificada por el
gen TYMS, localizado en el segmento 18g21.31-qgter del cromosoma 18, que
contiene 7 exones a lo largo de 30 Kb con dos localizaciones principales de
MRNA en una secuencia invertida (OMIM Johns Hopkins University,
UniProtKB/Swiss-Prot data base) (Diagrama/Figura n°® 14).

Su estructura cristalogréfica es la de un homodimero obligado con dos
localizaciones activas formadas por residuos de ambos mondmeros. En cada
monomero se han descrito dos dominios principales: un dominio grande
conservado (LD large domain aa 1-98; 130-313) y uno pequefio variable (SD
small domain; aa 99-129). Las regiones mas importantes de proteina Timidilato
Sintasa (pTS) son: el asa catalitica (CL aa 184-189) que contiene el C195, y
reacciona con el carbén C6 de dUMP formando un complejo covalente; el asa
interfaz (HIL aa 144-158); el asa alrededor de R50, y la regién C terminal (CT
aa 308-313) (284, 285).

La pTS es una proteina citosoélica dimérica muy conservada a través de
las especies, que esta implicada en una serie de vias complejas relacionadas
con otros enzimas dependientes de folatos mediante funciones cataliticas y
reguladoras (285). Se comporta como una enzima fase S con actividad limitada
(rate limiting) que cataliza la metilacion reductiva de dUMP por CH2H4Pte-Glu
para generar dTMP vy dihidrofolato (Ciclo TS en relacion con otras enzimas
como DHFR y SHMT); es la unica fuente de novo para dUMP necesario para la
sintesis y reparacion de DNA e indispensable para las células con actividad

divisional (286). Como proteina reguladora interacciona con su propio mRNA
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mediante un mecanismo de feedback y con otras secuencias de regulacion de
proteinas relacionadas con el ciclo celular, reparacion de DNA, transcripcion y
apoptosis (287, 288).

Los niveles de pTS estan regulados a nivel transcripcional por
numerosos factores proteicos que incluyen a los miembros de la familia del gen
E2F1, p53 y c-myc, esenciales en la transicion de la fase G1 a S del ciclo
celular. La degradacion de pTS humana se lleva a cabo por el proteasoma 26 S
mediante mecanismos independientes de ubiquitina a través de la region N-

terminal polipeptidica (287-291) (Diagrama/Figura n° 15).

Estudios experimentales han demostrado que la expresion ectopica de
pTS catalitica activa es suficiente para inducir fenotipo transformado en células
eucariotas, que se manifesta por el desarrollo de focos celulares, crecimiento
independiente de anclado, y formacion de tumores en ratones atimicos. Por el
contrario, niveles comparables de dos mutantes de TS portadores de
mutaciones puntuales Unicas dentro del dominio catalitico no tienen actividad
transformadora. Ademas, la sobrexpresién de pTS da lugar a muerte celular
por apoptosis después de la retirada del suero. Estos datos demuestran que
pTS exhibe una actividad oncogen-like y sugiere nexos de unién entre la
sintesis de DNA TS regulada y la induccién de fenotipo neoplasico (292). Por
otro lado, la expresién y actividad de pTS en lineas celulares tumorales
proliferantes de cancer humano esté relacionada de forma directa con el tiempo

de doblamiento celular (293).

En los ultimos 40 afios se han disefiado varios farmacos inhibidores de
pTS, bien en el lugar de union al sustrato dUMP, como son las FPs o bien mas
especificos de accién en la unién con el cofactor folato como Pemetrexed o
Raltritexed, con el objetivo de lograr el cese de la proliferaciéon y crecimiento
celulares, ya que la reaccion modulada por pTS es la Unica fuente intracelular
de novo de dTMP (288). En diferentes lineas celulares tumorales y tejidos de
biopsia de pacientes con cancer se han demostrado niveles altos de pTS

inducidos por el tratamiento de inhibidores especificos que tiene efecto sobre
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su eficacia y puede promover fenbmenos de resistencia secundaria, aunque
recientemente cuestionados por los resultados de un meta-andlisis asi como
por estudios preclinicos en xenotransplantes de tumores humanos o lineas

celulares tumorales in vitro (291, 294-297).

Numerosos estudios clinicos han demostrado un incremento de niveles
de TS mRNA y de proteina TS en los CCR. La determinacion de la expresion
de TS en CCR puede efectuarse mediante analisis inmunohistoquimico,
técnicas moleculares como RT-PCR y ensayos enzimaticos (297- 299). Se han
comunicado niveles altos de pTS en diferentes contextos clinicos de CCR con
una mediana de 55-59% (limites entre 21.35 y 86%), generalmente mediante
técnicas de IHQ, AcMo especificos y valoracion semicuantitativa (155, 156,
300-303, 305-312). La proporcion mediana de casos con expresion de niveles
altos suele ser similar en contextos de enfermedad avanzada y no metastasica
con 53% (14-80%) vs 50% (19-77%) respectivamente (299). El grado de
inmunoreactividad para pTS es superior en tumores primarios comparados con

las correspondientes metastasis (297).

Los niveles altos de pTS se han relacionado con edades superiores y
tendencia en sexo masculino, localizaciones izquierdas de colon o rectales,
tumores diferenciados, infiltracion linfo-vascular y estadios avanzados (156,
302, 303, 306, 308-311, 313). En enfermedad avanzada se correlacionan con
tumores grandes, recurrencias abdominales y expresiones superiores en tumor

primario que en localizaciones metastasicas (297).

El curso evolutivo de los pacientes con CCR se ha correlacionado con la
expresion de pTS. Para enfermedad avanzada, sus niveles altos condicionan
respuestas objetivas inferiores a tratamientos sistémicos basados en FPs y
supervivencias mas cortas, mientras que para enfermedad localizada, se
asocia con ILEs y SGs disminuidas aunque algo modificables con el empleo de
qguimioterapia adyuvante (156, 300, 302-306, 311, 314).

48



INTRODUCCION

La necesidad de optimizar el valor de los factores prondsticos esenciales
como el TMN vy otros factores clinico-patoldégicos accesorios justifican el
desarrollo de nuestro estudio sobre BMT en CCR, ya que pueden ayudar a
definir su expresion y contemplar la enfermedad desde un punto de vista
molecular, establecer subgrupos prondsticos definidos y evitar los sesgos
inherentes a un sistema de estadificacion, para pT y definicibn de afectacion
ganglionar, en ocasiones con dificultades de reproductibilidad.

En definitiva, los diferentes BMT relacionados con la sefializacion y
valoracion de proliferacion celular (EGFR, Cox-2, pKi-67), reguladores de
estabilidad genomica (p53), reguladores del ciclo celular (ciclina D1, p21 y p27)
y de sintesis/reparacion de DNA (TS) se sobre-expresan de forma muy
prevalente en los CCR, parecen definir poblaciones tumorales concretas que
no siempre se relacionan con factores prondsticos clinico-patolégicos
convencionales de enfermedad y su curso evolutivo. Se pueden incluir en la
categoria 1IB del CAP y son susceptibles de estudios confirmatorios de

transferencia generadores de hipétesis.

Hemos planteado un estudio retrospectivo Fase Il en cohortes de
pacientes afectos cancer de colon esporadico en diferentes escenarios clinicos
con la finalidad de describir nuestra propia experiencia con factores pronésticos
convencionales, estudiar la expresion por técnicas de IHQ de cada uno de los
BMT elegidos, tratar de evaluar su capacidad pronéstica y su utilidad clinica.
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El CCR se comporta como una compleja enfermedad
heterogénea clinica y biologica. La expresibn de ciertos
biomarcadores moleculares de alteraciones en la sefal de
proliferacion, reguladores de ciclo celular y de reparacion de DNA
con especial relevancia en funciones celulares tumorales pueden
correlacionarse con diferentes fenotipos clinico-patolégicos y con

cursos evolutivos especificos.

Su analisis puede ayudar a diferenciar grupos de riesgo de
pacientes con caracteristicas clinico-biolégicas especificas que
podrian beneficiarse de tratamientos diferentes en intensidad y
disefio e incluso incorporar nuevos farmacos moduladores de

algunas de estas dianas moleculares.
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Los objetivos del estudio son:

Describir las caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de

pacientes incluida, tratamientos empleados, resultados y curso evolutivo.

Determinar la expresiéon de EGFR, Cox-2, p53, pKi-67, ciclina D1, p21,

p27 y TS mediante técnicas de Inmunohistoquimia.

Relacionar las caracteristicas clinico-patolégicas convencionales con la
expresion de cada uno de los biomarcadores estudiados.

Relacionar la expresion de los BMT entre si para intentar establecer
subgrupos con perfiles especificos moleculares tumorales.

Definir el valor pronéstico de los factores clinico-patologicos
convencionales y de BMT analizados.

Establecer subgrupos clinico-biolégicos con valor especifico en la
evolucion de la cohorte de pacientes estudiada.
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Seleccion de Pacientes y Material.

Se trata de un estudio retrospectivo de cohortes de pacientes afectos de
carcinoma de colon esporadico histologicamente confirmado. Este proyecto fue
aprobado por la Comision de Investigacion, Comité Etico y de Estudios Clinicos
del Hospital Universitario de la Ribera (HUdR).

Se han incluido los casos consecutivos evaluados, diagnosticados y
tratados en nuestro Hospital desde el aiflo 1999 al 2001. En todos ellos se
procedi6 a un diagnéstico de confirmacién y extensién convencional con
historia clinica, analitica, marcadores, endoscopia e imagen clasificandose por
el Sistema TNM de la AJCC/UICC de 2002 para su estadificacion (Tabla n° 1)
(44, 45).

El tratamiento se efectué con arreglo a los protocolos vigentes en la
Institucién. La enfermedad local, localmente avanzada o metastasica Unica se
tratd mediante reseccidon quirdrgica en bloque del segmento afecto y linfaticos
de drenaje, junto con eventual metastatectomia, seguida de quimioterapia

sistémica, indicada segun estadio y/o grupos de riesgo y basada en FPs.

Los pacientes tratados cumplian una serie de criterios basicos para su
atencion y valoracion. Los criterios de inclusion en el estudio fueron los
siguientes: edad mayor de 18 afios sin limites superiores, buen estado clinico
funcional con PS ECOG <2, confirmacién histolégica tumoral, cualquier estadio

de enfermedad, ausencia de tratamientos previos sistémicos y/o radioterapicos,
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expectativa de vida superior a los 6 meses, consentimiento informado por
escrito rutinario para procedimientos quirdrgicos y de tratamientos sistémicos.
Los criterios de exclusion fueron: presencia de enfermedad sistémica o
psiquiatrica grave que desaconsejara su tratamiento, imposibilidad geografica o
fisica de seguimiento, segunda neoplasia sincrénica o metacronica e historia de

cancer de colon hereditario, FAP y/o HNPCC o sindrome de Lynch.

El seguimiento se efectu6 con criterios NCCN o ESMO vy la respuesta al
tratamiento para enfermedad metastasica fue evaluada siguiendo los criterios
convencionales OMS y del sistema RECIST. La supervivencia global, causa
especifica o no, y el intervalo o supervivencia libre de enfermedad asi como el

tiempo a la progresion se han definido por criterios estandar OMS (315).

La definicion de fracaso primario a tratamiento fue la evidencia de
enfermedad documentada por métodos clinicos, radiologicos o histoldgicos. El
seguimiento para supervivencia global (SG), definida como el intervalo en
meses entre el inicio del tratamiento en este caso cirugia inicial y el éxitus del
paciente causa especifica 0 no, se contabilizé desde la fecha inicial del
procedimiento terapedtico. La supervivencia o intervalo libre de enfermedad
(SLE/ILE) en meses fue definida como el intervalo entre la fecha del inicio del
tratamiento y el primer evento de enfermedad y se considero fallo en el tiempo

a las recaidas locales, abdominales y a distancia/viscerales.

En el momento de la evaluacién del curso evolutivo de los pacientes se
definieron los siguientes grupos: vivo libre de enfermedad, vivo con
enfermedad, éxitus con y sin enfermedad y perdido para seguimiento. Se
estudi6 ademas el patron de recaida de enfermedad como primer evento

negativo de evolucion.

La base de datos inicial recogio las caracteristicas clinico-patolégicas
convencionales de los pacientes incluidos en el estudio, tratamientos ofertados,
valoracion convencional de respuesta, seguimiento y status especifico como
punto final de evaluaciéon. Se recogieron datos respecto de edad, sexo, niveles

de CEA y CA 19.9 séricos, localizaciébn tumoral, tamafo, caracteristicas
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macroscopicas, tipo histologico, grado de diferenciacion, extension tumoral en
la pared intestinal, presencia de poélipo en area tumoral, infiltracion linfo-
vascular, presencia de factores de riesgo como obstruccion, perforacion o
infiltracion a érganos vecinos, estado de los margenes quirdrgicos, estado de
los ganglios examinados del total remitido para su valoracién y estadificacion
definitiva pT, pN, pM y estadio global. Se valorar6 la secuencia de tratamientos
iniciales, tipo de cirugia y radicalidad, esquemas de quimioterapia adyuvante
y/o de enfermedad avanzada o recaida, y por ultimo, status de los pacientes,
seguimiento, mediadas de supervivencia global e intervalo libre de enfermedad

o tiempo a la progresion.

Para el planteamiento del estudio, desarrollo y comunicacion de
resultados seguimos las recomendaciones de las guias REMARK para estudios

pronosticos sobre BMT (19).

La busqueda bibliogréfica se efectud a través del programa PubMed.gov
para literatura biomédica de la US National Library of Medicine NIH, Bethesda,
Maryland, USA, con las palabras clave colorectal cancer, prognostic factors,
biomarkers, EGFR, Cox-2, TP53, Ki-67, p21, p27 y Thymidylate Synthase. Para
su lectura, andlisis, interpretacion y contextualizacion de nuestros resultados
seleccionamos aquellas comunicaciones que incluyeran mas de 100 pacientes
en los estudios experimentales, publicadas en revistas de alto impacto, con
revisores contrastados en lengua inglesa, y que reflejaran apropiadamente el

estado de investigacion clinico y basico.

Metodologia Experimental.

El estudio histopatolégico y de BMT moleculares fue efectuado en el
Laboratorio de Anatomia Patolégica del HUdR por un especialista experto en
patologia colorrectal que confirmd diagnéstico inicial, estadificacion
histopatoldgica definitiva y seleccion6é el material viable adecuado para la

investigacion.

Se ha analizado la expresion proteica por Inmunohistoquimia de EGFr,
COX-2, p53, ciclina D1, Ki-67, p21, p27 y TS. El procedimiento de investigacion
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empleado en el estudio fue efectuado con arreglo a los estandares para IHQ
sobre secciones en parafina en mucosa normal y frente tumoral invasivo. Se

baso en los siguientes pasos que se detallan a continuacion:

Procesamiento de las muestras.

Todas las muestras tisulares que procedian de piezas de reseccion
intestinal fueron fijadas en formol tamponado al 10%, procesadas de forma
rutinaria para su diagnostico y estadificacidn postquirargica, e incluidas en
bloques de parafina segun método convencional. Del archivo histopatoldgico se
eligié el bloque mas representativo de la lesién del que se obtuvieron 9 cortes
seriados de 4um de grosor en un microtomo de rotacion destinados al estudio

IHQ objetivo de este trabajo.

Estudio de IHQ.

Para las técnicas inmunohistoquimicas se siguié el procedimiento
ENVISION™ (DAKO Cytomation) o método de polimero en dos pasos, de uso
habitual en la mayoria de Laboratorios de Patologia por su rendimiento al
emplear amplificacion de sefial con polimeros marcados con HRP (Horse
Radish Peroxidase) (Diagramas/Figuras n°® 16 y 17°).

La desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion antigénica se realizé
de forma simultanea a 90°C y calor himedo con los portaobjetos con cortes
tisulares inmersos en una solucién de Dako Wash Buffer S3006 con un aparato
especifico de uso (PT Link de Dako, cédigo PT101).

Los portaobjetos se trasladaron al inmunotefidor automatico Autostainer
Plus (S3800) de Dako para su procesado mediante los reactivos incluidos en el
Kit Envision HRP Dual Link Rabbit/Mouse de Dako (cddigo K4061) que incluye
el sistema de deteccion, cromdgeno y los tampones de lavados intermedios. El
proceso completo se realiz6 en base a un polimero que contenia el Ac
secundario y peroxidasa que se revela posteriormente con diaminobenzideina

dando lugar a un precipitado coloreado visible a microscopia optica.

Se han empleado los siguientes AcMo (Tabla n° 3) por sus

especificidades para reconocimiento antigénico analizadas por métodos de
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transferencia Western blotting, inmunoprecipitados, analisis SDS-PAGE vy
ensayos ELISA en diferentes lineas celulares (Dako Cytomation Specific

Monoclonal Antibody Data Base).

Cada una de las técnicas se realizdé a la vez para el corte problema y
para un corte control positivo, previamente testado para cada una de ellas. Se
incluyé también un control negativo para cada anticuerpo. La laminillas de

inmunotincion de los BMT fueron interpretadas por un solo patologo experto.

Método de cuantificacion de marcadores.

La inmunoreactividad de los BMT se ha expresado como el ratio entre el
porcentaje de areas inmunopositivas en relacion con la valoracion de la seccion
completa de tejido neoplasico viable. La expresion de los BMT ha sido valorada
mediante un método semicuantitativo basado en el porcentaje de células
tefiidas y en la intensidad de tincion:

Porcentaje de células tefiidas:

1: menos del 30%.
2: del 30 a 60%.
3: del 60 a 100%.

Intensidad de la tincion:

1: intensidad leve.
2: intensidad moderada.
3: intensidad fuerte.

La lectura se realiz6 con un microscopio Nikon-Eclipse, E 800 y la
puntuacion definitiva se establecié con una escala de 0 a 3 (Tabla n°® 4). Se
considerd expesion +1: puntuaciones 1, 2 y 3; expresion +2: 4, 5y expresion
+3: 6. Establecimos de manera aleatoria empirica una subclasificacion de baja

y alta expresién con puntos de corte 0-1 vs 2-3.

Se consider0 positiva cualquier expresion para inmunotincion en
diferentes localizaciones para Ac Mo especificos.El patron de inmunotincion
celular de anti-EGFR fue de membrana y/o citoplasmatico mientras que para

Anti-COX-2 fue citoplasmatico. Generalmente, las células marcadas por el
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anticuerpo para p53 presentan un patron de tincidon nuclear, pero en algunos
casos se ha observado tincion citoplasmica. Las células marcadas por el
anticuerpo para Ki-67 muestran un patron de tincion nuclear, excepto en las
células mitoticas, en las que el anticuerpo marca a los cromosomas y al
citoplasma. Las células marcadas por el anticuerpo para Ciclina D1, p21 y p27
presentan un patrén de tincion nuclear. El patron de tincion celular para anti-TS

fue citoplasmaético, perinuclear y nuclear (Dako Cytomation data base).

Analisis Estadistico.

La estrategia de analisis estadistico se desarroll6 en 3 fases:
1. Andlisis descriptivo. Las variables incluidas en el estudio fueron resumidas
mediante diferentes estadisticos descriptivos de acuerdo a la naturaleza de las
mismas:

1.1. Variables cuantitativas: medidas de tendencia central (media o
mediana, segun la distribucion gausiana o no de los valores) y de
dispersiéon (desviacion estadndar acompafando a la media, intervalo
intercuartilico acompafiando a la mediana)

1.2. Variables cualitativas y ordinales: frecuencias absolutas (nimero) y
relativas (porcentajes).

2. Analisis bivariante.
2.1. Relacioén entre variables independientes
e Relacion entre variables clinico-patolégicas y BMT.
e Relacion entre BMT dicotomizados: negativo/positivo y Alta
/Baja Expresion.
Se analizaron mediante pruebas de Ji cuadrado o el test exacto
de Fisher para bajo numero de efectivos esperados.

2.2. Correlacién entre marcadores tumorales ordinales (expresion 0-3).
La relacion entre los marcadores se analiz6 mediante el
coeficiente de regresion no paramétrico de Spearman (Rho)

2.3 Relacién entre variables independientes (clinicopatolégicas, BMT)
y dependientes (SG, SLE).

La asociacion entre estas variables se realizO mediante técnicas
de analisis de supervivencia al tener que utilizar datos censurados para

los tiempos de supervivencia global (casos vivos en la Ultima visita y
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casos perdidos para el seguimiento) y para el tiempo libre de

enfermedad (casos vivos sin enfermedad o que habian muerto sin

enfermedad y casos que se habian perdido para el seguimiento).

Se estimaron los tiempos medianos y medios de supervivencia
segun con el método de Kaplan-Meier, comparando los tiempos entre las
categorias de las variables independientes mediante prueba de log-rank.

3. Analisis multivariante.

Se construyeron modelos de regresion multivariante de Cox de riesgos
proporcionales.

3.1. Construccion del modelo basal

En primer lugar se construyé un modelo basal con aquellas variables
clinicopatologicas que tuvieran una relacién significativa con los tiempos de
supervivencia mediante una estrategia hacia delante (forward) entrando como
variables candidatas aquellas que mostraron al menos un relacion significativa
para una p<0,20 con los tiempos de supervivencia.

3.2. Estimaciones para los marcadores tumorales

En una segunda fase, sobre el modelo basal se introdujeron los
diferentes marcadores tumorales, tanto como variables dicotomicas
(negativo/positivo) como ordinal (0 a 3).

Todas las estimaciones se mostraron como hazard ratio (HR) y su
correspondiente intervalo de confianza del 95% (1C95%). En todos los casos se
ha considerado el valor de p para un test bilateral con un nivel de significacion
del 5%. Los calculos del andlisis estadistico se realizaron con el programa
estadistico SPSS, version 12.0.

El calculo, validacién del tamafio muestral y potencia del estudio se

realiz6 con el moédulo de tiempos de supervivencia del programa Ene3

(Departamento de Biometria de GSK).
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RESULTADOS.
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Pacientes y tratamiento.

Se han estudiado las muestras de tejidos tumorales de 123 pacientes
tratados entre Enero de 1999 y Abril de 2001 con las siguientes caracteristicas
clinico-demogréficas (Tabla n® 5): la edad mediana fue de 70 afios (limites
entre 31 y 89); 68 pacientes fueron varones y 55 mujeres; en 14 casos se
constato algun tipo de agregacion tumoral familiar. 38 tumores se localizaron
en colon derecho y 85 en colon izquierdo; las caracteristicas macroscopicas
tumorales fueron: exofitico en 36 casos, polipoide en 42 casos, anular en 34
casos y mixto en 11 casos; en 11 casos se constatd polipo preexistente a
tumor. Los subtipos histolégicos fueron: 118 casos adenocarcinomas y 5
cumplian los criterios de carcinomas mucinosos; el grado de diferenciacion
tumoral fue: grado 1 en 55 casos, grado 2 en 56 y grado 3 en 12 casos; la
infiltracion linfo-vascular fue positiva en 81 casos. La cifras de marcadores
tumorales séricos con determinaciones iniciales de CEA disponible para 78
pacientes estuvieron incrementadas > 5 ngr/ml en 45 casos y en 71 pacientes
con CA 19.9 analizado encontramos cifras > de 39 U/ml en 20 casos. Por
estadios, la distribucion para extension local de la enfermedad fue de 2 casos
para T1, 13 para T2, 92 para T3 y 16 casos para T4, la valoracion ganglionar
fue negativa en 74 casos y positiva en 49 casos, N1 en 32 y N2 en 17 casos;
en 19 casos se constatdé enfermedad avanzada inicial por metastasis hepéaticas.
La estadificacion global definitiva fue: Estadio | en 12 casos, Il en 59; Il en 33 y
19 casos en estadio V.
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En 16 casos presentaron caracteristicas clinicas de obstruccion,
perforacidén y/o invasion de 6rganos adyacentes, en 4 casos persistia tumor
microscépico y la mediana de ganglios linfaticos regionales resecados fue de 7
(limites 2-26).

Los pacientes fueron orientados para diferentes secuencias terapéuticas
segun su estadificacion inicial y la localizacibn tumoral concreta. Los
tratamientos empleados fueron: cirugia exclusiva en 47 pacientes; en 66
pacientes, la cirugia se completdé con quimioterapia adyuvante con esquemas
basados en FPs, esencialmente con 5 fluorouracilo modulado con leucovorin
(esquema convencional de la Clinica Mayo tipo 5FU+LV) y en 19 casos
guimioterapia con intencidn paliativa por enfermedad metastasica constatada;
en 2 con radioterapia y en 8 pacientes con radio-quimioterapia combinada. Las
técnicas quirtrgicas empleadas fueron: reseccion segmentaria en 107 casos,

colectomia total en 4 casos y cirugias mas agresivas en 12 casos.

El tratamiento quirtrgico fue definido radical en 97 casos y paliativo en
26 casos, bien por afectacion metastética inicial en 19 de ellos o bordes afectos
en 7 casos. En 61 pacientes se empled quimioterapia complementaria tipo

5FU+LV, en 1 paciente el esquema Folfox y en 4 de ellos quimioterapia oral.

Resultados del estudio de marcadores tumorales.

El analisis inmunohistoquimico de sobre-expresion de EFGr, Cox-2, p53,
Ki-67, Ciclina D1, p21, p27 y TS se efectu6 en 123 muestras tumorales de
cancer colon esporadico primario con los resultados que se describen en las

tablas n° 6 y 7 (Diagramas/Figuras n° 18 y 19).

Expresion de EGFR.

El status de expresion inmunohistoquimica de membrana y/o

citoplasmica de EGFR fue positivo en 54 de 123 muestras tumorales (43.9%).

Las categorias de expresion positiva por porcentaje de células tefiidas fueron:

grado +1 en 23 casos (18.7%), grado +2 en 15 casos (12.2%) y grado +3 en 16

casos (13%); baja expresion en 92 casos (74.79%) y expresion alta en 31
casos (25.21%).
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Expresion de Cox-2.

La expresion citoplasmica de proteina Cox-2 fue positiva en 53 de 123

muestras tumorales (43.1%). Las categorias de expresion positiva fueron:

grado +1 en 26 casos (21.1%), grado +2 en 20 casos (16.3%) y grado +3 en 7

casos (5.7%); La expresion fue baja en 96 casos (78%) y alta en 27 casos de
los 123 (22%).

Expresion de TP53.

La inmunotincién nuclear fue positiva para TP53 en 78 de 123 muestras
tumorales (63.4%). Las categorias de expresién positiva fueron: grado +1 en 18
casos (14.6%), grado +2 en 28 casos (22.8%) y grado +3 en 32 casos (26%);

baja expresion en 63 casos (51.2%) y expresion alta en 60 casos (48.8%).

Expresion de Marcador de Proliferacion pKi-67.

El patron de tincidbn nuclear para pKi67 fue positivo en 75 de 123

muestras tumorales (61%). Las categorias de expresion positiva fueron: grado

+1 en 37 casos (30.1%), grado +2 en 25 casos (20.3%) y grado +3 en 13 casos

(10.6%); baja expresion en 85 casos (69.1%) y expresion alta en 38 casos de
123 (30.9%).

Expresion de Reguladores del Ciclo Celular.

La Inmunotincion nuclear para Ciclina D1 fue positiva en 48 muestras
tumorales de 123 (39%). Las categorias de expresion positiva fueron: grado +1
en 21 casos (17.1%), grado +2 en 19 casos (15.4%) y grado +3 en 8 casos

(6.50%); baja expresion en 96 casos (78%) y expresion alta en 27 casos (22%).

El andlisis de la proteina p21%af/ePl resultd positivo para tincion nuclear
en 26 casos (21.1%) mientras que en 97 muestras (78.9%) no se constatd
expresion proteica. Las categorias de expresion positiva fueron: grado +1 en 17
casos (13.8%), grado +2 en 4 casos (3.3%) y grado +3 en 5 casos (4.1%); baja
expresion en 114 casos (92.7%) y expresion alta en 9 casos (7,3%).

La inmunotincion nuclear de p27XP! fue positiva en 46 de 123 muestras

tumorales (37.4%). Las categorias de expresion positiva fueron: grado +1 en 8
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casos (6.50%), grado +2 en 15 casos (12.2%) y grado +3 en 23 casos (18.7%);
baja expresion en 85 casos (69.1%) y expresion alta en 38 (30.9%).

Expresion de Timidilato sintasa.

El patrén de tincidon citoplasmico y nuclear para pTS fue positivo en 81

de 123 muestras tumorales (57.7%). Las categorias de expresion positiva

fueron: grado +1 en 32 casos (26.0%), grado +2 en 21 casos (17.1%) y grado

+3 en 18 casos (14.6%); baja expresion en 84 casos (68.3%) y expresion alta
en 39 casos (31.7%).

Correlaciones clinico-patolégicas y marcadores tumorales.

En primer lugar analizamos la relacion de las caracteristicas clinicas y
patolégicas convencionales con cada uno de los marcadores biolégicos
escogidos y con posterioridad la relacion entre la expresion de los diferentes

marcadores entre si con los resultados detallados a continuacion.

Relacion de FP convencionales con EGFr.

La positividad de la expresion de EGFr o sus niveles alto o bajo no se ha
relacionado con la mediana de edad de la serie completa (p 0.58-0.87), sexo (p
0.67-0,44), localizacion tumoral derecha vs izquierda (p 0.36-0,85), grado de
diferenciacion (p 0.87-1), infiltracion LV (p 0.58-0,29), cifras de CEA (p 0.80-
0,78) y CA 19.9 (p 0.93-1) séricas preoperatorias, nivel de infiltracién tumoral
pT (p 0.22), afectacion ganglionar pN (p 0.36), metastasis presentes pM (p
0.86-0,25) y estadio TMN global definitivo (p 0.58-0,44). Se ha observado una
tendencia significativa entre la ausencia de expresion de EGFRr y el tipo
histolégico mucinoso (p 0,067), no confirmada en analisis discriminativo (p
0,33) asi como entre la expresion baja de EGFr y estadio pT avanzado de

infiltracion tumoral local (p 0,04) (Tabla n° 8).

Relacion de FP convencionales con Cox-2.
La positividad de la expresion de Cox-2 o sus niveles alto o bajo no se
ha relacionado con la mediana de edad (p 0.99-0.58), sexo (p 0.53-0.64),

localizacion tumoral inicial (p 0.35-0.87), histologia tipo adenocarcinoma o
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mucinosa (p 0.069-0.23), grado de diferenciacion (p 0.92-0.32), ILV (p 0.073-
0.92), niveles de CEA sérico (p 0.86-0.61) o CA 19.9 (p 0.29-0.90), nivel de
invasion tumoral local (p 0.53-0.16), afectacion ganglionar (p 0.15-0.32),
presencia de metastasis iniciales (p 0.92-0.19). Tampoco la expresion de Cox-2
se ha asociado con el estadio global de presentacion de enfermedad (p 0,92)
mientras que fueron mas frecuentes las categorias de expresion baja para cada
uno de los estadios analizados con diferencias estadisticamente significativas
(p 0.05) (Tabla n° 9).

Relacion de FP convencionales y expresion de TP53.
La positividad de la expresion nuclear de TP53 o sus niveles alto o bajo
no se relaciond con el sexo (p 0.14-0.76), grado de diferenciacién (p 0. 57-
0.18), infiltracion linfo-vascular (p 0,35-p,018), cifras de CEA (p 0.41-0.62) o CA
19.9 séricos preoperatorios (p 0.20-0.10), Estadio pT (p 0.80-0.63), afectacién
metastasica inicial (p 0.31-0.17) o estadio global (p 0.30-0.20). Se ha
observado una tendencia a la significacion entre la expresion positiva de TP53
y localizaciones tumorales izquierdas (p 0,097) mientras que expresiones bajas
fueron significativamente mas frecuentes en tumores de localizacién derecha (p
0,03). La variedad histolégica mucinosa se ha relacionado con una tendencia a
la ausencia de expresion de TP53 (p 0,059) no confirmada en el analisis de
score discriminativo (p 0,19). No se han encontrado diferencias para afectacion
ganglionar entre TP53 negativa y positiva (p 0.13) pero estadios N1-2 se
asociaron con scores de expresiones altas (p 0.025) (Tabla n° 10).

Relacion de FP convencionales y expresion de pKi-67.

La positividad de la expresién de pKi-67 o sus niveles de alta o baja
expresion no se han relacionado con la mediana de edad (p 0.89-0.11), sexo (p
0.86-0.24), localizacion tumoral (p 0.26-0.17), tipo histolégico (p 0.38-0.59),
grado de diferenciaciéon (p 0.46-0.51), ILV (p 0.35-0.69), cifras de CA 19.9
sérico (p 0.86-0.17), invasion tumoral (p 0.20-0.30), afectacién ganglionar (p
0.67-0.65), enfermedad metatasica inicial (p 0.83-0.31) y estadio global
definitivo (p 0.89-0.60). Tan solo los niveles de CEA sérico con valores
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normales <4.6 ngr/ml se han relacionado de forma significativa con expresiones
bajas de pKi-67 (84.8 vs 15.2%, p 0.03) (Tabla n° 11).

Relacion de FP convencionales y expresion de Ciclina D1.

La positividad de la expresion de Ciclina D1 o sus niveles alto o bajo no

se han relacionado con la mediana de edad (p 0,38-0,58), sexo (p 0,59-0,36),

localizacion tumoral inicial (p 0,95-0,87), tipo histolégico (p 1,0-1,0), grado

histoldgico (p 0,91-0,72), ILV (p 0,16-0,72), niveles séricos de CA 19.9 (p 0,83-

0,74), Estadio T (p 0,42-0,86), afectacion ganglionar (p 0,48-0,58), enfermedad

metastasica inicial (p 0,76-0,62) ni estadio global I-IV (p 0,95-0,86). Niveles de

CEA séricos < 4,6 ngr/ml se han relacionado con tendencia significativa a baja
expresion de Ciclina D1 (p 0,07) (Tabla n°® 12).

Relacion de FP convencionales y expresion de p2]1wail/cipl,

La positividad de la expresion de p21%al/cl g sus niveles de expresion

alto o bajo no se han relacionado con la mediana de edad (p 0,91-0,17), sexo

(p 0,24-0,73), localizacion tumoral inicial (p 0,99-1,0), tipo histolégico (p 0,95-

1,0), grado de diferenciacion (p 0,25-1,0), ILV (p 0,15-0,49), niveles séricos de

CEA (p 0,58-0,72) o CA 19.9 (p 0,53-0,43), Estadio T (p 0,96-0,63), afectacion

ganglionar N (p 0,29-0,68), metastasis iniciales (p 1,0-0,63) y estadio global (p
0,31-0,52) (Tabla n° 13).

Relacion de FP convencionales y expresion de p27Kirl,

La positividad de la expresion de p27kPl o sus niveles de alta o baja
expresion (Tabla n°® 14) no se han relacionado con la mediana de edad (p 0,39-
0,42), sexo (p 0,83-1,0), localizacién tumoral (p 0,62-0,25), tipo histolégico (p
1,0-0,96), grado de diferenciacién (p 0,76-0,89), ILV (p 0,50-0,42), cifras de
CEA sérico (p 0,71-0,65) o CA 19.9 (p 0,65-0,83), afectacion ganglionar (p
0,80-0,96), enfermedad metatasica inicial (p 0,64-0,94) y estadio global
definitivo (p 0,90-1,0). Se ha observado una tendencia a la significacion entre

niveles de invasion tumoral avanzados pT3-4 y expresion baja de p27 (p 0,09).
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Relacion de FP convencionales y expresion de pTS.
La positividad de la expresion de pTS o sus niveles alto o bajo no se han
relacionado con la mediana de edad (p 0,20-0,54), sexo (p 0,31-0,83),
localizacion tumoral (p 0,98-0,69), tipo histolégico (p 1,0-0,32), grado de
diferenciacion (p 0,20-0,52), ILV (p 0,92-0,90), cifras de CEA sérico (p 0,23-
0,71) o CA 19.9 (p 0,12-0,65), invasioén tumoral pT (p 0,98-0,32) y enfermedad
metatasica inicial (p 0,62-0,58). La afectacion ganglionar fue superior en los
casos con expresion positiva de pTS (73.5 vs 26.5%; p 0,004) no confirmada
para expresion alta o baja (p 0,56). La expresion de pTS positiva se relaciono
de forma significativa con el estadio Il (84.8 vs 15.2%; p 0,001) pero no para
expresion alta o baja (p 0,74) (Tabla n° 15).

Correlaciones entre diferentes biomarcadores.
Las correlaciones entre diferentes biomarcadores se han analizado
cComo expresiones positivas 0 negativas y con posterioridad por el nivel de

expresion discriminatorio bajo o alto.

Correlaciones para EGFr.

La expresion positiva de EGFr (Tabla n°® 16) se ha relacionado con la

positividad de TP53 en el 51.3% de los casos (p 0.030). No se ha asociado

significativamente con expresion de Cox-2 (p 0.92), Ciclina D1 (p 0.28),
p21waflicipl (n 0.25), p27XP! (p 0.94), pKi-67 (p 0.25) o pTS (p 0.95).

Los niveles de expresion bajos y altos de EGFr (Tabla n° 16) se
relacionaron con la expresion discriminativa de TP53 (p 0.004), pero no fueron
significativos para Cox-2 (p 0.69), pKi-67 (p 0.28), Ciclina D1 (p 0.27),
p21wallcipl (p 0.56), p274Pt (p 0.52) o bien pTS (p 0.21).

Correlaciones para Cox-2.

La expresion positiva de Cox-2 (Tabla n°® 17) se ha asociado de forma

significativa con Ciclina D1 (54.2%; p 0.047), p27rl (54.3%; p 0.051) y pTS

(52.1%; p 0.018). No se han encontrado relaciones con la expresion de EGFr (p
0.92), TP53 (p 0.54), pKi-67 (p 0.17) y p21Waft/cipl (n 0.72).
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En el analisis discriminativo de expresion baja o alta (Tabla n® 17), Cox-2
se relaciond con tendencia a la significacion a la expresion de TP53 baja (p
0.07) sin ninguna otra asociacion con EGFr (p 0.45), pKi-67 (p 0.21), Ciclina D1
(p 0.11), p21watcirl (p 0.98), p274Pt (p 0.43) y pTS (p 0.25).

Correlaciones para TP53.

La expresion positiva de TP53 (Tabla n® 18) se ha relacionado con

expresion de EGFr (74.1%; p 0.030) y tendencia hacia a la significacion con

pTS (70.4%; p 0.059). Las correlaciones fueron negativas para expresion de

Cox-2 (p 0.54), pKi-67 (p 0.58), Ciclina D1 (p 0.83), p21“aft/ciel (p 0.49) y p27kirl
(p 0.40).

Analizada por expresion baja o alta (Tabla n° 18), TP53 se ha asociado
significativamente con EGFr (71%; p 0.004) y con tendencia significativa para
Cox-2 (p 0.07). De nuevo las correlaciones con pKi-67 (p 0.86) Ciclina D1 (p
0.44), p21wailicbl (0.74), p274P (p 0.86) y pTS (p 0.71) fueron negativas.

Correlaciones para pKi-67.

La expresion positiva de pKi-67 (Tabla n° 19) se ha asociado con

tendencia a la significacion a expresion de pTS (67.6%; p 0.078) pero no con

expresiones de EGFr (p 0.25), Cox-2 (p 0.17), TP53 (p 0.58), Ciclina D1 (p
0.92), p21waflicpl (n 0.95), p274P (p 0.12).

Para niveles de expresion bajos o altos, no encontramos correlacion
alguna de pKi-67 con EGFr (p 0.28), Cox-2 (p 0.21), TP53 (p 0.86), Ciclina D1
(p 0.53), p21wait/cipl (p 0.56), p274PL (p 0.75) 0 pTS (p 0.22) (Tabla n° 19).

Correlaciones para Ciclina D1.

La expresion positiva de Ciclina D1 (Tabla n° 20) se ha asociado con las

expresiones de Cox-2 (49.1%; p 0.047), p21wailicel (57 7%:; p 0.028) y p27Kirl

(52.2%; p 0.021). No se obijetivaron relaciones de significacion con expresiones
de EGFr (p 0.28), TP53 (p 0.83), pKi-67 (p 0.92) ni pTS (p 0.22).
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La expresion baja de Ciclina D1 (Tabla n° 20) tan solo se ha relacionado
con expresiones de p21“ait/cibl (80.7%; p 0.01) y p27XiP1 (88.2%; p 0.00004). No
se han observado asociaciones con expresiones de EGFr (p 0.27), Cox-2 (p
0.11), TP53 (p 0.72), pKi-67 (p 0.53) ni pTS (p 0.50).

Correlaciones para p21wafi/cipl,

La expresion negativa de p21"atcipl (Tabla n° 21) se ha relacionado

significativamente con la ausencia de expresion de Ciclina D1 (85.3%; p 0.028)

No encontramos ninguin otro tipo de asociacion entre p21%afl/cipl y expresiones

de EGFr (p 0.25), Cox-2 (p 0.72), TP53 (p 0.49), pKi-67 (p 0.95), p27¥rl (p
0.14) o pTS (p 0.18).

El nivel de expresion bajo de p21wafl/cpl (Tabla n° 21) se ha relacionado
de forma significativa con Ciclina D1 (95.8%; p 0.01) pero no con EGFr (p
0.56), Cox-2 (p 0.98), TP53 (0.67), pKi-67 (p 0.56), p274r1 (p 0.87) ni pTS (p
0.91).

Correlaciones para p27%Pi,

La expresion negativa de p27kPl (Tabla n° 22) se ha relacionado con

expresion negativa de Cox-2 (47.2%, p 0.051) y Ciclina D1 (50%, p 0.021). No

encontramos relaciones entre p27kPl y expresion de EGFr (p 0.94), TP53 (p
0.40), pKi-67 (p 0.12) y p21vail/cpl (n 0.58).

La expresion discriminativa baja de p27XPl se ha relacionado
fuertemente con baja expresion de Ciclina D1 (63%, p 0.00004); expresiones
de EGFr (p 0.52), Cox-2 (p 0.43), TP53 (p 0.86), pKi-67 (p 0.75), p21val/cel (p
0.87) y pTS (p 0.98) no se han relacionado con expresion baja o alta de p27Kirt
(Tabla n° 22).

Correlaciones para pTS.
La expresiéon positiva de pTS (Tabla n°® 23) se ha asociado con Cox-2
(69.8%; p 0.018), TP53 (64.1%; p 0.059) y para pKi-67 con tendencia a la
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significacion (64%; p 0.078). No se relacion6 con EGFr (p 0.95), Ciclina D1 (p
0.22), p21vafliciel (p 0.18) o p27¢Pl (p 0.58).

Por nivel de expresion alto o bajo (Tabla n°® 23) no encontramos relacion
de pTS con expresion de EGFr (p 0.21), Cox-2 (p 0.25), TP53 (p 0.71), pKi-67
(p 0.98), Ciclina D1 (p 0.50), p21wafi/cipl (p 0.91) ni para p274°1 (p 0.98).

Las correlaciones entre las intensidades de los diferentes biomarcadores
estudios se recogen en la Tabla n°® 24, que resume los datos previamente

descritos para cada uno de ellos.

Seguimiento y status de los pacientes.

Con una mediana de seguimiento de 90 meses (limites 77-103), 64
pacientes permanecen vivos y 57 (46.35%) libres de enfermedad; se
contabilizaron 56 exitus, 37 (30.08%) por enfermedad causa-especifica y 19
(15.45%) por otras causas no relacionadas con enfermedad tumoral; 2 (2.43%)
pacientes se perdieron para seguimiento. El patron de recaida demostro ser
esencialmente visceral (hepatico y pulmonar) y abdominal (peritoneal) con dos

neoplasias metacronicas digestivas.

Correlaciones evolutivas.

La mediana de Supervivencia Libre de Enfermedad (o ILE) actuarial
(Figura n°® 1) de los 97 pacientes en estadios I-lll ha sido de 103+ meses (IQR
de >68, limites 3-103) y la media de 79 meses (IC95%: 71-87 meses). Se
excluyeron el analisis aquellos pacientes catalogados en estadio IV y con

evolucion al exitus en el primer mes después de la cirugia.

La mediana de Supervivencia Global para toda la cohorte de 123
pacientes (Figura n° 2) se sitia en 103+ meses (IQR > 73 meses, limites 3-
103) y la media en 72 meses (IC95%: 65-89 meses).

Andlisis de Supervivencia Libre de Enfermedad.
El analisis de SLE fue efectuado en primer lugar en relacion con la
influencia de los FPC y posteriormente se valor6 el impacto de los

biomarcadores estudiados, por expresion y valor discriminativo bajo vs alto.

72



RESULTADOS

SLE para Factores Pronésticos Convencionales.

La SLE fue superior para estadios ganglionares negativos (mediana de

102+ vs 41nc meses; media de 87 vs 59 meses; p 0.009; HR 3.36), estadios

precoces (mediana 102+ vs 41nc meses, media 87 vs 59 meses, p 0.009; HR

3.35); observamos una tendencia a la significacion de la infiltracion linfo-

vascular ausente (mediana actuarial 103+ vs 99+ meses, media 83 vs 63
meses; p 0.061; HR 2.12) (Tabla n° 25) (Figuras n° 3 al 11).

La SLE no se ha relacionado con edad (p 0.25), sexo (p 0.82), localizacion
tumoral inicial (p 0.69), tipo histolégico (p 0.44), grado de diferenciacion (p
0.75), cifras de CEA (p 0.44) o CA 19.9 séricas (p 0.13) ni nivel de invasion de
tumor primario T (p 0.29); la administracion de QT adyuvante fue valor
prondéstico discriminativo pero tiene un interés relativo puramente descriptivo
(81 vs 50 me; p <0.001) (Tabla n°® 25) (Figuras n° 3 a 12).

SLE para Biomarcadores.

La supervivencia libre de enfermedad en 97 pacientes catalogados como

Estadios I-lll no se ha visto influida por la expresion positiva de EGFr (p 0.46),

Cox-2 (p 0.26), TP53 (p 0.97), pKi-67 (p 0.31), Ciclina D1 (p 0.66), p21wafi/cipl (p
0.80), p27XP1 (p 0.44) ni de pTS (p 0.26) (Tabla n° 26) (Figuras n° 13 a 28).

Los niveles de expresién baja o alta (Tabla n® 27) tampoco han influido de
forma significativa en la SLE para expresiones de EGFr (p 0.70), Cox-2 (p
0.84), p53 (p 0.63), Ciclina D1 (p 0.48), p21vafl/cPl (p 0.64), p27<Pt (p 0.94) o
pTS (p 0.77). Sin embargo, hemos observado una tendencia para la
significacion entre niveles de pKi-67 con baja expresion y SLE mas prolongada
(mediana de 103+ vs 102 + meses, medias de 84 vs 66 meses; p 0.065; HR
2.03) (Tabla n° 26) (Figuras n°® 13 a 28).

Andlisis de Supervivencia global.
El analisis de para SG fue efectuado en primer lugar en relacion con la
influencia de FPC y posteriormente se valoro la influencia de los biomarcadores

estudiados, por expresion y valor discriminativo bajo vs alto.
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Supervivencia global para Factores Prondsticos Convencionales.

El incremento de la supervivencia global de la cohorte de pacientes
estudiada se ha asociado significativamente con edad inferior a 70 afios
(mediana 103+ vs 59 meses, media 80 vs 61 meses; p 0.009; HR 2.15), grados
de diferenciacion tumoral I-1l (medianas de 103+ vs 22 meses, medias 75 vs 44
meses; p 0.009; HR 2.79), ausencia de infiltracion linfovascular (medianas de
103+ vs 30 meses, medias de 82 vs 50 meses, p 0.0001; 3.07), cifras séricas
de CEA <5 ngr/ml (medianas de 100+ vs 59 meses, medias 84 vs 58 meses; p
0.0024; HR 3.42) o CA 19.9 (medianas de 102+ vs 21 meses, medias de 80 vs
40 meses; p 0.0002; HR 3.92), Estadio N negativo (medianas de 102+ vs 44
meses, medias de 80 vs 25 meses; p <0.0001; HR 2.44), Estadios I-llI
(medianas de 102-103+ vs 82-73 meses, medias 82-73 vs 25 meses; p
<0.0001; HR 1.61). El empleo de QT adyuvante incremento de forma sustancial
el pronostico de los pacientes (>103 vs 32 me; p< 0.0001) pero su valor sigue

siendo puramente descriptivo (Tabla n°® 28).

El sexo (p 0.60), localizacion tumoral (p 0.83), histologia (p 0.88) ni el nivel
de invasiéon del tumor primario (p 0.25) se relacionaron con la expectativa de
SG (Tabla n°® 28) (Figuras n° 29 a 38).

Supervivencia Global para Biomarcadores.

La supervivencia global de la cohorte completa de pacientes incluidos en

el estudio no se ha visto influenciada por la expresién positiva de EGFr (p

0.55), Cox-2 (p 0.62), TP53 (p 0.81), pKi-67 (p 0.53), Ciclina D1 (p 0.53),

p21waflcipl (n 0.86), p27XiP1 (p 0.52) o pTS (p 0.60) (Tabla n° 29) (Figuras n°® 39
a 54).

La supervivencia global aumentada se asocié de forma significativa con
expresiones bajas de pKi-67 (medianas de 103+ vs 59 meses, medias de 77 vs
59 meses; p 0.030; HR 1.90). No se relacion6 para expresiones bajas o altas
de EGFr (p 0.14), Cox-2 (p 0.60), TP53 (p 0.80), Ciclina D1 (p 0.86), p21wafl/cipl
(p 0.98), p274P1 (p 0.46) 0 pTS (p 0.62) (Tabla n° 30) (Figuras n° 39 a 54).
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Analisis Multivariante

El andlisis multivariante por el modelo de regresion de Cox fue efectuado
para 97 pacientes en estadios I-lll y para la SG en 113 pacientes para todos los
estadios de enfermedad, una vez descartados para valoraciéon 10 casos de

muerte precoz perioperatoria.

Modelo multivariante para SLE.

En el andlisis multivariante (Tablas n° 31, 32, 33), tan solo el estadio

global TNM (I-1l vs 1ll, HR 3.36; p 0.002) y los niveles de expresion de pKi-67

(HR 2.29; p 0.04) se han asociado de forma significativa con la SLE. Los

expresion positiva o niveles de los biomarcadores explorados, EGFr, Cox-2,

TP53, pKi-67, Ciclina D1, p21wailicel  n27kipl y TS, carecieron de valor
pronéstico independiente alguno (HR 0.51-1.67; p>0.10).

Modelo multivariante para Supervivencia global.

En el andlisis de regresién de Cox (Tablas n° 34, 35, 36), la mediana de
edad (HR 2.02; p 0.019), infiltracion linfovascular (HR 1.81; p 0.08), grado de
diferenciacion (HR 2.42, p 0.037), estadio global TNM (HR 1.41-5.49; p<0.001),
cifras de CA 19.9 sérico >39 U/ml (HR 3.04; p 0.032) y expresion alta/baja de
pKi-67 (HR 1.85; p 0.047) han sido factores significativos para supervivencia,
mientras que tanto la expresién de los demas biomarcadores EGFR, Cox-2,
TP53, Ciclina D1, p21vafl/eirl n27Kipl y pTS asi como sus niveles bajos o altos

no alcanzaron valor pronéstico independiente (HR 0.71-1.73; p>0.09).
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DISCUSION.
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Consideraciones sobre el Cancer de Colon y Factores prondsticos.
Heterogeneidad y necesidad de BMT de optimizacion.
Hemos completado un estudio fase Il observacional analitico longitudinal
de cohortes retrospectivo para pacientes diagnosticados de cancer de colon en
diferentes contextos clinicos y tratados en nuestra Institucién, con objeto de
valorar la capacidad prondéstica de diferentes BMT implicados esencialmente en

procesos de proliferacidn, su regulacion y la sintesis/reparacion de DNA.

Las recomendaciones de la guias REMARK para estudios pronésticos
sobre BMT (19, 316) nos han servido de base para el disefio, desarrollo,
analisis y comunicaciéon de resultados de nuestro trabajo, ya que permiten la
valoracién y evolucion del nivel de evidencia cientifica desde estudios béasicos
hasta revisiones sistématicas y meta-analisis (12).

El cancer de colon se comporta como una enfermedad heterogénea
desde el punto de vista demogréfico, clinico, patolégico asi como de respuesta
y evolucion a tratamientos similares (47, 317).

Nuestra serie se ha caracterizado por pacientes con edades medianas
por encima de los 68 afios, predominio del sexo masculino, tumores con
localizacion inicial izquierda y tamafio de 5 cm, grados de diferenciacion 1y 2,
predominio de pT3 y pNO, sin metastasis iniciales en mas del 80%. Sus
caracteristicas no difieren sustancialmente de las cohortes del SEER excepto

para un porcentaje algo elevado de tumores bien diferenciados (47, 317).
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Hasta el 75% de los pacientes afectos de cancer de colon se presentan
en la clinica con enfermedad localizada y la cirugia con intencién curativa es el
tratamiento de eleccién, seguida de quimioterapia (QT) adyuvante para grupos
de riesgo en estadio Il y estadios Ill con un impacto significativo sobre las
supervivencias a 5 y 10 afios. El empleo de esquemas basados en FPs durante
6 meses reduce el riesgo de muerte en un 30% que equivale a una ganancia
de vida adicional de 10-15%; la incorporacion de oxaliplatino aporta un
incremento a SLE de 7% y del 4.2% para SG en estadios Ill. El empleo de QT
adyuvante en estadios Il convencionales es una cuestion controvertida por la

ausencia de estudios prospectivos (39, 46, 48-50, 51, 318).

Para enfermedad avanzada, los tratamientos de QT basados en la
combinacion de FPs con oxaliplatino y/o irinotecan junto con terapias biologicas
como anticuerpos monoclonales humanizados tipo Cetaximab, Panitumumab o
Bevacizumab pueden lograr porcentajes de respuestas objetivas altos que se
acompafan de buenos indices de calidad de vida y alcanzar supervivencias

medianas que superan los 20-24 meses (318, 319).

Nuestros pacientes con enfermedad no metastéasica fueron tratados
mediante abordajes quirargicos estandar y esquemas de quimioterapia
complementaria basada en FPs segun grupos de riesgo ya que el oxaliplatino
no se habia incorporado como doblete habitual en este contexto. La bioterapia
convencional actual se incluyé afios después de forma estandarizada y basada

en determinados estudios moleculares y/o perfiles clinicos concretos.

El cancer de colon es una enfermedad de curso evolutivo heterogéneo
no necesariamente ominoso y supervivencias que varian significativamente
segun la estadificacion tumoral inicial. En la actualidad, el estadio patoldgico
TNM es el factor prondstico mas determinante para predecir el curso evolutivo
de la enfermedad (46, 318).

Un estudio a gran escala que ha incluido datos del SEER U.S.A.
National Cancer Registry sobre el seguimiento entre enero de 1991 y diciembre

de 2000 de 119.363 pacientes con cancer de colon estadificados con arreglo a
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los criterios de la 62 edicidon del sistema TNM/AJCC, ha comunicado una

supervivencia global especifica del 65.2% a 5 afios (317).

Con las modificaciones de la udltima edicion TNM, la supervivencias
especificas por estadio fueron 93.2% para estadio |, 84.7% para estadio lla,
72.2% para estadio Ilb, 83.4% para estadio llla, 64.1% para estadio llib, 44.3%
para estadio llic y 8.1% para estadio |IV; destacan las cifras de supervivencia
significativamente mejores para pacientes en estadios llla frente a estadios Ilb
(83.4% vs 72.2%; 0<0.001) (317).

Nuestros resultados, evaluados en medidas de tendencia central, han
seguido el mismo patron evolutivo para las diferentes categorias de
estadificacion incluso con una mediana de adquisicibn de adenopatias
regionales para su analisis inferior a 12. A pesar de las recomendaciones sobre
la extension de la linfadenectomia y namero de ganglios a estudiar, la
estadificacion pN definitiva sigue siendo un tema de controversia ya que su
rendimiento esta influenciado por el estadio pT global asociado y quizas
nuevas aproximaciones como el mapeo de ganglio centinela junto con estudios

de IHQ y PCR ayuden a mejorar su rendimiento (26, 42, 46).

Mas del 35% de los pacientes diagnosticados fallecera a los 5 afios, y de
ellos, el 8% en estadio I, del 13 al 18% en estadio Il, y entre el 17 y 56% de
pacientes en estadio Ill con un patron de recaida, esencialmente sistémico, de

predominio hepatico, peritoneal y pulmonar (46), que confirman nuestros datos.

Otro andlisis basado en la U.S National Cancer Database ha demostrado
una supervivencia a 5 afios del 59.8% para estadios llla, 42% para estadios Ilib

y 27.3% para estadios llic con cancer de colon (320).

El 40-50% de los pacientes en estadio Il de enfermedad se curan con
cirugia y hasta el 30% recaeran a pesar del tratamiento con QT; para estadio Il
las cifras se situan entre el 60-70% de curaciones y el 15-20% de recaidas
(319, 321, 322).
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Los criterios prondsticos convencionales no son por tanto suficientes
para predecir la recaida de enfermedad en un paciente individual y/o su
modulacién por tratamiento adyuvante, debido a diferentes comportamientos
evolutivos para estadios concretos del sistema TNM, ni se dispone de factores
predictivos suficientemente contrastados de respuesta a tratamientos QT/BT
para la enfermedad avanzada (73, 323). De hecho, la medicina personalizada
requiere del desarrollo y aplicacién de BMT tumorales prondsticos, predictivos y

farmacodinamicos que faciliten las decisiones terapeuticas (319).

El carcinoma de colon incluye una serie heterogénea y compleja de
enfermedades que se desarrollan por la acumulacion de alteraciones genéticas
y epigenéticas facilitando la adquisicibn de caracteristicas esenciales del
cancer, por lo que es previsible que tumores con perfil biolégico similar se
comporten de forma clinica parecida. Todas estas caracteristicas y los eventos
predecesores estan siendo fuentes de nuevos BMT que ayudaran a identificar
subtipos tumorales moleculares y comprender mejor la fisiopatologia molecular
de la enfermedad (323).

Los BMT mas estudiados en la actualidad para cancer de colon son las
alteraciones adquiridas o sométicas de los tipos de inestabilidad genémica y su
conocimiento deriva de estudios generadores de hipotesis fase I-Il con una

evidencia inicial limitada sobre su valor pronéstico (73).

El desarrollo de nuevos BMT ha dependido esencialmente del empleo de
técnicas de bajo rendimiento para andlisis de DNA, RNA y de proteinas frente a
las tecnologias de alto rendimiento como matrices tisulares o de acidos
nucleicos DNA/RNA (21). Los estudios de prote6mica, basada en anticuerpos
monoclonales especificos fundamentados en la estrategia de aplicacion de
reactivos in situ tisulares o celulares, pueden demostrar la presencia y
distribucion espacial del BMT, preservan la integridad morfolégica y son de facil

implementacion en Servicios de Patologia y Oncologia Molecular (21, 324).

La disponibilidad de un Laboratorio que contaba con patélogos expertos

en técnicas inmunohistoquimicas, su aplicacién rutinaria en tumores soélidos e
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investigacion previa en proyectos de transferencia clinica junto con una amplia
experiencia en los Servicios Clinicos Hospitalarios, nos hizo orientar nuestro
estudio hacia la valoracion de diferentes BMT por inmunoticion en el cancer de

colon para conocer su implicacion prondstica.

Las seis caracteristicas esenciales del cancer (por hallmarks of cancer)
son capacidades distintivas y complementarias que permiten el crecimiento
tumoral y la diseminacion metastasica. Sirven de base para la comprension de
los complejos mecanismos fisiopatolégicos moleculares de la enfermedad
cancerosa y se les han incorporado dos mas, reprogramacion del metabolismo
energético y evasion de la destruccion inmune en un mecanismo de cross-talk

de reciente descripcion (64, 325).

Por otro lado, los tumores que se desarrollan en un tejido concreto
tienen cambios gendémicos diferentes que definen cada neoplasia individual en
términos del mecanismo molecular implicado (326). ElI crecimiento y
supervivencia de algunas células cancerosas depende esencialmente de la
activacion de un oncogén unico o fenémeno de adiccidn oncogénica que puede
ser evaluado por las técnicas observacionales de tinciébn inmunohistoquimicas
y que es el paradigma diagndstico-terapeutico para la aplicacion de diferentes

farmacos anti-diana para tumores solidos (326, 327).

Todas estas consideraciones clinicas y biologicas relacionadas con el
CCR, junto con la introduccion bibliografica inicial, nos han servido como
fundamento en el desarrollo y discusion de nuestro trabajo. Para cada uno de
los BMT estudiados interpretamos los resultados obtenidos en el contexto de la
hipétesis prefijada de partida y otros estudios relevantes comunicados en la
literatura especializada en relacién con metodologia de andlisis y rendimiento;
relacion con otros BMT como reflejo de la influencia sobre otros hallmarks de
cancer y mecanismos de cross-talk; correlaciones con los factores clinico-
patolégicos mas relevantes; y, por ultimo, el impacto prondstico sobre la

cohorte de pacientes tratada.
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Comentarios sobre resultados del estudio.

Contextualizacion bibliografica.

EGFR y su via de sefalizacion.

Las alteraciones del eje de sefalizacion EGFR intervienen de forma
decisiva en la carcinogénesis y progresion tumoral del CCR a través de su
influencia en la regulacion diferentes hallmarks de la enfermedad. EGFR se ha
convertido en una de las dianas terapéuticas mas estudiadas en el tratamiento
de la enfermedad cancerosa y del CCR en particular Su sobre-expresion
parece ser un factor esencial en el comportamiento tumoral agresivo, pero su
impacto prondstico y valor predictivo de sensibilidad a farmacos o radiaciones

ionizantes no ha sido completamente dilucidado. (86, 87, 89, 328).

Metodologia y Rendimiento.

La expresion de EGFR en muestras tumorales se ha valorado mediante

deteccion de amplificacién génica, mutaciones y niveles elevados de transcritos

MRNA o proteinas. El método méas frecuentemente empleado ha sido la

inmunotincion por IHQ aunque también se han comunicado estudios de
valoracion mediante Western blotting, FISH/CISH y ELISA (96, 328).

En nuestro trabajo sobre la expresion de EGFR mediante técnicas de
IHQ y AcMo H11 en una cohorte de 123 pacientes con cancer de colon hemos
detectado sobre-expresion en el 44% de los casos (69 de 123 muestras) con

porcentajes de score alto (+2/3) en el 25.21% (31 de 123 muestras).

En 17 estudios publicados entre 1990 y 2011 se ha analizado la
expresion de EGFR en CCR por IHQ y los porcentajes de positividad varian
entre el 30% hasta el 85% de los casos (Tabla n° 37) (97-109, 329-332).
Nuestros hallazgos estarian en la linea de resultados sobre el 50%,
comunicados en 7 estudios (97, 100, 102, 107, 109, 329, 330).

La diversidad en la expresiéon de EGFR se podria explicar por tratarse de
estudios retrospectivos con cohortes de pacientes en diferentes estadios de

enfermedad y localizaciones, tanto CCR como colon exclusivas, empleo de
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diferentes anticuerpos como R1, 2-18C9, 113, 31G7, proveedores Dako o
Zymed, y valoraciones de positividad dispares con puntos de corte diferentes,
del 1-10% con scores de 0-3 y hasta >6. Los resultados de expresion con kit de
Dako y puntos de corte >1% son sensiblemente superiores (59-85% vs 44%) a

los encontrados en nuestra experiencia (97-109, 329-332).

El nivel de sobre-expresion de EGFR depende de la duracion del
almacenamiento de las secciones tisulares archivadas y en CCR no deberian
exceder tiempos de lectura de 9 meses, para evitar falsos negativos, con unas
condiciones de fijacion especificas para el kit DakoCytomation EGFRpharmaDx
(333). Los resultados de la expresién del EGFR por técnicas de IHQ con clones
EGFRpharmaDx y 317G7 son similares con una correlacion excelente entre el

sistema de puntuacion manual y automatico (334).

Dos experiencias comunicadas en la literatura con kits de Ventana y
Zymed parecen ofrecer el mejor rendimiento para valoracion de EGFR, pero la
ausencia de un sistema de puntuacién bien definido hace aconsejable su
correlacion con amplificacion de FISH para seleccion de tratamientos con
cetuximab (335), ya que la valoracién de EGFR por IHQ como test predictivo

para la eficacia de AcMo puede ser inadecuada (328).

En cuanto a la expresion de EGFR en diferentes estadios de
carcinogénesis CCR, se ha descrito que su expresiéon tumoral suele ser
superior con respecto de la mucosa normal adyacente o adenomas a distancia
(50 vs 40%) (97), similar entre la expresion en tumor primario y metastasis
ganglionares y/o viscerales (109) con grado de concordancia del 40.4% (99) y
no confirmado en otro estudio (105).

Correlaciones de EGFR con otros BMT.

En nuestra experiencia, la sobre-expresion de EGFR se ha relacionado

de forma directa con TP53 positiva quizas debido a la puesta en marcha de
mecanismos reguladores antiproliferativos; si bien, este dato no lo hemos

podido contrastar en estudios similares publicados (97-109; 329-332).
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No encontramos ninguna otra relacion con los otros BMT estudiados. Sin
embargo, se han comunicado correlaciones positivas entre la inmunoexpresion
de EGFR, expresiones altas de Cox-2, pKi-67 (103), TGF-a, MAPK y S6K (108)
y de forma inversa con proteinas fosforiladas pAkt y pMAPK (109). Estos
hallazgos pondrian sugerir mecanismos de intercomunicacion cross-talk de
proteinas estimuladoras de proliferacion, sus ligandos y la regulacién de
adhesidn celular e invasividad, pero no con activacion de proteinas fosforiladas
downstream activadas. No se han descrito relaciones con dinucleotido
polimorfico repeat (CA)n DR en el intron 1 de EGFR, otros miembros de la
familia Erbb por la expresion de Her-2 ni de IMS como mecanismo esencial de
carcinogénesis (99, 102, 330).

La sobre-expresion de EGFR por IHQ se ha correlacionado con
amplificacion génica por FISH en el 58% de los casos (102); hallazgo no
confirmado en otro estudio mediante técnica de CISH (105), lo que sugiere que
ninguna de las dos técnicas son exluyentes entre si debido a la inestabilidad de

amplificacion génica (Tabla n° 37).

Relacion de EGFR con FCP convencionales.

En nuestro estudio hemos encontrado una relacion estadisticamente
significativa entre la expresion de EGFR (positividad y/o intensidad) para
extension pT e histologia mucinosa que no se ha confirmado para el resto de

los diferentes parametros clinico-patolégicos convencionales.

Andlisis similares han sido efectuados en 13 estudios publicados entre
1990 y 2011 con diferentes cohortes de pacientes y metodologia de analisis
(Tabla n°® 38) (97-100,102-104, 107, 108, 329-332). La expresion de EGFR en
membrana se correlacion6 con el grupo de pacientes con edad mas avanzada

(107) mientras que el sexo carecio de significacion estadistica.

Las diferentes localizaciones del tumor primario y su tamafio no se han
correlacionado con expresion especifica de EGFR ni con elevaciones de CEA
(104). La expresion EGFR con intensidad +3 y el grado de diferenciacion tienen
tendencia a la relacion estadisticamente significativa (98); la frecuencia de
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expresion a niveles altos de proteina EGFR es inferior para los tumores bien-
moderadamente diferenciados con respecto a los indiferenciados (99) mientras
que en otros dos estudios, la intensidad de tincién para EGFR es mayor en
tumores indiferenciados y presencia de desdiferenciacion tumoral 6 areas de
budding (330, 332).

La invasion extramural y perineural se han asociado de forma
independiente con incrementos de porcentajes medios de EGFR celular +3 y
los tumores mucinosos o0 de células en anillo de sello fueron generalmente
tincion EGFR positiva +3 (98).

En nuestra experiencia, la edad, sexo, tamafio tumoral inicial y/o
localizacion, grado de diferenciacién, tipo histolégico o ILV no fueron diferentes
para expresion positiva de EGFR y/o scores altos (p> 0.05 para todos ellos).
No se describe en la literatura referencia alguna a los tipos histopatologicos

concretos.

Observamos en nuestro estudio una correlacion positiva entre la
expresion de EGFR vy el nivel de infiltracion tumoral pT (p 0.04) que no se
confirmd para el resto de pardmetros TNM. La sobre-expresion de EGFR es
mas frecuente para estadio tumoral pT3 que para mas avanzados (pT3 85 vs
pT4 59%; p 0.006) (104), pero también, para estadios IV vs menos avanzados
(76 vs 58.8%; p 0.06) con scores de positividad +2-3 mayores (109). Tumores
de colon con tincion intensa EGFR +3 se han relacionado mas frecuentemente
con estadio Il vs Il (87 vs 73%; p 0.03) (330). En 6 estudios no se ha
encontrado relacion entre sobre-expresion de EGFR y caracteristicas clinico-
patoldgicas convencionales (97, 100, 102, 103, 329, 331).

No podemos vincular su expresibn con factores prondsticos
convencionales, excepto para el nivel de invasién del tumor, por lo que parece
que la expresion proteina EGFR podria comportarse como una variable de

prediccidn evolutiva a considerar en ciertos contextos clinicos.
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Expresion de EGFR y Relacion Prondstica.

En nuestro estudio no hemos demostrado un significado prondstico de la
expresion de EGFR en cancer de colon esporadico ya que las diferencias para
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global no alcanzaron una

significacion estadistica concluyente.

El valor pronéstico de la expresion de EGFR en CCR ha sido valorado
en 10 estudios publicados entre 2001 y 2011 mediante técnicas de IHQ
completadas con FISH/CISH en 2 estudios (Tabla n° 39) y en 6 de ellos se ha
encontrado algun tipo de correlacién positiva en el andlisis de su implicacién
predictiva para intervalo libre de enfermedad o supervivencia global (98-101,
104, 106, 329-332).

La sobre-expresion de EGFR y/o intensidades de alto score (+2/3) en
tumores de colon se correlacionan con incrementos de recaidas e ILEs
inferiores con HR de 1.21 (p 0.042) y en los analisis multivariantes, EGFR se
comporta como variable independiente para ambos parametros intermedios
(101, 106, 332). En nuestro estudio, la SLE no se ha visto influida por la
expresion de EFGR (p 0. 46; HR 1.32) ni por su intensidad alta +2/3 (p 0.70;
HR 1.19)

La sobre-expresion de EGFR +2/3 o +3 en las regiones profundas de
tumores de pacientes afectos de cancer de colon en estadio IV se correlacion6
con supervivencias sensiblemente inferiores (p 0.052) con respecto de
porcentajes de inmunoreactividad bajos +1 o nulos (98). La supervivencia
mediana de pacientes afectos de neo de colon con alto grado de expresién de
EGFR (22+) fue de 4.5 afios frente a los 5.5 afios con tumores negativos o de
baja expresion (100) y la sobre-expresion de EGFR es predictor de

supervivencia inferior a 10 afios o global (101, 106).

Estudios recientes en cancer de colon han demostrado que las
expresiones de EGFR con scoring alto se asocian con supervivencias inferiores
a 5 afos con porcentajes de 72.3% frente a 83.9% (HR 2.57, p 0.014) en

tumores con expresion baja o ausente (330, 332). En los andlisis
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multivariantes, la intensidad de EGFR analizada como variable independiente
se asocio con significacion borderline (HR 1.15, p 0.086) con la supervivencia
global en un modelo que incluyé edad, estadio tumoral, grado histolégico y
status de MMR (332) mientras que en otro estudio, el EGFR incrementado fue
una variable independiente predictiva de supervivencia global inferior con HR
de 1.53, p 0.029) (330).

No hemos podido demostrar diferencias de SG relacionadas con
expresion de EGFR (p 0.55; HR 1.19) ni para diferentes scores de
inmunotincion (p 0.14; HR 1.57). En otros 4 estudios no se ha descrito relacion
pronéstica alguna para la expresion de EGFR tanto para ILE como SG (99,
104, 329, 331).

Las evidencias actuales no permiten considerar EGFR como factor
pronéstico en CCR y/o de colon a la vista de los resultados de nuestro estudio
y la revision de la literatura, debido a los resultados controvertidos y ausencia
de estudios fase lll, revisiones sistematicas 0 meta-analisis. Para una correcta
valoracion del papel del EGFR como factor pronostico en CCR y/o colon son
necesarios estudios a gran escala que incluyan pacientes en diferentes
contextos clinicos, metodologia y cuantificacion de positividad homogéneas con

seguimientos a largo plazo.

Proteina Cox-2.

La disregulacibn de la via Cox-2/PGEz parece influenciar la
carcinogénesis colorrectal promoviendo el mantenimiento y progresion tumoral,
facilitando la diseminacién metastasica e incluso participando en los procesos
de iniciacion (336). A través de receptores EP, la PGE: activa multiples vias de
sefalizacion intracelular que incluyen la transactivacion de EGFR; activacion de
sefales extracelulares reguladas por ERK, la transcripcion de factores
activadores proteina-1 y c-myc, y activacion de B catenina dependiente de la
transcripcion de TCF (337) (Diagrama/Figura n° 4b). Numerosos estudios
experimentales y clinicos han demostrado el papel de Cox-2 la carcinogénesis
del CCR, posible valor como BMT pronéstico y/o predictivo y su modulacién por

inhibidores selectivos (338).
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Metodologia y Rendimiento.

Los resultados de nuestro estudio han demostrado sobre-expresion

constitutiva de proteina Cox-2 por analisis de IHQ en cancer de colon. La

inmunoreactividad de proteina COX-2 citoplasmética con AcMo CK294 se

observo en el 43.1% de tumores (53/123 muestras) y su nivel de expresion fue
alto en el 22% (27/123 muestras).

La valoracion de la expresion de Cox-2 se ha efectuado habitualmente
mediante técnicas de IHQ aunque también por RT-PCR (reaccidén en cadena
de la polimerasa a tiempo real). La prevalencia de la inmunorreactividad de
Cox-2 varia ampliamente desde 35.5 al 100% con la mayoria de los estudios
con valores entre el 70-90% (123-133, 339-345) (Tabla n° 40). Nuestros
resultados de sobre-expresion del 43% han sido inferiores aunque similares a
otros estudios con porcentajes del 35.5 y 42.4% (340, 342).

Estas diferencias en la prevalencia de expresion quizas son debidas a
diferentes circunstancias como los métodos de fijacion tisular y procesamiento,
variacion en la recuperacién antigénica, asi como los anticuerpos monoclonales
comerciales empleados. Quizas el factor mas importante para esta diversidad
de resultados pueda ser el sistema de evaluacion de la inmunotincion positiva.
El método mas empleado es el sistema de puntuacion semicuantitativo basado
en el porcentaje de células tefiidas y/o su intensidad de tincién, bien por
valoracion manual o analisis de imagen automatizado. Los puntos de corte para
definir la positividad de expresién de Cox-2 tampoco son homogéneos y van
desde porcentajes celulares > 10% a puntuaciones score = 2-3 por Cox-2
immunoreactivity score/IRS y unidades arbitrarias continuas (AU arbitrary units)

con expresion de descriptores estratificados en cuartiles (123-133, 339-345).

La frecuencia e intensidad de tincion para Cox-2 se incrementa de forma
sustancial desde la mucosa normal a adenomas, tumor primario, metastasis
ganglionares y viscerales (124, 126, 130). Se ha descrito una fuerte correlaciéon
entre mMRNA y expresién de proteina Cox-2 (p<0.002) por lo que se puede
deducir que la inmunoexpresion es un buen marcador subsidiario de la

expresion génica de Cox-2 (340). La expresion de mRNA Cox-2 en muestras
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tisulares de CCR analizadas por ensayo de RT-PCR fue del 80% (28/35 casos)
y del 31.4% (11/35 casos) en tejido normal (129). (Tabla n° 40). Son datos que
indicarian la participacion de Cox-2 en las diferentes fases de la carcinogénesis

del CCR y su implicacion en la progresion tumoral.

Correlaciones de Cox-2 con otros BMT.

En nuestra serie, no hemos encontrado una asociacién significativa entre

los tumores con expresion de proteina Cox-2 positiva y la expresion de EGFR,
TP53, Ki-67 y p21val/cel En otros estudios, los casos de expresion alta de
proteina Cox-2 se han asociado con la sobre-expresion de EGFR (131)

mientras que la relacidén ha sido negativa en otro estudio (342).

Tumores con expresion positiva de Cox-2 se han relacionado con
porcentajes de fraccién de células en fase S elevados medidos por citometria
de flujo (124) mientras que tumores con alto indice de proliferacion, valorado
por la expresion de pKi-67, se relacionaron de forma negativa o inversa con
Cox-2 (128, 131), por lo que no se puede confirmar influencia concreta de Cox-
2 sobre la proliferacién tumoral del CCR medida con estos BMT (Tabla n° 40).

Se puede deducir, por tanto, que los mecanismos de cross-talk entre
diferentes proteinas proliferativas no han podido ser del todo demostrados, si
bien algunos estudios van en esa linea, mientras que su expresion se relaciona
con otros hallmarks de invasividad, angiogénesis y con ciertos aspectos de

defectos de reparacion de DNA o IMS.

La relacion de la expresion de Cox-2 con el oncogén Her2/neu c-erb2 ha
sido negativa en un estudio (128) y positiva en otro (342). En tres estudios no
se han objetivado incrementos de expresion nuclear de p53 y/o expresiones de
bajo nivel con la sobre-expresion de Cox-2 (127, 340, 341). La expresion de
proteina Cox-2 positiva se ha relacionado con la densidad microvascular (por
MVD) valorada por inmunotinciéon positiva a CD34 con valores superiores en
mas del 50% (123) y con la expresion tanto de VEGF como de MMP (132). Por
altimo, la expresion de Cox-2 fue inversamente proporcional en tumores que
expresaban MSS y CIMP-L (341).
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La expresion positiva de Cox-2 en nuestro estudio se ha relacionado con
expresiones de Ciclina D1, p27+ai/cbl y pTS aunque no hemos encontrado

evidencias en la literatura que confirmen estas observaciones.

Relacion de Cox-2 con FCP Convencionales.

Numerosos estudios han evaluado la relacion entre expresion de Cox-2

y las caracteristicas clinico-patoldgicas en CCR (Tabla n® 41) (123-128, 130-
132, 339-332, 345). La edad y el sexo de los pacientes no se han relacionado
con la expresion de Cox-2 en ninguno de ellos (123-128, 130-132, 339-342,
345). Los porcentajes de expresion de Cox-2 fueron superiores en tumores

localizados inicialmente en colon (124) o bien proximales vs distales (341).

Los resultados de algunos estudios han demostrado una correlacién
significativa entre expresion de Cox-2 y ciertos hallazgos patoldgicos
desfavorables como tumor voluminoso (123, 130, 131), tumores indiferenciados
(123, 125), incremento de profundidad de invasion (125, 130), infiltracién linfo-
vascular (127, 130), afectacion ganglionar (130, 132, 345) y estadios TNM o
Dukes avanzados (123-125, 130, 132, 342, 345).

Sin embargo, otros investigadores han encontrado que la expresion de
Cox-2 se relacion6 de forma inversa con el tamafio tumoral (131), grado de
diferenciacion bajo (131, 341, 342) y tumores en estadios mas precoces (340).
En nuestra serie, hemos encontrado una relacion directa entre la expresion
baja de Cox-2 (0-1+) para cada estadio global TNM (p 0.05).

En nuestra experiencia no hemos podido demostrar una relacion
significativa entre la expresion de proteina Cox-2 estudiada por técnicas de
inmunohistoquimia y caracteristicas clinico-patolégicas como edad, sexo,
localizacion tumoral, tamafio, grado de diferenciacién, invasion tumoral

(categoria pT), afectacion ganglionar (categoria pN) e infiltracion linfo-vascular.

Estos hallazgos son similares a los resultados comunicados en tres
estudios (126, 128, 339) y pueden ser el reflejo de la participacion de Cox-2 en

la fase de iniciacion tumoral mas que en la progresion del proceso de
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carcinogéenesis del CCR (339), si bien, este hecho no se puede concluir
fehacientemente por la controversia que supone los datos no homogéneos

recogidos en la literatura y su comportamiento como variable independiente.

Expresion de Cox-2 y Relacion Prondstica.
En nuestro estudio, la expresion de Cox-2 y/o sus diferentes niveles de
expresion no se han relacionado con el curso evolutivo de la cohorte de

pacientes analizada.

El valor prondstico de la expresion de Cox-2 en CCR se ha estudiado
esencialmente mediante técnicas de IHQ y ha sido evaluado en 15 estudios
publicados entre 2000 y 2011 que han incluido 3539 pacientes (limites/estudio
100-747; todos > 100 pacientes) con enfermedad no metastésica en 7 estudios
y estadios globales en 8 estudios (Tabla n° 42) (123-128, 130, 133, 339-345).

En tres estudios, la sobre-expresion de proteina Cox-2 se ha relacionado
con ILEs inferiores en pacientes tratados con intencién curativa (125, 343, 345)
confirmandose como variable independiente desfavorable para desarrollo de
recurrencias con ORR de 0.711 (p 0.045) y HR de 0.335 (p<0.05) (125, 345).
Sin embargo, en otros dos estudios, la expresion de Cox-2 no se relacioné con
la aparicién precoz de recaidas y/o intervalos libres de enfermedad tanto en
analisis uni o multivariantes con otras variables (133, 342); son hallazgos
consistentes con los de nuestro estudio en el que no pudimos demostrar una
relacion positiva de expresion del BMT pCox-2 con porcentajes de recaida

tumoral e ILEs diferentes.

La expresion de proteina Cox-2 se ha relacionado con prondstico
desfavorable en varios estudios ya que pacientes con tumores de expresion
positiva tienen SGs inferiores comparadas con aquellos de expresion negativa
(123, 130, 341, 343-345) comportandose como una variable independiente en
los analisis multivariantes con RR 0.560-4.114 y p 0.0113-0.056 (130, 343).

En el analisis univariante de resultados de una cohorte de mas de 600
pacientes en estadios I-IV TNM, la positividad de Cox-2 se asocido con un

incremento no significativo de la mortalidad especifica para cancer de colon
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(HR 1.37; p 0.17) mientras que en el modelo multivariante ajustado a otras
variables pronésticas clinicas, patologicas y moleculares, positividad de Cox-2
se relacion6 con un incremento significativo en mortalidad especifica (HR 1.70;
p 0.029) y un efecto significativamente adverso para Cox-2 positiva (p 0.04) en
pacientes con tumores que no expresaron proteina p53 (341). En otro estudio a
gran escala que incluyd 747 pacientes, los analisis univariantes y multivariantes
demostraron una falta de relacion entre la inmunoexpresion de pCox-2 y la SGs
y DFS de la serie estadificada tras tratamientos quirdrgicos iniciales,
independientemente del punto de corte para IRS-Cox-2, y tan solo la afectacion

ganglionar se comporté como una variable independiente (133).

En nuestra experiencia no hemos podido demostrar una relaciéon
significativa entre la expresion de proteina Cox-2 y/o sus niveles de expresion
con la supervivencia de una cohorte de pacientes en estadios TNM I-IV. En 8
estudios publicados en ese mismo periodo de tiempo, la expresion de proteina
Cox-2 determinada por técnicas de IHQ no se ha relacionado con la
supervivencia de los pacientes tanto en enfermedad no metastasica como en
estadios globales amplios incluidos 6 analisis multivariantes (124, 126-128,
133, 339, 340, 342).

No es posible establecer el valor de Cox-2 como factor pronéstico en el
cancer de colon y/o CCR por la falta de homogeneidad en los estudios
comunicados debido al empleo de diferentes técnicas de medicion,
poblaciones heterogéneas y seguimientos diferentes. ElI desarrollo
metodoldgico estandarizado implementado en estudios fase Il es prioritario

para definir el valor de Cox-2 como BMT prondstico en este contexto clinico.

TP53.

La TP53 es el gen supresor de tumores mas estudiado en la biologia
molecular de las neoplasias y la activacion de su via transcripcional constituye
uno de los principales reguladores de las respuestas celulares a stress
oncogénico. En la mayoria de los tumores solidos incluido el CCR se han

demostrado mutaciones y/o alteraciones de expresion proteica que han servido
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de base para su estudio como factor prondstico asi como para otros aspectos

terapeduticos de la enfermedad (140, 346).

Metodologia y Rendimiento

En nuestro estudio observamos sobre-expresion de proteina p53 por

IHQ y AcMo DO-7 en el 63.3% de las muestras de cancer de colon analizadas,

correspondientes a 78 de 123 pacientes y con score alto del 48.8%; estas cifras

de rendimiento son similares a las comunicadas en la literatura (Tabla n° 43)

con el empleo de técnicas de IHQ (101, 152-154, 155-157, 159-163, 246, 347-

349) y que van del 37 al 63%, mas del 50% en 12 estudios y para cancer de
colon exclusivo del 50 al 61% (101, 152, 153, 161, 163, 347).

En la identificaciébn de inmunotinciones de pTP53 se han empleado
esencialmente AcMo DO-7 o Pb-1801 (Tabla n° 43) (164) con valores de corte
para positividad de expresion nuclear del >1% al >10%. El porcentaje de
mutaciones para p53 descrito para estudios de PCR/secuenciacion, técnicas
SSCP o DDGE se sitta entre el 20-60% (145, 147-152) y del 42% en la serie
con mayor numero de casos publicada (145). La sensibilidad y/o especificidad
de la IHQ para la deteccidon de sobre-expresion de TP53 con valores de 220%
como punto de corte, en comparacion con la secuenciacidon/SSCP, esta entre el
85 y 63% (152); asi mismo, la secuenciacion permite examinar mutaciones

especificas y mejorar la capacidad discriminativa con TP53 nativa.

Correlaciones de TP53 con otros BMT

En nuestra serie hemos observado una correlaciéon positiva entre la
sobre-expresion de TP53 y de EGFR, confirmada para la discriminacion por
expresion alta. Con respecto de la pTS, su relacion ha tendido a la significacién
pero no ha sido confirmada para expresiones altas. Ningun otro BMT se

relacionado con la positividad de expresion de TP53.

Se han comunicado andlisis de relaciones de TP53 con otros BMT en
diferentes estudios mutacionales o de expresion de p53 por IHQ (Tabla n° 43)
(147-149, 151-153, 156, 158, 161, 163, 246, 340, 347, 349, 351) que se

detallan a continuacién. La sobre-expresién y/o mutacion de TP53 se ha
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relacionado con positividad para K-ras (152) pero estos hallazgos no han sido
confirmados por analisis mutacional asi como tampoco su correlacion con
alteraciones de oncogenes Braf o APC (148, 149), lo que dificulta el
entendimiento de su papel en los mecanismos de trasformacion y progresion
tumoral. Pacientes con genotipo GSTP1 wild type suelen tener un riesgo menor
para mutaciones de p53 (147), lo que sugiere la participacién de polimorfismos
especificos en las alteraciones moleculares de enzimas metabolizadores

xenobidticos y su relacion con factores diéticos especificos.

La sobre-expresion de TP53 se ha relacionado con expresiones altas de
p27XiPl - VEGF, pTS, pKi-67 y CA-IX (153, 156, 349, 351) pero no con
expresiones de Cox-2 o p21valcpl (246, 340), es decir, con otros hallmarks
caracteristicos del CCR, facilitadores de disregulacion de ciclo celular,
sintesis/reparacion de DNA y angiogénesis. No existe relacion alguna con la
expresion de Bcl-2 ni medidas de MCV (161, 163), no pudiéndose confirmar
hipétesis previas sobre relacion con ciertos parametros de angiogénesis y/o

apoptosis disreguladas.

No encontramos en nuestro estudio relaciones de expresion de TP53
con alteraciones de Cox-2, p21wailcpl y/g p27KPl Hemos observado una
relacion directa entre expresiones de TP53 y pTS (74%; p 0.030) confirmada en
otro estudio (156). No hemos encontrado ninguna otra comunicacion que
confirme nuestro hallazgo de relacion positiva con EGFR.

Mientras que las mutaciones de TP53 se relacionan con MSS-H (151) y
expresion de hMLH1/hMSH2 (158), su sobre-expresion es mucho menos
frecuente en tumores con MSI (152, 163, 347).

Relacion de TP53 con FPC convencionales.

Hemos encontrado una relacion estadisticamente significativa entre
expresiones bajas de TP53 con localizaciones derechas y expresiones altas
para tumores pN1-2 junto con una tendencia hacia la significacion entre su
sobre-expresion con edad inferior a 70 afios y adenocarcinomas. Sin embargo,

expresion de TP53 por inmunotincion no se relaciono con otras caracteristicas
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clinico-patoldgicas convencionales como sexo, grado de diferenciacion, niveles
de MT séricos y estadio pTNM global. Otros estudios han comunicado
resultados similares (156, 150, 161, 163, 246, 350).

Ciertas caracteristicas clinico-patologicas se han asociado con las
alteraciones de TP53 en 17 estudios publicados entre 2004 y 2012 (145, 148,
150-152, 156, 157, 160, 161, 163, 246, 340, 347, 348, 30, 351) (Tabla n° 44).
Mutaciones de TP53 y/o la sobre-expresion de proteina se ha relacionado con
edad mas avanzada (152, 340), al contrario que nuestros hallazgos, y sexo
(152), localizaciones tumorales iniciales en colon distal o recto (153, 145, 160,
162, 347), similares a nuestro estudio, y no relacionadas con el tamafio inicial
(145, 148, 150, 151, 156, 160, 161, 246, 340, 347, 348, 351).

La sobre-expresion de proteina TP53 ha sido mas frecuente en tumores
bien o moderadamente diferenciados en comparacion con los indiferenciados
(162, 351) y con grados de infiltracion local (pT) o estadios mas avanzados,
(152, 347, 348, 351) como también se ha observado en los estudios que
describen alteraciones mutacionales (148, 145, 151). En nuestra experiencia,
las expresiones de score alto de TP53 (61.2%, p 0.025) se relacionaron con

afectaciones ganglionares pN1-2.

Otros autores han comunicado una relacién significativa entre las
aberraciones de TP53 y caracteristicas de mal pronéstico como infiltracién
linfo-vascular, afectacién ganglionar tumoral y niveles de CEA sérico elevados
(145, 157, 340, 348, 351), que no hemos podido documentar.

Expresion de TP53 y Relacion Prondstica.

En nuestra experiencia, la expresion de proteina TP53 por andlisis

inmunohistoquimica no ha condicionado el curso evolutivo de la cohorte

estudiada de pacientes afectos de cancer de colon ya que no hemos

encontrado diferencias significativas relacionadas con recurrencia de
enfermedad e intervalo libre de progresion ni supervivencia global.

En 18 estudios publicados entre 2004 y 2012 se ha evaluado el

significado pronodstico de las mutaciones de TP53 o sobre-expresion de
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proteina TP53 (Tabla n® 45) (101, 145, 149, 151, 153-157, 159-162, 246, 340,
347, 349, 350).

La sobre-expresion de proteina TP53 se ha relacionado con incrementos
para recaida tumoral e intervalos libres de enfermedad significativamente
inferiores en 5 estudios de cohortes de pacientes con cancer de colon (101,
153) y/o tumores colorrectales (151, 156, 157) confirmandose como una
variable independiente en analisis multivariantes en 4 de ellos con HR entre
2.76 a 8.1 (101, 151, 153, 157). Los ILEs en nuestro estudio no fueron
diferentes para la sobre-expresion de TP53 (HR 0.99; p 0.97) ni para sus
valores altos (HR 1.21; p 0.62).

La expresion de proteina TP53 se ha relacionado con cursos evolutivos
desfavorables para CCR medidos a supervivencia global como punto final de
valoracion (Tabla n°® 45). En diferentes cohortes de pacientes con cancer de
colon (101, 153) y CCR (159, 162, 340) el prondstico para p53 positiva es
significativamente  desfavorable con HR entre 366 'y 11.31,
independientemente de la presentacion clinica de la enfermedad no
metastasica vs avanzada. Tanto las mutaciones de TP53 como su sobre-
expresion se han mostrado como factores pronosticos adversos para
supervivencia en CCR (151). Las alteraciones de TP53 se comportan como
variables independientes de mal prondstico en CCR, con supervivencias a
largo plazo mas limitadas y HR de 1.8-6.01 en varios analisis multivariantes,
que confirman los datos previos (101, 151, 153, 340). Sin embargo, en dos
estudios, la ausencia de proteina TP53 nuclear se asocié con supervivencias
inferiores con HR entre 1.38 y 2.48 (154, 155).

En nuestra experiencia, la supervivencia de la cohorte de pacientes
estudiada no fue diferente para sobre-expresion de TP53 (HR 1.08; p 0.81) ni
para expresiones altas (HR 1.08; p 0.80). Otros estudios tampoco han
confirmado la utilidad pronostica de TP 53 y/o su expresion proteica por
técnicas de IHQ (149, 160, 349, 350).
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El significado prondstico y predictivo de las mutaciones de TP53 ha sido
evaluado por el TP53 Colorectal International Collaborative Group en 3582
pacientes con CCR divididos por localizacion tumoral y andlisis de exones 4 al
8 por secuenciacion. Las delecciones con pérdidas de aminoacidos se
asociaron con supervivencias inferiores en tumores de colon distal; las
mutaciones del exon 5 mostraron una tendencia a la significacién estadistica
para supervivencia global en tumores de colon proximal, y el empleo de QT
adyuvante mejoro el prondstico para el grupo de de tumores en estadio Dukes

C con TP53 wt y aquellos proximales con TP 53 mutada (145).

Una revision sistematica publicada en 2005 investig6 el efecto de las
anormalidades de la expresion del gen TP53 sobre el prondstico de pacientes
con CCR, valoradas bien por IHQ o analisis de secuenciacién. El andlisis de los
datos de 168 estudios que incluyeron 18776 pacientes ha demostrado que
globalmente los ptes con tumores que expresan TP53 alterada tienen un riesgo
incrementado de muerte (RR para IHQ 1.32 vs andlisis mutacional 1.31); el
impacto adverso de TP53 anormal es mayor en pacientes con riesgo basal bajo
de muerte (buen prondstico RR/mutada 1.63 vs 1.04); no existe influencia
alguna de TP53 alterada sobre la evolucién de los pacientes tratados con QT, y
se asocia con un fallo de respuesta a tratamientos radioterapicos (RR mutada
1.49) en pacientes con cancer de recto. Por tanto, TP53 alterada condiciona el

curso evolutivo de los pacientes con CCR en ciertas circunstancias (164).

Nuestro estudio no aporta un resultado positivo que nos permita
incorporar TP53 en la practica clinica habitual y por los datos bibliogréaficos, es
dificil establecer su valor prondstico salvo para analisis mutacional y para

determinados contextos clinico-patolégicos.

Marcador de Proliferacion Ki-67.

La pKi-67 es un marcador de células tumorales en proliferacion de uso
habitual en Laboratorios de Patologia. Estudios de inmunoscreening en library
de expresion de cDNA, andlisis de secuencia genomica, de células hibridas
somaticas humanas-roedores e ISH han permitido describir su estructura

proteica, sus propiedades, su gen codificador, localizacion y secuencias. Sin
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embargo, no se ha avanzado de forma sustancial en el conocimiento de su
funcion, mas alld de la fosforilizacion via serina-treonina, por falta de
homologias con otras proteinas y la dificultad de manejo con las técnicas de
Biologia Molecular o Genética (171, 173, 174).

Se ha incorporado al arsenal diagnostico de Linfomas y Tumores soélidos
asi como también en los andlisis discriminativos de lesiones como melanomas,
CIN, carcinomas basaloides y displasias asociadas a colitis ulcerosa. Su valor
pronéstico ha sido contrastado sobre todo en linfomas no hodgkinianos,
tumores de mama y prostata. La experiencia en CCR en este sentido ha estado
limitada a unos pocos estudios con caracteristicas heterogéneas y su
relevancia no ha podido ser del todo definida. Su expresion en muestras
tumorales puede ser evaluada por técnicas de IHQ en tejido fijado o bien por
RT-PCR a nivel de pKi-67 mRNA e incluso ISH (171, 173, 174).

Metodologiay Rendimiento.

La expresion de pKi-67 en nuestro estudio fue evaluada mediante
técnicas de IHQ con Ac Mo de ratén antihumano clona MIB-1, con rendimiento
por método semicuantitativo de positividad en 75 de 123 (61%) muestras

tumorales con patron de tincién nuclear y un 30% de expresion alta (+2-3).

Entre 1988 y 2012 se han comunicado 19 estudios retrospectivos sobre
la expresion de Ki 67 en CCR (Tabla n° 46), todos ellos con mas de 100 casos
(limites 97-661) (154, 161, 175-185, 351-356). Los Ac Mo empleados fueron
exclusivamente clonas Ki-67 y MIB-1, definiéndose su inmunoexpresion con
métodos semicuantitativos como Ki 67 index, LI, IP o MIB-1 index o bien puntos
de corte >10% a =50% (154, 175-184). Se han considerado positividades para
porcentajes de inmunotincibn nuclear exclusiva, entre 10-50% para alta
expresion, con resultados de indices medios sobre el 50% (limites entre 23 y
79%) con tendencia de mayor expresion en estudios mas recientes (161, 185,
351-356). Nuestro rendimiento es similar para expresion de positividad, algo

menor para scores altos, pero en la linea de los estudios comentados.
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La expresion de pKi-67 en tumor primario 0 metastasis suele ser similar

y los indices Ki-67 en tejido tumoral son superiores a mucosa normal (178).

Correlaciones de pKi-67 con otros BMT

En nuestra serie hemos encontrado una tendencia a la correlacion

positiva entre la expresion de pKi-67 y pTS que no se confirmé cuando se

discriminé para bajo vs alto grado; los indices de otros biomarcadores EGFR,

COX-2, p53 y reguladores de ciclo celular, Ciclina D1, p21*ai/cpl TP53 no se
asociaron con pKi-67.

Experiencias preliminares con un niumero escaso de casos han descrito
una falta de relacion entre la inmunotincién de pKi-67 positiva y valores de
SPFs/PFs por Citometria de Flujo, mientras que los indices de proliferacién
tumoral determinados por expresion de pKi-67 y PCNA se correlacionaron
significativamente entre si (357). El pKi-67 index se relaciona de forma
significativa con la expresién de mRNA evaluado por qRT-PCR y por tanto es
un buen BMT subsidiario de alteraciones moleculares de proliferacion (358).
Por dltimo, en un estudio comparativo se objetivd que las medianas de LI para
diferentes métodos variaron significativamente con valores mas elevados para
LI Ki67 (42.5%) que para LI Brd Urd LI-IHQ/FCM (18.9-10.7%; p 0.0121) (359).

Se han descrito correlaciones estadisticamente significativas entre Lls
Ki-67 y tinciones positivas para TP53 (161, 181, 184, 351) que no pudimos
confirmar en nuestra serie, asi como BMT de apoptosis Bcl-2 (184) y
angiogénesis por cuantificacion de MVC (161). Tumores con baja intensidad
para pTS tienen una tendencia a inmunotincion alta de pKi-67 con dos métodos
de cuantificaciéon diferentes (181), a diferencia de la relacién positiva de ambos
BMT en nuestro estudio. La expresion de p27¥Pl no se ha relacionado con Ki-
67 LI (177), que tampoco nosotros objetivamos. Las correlaciones entre el
indice de proliferacion pKi-67 con la regulacion master transcripcional,
apoptosis, angiogénesis y apoptosis defectivas para los CCR estan por

dilucidar.

99



DISCUSION

Se ha comunicado una asociacion significativa entre indices altos de
genes implicados en silenciamiento epigenético y regulacién de ciclo celular
como EZH2 e incremento de proliferacion celular tumoral valorado por
expresion de pKi-67 (352). La tincién positiva de pKi-67 fue mas frecuente en
casos con inmunotincién de Ubiquitina D independiente de su intensidad, lo
que sugiere una correlacién estadistica entre expresion de UBD y pKi-67 asi
como su posible papel en la progresibn de CCR por su implicaciébn en
alteraciones de apoptosis, ciclo celular y CIN (353). Las expresiones bajas de
factor de transcripcidon mitocondrial mtTFA tienden a correlacionarse con
indices de pKi-67 (356).

No hemos encontrado en la literatura estudios con suficiente numero de
pacientes que nos permitan comparar nuestros resultados al respecto de
expresiones de EGFR, Cox-2, Ciclina D1 o p21val/crl asi como tampoco
orientaciones comparativas con otros indices de proliferacién excepto un grupo
gue comunicé una correlacion negativa débil entre el score pKi-67 y el nimero
de figuras mitéticas (176) (Tabla n° 46).

Relaciones de pKi-67 con FCP convencionales.

En nuestra experiencia, la expresion de pKi-67 discriminativa no se ha
relacionado con ninguna de las caracteristicas clinicas o patolégicas de valor
prondstico en CCR excepto de forma significativa con niveles de CEA normales

y niveles de expresion bajos.

En 12 estudios publicados entre 1992 y 2010 (Tabla n° 47), la expresion
de pKi-67 labeling index o scores se han relacionado con diferentes
caracteristicas clinico-patolégicas convencionales (161, 176, 178, 180-183,
185, 351-353, 355).

La expresion de scores de pKi-67 altos se ha relacionado con pacientes

de edades superiores a 70 afios (181) pero no con sexo (161, 176, 178, 181,

182, 351-353, 355). Estos hallazgos no se confirmaron en nuestro estudio.
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No se ha objetivado asociacion alguna entre pKi-67 y localizacion inicial
tumoral (161, 178, 181, 182, 351-353, 355) si bien niveles altos de pKi-67 son
mas frecuentes en tumores con tamafos iniciales superiores a 5 cm (182). En
nuestra serie, no constatamos diferencias de sobre-expresion de pKi-67 tanto

para localizacion, tamafio y estadio tumoral inicial.

Los tumores indiferenciados expresan niveles mas elevados de pKi-67 o
LI/scores frente a bien o moderadamente diferenciados (180, 182). La
expresion de pKi-67 alta se relaciona con tumores indiferenciados (182, 355) y
los Lis Ki-67 de tumores mucinosos suelen ser inferiores frente a tumores bien
diferenciados (180) sin relacién alguna con la infiltracion linfo-vascular tumoral
(353). El grado de diferenciacion, ILV y el subtipo histopatolégico no influyeron

para la expresion de pKi-67 en nuestra experiencia.

En dos estudios, los indices de pKi-67 elevados se han relacionado con
estadios precoces Dukes A o TNM | frente a estadios mas avanzados donde se
encuentran infra-expresados (176, 185). Al contrario, en tres estudios, la
expresion de pKi-67 o indices de proliferacion altos son significativamente
superiores para estadios pT o globales mas avanzados (182, 183, 353).

En 4 estudios publicados en el mismo periodo de tiempo, no se han
encontrado relaciones significativas entre la expresion de pKi-67 con
caracteristicas clinico-patolégicas de las cohortes de pacientes analizadas en
diferentes situaciones clinicas (161, 178, 351, 352). La percepcién del
comportamiento de pKi-67 como una variable independiente de los parametros

prondsticos convencionales fue un hallazgo similar en nuestro estudio.

Expresion de pKi-67 y Relacion Prondstica.

No encontramos una influencia significativa entre la expresion de pKi-67

y el curso evolutivo de una cohorte de pacientes heterogénea afectos de
cancer de colon, valorado por mediadas de ILE y SG, pero las expresiones
bajas se han relacionado con supervivencias globales mas prolongadas con

una tendencia similar para la ILE.
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En 15 estudios publicados entre 1992 y 2012 se ha analizado el papel
pronostico del pKi-67/MIB-1 labeling index/scores (Tabla n° 48) (154, 161, 176,
178, 179, 181-185, 352-356).

Los porcentajes de recaidas de enfermedad tras tratamiento quirdrgico
mas altos e ILEs més reducidos se han relacionado con indices de proliferacion
pKi-67 elevados (161, 178, 179, 353), excepto en un estudio donde los valores
de pKi-67 240% se asociaron con incrementos de SLE en estadio II-lll de
pacientes con cancer de colon y tratamientos con QT adyuvante (352). En dos
andlisis multivariantes, la expresion de pKi-67 se comporta como una variable
independiente para SLE disminuida con HR entre 1.84 y 9.89 (179, 161)
mientras que en otro, los indices de pKi-67 = 40% se asocian de forma
independiente con SLE incrementada con HR de 0.55 (352). En nuestra
experiencia, la mediana de SLE fue superior para expresiones bajas de pKi-67
con tendencia a la significacion estadistica (HR 2.03; p 0.065) que se confirmé

en el analisis multivariante (HR 2.29; p 0.04).

La expresion de pKi-67 o valores con escores altos (Tabla n°® 48) se ha
relacionado con prondéstico desfavorable medido en SGs globales o causa
especificas para CCR y de colon en concreto (178, 179, 182-184, 353, 355)
excepto en un estudio donde valores de pKi 67>mediana se asocié a
supervivencia superior (154). La expresion de pKi-67 se comporté como una
variable independiente prondstica para supervivencias inferiores en 4 analisis
multivariantes con HR entre 0.74 y 4.29 (161, 179, 183, 355). La supervivencia
de nuestra serie fue significativamente superior para expresion baja de pKi-67
(HR 1.90; p 0.030).

La expresion de pKi-67 medida por técnicas de IHQ es un marcador util
de proliferacion celular, su rendimiento es similar al de otros marcadores
especificos considerados como gold estandar siendo un BMT féacil de efectuar,
econdémico y reproducible. Los hallazgos contradictorios de correlacion entre
variables clinico-patolégicas y curso evolutivo pueden ser el resultado de una

marcada heterogeneidad de la expresion de pKi-67 en CCR, de metodologias
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empleadas, sus contextos clinicos y porque no representa un evento

carcinogénico perse sino que refleja el status de proliferacién celular.

En definitiva, para la incorporacion de pKi-67 en la practica clinica diaria
como parametro basico o farmacodindmico se requieren metodologias
estandarizadas, scoring homogéneos, andlisis estadisticos potentes vy
valoracion de indices de calidad inter-laboratorios asi como su inclusion como
puntos finales de investigacion en estudios clinicos a gran escala con
diferentes escenarios de enfermedad que permitan establecer su valor

pronadstico y predictivo.

Estudio de los Reguladores del Ciclo Celular.

Expresion de proteina Ciclina D1.

Ciclina D1 esta disregulada con frecuencia en tumores humanos y puede
constituir un biomarcador de fenotipo canceroso y progresion de enfermedad.
La funcion activadora de CDK4-6 es el mecanismo de accidbn mejor

documentado en sus acciones oncogénicas (196).

Se han identificado mas de 100 proteinas que interaccionan con Ciclina
D1 en lineas celulares humanas, implicadas en el control del ciclo celular,
regulacidon transcripcional, reparacion de DNA, metabolismo de RNA,
plegamiento proteico y organizacion de estructuras celulares. Por tanto, la
alteracion de Ciclina D1 en tumores no solo promociona la proliferacion
independiente de mitdgenos sino que efecta a otras vias con consecuencias
oncogénicas como angiogénesis, por activacion de VEGF, duplicacién
centrosémica y respuesta a dafio de DNA (196, 360).

Metodologia y Rendimiento.

La activacion de Ciclina D1 ha sido implicada en la carcinogénesis del

CCR junto con otras alteraciones moleculares (193, 196, 200, 201, 361).

Estudios preliminares demostraron que la proteina Ciclina D1 nuclear esta

sobre-expresada entre el 30-40% de los CCR y/o adenomas pero no en polipos
hiperplasicos y/o mucosa normal (362, 363).
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En nuestro estudio hemos examinado la expresion de proteina Ciclina
D1 en una cohorte heterogénea de carcinomas de colon mediante una técnica
de IHQ para la que se eligié el AcMo DCS-6 de Dako, valoracion con sistema
de puntuacion (score) semicuantitativo, punto de corte para positividad de >1%
de células con tincidn nuclear y score +2/3 para alta expresion. El 39% (48/123)
de las muestras tumorales fueron positivas para tincion nuclear y la alta

expresion +2/3 se evidencio en el 22% (22/123) de ellas.

Se han comunicado sobre-expresiones de Ciclina D1 del 46.5 al 83.2%
(Tabla n® 49) mediante andlisis inmunohistoquimico con diferentes AcMo,
incluso con plataformas de TMA (Tissue Microarrays), valoradas por método
semicuantitativo de forma habitual con porcentaje de células tefidas y/o
intensidad de tincién con puntos de corte de > 1% a > 20% y scores entre +3-6;
la mediana de positividad esta sobre el 55% algo mayor que la obtenida en
nuestro estudio (204, 205, 207-209, 364-367). Son resultados muy superiores a
los logrados por otros autores que comunican rangos entre el 5.9 y 28.4% (184,
206, 211, 368). La sobre-expresion de Ciclina D1 de localizacion citoplasmica
ha sido analizada en 2 estudios con rangos entre 31 a 41.3% e inferiores a

expresion nuclear (184, 207).

Estos limites tan amplios pueden depender de las técnicas empleadas
como AcMo diferentes (Bcl-1, DCS-6, P2D11F11, R124, SP4), estado del tejido
de partida, sistemas de puntuacién o scoring systems, valores para puntos de
corte, localizacion de inmunotincién (nuclear y/o citoplasmica) y poblaciones
estudiadas (cohortes con enfermedad no metastasica, grupos heterogéneos y
enfermedad avanzada exclusiva. La positividad con técnicas y AcMo DCS-6
similares a la nuestra oscila entre el 5,9 y 83.2% quizas influidos por la
heterogeneidad poblacional y material archivado del que se parte (205-207,
211, 365-367).

En 2 estudios se analizé la expresion del gen CCND1 por técnicas de
RT-PCR con un 55% de copias génicas extra sin relacidon con la expresion
proteica (202) y un 48.64% de expresion de gen CCND1 relacionado con

expresion de proteina ciclina D1 (203). La sobre-expresiéon de mRNA Ciclina
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D1 ha sido también analizada por RT-PCR con otros biomarcadores en

tumores colorrectales avanzados (210).

Correlaciones de Ciclina D1 con otros BMT

En nuestro estudio, la sobre-expresion de Ciclina D1 se correlaciona

positivamente con la expresion de Cox-2 y reguladores del ciclo celular,
p21watlicipl y n27kiPl pero no con expresiones de EGFR, pKi-67, TP53 ni pTS.

La sobre-expresion de Ciclina D1 se ha relacionado con tumores con
alto indice de proliferacion, valorado por niveles de positividad elevados de
PCNA (204, 209), mientras que en otro estudio se observé una relacion inversa

entre expresion de Ciclina D1 citoplasmica y LI Ki 67 (205).

La Ciclina D1 se ha asociado con la expresion de CDKi p21wafit/cipl y
p27kPl (207, 209, 211, 364) que confirmarian el papel regulador negativo del
ciclo celular de estas proteinas pero no con TP53 (206) como seria de esperar
por su funcion facilitadora de estabilidad gendmica. Los hallagos de nuestro

estudio confirman estas observaciones.

Expresiones elevadas de Ciclina D1 se han asociado con tumores tipo
MSI-H, CIMP-H (CpG island methylator phenotype) (364) y mutaciones de gen
Braf (364, 365). Por ultimo, la activacion de p-Stat5 se ha relacionado con

expresiones elevadas de Ciclina D1 (366) (Tabla n° 49).

Son observaciones que parecen confirmar la relacién del promotor de
progresion de ciclo checkpoint Ciclina D1 con indices de proliferacion y la
expresion de reguladores negativos, expresiones mas frecuentes en tumores

con IMS y/o con fenotipo mutador, y activadores transcripcionales.

Relacién de Ciclina D1 con FCP convencionales.

En nuestra experiencia, la expresion de Ciclina D1 o sus niveles
discriminativos no se ha relacionado con parametros clinico-patologicos
pronésticos convencionales; hallazgos que han sido confirmados por otros

autores con series de pacientes y contextos similares (178, 202, 208, 365, 366)
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La expresion de proteina Ciclina D1 y/o expresion génica de CCND1A
ha sido analizada con respecto a la informacién clinico-patologica detallada
disponible para pacientes afectos de CCR en 14 estudios publicados entre
1997 y 2011 (Tabla n°® 50) y se han descrito diferentes relaciones (178, 202-
205; 207-209, 211, 364-368).

En términos de edad de presentacion, los pacientes con niveles bajos de
Ciclina D1 tumoral fueron mas jovenes (66 vs 70 afos; p 0.042) para puntos de
corte 25% (212) y fraccion (266) sin diferencia alguna para sexo (178, 203,
207-209, 364-366, 368). La expresion positiva de Ciclina D1 se ha asociado
con localizaciones tumorales proximales o de colon derecho (205, 207, 364) y
tumores indiferenciados en comparacion con bien diferenciados (205, 207)
pero no con su tamafo inicial. Las diferencias demograficas, de localizacion
tumoral inicial y grado de diferenciacion en nuestro estudio no se han
relacionado con expresion de Ciclina D1. Los tumores con niveles altos de
Ciclina D1 citoplasmica tuvieron menor infiltracion linfocitaria en el margen

invasivo (205) y diferenciacion mucinosa (211).

La sobre-expresion de Ciclina D1 nuclear, citopldsmica y génica CCND1
se ha asociado de manera significativa con infiltracion linfo-vascular tumoral y
estadios avanzados de enfermedad tanto por clasificacibon TNM o por el
sistema de Astler-Coller (203, 204, 211, 364, 367) que no evidenciamos en

nuestra experiencia.

La tendencia a la significacion estadistica que encontramos entre
expresiones bajas de Ciclina D1 y cifras de CEA sérico normal no ha sido
previamente comunicada en la literatura revisada y podrian expresar su falta de

relacion con una supuesta carga tumoral alta y/o enfermedad subclinica.

Expresion de Ciclina D1y Relacion Prondstica.

Un objetivo final del estudio ha sido examinar la relacién entre la
expresion de proteina Ciclina D1 y el curso evolutivo de pacientes con cancer
de colon en estadios I-IV. Nuestros resultados indican que la positividad o

expresion proteica o niveles altos no se asocian con pronoéstico desfavorable ni
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para porcentaje de recaidas, ILE ni SG. Otros 2 estudios han confirmado la

falta de relacion prondstica de ciclina D1 (202, 211).

La posibilidad de recaida de enfermedad en pacientes tratados mediante
cirugia con intencion curativa ha sido analizada en tres estudios (Tabla n° 51).
La SLE para los pacientes con tumores Ciclina D1 nuclear positiva (+2) fue
significativamente inferior en relacion con niveles bajos (+1) o ausencia de
expresion (36 vs 91-79%; p 0.01); el efecto de otras variables presumiblemente
asociadas con ILE fue estudiado por analisis multivariante mediante el modelo
de Cox y las metastasis ganglionares se comportan como el factor predictivo
mas importante seguido de profundidad de invasion tumoral, status de ciclina
D1y TP53 (204). La SLE fue inferior para pacientes con estadio tumoral B de
Dukes y Ciclina D1 citoplasmica positiva (p 0.024) sin confirmar en el analisis
multivariante (178). En otro estudio no se pudo establecer una relacion
estadistica significativa entre el riesgo de recaida y la expresion de proteina
Ciclina D1 (211). La sobre-expresion de Ciclina D1 o sus valores altos no
influyé en los ILEs de nuestra serie (HR 1.96-0.71; p 0.65-0.48), tendencia

confirmada en el andlisis multivariante.

La influencia de la expresion de proteina Ciclina D1 sobre la
supervivencia de pacientes afectos de cancer colorrectal en diferentes
escenarios clinicos ha sido evaluada 9 estudios (Tabla n° 51) con resultados
diferentes (178, 184, 205, 207, 209, 364-367).

La sobre-expresion de Ciclina D1 nuclear y citoplasmica se ha
relacionado con cursos evolutivos favorables, medidos en supervivencias
globales y causa especifica, para CCR y tumores de colon, estadios Dukes B y
sobre todo en varones (184, 205, 207, 364, 367); su valor prondstico
estadisticamente significativo tan solo ha sido confirmado en dos analisis
multivariantes con HR entre de 0.47 y 0.57 (207, 364).

En un estudio que incluyd mas de 600 pacientes, la probabilidad de
supervivencia especifica de cancer de colon a 5 afios en los pacientes con

tumores Ciclina D1 positivos fue mayor (83 vs 73%; p 0.006) y en el modelo
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multivariante de Cox ajustado para predictores potenciales de evolucion, se
asocio con mortalidad cancer especifica (HR 0.57; 1C95%: 0.39-0.84) y
mortalidad global (HR 0.74; IC 95%: 0.57-0.98 p 0.0369) significativamente
inferiores, de manera independiente de las caracteristicas clinico-patologicas
convencionales y otras variables moleculares como TP53, p21, p27, K-ras,
Braf, metilacion de LINE-1, IMS y CIMP (364).

Similar comportamiento se ha comunicado en una cohorte completa de
527 pacientes con cancer de colon, en los cuales la sobre-expresion de Ciclina
D1 se asoci6 con supervivencia causa-especifica prolongada (hazard ratio (HR
0.69, p 0.026), mas acentuada en el subgrupo de varones (HR 0.48, p < 0.001);
pero su valor prondstico no se confirmd en el analisis multivariante (367) y los

autores sugieren una posible hormono-dependencia de la enfermedad.

Sin embargo, en tres estudios se ha descrito un valor prondstico
desfavorable para la expresion de Ciclina D1, con supervivencias globales
significativamente inferiores que no pudieron ser confirmadas en los modelos
de analisis de Cox (178, 365, 366).

En otros tres estudios no se demostraron diferencias prondsticas
significativas relacionadas con la sobre-expresion de proteina Ciclina D1 (202,
210, 211). Observamos la misma ausencia de comportamiento discriminativo
ya que la supervivencia global de nuestros pacientes no se ha visto
influenciada de forma significativa con la sobre-espresion o sus valores altos en

el andlisis univariante (HR 1.20-0.86; p 0.53-0.86) ni en el modelo de Cox.

No es posible establecer conclusiones definitivas sobre el papel de la
expresion de Ciclina D1 determinada por IHQ como BMT de valor prondstico en
el manejo del CCR, bien derivadas de nuestro estudio ni de los datos de la
literatura ya que se basan en estudios esencialmente retrospectivos, con
namero variable de pacientes incluidos, diferentes contextos clinicos y
localizaciones anatomicas iniciales, técnicas diferentes con rendimientos
dispares y seguimientos no homogéneos. Los dos estudios a gran escala son

retrospectivos e incluyen contextos clinicos de pacientes diferentes, si bien, la
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percepcion es de un valor pronostico favorable para la sobre-expresion del
BMT. Carecemos de estudios fase Ill prospectivos a gran escala y de meta-
andlisis que faciliten evidencias con gran fortaleza estadistica de su papel

discriminador sobre el curso evolutivo de la enfermedad.

Regulador del Ciclo Celular p21wafl/cipl,

El CKls p21valcpl es un regulador negativo del ciclo celular fase G1

dependiente de TP53 que actua por inhibicion de la actividad de los complejos

ciclina/cdk2 y blogueo de la sintesis/reparacion del DNA por union a PCNA. Su

regulacion estd alterada en canceres humanos pudiéndose comportar como

gen supresor tumoral u oncogén debido a su configuracién estructural especial
y localizacion subcelular (219-221, 369-371).

La actividad supresora tumoral se fundamenta en su papel de inductor
de detencion de crecimiento, diferenciaciéon y senescencia celulares. p21wafl/cipl
es efector master de vias supresoras tumorales multiples que promueven
numerosas actividades antiproliferativas por regulacion de expresion génica
directa a través de interacciones proteicas independientes de CDKs y PCNA.
La transcripcién estabilidad, localizacién celular y, por tanto, la actividad de
p21wailicel esti regulada por multiples factores de transcripcion, ligasas
ubiquitina, y proteina cinasas. p21wafiicipl inhibe apoptosis mediante accion
sobre ciclo celular ya que permite sintesis y reparacion de DNA dafiado, union
a Askl (por apoptosis signal-regulating kinase 1), interaccion con moléculas
pro-apoptéticas como procaspasa 3 0 caspasa 8 o por induccion de parada de

ciclo celular al unirse a complejos ciclina E/cdk2 y ciclina A (219-221, 369-371).

En otros contextos, induce fenémenos pro-apoptéticos en respuesta a
farmacos como cisplatino y 5 fluorouracilo, incremento de expresion de Bax,
antagonizacion de bcl-2 e IL-3 dependiente. Estudios recientes sugieren un
papel oncogénico de p21wail/cPl en ciertos contextos por su papel anti-
apoptotico y facilitador del ensamblaje ciclinas D-cdk4-6 (219-221, 369-371).

La disregulacion de p21waficipl ge observa con frecuencia en una gran

variedad de tumores humanos pero las mutaciones de regiones codificantes del
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gen CDNK1A son muy raras; no obstante alteraciones genéticas y/o
epigenéticas por hipermetilacion de regiones ricas en G:C en su promotor
cercanas al lugar de inicio de transcripcion e incluso de sus reguladores TP53 y
c-Myc son hallazgos muy comunes (218, 224, 233, 234).

Metodologia y Rendimiento.

Los resultados de nuestro estudio han documentado expresion positiva

de p21valicel de localizacion nuclear del 20% analizado por técnicas de IHQ
con AcMo murino anti p21°Pwail hymano clon SX 118 en 123 casos de cancer
de colon en diferentes estadios de enfermedad I-1V clasificacion TNM.UICC con

predominio abrumador de baja expresion (score 0-1) hasta en el 92% de ellos.

La expresion de proteina p21%af/cirl ha sido evaluada por técnicas de
IHQ en 16 estudios publicados entre 1997 y 2011 (Tabla n°® 52) (154, 208, 209,
236-240, 242-246, 372). La sobre-expresion mediana se sitla en torno al 50%
con limites tan amplios como 21 a 68% y en 7 estudios los valores
porcentuales superan el 50% (limites 50-80%) (236, 237, 240, 242, 245, 372).

Nuestros hallazgos son similares a los publicados por otros autores con
sobre-expresion de p21waitcel entre el 21 y 47% (154, 208, 209, 237, 239, 241,
243, 246, 247). Quizas estos resultados tan dispares estan condicionados por
las diferentes cohortes de pacientes incluidas, muestra tumoral de partida,
metodologia de estudio, diferentes AcMo (Scl187, EA10, NCWAF 1, 4D10,
CP74, SX118), puntos de corte para positividad (entre >1% y >20%) y sistemas

de puntuacion (scores de +3 a +7).

Correlaciones de p21wafl/cirl con otros BMT.

En nuestro estudio la expresion positiva o alta de p21wai/cipl ge relaciond

de forma significativa con la expresion de ciclina D1 pero no con expresiones
de EGFr, Cox-2, TP53, pKi-67, p274Pt o pTS. Expresiones positivas o altas de
proteina p21 se han relacionado con expresion de Ciclina D1 (209), de forma
similar a nuestros hallazgos; estos hallazgos indicarian la puesta en marcha de
un regulador negativo de ciclo celular ante la presencia de promotores de la

proliferacion tumoral. No hemos encontrado datos en la literatura de la relacion
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entre p21wafitieipl vy expresiones de EGFR, Cox-2, p27kPl, pKi-67 o pTS con
casuisticas superiores al menos de 100 casos.

La relacion de p21wafieipl con otros biomarcadores ha sido evaluada en
12 estudios publicados entre 1997 y 2011 (Tabla n® 52) (208, 209, 236-239,
242, 243, 245-247). La ausencia de expresion de proteina p21%afifeipl o sus
niveles de expresion bajos se correlacionan de forma inversa con la expresion
de proteina TP53 0 mutada por analisis de IHQ o SSCP (208, 236-239, 241),
en tres estudios no se hall6 asociacion alguna (243, 245, 246) y en uno se
relacion6 de forma significativa con la sobre-expresion de TP53 (p<0.0001)
(247). Se han comunicado correlaciones inversas con expresion de Ciclina D1,
bcl-2, MSI-H, CIMP-H o mutaciones de gen Braf y PI3KCA (208, 238, 242).

Estudios experimentales han demostrado que la expresion de pTS esta
sobre-regulada en células HCT116 de CCR humano y que la actividad del
promotor de TS esta infra-regulada por expresion ectopica de p21walicrl | g
sensibilidad a 5FU de células de CCR en cultivo se incrementa con la
reduccion de pTS inducida por CDKi (370). Por otro lado, las sefiales activadas
por estrégenos/progesterona dan lugar a efectos de inhibicion de crecimiento
de células de cancer de colon por sobre-expresion de numerosos reguladores

de ciclo celular.

Relaciones de p21vaiirl con FPC convencionales.

Nuestros datos no han revelado correlacion alguna entre la sobre-
expresion de proteina p21val/cel y edad, sexo, localizacion inicial tumoral,
tamafio, clasificacion WHO histopatol6gica, grado de diferenciacion, ILV, BMT
séricos y estadio TNM UICC, por lo que parece comportarse como una

variable independiente.

La relacion entre la expresion de p21waitcpl glterada y diferentes
caracteristicas clinico-demogréficas y parametros prondsticos convencionales
ha sido valorada en 12 estudios publicados entre 1997 y 2011 (Tabla n°® 53)
(208, 209, 236, 238, 239, 240, 243-247, 372).

111



DISCUSION

Ni la edad ni el sexo de los pacientes se ha relacionado con expresiones
andémalas de p21wafl/cirl (208, 209, 238, 240, 243, 245-247, 372), pero si con
comorbilidades como obesidad valorada por IMC (247). Los datos
demograficos y sus relaciones no fueron diferentes para expresion de

p21"aft7ciPl en nuestra cohorte de pacientes.

En la mucosa intestinal normal, la inmunoreactividad de p21%afcPl se ha
observado en los nucleos del 1/3 superior de las criptas del epitelio superficial,
en adenomas sobre las areas superficiales de la subvariedad tubular y en el
fondo de las papilas de los vellosos (236, 239). La incidencia de expresion
intensa de p21“ail/cibl es muy superior en tumores primarios que en adenomas
y/o adenocarcinomas derivados de adenomas (236) pero sensiblemente inferior
para estadios avanzados, lo que podria indicar su participacion en la progresion
del CCR, asociacion con senescencia de la mucosa del colon y su induccion
por una via independiente de TP53. Su expresion es més frecuente en aquellos

tumores con diferenciacion mucinosa (245).

La sobre-expresion de p21val/cpl fye superior en tumores de localizacion
proximal o de colon frente a tumores rectales (209, 238, 246) mientras que en
otro estudio los tumores derechos expresan porcentajes inferiores (208). Los
tumores con alto grado de expresion de p21*a1l7crl fyeron de forma significativa
mayoritariamente bien diferenciados en un estudio (243) mientras que en otro,
la ausencia de p21%afl7cpl se relaciond con grados tumorales bajos (247); en
ocho estudios no se constaté relacién alguna entre estas variables, (208, 209,

238-240, 245, 246, 372) que confirman nuestras observaciones.

La inmunoreactividad positiva para p21%afl7crl en intensidad, porcentaje
o scores moderados 0 altos se ha relacionado de forma inversa con el estadio
tumoral de los pacientes. Su ausencia 0 porcentajes de expresién bajos es
significativamente mas frecuente para niveles profundos de invasion tumoral,
metastasis ganglionares y estadios TNM IlI-IV o C-D de Astler-Coller (208, 236,
238, 239, 243, 372); en 5 estudios no se encontro correlacion alguna entre
estas variables (209, 238, 245-247).
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En un estudio no se ha encontrado relacion alguna entre expresion de
p21wafllcipl y ningln parametro clinico-patoldgico convencional (240) en la linea
de nuestros hallazgos.

Expresion de p21walcirl y Relacién Prondstica.

En nuestro estudio no hemos encontrado relacion alguna entre la sobre-
expresion de p21wait/cipl nor técnicas de inmunohistoquimia y el curso evolutivo
de una cohorte heterogénea de pacientes con cancer de colon estadio I-1V, una

vez valoradas la SLE y la SG de la serie como puntos finales de medida.

La relacion entre la ausencia de expresion de p21“ail7cipl y e| prondstico
en diferentes contextos clinicos de pacientes con CCR ha sido evaluado en 12
estudios publicados entre 1999 y 2011 (Tabla n°® 54) con resultados no
concluyentes (154, 208, 209, 238-241, 244-247, 372).

La sobre-expresion de proteina p21“aii7crl en CCR se ha relacionado
con un indice de recaidas inferior e ILEs mucho méas prolongados que en
aguellos casos con ausencia de expresion o scores bajos (238, 239, 246, 372);
estos datos fueron confirmados en tan solo un andlisis multivariante su valor
predictivo independiente para recaida e ILE con un HR de 0.97 (239). Por el
contrario, la ausencia de expresion de p21%ail7cipl ge asocié con mejor ILE para
el analisis de log rank test (246). Los ILEs en nuestro estudio no fueron

diferentes (HR 1.12; p 0.80) para sobre-expresion de p21“afl/cipl,

Se ha encontrado una relacion significativa entre la sobre-expresion de
proteina p21“ailcPl e jncrementos de supervivencia especifica de CCR y/o
global en diferentes contextos de pacientes con CCR (154, 208, 238-240, 244,
246, 372); datos no confirmados en un estudio que consideré a p21wail/cipl
como variable de analisis aislada, mientras que otros autores han comunicado

una mejor SG para pacientes con tumores que no la expresan (246).

En cuatro andlisis multivariantes se ha constatado que la expresion
positiva de p21vafl/cipl gjerce una influencia positiva independiente sobre la SG

de forma aislada o ajustada para otras variables prondsticas convencionales
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para HR de 0.97-3.06 (239, 240, 247, 372). La pérdida de p21"al/crl se asocid
de forma independiente con baja mortalidad especifica por cancer de colon con
HR de 0.58 ajustado a variables como MSI, CIMP y LINE-1, con diferencias
para la edad < 60 afios con HR de 4.09, y el pronéstico adverso valorado por
IMC se limitd6 a casos que expresaban p21“al/cpl con HR de 5.85 (247). La
supervivencia es mas prolongada para pacientes en estadio B2-C de Astler-
Colles tratados con QT adyuvantes que expresan p21a/cpl nyclear (372).

La ausencia de valor prondstico de sobre-expresion de p21wait/cipl
encontrada en nuestra experiencia (HR 0.94, p 0.86) ha sido compartida por
otras series publicadas con cohortes de pacientes, técnicas de valoracion y
analisis similares (154, 208, 209, 238, 241, 244, 245) no pudiéndose concretar
su incorporacién como factor prondstico molecular a las guias de manejo del
CCR ya que los estudios a gran escala y no prospectivos han sido todos ellos
negativos (241, 244, 247).

Regulador de Ciclo celular p27XirL,
La expresion de p27kPl se encuentra alterada en los procesos de
carcinogénesis de la mayoria de los tumores humanos mas prevalentes.
Mientras que las mutaciones que afectan al gen CDKN1A son muy
infrecuentes, se han descrito numerosas alteraciones en su metabolismo que
incluyen reduccién de los niveles proteicos por protedlisis acelerada o
traslacion del trdnscrito anormal, secuestro en los complejos ciclina D-CDK y
relocalizacion citosélica celular. Las alteraciones de p27kPl se han
correlacionado con un peor prondstico y respuestas deficientes a tratamientos
convencionales (256, 373). Se han comunicado disminuciones en la sobre-
expresion de proteina p27«P! por inmunotincion en linfomas y tumores sélidos,
sin cambios en niveles de mRNA y que puede ser atribuida a proteolisis
acelerada, inhibicién de la traslacion mediada por miRNA o ambos procesos
(256, 373-375).
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Metodologia y Rendimiento.

Hemos estudiado de forma retrospectiva el status de la proteina p27Kil

en una cohorte de 123 pacientes afectos de cancer de colon en estadios I-IV
con técnicas de IHQ yAcMo SX53G8 valorado con una escala semicuantitativa.
La expresion nuclear positiva de p27KP1 en nuestra experiencia fue del 37.4%,

con puntuaciones altas (score 2-3) en el 30.9 % de los tumores.

La sobre-expresion de p27KPl ha sido evaluada mediante técnicas de
IHQ en 22 estudios publicados entre 1997 y 2012 (Tabla n° 55) que han
incluido cohortes heterogéneas de pacientes. La expresion de proteina p27KPl
en diferentes series ha variado desde el 13 al 90% con diferentes tipos de
AcMo, puntos de corte y puntuaciones (153, 155, 209, 269-282, 376-379).

La inmunotincion nuclear exclusiva para p27XP! con scores 0-2, definidos
por porcentaje de células tefiidas con puntos de corte entre >1-25% para
positividad, se sitdan entre el 13y 86% (153, 155, 209, 269, 270, 275-278, 280-
282, 376, 378, 379). Las valoraciones positivas nucleares y citoplasmicas van
del 20 al 70-90% (209, 268, 271, 274, 275, 278, 377) y la inmunotincion

citoplasmica exclusiva se constata en el 49% (273, 275, 278).

Sistemas de puntuacién con scores basados tanto en intensidad como
porcentaje celular de 0-2, y mas elaborados de 0-8, sitian valores altos de
expresion entre el 62 y 70% (275, 280). La expresion nuclear de p27XP! se ha
valorado en un TMA junto a otros BMT mediante un método semicuantitativo
por namero relativo de células positivas tumorales con scores porcentuales
sucesivos al 5% y andlisis de curvas ROC/AUC con valores del 0.853 (IC 95%:
0.504-0.661) (281).

Con el empleo de ACMo Dako SX53G8 las valoraciones positivas estan
entre el 46 y 52% (153, 272, 273, 278), algo superiores a las de nuestro
estudio, quizas debido a que los blogues tumorales antiguos pueden tener una
calidad reducida de tincion para p27Xirl (276). Para otros AcMo como clon 57,
K25020, IB4, F8, DCS72, clon 57), los rangos oscilan entre el 13 y el 80% con
mediana aproximada del 50% (209, 268-271, 274, 275, 280, 282, 376, 378).
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Correlaciones de p27XiP! con otros BMT.

En nuestra experiencia, la ausencia de expresion de p27XPl nuclear se

asocié de forma significativa con falta de expresion de Cox-2 y Ciclina D1,

mientras que la asociacion para niveles bajos de expresidn tan solo se mantuvo

para baja expresion de Ciclina D1. No encontramos ninguna relacion con la
expresion de EGFR, TP53, Ki-67, p21%afil/cibl nj para pTS.

La expresion de p27KPl se ha correlacionado de forma significativa con
Ciclina D1 en tumores colorrectales primarios (209), tumores con MSI,
alteracion de la expresion de Mlhl, Msh2 o Fhit (277) y cohortes de pacientes
tratadas con hormonoterapia sustitutiva (280) por lo que se intuye su
participacion activa en la via genética de IMS para el desarrollo de ciertos CCR.
La sobre-expresion de p27KP! se ha relacionado de forma inversa con tumores
que expresan Cox-2, p21waftleipl TpP53, MSI-H, CIMP-H, mutacién de Braf (279,
377) y por ubiquitina ligasa subunidad 2 SKP2 (378), como mecanismo de
regulacién negativa de ciclo celular por estimulos oncogénicos, fallos de
regulacion genémica y degradacion proteasémica.

En tres estudios no se objetivd relacion alguna entre p27XiPl y expresion
de IA (por apoptotic index), pKi-67, TP53 (270, 272, 275), p73 y DCC (272). No
hemos encontrado ningun dato en la literatura de correlacién entre expresion
de p27¥Pl y EGFR o0 pTS (Tabla n° 55). Su papel regulador negativo de ciclo
celular y sobre-expresiones de BMT relacionados con proliferacion y control
gendmico no queda definitivamente demostrado por los resultados de estudios

comentados.

Relacién de p27XiP1 con FCP convencionales.

En nuestro estudio, no hemos encontrado relacion alguna entre la
expresion de p27XiPl y cualquiera de las variables clinico-demograficas o
patolégicas analizadas, edad y/o sexo, localizacién inicial tumoral, tamafio,

grado de diferenciacion, ILV y/o estadio tumoral.
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En 12 estudios publicados entre 1999 y 2009 se han analizado las
relaciones de la expresion de p27KPl y [os FCP convencionales (Tabla n° 56)
(153, 209, 269-272, 275-278, 282, 377) con resultados controvertidos.

La edad al diagndstico de los pacientes no se ha relacionado con p27KPl
en 10 estudios (153, 209, 269-272, 275, 276, 282, 377) mientras que la
ausencia de expresion de p274rl se ha relacionado con un predominio de
pacientes de sexo femenino en un estudio de cohortes para cancer de colon,
localizacion de la expresion del BMT y IMC (377). Tumores de localizacion
proximal se han asociado significativamente con expresiones bajas o ausentes
de proteina p27XiP! en tres estudios (275, 277, 377) y en uno de ellos tan solo
en estadio Il (275); esta relacion no ha sido demostrada para medidas de
tamanfo inicial (153, 270, 275, 276).

Mientras que la ausencia de expresion de p27KPl se ha relacionado con
tumores indiferenciados (269, 277) o tumores indiferenciados circunscritos a
estadio Il (275), en otros estudios, la expresion positiva o elevada, se ha
relacionado con tumores predominantemente bien diferenciados (276, 377). La
mediana de expresion de p274<Pl fue superior en tumores con infiltracion
linfatica o venosa (270) y su ausencia se ha relacionado con diferenciacion

histol6gica mucinosa (277, 282).

La expresién ausente o baja de p27KPl se ha correlacionado con
estadios tumorales mas avanzados de clasificacion de Dukes, metastasis
ganglionares o a distancia en tres estudios (153, 269) mientras que en otro, la
expresion mediana de proteina fue mayor en estadios precoces (270) y con
infiltracion profunda de la pared intestinal (275).

Expresion de p27XiPl y Relacion Prondstica.

La expresion de p27XP! no se ha relacionado con el curso evolutivo de

los pacientes de afectos de cancer de colon de nuestro estudio, medido por

puntos finales ILE o SG. Similares resultados han sido comunicados en otras
cinco series de cohortes heterogéneas de CCR (155, 209, 272, 276, 282).
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El valor prondstico de la expresion de p27¥Pl ha sido analizado en 19
estudios publicados entre 1997 y 2009 (Tabla n° 57) (153, 155, 209, 268-278,
280-282, 376. 377) y se han encontrado ciertas relaciones positivas en 14 de
ellos (n° de pacientes: 103-630).

En 5 de 19 estudios revisados (n° pacientes: 104-187), la expresion
positiva 0 con scores altos de p27KPl se ha relacionado con ILEs a 5 afios o
tiempos medianos de SLE significativamente superiores en relacion con grupos
de pacientes con niveles de p274r! tumoral bajos o ausentes (153, 269, 274,
277, 280) dato no confirmado para enfermedad en estadio lll. En 3 analisis
multivariantes, p27KP! se comporté como una variable independiente favorable
para prediccion de tiempo libre de recaidas en pacientes con CCR con HR/RR
entre 2.21-20.85 (153, 269, 280).

En 12 de 19 estudios revisados (numero de pacientes: 104-630), la
expresion positiva o elevada de p27XiPl se ha relacionado con probabilidad de
supervivencia mayor que para pacientes cuyos tumores expresan niveles bajos
0 ausentes de proteina de forma global (153, 268-271, 273, 274, 277, 278, 281,
377), para estadio 1l (277) o lll exclusivo (275, 376).

En 8 analisis multivariantes (niumero de pacientes: 104-601), se ha
demostrado que la expresion de p27¥Pl positiva o elevada se asocia con
incrementos de RR/HR de 0.62 a 9.35 veces para muerte por neoplasia
colorrectal (153, 268-271, 273-275, 281) o limitado para estadio Il (275, 376).
Sin embargo, en una cohorte de pacientes con cancer de colon en diferentes
estadios, la expresion de p27¢Pl citopldsmica se ha asociado con menor
porcentaje de mortalidad cancer especifica con HR de 0.77, significativa en
analisis multivariante con HR de 0.63 tras ajuste con otros predictores
potenciales de SG; pacientes con expresion de p27¥Pl alterada tumoral
(positivos para localizacién citopldsmica o con ausencia de expresion de
proteina) se asociaron con menor mortalidad por cancer con HR de 0.63 en los
multivariantes (377).
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En un estudio retrospectivo sobre el valor prondstico de la expresion de
p27KPl a gran escala que incluyé 601 pacientes en estadio Il de CCR y
tratamiento adyuvante, se ha descrito supervivencia global inferior para grupos
con ausencia de p27KPl (66% vs 75%, log-rank p 0.021) y no se influencié por
esquemas diferentes de tratamiento sistémico complementario (IFL vs FL); la
combinacion del status de p27¥P1 con MMR identificé un subgrupo pequefio de
pacientes que se beneficié del esquema IFL medido en ILE (81 vs 47%; log-
rank p 0.042) pero no en la SG ( 81 vs 60%; log-rank p 0.128) (376).

Diferentes estudios no han demostrado correlacién estadistica por
andlisis multivariante entre la reduccion de proteina nuclear p27¥®1, valorada
con Ac anti-p27 SX53G8 de Dako, y la evolucion de los pacientes (155, 276,

277), con una tendencia de resultados similares a nuestra experiencia.

Los datos referentes a la correlacién entre alteraciones de p27Xiel y
cursos evolutivos agresivos estan basados en analisis casi exclusivos de
expresion proteica nuclear mediante técnicas de IHQ e interpretacién de
dudosa homogeneidad, ya que se han empleado diferentes parametros de
medida como porcentaje de nicleos p27XP! positivos e intensidad, su contenido
global y localizacion subcelular. Los puntos de corte para positividad y los
sistemas de puntuacion son diferentes y no hay evidencias cuantitativas sobre
niveles nucleares y/o citosoélicos de proteina. Por ultimo, el valor pronéstico de

la expresion citosdlica de p27+P 1 es desconocido (373, 375).

Como hemos podido comprobar, en los Ultimos afios un buen nimero de
estudios han evaluado el significado pronostico de la expresion de p27KPl en
CCR, esencialmente mediante técnicas de IHQ aunque también con analisis
WB, en diferentes escenarios clinicos con resultados dispares. Para su
aplicacién en la clinica es necesario resolver cuestiones de control de calidad
para metodologia de procesado (almacenamiento y fijacién), tincion (eleccién
del AcMo y concentraciones), procedimientos estandar de scoring y puntos de
corte (definicion de alta y baja expresion de p27KP) y localizacion subcelular

(nuclear y/o citoplasmica).
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Timidilato Sintasa.
El estudio de sobre-expresién de pTS en CCR ha sido objeto de un
intenso estudio a nivel clinico en los Ultimos 10 afios. Se han aplicado
diferentes técnicas de analisis con rendimientos adecuados y se ha estudiado
su relacion con caracteristicas prondésticas estandar asi como su influencia en
el curso evolutivo de la enfermedad en diferentes contextos (298, 300, 315).
Niveles elevados de actividad pTS se han identificado como BMT prondsticos
de interés para CCR, quizas relacionados con un epifendmeno secundario a la
proliferacion aberrante de las células tumorales. No obstante, la expresion
ectopica de pTS humana puede transformar células murinas in vitro e in vivo lo
que podria interpretarse como un papel causal en los procesos de
carcinogeénesis (292, 298).

Metodologiay Rendimiento.

En nuestro estudio hemos encontrado una positividad para sobre-
expresion de Timidilato Sintasa por técnicas de IHQ con AcMo TS 106 en 71 de
123 (57.7%) muestras de pacientes con carcinomas de colon en diferentes
contextos clinicos y en 39 de ellas (31.7%) se definieron scores altos +2-3

basados un método semicuantitativo.

La sobre-expresién de pTS ha sido valorada en 25 estudios publicados
entre 2000 y 2012 (Tabla n° 58) casi en exclusividad por andlisis de IHQ (155,
156, 300-313, 380-388) aunque en 4 estudios se midi6 mMRNA TS por técnicas
de RT-PCR (304, 313, 382. 385) y en 1 se cuantificaron los niveles de proteina
TS por ensayo ELISA (388). La mediana de sobre-expresion alta de pTS se ha
situado entre 45-50% con limites amplios del 21.35 al 86%; en 11 estudios
(nimero de pacientes >100; entre 103 y 945 por estudio) los porcentajes altos
de expresion estan por debajo del 50% (155, 300, 303, 305-307, 309, 312,
380, 381, 384, 387). En 5 estudios los porcentajes comunicados han sido mas
elevados con limites entre 58 y 86% (156, 301, 302, 308, 310, 311, 386) en la

linea de los resultados obtenidos en nuestro estudio.
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Una de las experiencias mas amplias comunicadas ha sido un analisis
prospectivo blinded en 967 pacientes con CCR para determinacion de pTS por
IHQ, AcMo TS 106 y un rendimiento para alta expresion del 58% con scores 2-
3 categorizados semicuantitativamente por intensidad de cromogeno (311). El
rendimiento de la determinacion por IHQ de sobre-expresion de pTS en un
estudio retrospectivo a gran escala de 1389 pacientes con CCR fue del 71%
valorado con un método similar (386).

El analisis de mMRNA TS ha sido efectuado en 4 estudios por técnicas de
RT-PCR con rendimientos normalizados relacionados con [ actina de
referencia del 0.75 a 11.3 ratios de expresion, sin diferencias a partir de
material analizado, tejido congelado vs parafinado, con una buena correlacion
al respecto de la puntuacion semicuantitativa por IHQ pero no con diferentes
genotipos de 5°-TSER (304, 313, 383, 386). Los niveles medianos de expresion
de pTS analizados por ensayo ELISA se han situado en 20 ngr/mgr de tumor
analizado (388).

Correlaciones de pTS con otros BMT.

La sobre-expresion de pTS se ha relacionado en nuestra experiencia de

forma directa con expresion de Cox-2 y con tendencia a la significacion con
pKi-67 y TP53. En dos estudios, la pTS se ha relacionado con la expresion
nuclear de TP53 con un grado de concordancia hasta del 60% y k >0.94 (156,
311) similar a los hallazgos de nuestra investigacion; son observaciones que se
podrian explicar por la persistencia de division celular sin reparacion de DNA o

apoptosis y modulacion directa de expresion de pTS por TP53wt.

La intensidad score 3 de pTS se ha relacionado de forma inversa a la
expresion de niveles altos de pKi-67 (305) al revés de lo ocurrido en nuestro
estudio.

La expresion de pTS es mas frecuente en tumores MSI-H, copias de
genes TYMP valoradas por FISH y expresiones de DPYD o TYMP (312, 380,
387); estos hallazgos hacen pensar que marcadores de IMS estan relacionados

con la variabilidad de expresion génica de pTS y con niveles de expresion de
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enzimas relacionados con sensibilidad a FPs. pTS se ha relacionado de forma
inversa con expresion de CDKi p16'Nk4a y hMLH1 (306, 307).

Diferentes grados de ploidia, MVD, expresion de VEGF, MSI, MMR, 17p,
OPRT y DPA no se han correlacionado con pTS sobre-expresada, indicando
independencia con hallmarks relacionados con angiogénesis, alteraciones
génicas de IMS y enzimas marcadores de repuesta a FPs (303, 310, 388)

No hemos encontrado datos publicados que confirmen nuestros
hallazgos sobre la correlacion de pTS con sobre-expresion de Cox-2, ni de
forma inversa con otras proteinas estimuladoras de proliferaciéon como EGFR ni
con reguladores del ciclo celular, p21%af/ePl g Ciclina D1 (tabla n° 58).

Relacion de pTS con FCP convencionales.
No hemos observado ningun tipo de relacion significativa entre la sobre-
expresion de pTS y cualquier parametro clinico-patolégico convencional con

valor pronadstico.

En 12 estudios publicados entre 2000 y 2012 se ha encontrado alguna
relacion entre la sobre-expresion y/o niveles altos de pTS con alguna
caracteristica demografica o clinico-patolégica convencional (Tabla n°® 59) (156,
302, 303, 306, 308, 310, 311, 313, 381, 383, 387, 388).

Se ha comunicado una relacion directa entre valores medianos altos de
células tumorales positivas para pTS con grupos de pacientes de edades
superiores a los 60 afios con una tendencia para sexo masculino (303) y alta
expresion de TYMS con edades superiores a 80 afios en comparacion con
edades mas tempranas (387). La edad y/o sexo de los pacientes de nuestra

cohorte no influy6 de forma decisiva en la expresiéon tumoral de pTS.

Tumores de localizaciones derechas expresan significativamente niveles
de pTS mas bajos que en el colon distal y/o recto (302, 381) pero en otro
estudio, la mediana de score histolégico para expresion nuclear de pTS en
tumores proximales es de 2 a 3 veces mayor (383). Las medianas de

porcentaje para inmunotincion celular positiva de pTS son muy superiores en
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tumores bien o moderadamente diferenciados (303) y la expresion de mRNA
TS es significativamente inferior para grados de diferenciacion altos G3 que en
mas diferenciados G2 (313). Tumores con infiltracion LV vy diferenciacion
mucinosa expresan valores medianos de positividad para pTS inferiores (303,
308). No encontramos en nuestro estudio diferencia alguna entre la expresion

de pTS vy localizaciones tumorales, grado de diferenciacion e ILV.

En pacientes con estadios Dukes B2, C, y D o con metastasis
ganglionares N2 se encuentran niveles de expresion pTS nuclear tumoral mas
elevados que en otros contextos (306, 310) y niveles de invasion tumoral
pT3/T4 se relacionan con scores positivos de pTS mas altos (156). En otros
dos estudios se han comunicado hallazgos contradictorios; la expresion de pTS
tumoral se relaciona de forma inversa con estadio patologico (311) y la baja
expresion de pTS es mas frecuente en estadio Il vs Il (381). En nuestra
experiencia, los nivles de expresion de pTS no se han correlacionado con el

estadio inicial de presentacion de la enfermedad.

Expresion de pTS y Relacién Prondstica.

En nuestro trabajo no hemos demostrado una relacion significativa entre

la sobre-expresion de pTS o scores altos con el curso evolutivo de una cohorte

heterogénea de pacientes con cancer de colon valorados con puntos finales de
SLE y SG.

En 21 estudios publicados entre 2000 y 2012 se ha valorado la
correlaciéon de la sobre-expresién de pTS y/o mMRNA TS con el pronéstico de
diferentes cohortes de pacientes (Tabla n° 60) (155, 156, 300-306, 308-311,
313, 380-382, 384-387).

El curso evolutivo de CCR para SLES/ILEs se ha visto influenciado por la
sobre-expresion de pTS y/o su mRNA en cuatro estudios. Expresion de pTS
con niveles altos/scores +2-3 se ha relacionado con incremento del nimero de
recaidas e ILEs sensiblemente inferiores incluso en series con estadios Dukes

C y sin tratamiento con QT adyuvante (156, 302, 305, 306). La asociacion de
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niveles altos de pTS y TP53 positiva se ha confirmado en el grupo de pacientes

con periodos libres de enfermedad menores (156, 305).

La expresion de niveles mRNA TS bajos < 0.6 junto con DPD > 0.4 se
asocié con los menores porcentajes de supervivencia libre de recurrencias de
enfermedad (304). El numero alto de copias génicas de TYMS se ha
relacionado con intervalos libres de enfermedad inferiores (380). En tres
analisis multivariantes, la expresion alta de pTS o el nimero de copias génicas
de TYMS se confirma como una variable independiente desfavorable para SLE,
con HR de 0.42-1.6, junto con estadios avanzados Dukes y metastasis
ganglionares (302, 306, 380).

Las sobre-expresiones altas de pTS se han asociado con cursos
evolutivos desfavorables medidos en SGs significativamente inferiores a
diferencia de scores bajos en pacientes tratados con cirugia exclusiva mientras
gue se ha objetivado una mejora de porcentajes de supervivencia en estadios
C Dukes tratados con quimioterapia adyuvante basada en FPs para tumores
con sobre-expresiones de pTS asociadas con TP53 positiva (156, 300, 302,
305, 306).

En 4 analisis multivariantes, pTS alta se confirma como una variable
independiente de mal prondstico con HR de 0.39 a 1.6 junto con estadio y
metastasis ganglionares, con beneficios confirmados con el empleo de QT
adyuvante (156, 300, 305, 306). Numeros de copias altos de gen TYMPS
valorados por FISH se relacionan con riesgos incrementados de muerte por
tumor en pacientes con cancer colorrectal en estadios II-IV que se confirman en
analisis multivariante ajustado por estadio, invasién vascular y obstruccién

intestinal a la reseccion quirdrgica con un HR de 1.6 (380).

A diferencia de estos hallazgos, otros autores han comunicado peor
prondstico con supervivencia significativamente inferiores para pacientes con
valores de pTS bajos y en combinacion con niveles de DPD altos en estadios Il
(HR 1.69/p 0.019) y IlI tratados con cirugia exclusiva, si bien, esta tendencia no

fue confirmada en el analisis multivariante (381).
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En esta linea, valores altos de mRNA TS elevados con puntos de corte >
0.6 se asocian con supervivencias mas prolongadas, incluso en combinacion
con valores altos de DPD, que se confirman como variable independiente en el
analisis multivariante de Cox (HR de 3.6) junto con estadio TNM (304). En un
estudio comparativo de expresion de pTS por IHQ, mMRNA TS por RT-PCR y
estudios génicos de polimorfismos, tan solo el genotipo 2R7-R de 5°-TSER se
correlacion6 significativamente con supervivencias inferiores y fue un marcador

pronéstico desfavorable e independiente en el analisis multivariante (385).

El status de expresion de pTS y su influencia prondstica ha sido
evaluado por meta-analisis en 3500 pacientes con CCR, con el HR como
medida de evaluacion principal. Los niveles de pTS se han estudiado por IHQ o
cuantificacion de mRNA TS por RT-PCR con gran variabilidad de tamafio
muestral. Los HR para SGs han sido 1.79 (1C95%: 1.34-2.26) en enfermedad
avanzada y 1.35 (1C95%:1.07-1.80) para enfermedad no metastasica. Quizas
los tumores que expresan niveles elevados de pTS parecen tener un pronéstico
peor, sin embargo, los autores recomiendan metodologia mas robusta para

definir de manera concluyente el valor de pTS (311).

Con resultados similares a los nuestros, 13 estudios no han podido
demostrar influencia directa de la expresion de pTS sobre el curso evolutivo de
la enfermedad (155, 301, 303, 306, 308-311, 313, 382, 384, 386, 387).

La sobre-expresion de pTS no puede considerarse un BMT rutinario para
evaluar a priori el prondstico de los CCRs en diferentes contextos clinicos. Para
su interpretacion, tan solo podemos basarnos en unos pocos analisis
multivariantes de estudios fase Il retrospectivos y heterogéneos o de una
revision sistematica con algunos sesgos reconocidos que adolecen de una
metodologia consistente.

Los estudios a gran escala no han constatado el valor de prediccién del
curso evolutivo de los CCRs para pTS tanto aquellos con disefio retrospectivo
como prospectivo. En lo que se refiere al analisis por IHQ se han empleado
sistemas de deteccién, AcMo, y sistemas de puntuacion dispares que hacen

gue su interpretacion no sea concluyente.
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Comentarios sobre nuestro estudio y sus limitaciones.

Las recomendaciones de las guias REMARK para estudios prondsticos
de BMT nos ha servido de base para el planteamiento, desarrollo y andlisis de
los resultados de nuestro estudio. Le dan, por tanto, el rigor exigido para su

validacion como estudio fase Il para BMT convencionales.

La disponibilidad de acceso a la base de datos diagnéstica por ICD-O, al
archivo de piezas tumorales parafinadas del Servicio de Patologia y las
historias clinicas del HUdR nos ha permitido recabar de forma exahustiva la
informacion referente a las caracteristicas demogréficas y clinico-patoldgicas
de los pacientes incluidos en nuestro estudio, asi como desarrollar el analisis
experimental de los BMT propuestos. Todo ello fue recogido en un cuestionario

especifico para su tratamiento estadistico.

El planteamiento del estudio fue fundamentado por una revision
exahustiva de la literatura y del estado de la cuestion para cada BMT. Puesto
que disponiamos de especialistas expertos en técnicas de IHQ decidimos
desarrollar un estudio fase Il, en este caso retrospectivo por una cuestion de
informacion de seguimiento y analisis de curso evolutivo de la serie a largo
plazo. Los pacientes fueron diagnosticados, estadificados y tratados de forma
homogénea con arreglo a los protocolos actualizados del momento, lo que ha
permitido una perspectiva de analisis adecuada; quizas informacion relevante a

las cifras de MT séricos no fue todo lo completa que hubiésemos deseado.

El estudio de los BMT se efectud con técnicas de IHQ estandarizadas en
el Servicio de Anatomia Patoldgica y la lectura e interpretacion por un Pat6logo
experto en tumores gastrointestinales. El rendimiento para los BMT se ha
situado en limites intermedios e incluso bajos para algunos de ellos, que puede
atribuirse a defectos propios derivados del estudio de material archivado con
desnaturalizacion proteica que impidi6 la recuperacién antigénica adecuada, ya
qgue los sistemas de puntuacion empleados para su cuantificacion no diferian
de otros estudios de forma sustancial. Incluso defectos iniciales en la

manipulacion de la pieza tumoral después de la cirugia, con periodos de anoxia
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ex vivo prolongados y fijacion defectuosa o excesiva, pudieron ser

responsables de estos posibles déficits.

Las caracteristicas clinico-demogréaficas de nuestra serie no difieren de
forma sustancial de las definidas en otros estudios a gran escala y su curso
evolutivo con un seguimiento superior a 90 meses es homologable a los

hallazgos comunicados por otros investigadores.

El disefio del trabajo cumple los criterios de un estudio observacional,
analitico, longitudinal de cohortes retrospectivo. En cuanto al tamafio muestral
necesario para detectar un efecto determinado (ej HR > 2) con una potencia
(80%) y confianza determinada (95% o riesgo alfa 5%) serian necesarios al
menos 57 pacientes por grupo para un total de 114 pacientes y un niumero de
eventos de 66. Por otro lado, para el calculo de la potencia del estudio una vez
conocimos los resultados para un HR> 2 y un tamafo del grupo de referencia
de 60 pacientes, la potencia para detectar esta diferencia como significativa al
nivel del 5% es del 82.3%. En resumen, la muestra es lo suficientemente
grande con 123 pacientes y 66 eventos como para detectar una asociacion

clinicamente relevante como estadisticamente significativa.

En nuestra experiencia, la expresion baja de pKi-67 se perfila como un
buen dato de curso evolutivo favorable. No nos ha sido posible confirmar el
valor prondstico del resto los BMT incorporados al andlisis uni o multivariante.
Por otro lado, la utilidad pronéstica de las caracteristicas clinico-patolégicas
convencionales en nuestra serie ha quedado demostrada con un significado

estadistico evidente.

La contextualizacion de nuestros resultados con las diferentes series
publicadas nos ha permitido contrastar que la mayoria son estudios
retrospectivos con metodologias experimentales diferentes e incluyen
poblaciones heterogéneas con cancer colorrectal, no exclusivo de colon, con lo
representa para su historia natural y tratamiento. Menos de un 20% de los
estudios revisados correspondian a cohortes de cancer de colon exclusivo y

aguellos que han reclutado un gran nimero de pacientes no tienen un disefio
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prospectivo fase lll. Los tiempos de seguimiento y por tanto la validacion de
eventos de las diferentes cohortes de pacientes ha sido heterogénea y
tampoco se han comunicado en todos ellos de forma sistemética analisis uni y
multivariantes para la evaluacion de significado prondstico de SLE y SG como
puntos finales de estudio. Tan solo han estado disponibles dos revisiones

sistematicas para TP53 y pTS pero ningun meta-analisis.

Todos estos datos los hemos podido aportar con la metodologia
comentada y creemos pueden suponer un valor afiadido a nuestros hallazgos a
pesar de los inconvenientes de ser un estudio retrospectivo. Por todo ello, el
valor de las alteraciones de la expresion de las proteinas BMT analizados por
IHQ no puede contemplarse como criterio prondstico estandar para el manejo
del CCR. La expresion de pKi-67 se podria considerar para su empleo
cotidiano discriminativo de pacientes de alto riesgo, pero quizas precisa de

estudio confirmatorio a gran escala.

Para conocer el valor de diferentes BMT como factor prondstico y/o
predictivo en el manejo de los pacientes con cancer de colon y/o colorrectal es
preciso desarrollar estudios clinicos fase Il que cumplan en su planteamiento,
desarrollo y comunicacién los criterios REMARK mencionados, que a su vez,
seran la base para diferentes meta-andlisis contextualizados y su posterior

implementacion en la practica clinica cotidiana.

BMT en las Guias de Diagnéstico y Tratamiento del Cancer de Colon.

En la actualidad se encuentran disponibles diferentes guias para el
manejo del cancer de colon como las disefiadas por la NCCN, ESMO, ASCO y
SEOM. En ellas, se recogen los niveles de evidencia para las aproximaciones
diagnésticas y terapeuticas locales y/o sistémicas de los diferentes contextos
clinicos de la enfermedad (NCCN Guidelines 2013, 389-391).

Con respecto a la utilidad de los BMT, se recomienda el estudio de IMS
por IHQ para pacientes en estadio Il, ya que aquellos con MSI-H tienen buen
pronéstico y no se benefician de QT basada en FPs. Para la enfermedad

avanzada se sugiere el analisis estandar en tumor primario y/o metastasis de
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mutaciones en codones 12 o0 13 del exdn 2 del gen K-ras y del gen V600E- Braf
por técnicas de secuenciacion o hibridacion in situ, ya que pacientes con
tumores wild type se beneficiaran de la incorporacion al tratamiento de AcMo
como Cetuximab y Panitumumab. Ningun otro BMT o técnicas de alto
rendimiento para DNA o RNA forman parte de procedimientos de andlisis para
uso rutinario pronéstico y/o predictivo en cancer de colon (NCCN Guidelines
2013, 389-391).

Perspectivas de Investigacion de BMT en Cancer de Colon.

La medicina personalizada en el manejo de la enfermedad cancerosa
tiene como objetivo el conocimiento de las caracteristicas subyacentes de una
patologia concreta, tanto del tumor como del huésped, con objeto de ofrecer
alternativas terapeduticas individualizadas. La investigacion de BMT nuevos
para cancer de colon pasa por la comprension de su fisiopatologia molecular y
de la disponibilidad de tecnologias que permitan establecer perfiles de DNA,
RNA, proteinas y metabdlicos. La incorporacion de técnicas de alto rendimiento
a gran escala como el screening mutacional multiple, secuenciacién de nueva
generacion o tecnologias basadas en matrices permitiran la determinacién de
namero de copias, metilacion y/o expresiones proteicas que pueden ser
analizadas con herramientas bioinformaticas para proveer firmas y algoritmos
prondésticos y/o predictivos en la caracterizacion rutinaria de los tumores asi

como para su orientacion terapeutica (392, 393).

El desarrollo de la Epidemiologia Patolégica Molecular, en el que cada
factor etiologico sospechoso intenta ser relacionado con cambios moleculares
especificos, y el screening sistematico de las alteraciones moleculares con
estas nuevas tecnologias, posibilitard definir nuevos genes drivers y
passangers que estan siendo recogidos en el catalogo COSMIC. EIl estudio
molecular de los hallmarks del cancer de colon inicialmente descritos con la
inclusion reciente de la reprogramacion del metabolismo energético, evasion
del sistema inmune y del microambiente tumoral, permitira seguir definiendo
adicciones oncogénicas, vias de sefalizacion, shock oncogénico, y letalidad

sintética que pueden ser la base para ensayos sistematizados (295, 325, 393).
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Alteraciones genémicas como mutaciones, numero de copias/fusiones,
expresion génica de RNA y epigenética pueden ser analizadas con tecnologias
de alto rendimiento como deteccion de mutacion multiplex, secuenciacion de
nueva generacion, aCGH (por micromatrices de hibridacion comparativa), SNPs
(por matrices de polimorfismos de nucleétidos Unicos)/estudios GWAS (por
estudios de asociacion amplios de genoma) y matrices de metilacion. El Total
Cancer Genoma Atlas (TCGA) tiene como finalidad la caracterizacion y
descripcion del mapa fisico y molecular de la enfermdad cancerosa para su
manejo clinico. El rendimiento en céncer de colon o CCR de Oncotype Dx
Colon Cancer test, ColoPrint assays, GWAS analysis asi como otras firmas
génicas esta siendo validado en estudios clinicos a gran escala como puntos

de analisis prondstico/predictivo subsidiarios (395-399).

La protedmica basada en anticuerpos es una estrategia de andlisis
orientada para su generacion sistematica y uso especifico en la exploracion del
proteoma celular (324). Las técnicas de IHQ de uso comun en los laboratorios
de Patologia facilitan informacion relevante para el diagnostico y tratamiento de
diferentes tumores; es un método de estudio relativamente sencillo, de bajo
coste y facil disponibilidad, susceptible para incorporaciéon de automatizacién y
reproducible, pero son necesarias una serie de recomendaciones para su
homologacién desde la estandarizacion de las diferentes fases de estudio,

sistemas de valoracion y scores consensuados.

La implementacion del Test Total para IHQ es esencial. Para la fase pre-
analitica debe estandarizarse la seleccién del test, tipo de muestra, adquisicion,
tiempo de prefijacion y transporte, tipo y tiempo total de fijacion asi como
temperatura de procesado. Para la fase analitica, los procedimientos de
recuperacion antigénica, seleccion de Ac primarios, protocolo de marcado de
reactivos, control de seleccién, certificado de entrenamiento de técnicos y
programa de certificacion del Laboratorio. Finalmente, para la fase post-
analitica, la valoracion del control de funcionamiento, descripcioén de resultados,
interpretacion y comunicacion de resultados y disponibilidad de un patélogo
entrenado con EMC para IHQ (28, 32, ICH Staining Methods, Dako North

America, Carpinteria, California 2009).
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El proteoma celular puede ser escaneado mediante sistemas de
deteccion de alto rendimiento como TMAs, RPPAs para estudio de
fosfoproteoma junto con técnicas de scoring automatizadas para la medicion de
la intensidad de la inmunotincion y localizacion subcelular con datos que estan
perfilando el Human Protein Atlas Portal. Ayudardn a comprender las
modificaciones proteicas post-traslacionales que afectan al desarrollo,
progresion del tumor y su respuesta al tratamiento inicial planteado en
diferentes contextos de la enfermedad (392, 400-403) (Diagrama/Figura n° 20).

Otras investigaciones en marcha de interés incluirian la valoracion de

células circulantes y/o stem cells séricas (404, 405).

Para perfilar el verdadero valor de los BMT analizados en nuestro
trabajo, seria necesario el desarrollo de estudios fase Il prospectivos
asociados a ensayos clinicos de nuevos tratamientos con objetivos bien
disefiados, que incluyan cohortes de pacientes homogéneas quizas para
diferentes estadios TNM, metodologias de analisis con las fases pre-analitica y
analitica bien definidas, empleo de AcMo de alto rendimiento, sistemas de
interpretacion y puntuacion estandarizados, seguimiento a largo plazo sobre
todo en los estadios precoces con suficiente nUmeros de eventos, y analisis

estadisticos potentes.

Por otro lado, la informacion de los hallazgos de diferentes lineas de
investigacion para cada uno de ellos puede ayudar a incorporar informacion
relevante y proteinas para futuros estudios de BMT. Conocer su expresion
Optima standarizada, sus vias de sefalizacién activadas y regulacion, y los
diferentes mecanismos de cross-talk es una prioridad que puede mejorar el

conocimiento de su verdadera influencia en el desarrollo y progresién del CCR.

La investigacién de la red de la familia ERBB, y del EGFR en patrticular,
sus vias de sefializacion, modularidad y asas de control multiple, estados de bi-
estabilidad, y su relacion con mdultiples mutaciones oncogénicas permitiran
conocer mejor su papel en la fisiopatologia molecular de la enfermedad y de los

mecanismos de resistencia a los farmacos anti-diana actuales (406, 407).
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La comprension de la influencia de la via de sefalizacion Cox-2/PGE-: en
la carcinogénesis de CCR por modulacion de los diferentes hallmarks de la
enfermedad, receptores prostanoides, 15-hidroxyprostaglandin dehydrogenase
y transportadores de prostaglandinas, relaciones con el microambiente tumoral
a través de sus relaciones con HIF factor-1 y funcion B catenina, mecanismos
de cross-talk con la red EGFR, receptores de activacion de peroxisoma
(PPARYy), regulaciones transcripcionales y postranscripcionales, como miRNAs,
ARE-binding proteins, 3’'UTR pueden ser la fuente de nuevos BMT, servir de
base para nuevas terapias antidiana y para el desarrollo de programas de

quimioprevencion (336, 337, 408).

Las lineas de investigacion para TP53 se vislumbran en el conocimiento
de actividades no relacionadas con su funcidbn como supresor tumoral wild type.
Diferentes proteinas TP53 mutantes, conformacionales o por contacto de DNA,
adquieren propiedades oncogénicas que les permiten la promocioén de invasion,
metastasis, proliferacibn y supervivencia celular tumoral; inciden sobre
numerosas activaciones transcripcionales de genes activadas por p53, y estas
contribuciones diferentes a los fendmenos de carcinogénesis pueden ser
evaluadas en modelos murinos mutantes para TP53. Es de interés el estudio
de otros miembros de la familia TP53 como p63 y p73; papel de la via defectiva
Rb-E2f-MdM2-p53, influencias sobre la expresion de p21wafl/ciel sopre el SIPS
en modelos preclinicos y radiaciones ionizantes asi como el papel de las
sublocalizaciones celulares sobre sus actividades transcripcionales (409-413).

Son necesarios estudios de investigacion que permitan dilucidar las
importantes funciones béasicas de pKi-67, dada su expresidbn necesaria en
procesos proliferativos, sus relaciones con otros reguladores de ciclo celular y
vias de sefalizacion intracelular, quizas con la incorporacién de nuevos Ac Mo
como MIB-5 o TEC-3 y técnicas de tissue microarrays, que permitan el acceso
al estudio de un amplio rango de modelos animales y lineas celulares. Es de
especial relevancia clinica, el analisis de correlacion entre niveles de transcrito

Ki-67 mMRNA y la expresion de proteina por inmunotincion (171, 357-359).
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Numerosos estudios han demostrado que la regulacion alterada de la via
Ciclina D1-RB-E2F es de una gran trascendencia en el desarrollo de los
tumores humanos mas frecuentes por su relacion como substratos especificos
entre si y funciones reguladoras de sintesis de DNA, contribuyendo de forma
decisiva la amplificacion, mutacion y sobre-expresion de Ciclina D1 con
funciones cataliticas y no cataliticas alteradas. La adiccion de tumores a Ciclina
D1 por mecanismos de disregulacion de la via RB-E2F, mutacion, amplificacion
y sobre-expresion o bien por otros eventos oncogénicos alternativos; el efecto
de la co-amplificacion y sobre-expresion de oncogenes que comparten
amplicones de 11q13, el estudio de los mecanismos de resistencia a inhibicién
de Ciclina D1 o CDK4-6, y el efecto funcional de la sublocalizacién celular

citoplasmica, son areas de interés para investigaciones futuras (196, 414).

Se puede considerar a p21%af/cirl como una proteina de comportamiento
dual, con efectos potencialmente beneficiosos pero también deletéreos en su
expresion en células tumores. Los mecanismos de sublocalizacion citoplasmica
capaces de influenciar ciertas vias de sefializacibn que promocionan
fendmenos antiapoptoticos como la activacion de Procaspasa-1 y SEK/INK
(370, 371) deben ser mejor evaluados.

El desarrollo de estudios prospectivos en poblaciones tumorales
concretas, la estandarizacion de los pasos de estudio y su relacion con otros
BMT de proliferacion, apoptosis e invasividad/metastasis mediante técnicas de
andlisis de alto rendimiento tissue microarray nos permitird perfilar el status
definitivo del estudio rutinario de p27XPl como discriminante en la
caracterizacion biolégica tumoral y definicibn mas precisa de tratamiento
complementarios y/o nuevas dianas. Sus actividades funcionales en relacion

con la sublocalizacion celular deben ser mejor definidos (256, 374-376).

El andlisis de muestras con tecnologias a gran escala como pTS tissue
microarrays, expresiones génicas por CGH arrays, estudios de polimorfismos o
mMiRNAs con la catalogacion de firmas genéticas tumorales nos permitan

avanzar en el conocimiento del papel de pTS en el cancer de colon (415-417).
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Todas estas vias de investigacion pueden ofrecer la oportunidad de
mejorar el conocimiento de la carcinogénesis colorrectal, incorporar a la
practica nuevos BMT prondsticos/predictivos en ocasiones relacionados al
desarrollo de nuevos farmacos, que deben ser validados por estudios
exploratorios, fases Ill a gran escala, y meta-analisis para su incorporacion a

las guias clinicas de manejo del CCR (396).

Las nuevas aproximaciones multidimensionales de estudio como la
Biologia de Sistemas, que incorpora informacion biologica y biomédica a
conceptos fisicos, facilitaran el desarrollo de la medicina personalizada para la
enfermedad cancerosa tanto en cuidados estandar como en investigacion de
transferencia, especialmente de farmacos anti-diana de las alteraciones en los
genes drivers, adiccion oncogénica tumoral y abordaje sistematico de los
diferentes hallmarks cancer genetic alterations. Requerira de un amplio
abordaje que va desde la estratificacion del riesgo para prevencién, screening,
tratamiento y programas de largos supervivientes donde las tecnologias en
entornos CLIA para analisis de perfiles gendmicos y/o proteGmicos tendran un
papel esencial permitiendo nuevas dimensiones de valoracion de los BMT de
riesgo especifico para prevencion, prondsticos, predictivos y de respuesta
(Diagramas/figuras n° 20, 21, 22 y 23) (405, 418, 419, 420, 421, 422).
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CONCLUSIONES.
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1°. El cancer de colon es una enfermedad heterogénea desde los puntos de

vista clinico-patologico y molecular.

2° Nuestra serie se ha caracterizado por pacientes de edad avanzada sin
diferencias para sexo, tumores de predominio izquierdo, histologia de
adenocarcinoma NOS, distribucion convencional en grados de diferenciacion, y

estadios TNM localizados (pT3y I-1I).

3°. Para tratamientos homogéneos y largo seguimiento de los pacientes con
una mediana de 90 meses, el curso evolutivo medido por ILE y SG se comporta

de forma similar a estudios clinicos a gran escala.

49, La expresion constitutiva de los diferentes BMT estudiados, promotores de
proliferacion EGFR y Cox-2, supresor tumoral TP53, marcador de proliferacion
celular pKi-67, reguladores de ciclo celular Ciclina D1, p21waflicipl y p27Kipl y
pTS implicada en la sintesis/reparacion de DNA, ha sido muy heterogénea con
limites entre 21 y 63%.

5°. La correlacion entre diferentes BMT sugieren mecanismos co-reguladores y
de cross-talk. La sobre-expresion de EGFr se ha relacionado con sobre-
expresion de TP53; Cox-2 con Ciclina D1, p27XPl y pTS; TP53 con pTS; pKi-
67 con pTS; y la expresion de Ciclina D1 con Cox-2, p21wai/ciel y n27Kipl,
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6°. Las expresiones de BMT EGFr, Cox-2, TP53, pKi-67, Ciclina D1 y pTS se
han asociado de forma estadisticamente significativa con ciertas localizaciones

tumorales iniciales, niveles de CEA, estadios pT1-2, pN1-2 y TNM global III.

7°. El curso evolutivo de nuestra cohorte de pacientes se ha visto influenciado
esencialmente por diferentes factores prondsticos convencionales que, en el
analisis multivariante, han sido: el estadio global TNM para ILEs y edad, ILV,

grado de diferenciacion y estadio global TNM para SGs.

8°. Tan solo la expresion baja de pKi-67 se ha relacionado de forma
significativa con ILEs y SGs favorables en el andlisis univariante, asi como en
el modelo de regresion multivariante de Cox. El resto de los BMT estudiados no

se han comportado como variables prondsticas independientes.

9°. En definitiva, son necesarios estudios fase Ill prospectivos a gran escala,
con metodologias analiticas optimizadas para IHQ, que permitan evaluar el
valor pronostico de estos BMT en cohortes de pacientes con cancer de colon
tratados de forma homegénea y seguimiento a largo plazo. Quizas técnicas de
alto rendimiento asi como otras aproximaciones a las alteraciones génicas de
la enfermedad, nos ayuden a mejorar en el conocimiento de su fisiopatologia
molecular y, por tanto, en el manejo de los pacientes de forma personalizada

para diferentes situaciones clinicas.
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Titulo.
“Valor pronéstico de la expresion de EGFRr, Cox-2, TP53,
Reguladores del Ciclo Celular, Ki-67 y Timidilato Sintasa en el Cancer de

Colon Esporadico”.

Introduccion.
El cancer de colon se caracteriza por su heterogeneidad clinico-
patolégica y biologica. EI sistema de estadificacibon TNM, grado de
diferenciacion, desdiferenciacién del frente invasivo, invasién linfo-vascular y
configuracion de los bordes tumorales son los principales factores prondsticos
asociados a tumor. Sin embargo se han mostrado insuficientes para predecir el
curso evolutivo individual de los pacientes con tratamientos similares. La
incorporacion de BMT derivados del conocimiento de la fisiopatologia molecular
tumoral podrian contribuir a optimizar los factores prondsticos y predictivos
clinico-patoldgicos convencionales. Entre los BMT moleculares que mas interés
han suscitado en diferentes tumores sélidos y para CCR en particular se
encuentran el Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico y su via de
sefalizacion; oncogenes reguladores como la Cox-2; genes supresores de
crecimiento o reguladores gendmicos esenciales como la TP53; activadores y
reguladores del ciclo celular como Ciclina D1, p21wafl/cipl  n27Kipl: phKi67 como
marcador de proliferacion asi como reguladores de sintesis y reparacion del
DNA Timidilato Sintasa (pTS).
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Hemos desarrollado un estudio retrospectivo fase Il analitico
observacional analitico longitudinal en una cohorte sucesiva de pacientes con
cancer de colon confirmado con objeto de valorar la expresion de cada BMT, su

relacion con los FPC convencionales y su valor prondstico.

Pacientes, Material y Metodologia Experimental.

Se han evaluado las muestras tumorales correspondientes a 123
pacientes sucesivos con las siguientes caracteristicas demogréficas y clinico-
patolégicas: edad mediana de 70 afos (limites 31-89) con ligero predominio de
sexo masculino (55.3%). Tumores de localizacion preferente izquierda (69.1%),
adenocarcinomas (95.9%), grados II-lll (56.3%), infiltracion linfo-vascular
(65.9%) y MT séricos CEA (57.7%) y CA 19.9 (28.2%) elevados.La distribucién
por estadios fue pT1-T2 en el 12.2%, pT3 en 74.8% y pT4 en 13%; pN1-2 en
39.8% y MO en el 84.6% de los casos. Para estadio global, el 57.8% fueron
estadios I-Il, 26.8% estadios Il y 15.4% estadios IV. La expresion de de BMT
fue analizada por técnicas de IHQ en tejidos parafinados con AcMo especificos
(EGFr clon H11, Cox-2 clon CX294, p53 clon DO-7, ki-67 clon MIB 1, Ciclina
D1 clon DCS6, p21 clon SX118, p27 clon SX53G8 y TS clon TS106 de Dako
Cytomation System). La desparafinizacién, rehidratacion y recuperacion
antigénica se realizé de forma simultdnea a 90°C con los portas tisulares
inmersos en una soluciéon Dako Wash Buffer S3006 en aparato especifico (PT
Link de Dako, cédigo PT 101). Los portaobjetos fueron trasladados al
inmunotefidor automatico Autostainer Plus (S3800, Dako) para su tratamiento
con los reactivos incluidos en el Kit Envision HRP Dual Link Rabbit/Mouse de
Dako (Cdodigo K4061) y que incluian el sistema de deteccién, cromégeno y los
tampones de lavado intermedios. La positividad fue definida por inmunotincion
para AcMo especifico y evaluada por método semicuantitativo en una escala de
0-3. En el tratamiento estadistico de los datos se efectu6 un analisis descriptivo
inicial con medidas de tendencia central/dispersion, frecuencias absolutas y
relativas; andlisis bivariante mediante test ji cuadrado, de Fisher, Spearman,
Kaplan-Meier y log-rank test seguido de analisis multivariante con modelos de

regresion multiple de Cox.
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Resultados.
La expresion de proteina EGFR fue positiva en 54 muestras tumorales
(43.9%), Cox-2 en 53 (43.1%), TP53 en 78 (63.4%), pKi-67 en 75 (61%),
Ciclina D1 en 48 (39%), p21wafilcipl en 26 (21.1%), p27KPL en 46 (37.4%) y pTS
en 71 (57.7%). No encontramos correlaciones significativas entre los diferentes
BMT y los FCP convencionales excepto para bajas expresiones de EGFr con
estadio pT3 (p 0.04), de Cox-2 para estadio global I-ll (p 0.05), de TP53 para
estadios pNO (p 0.025) y pTS positiva para estadio pN1-2 (p 0.004) o Il (p
0.001). Hemos constatado una correlacion positiva de expresiones de EGFr
con TP53; Cox-2 con Ciclina D1, p27¥Pl, pKi-67 o pTS; Ciclina D1 con
expresiones de p21waflcirl g p27kiPl (test de Spearman p <0.05). La expresion
baja de pKi-67 se ha relacionado con ILEs (p 0.06) o SGs superiores (p 0.030).
No pudimos demostrar un valor prondstico independiente del curso evolutivo en
nuestra cohorte de pacientes para el resto de los BMT estudiados (log-rank
test; p>0.20). En el analisis univariante, para ILE fueron significativos ILV (p
0.061), estadio pN (p 0.009) y global (p 0.009) mientras que para SG fueron ILV
(p 0.0001), CEA y CA 19 9 (p<0.0024), estadio pN (p<0.0001) y global
(p<0.0001). En el modelo multivariante de Cox, para ILE fue significativo el
estadio TNM (p 0.002) y para SG, la edad (p 0.019), grado de diferenciacién (p
0.037) y estadio TNM (p<0.001).

Conclusiones.

En nuesta experiencia, los BMT se han sobre-expresado en rangos
intermedios-bajos con respecto a estudios comunicados en la literatura, de
forma independiente de los factores prondsticos clinico-patolégicos
convencionales excepto subgrupos de EGFr, Cox-2, TP53 y pTS. Tan solo la
expresion baja de pKi-67 ha discriminado grupos de pacientes con mejor curso
evolutivo mientras ninguno de los demas BMT ha demostrado un valor
independiente como factor prondstico. Son necesarios estudios prospectivos
bien disefiados con métodos de analisis estandarizados e incorporacion de
nuevas tecnologias de alto rendimiento que permitan una valoraciéon completa
del papel de estos BMT en la carcinogénesis y manejo del CCR en diferentes

situaciones clinicas.
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Tablan° 1.

Sistema de estadificacion TNM para Cancer de colon.

T-Tumor Primario
Tx
TO
Tis

T1
T2
T3

T4

N-Linfaticos regionales.
Nx
NO
N1
N2

Tumor primario no puede ser valorado

No evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de la ldmina
propia

Tumor invade la submucosa

Tumor invade la muscularis propia

Tumor se extiende a través de la muscularis propia en la
subserosa o en los tejidos pericélicos o perirectales no
peritonelizados

Tumor invade directamente otros érganos o estructuras

ylo perfora peritoneo visceral

Linfaticos regionales no pueden ser valorados
Ausencia de metastasis linfaticas regionales
Metastasis en 1-3 ganglios regionales

Metastasis en 4 0 mas ganglios regionales

M-Metastasis a distancia.

Mx
Mo
M1

Estadificacién Global.

Estadio
Estadio |
Estadio I1A
Estadio 1IB
Estadio IlIA
Estadio 1lIB
Estadio IlIC
Estadio IV

Metastasis no pueden ser valoradas
Ausencia de metastais a distancia

Metastasis a distancia presentes

T N M
T1-T2 NO MO
T3 NO MO
T4 NO MO
T1-2 N1 MO
T3-T4 N1 MO
cT N2 MO
cT cN M1
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Tabla n® 2. Distribucion de CCR por Estadios y SG a 5 afos.

Estadio al Diagnéstico Distribucién de Estadios (%) SG relativa a 5 afios (%)
Regional 36 69.6
M+ a Distancia 20 11.9
Desconocido 5 33.9

Tomada de Howlader N et al. SEER 2009.

Tabla n® 3. Anticuerpos empleados y diluciones.

Anticuerpo Catélogo n° Clon Proveedor Dilucion
EGFr M3563 H11 Dako 1:1200
Cox-2 N1606 CK294 Dako 1.100
p53 N1581 DO7 Dako 1:25-50
Ciclina D1 N1619 DCS6 Dako 1:100
p21 M7202 SX118 Dako 1:25-50
p27 M7203 SX53G8 Dako 1:25-50
Ki-67 N1633 MIB1 Dako 1:75-150
TS N605 TS106 Dako 1.50

Tabla n® 4. Escala de valoracion de la Imnunotincién de BMT

Porcentaje/Intensidad Leve Moderada Intensa
<30% 11 1/2 1/3
30-60% 2/1 2/2 2/3
>60% 31 3/2 3/3
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Tabla n° 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes.

Caracteristicas NUmero % |
Pacientes 123 100
Edad afios Mediana 70
Limites 31-89
Sexo Varén 68 55.3
Mujer 55 44.7
Localizacién Derecha 38 30.9
Izquierda 85 69.1
Histologia Adenocarcinomas 118 95.9
Mucinosos 5 4.1
Grado I 55 44.7
Il 56 455
1] 12 9.8
Infiltracion LV Positiva 81 65.9
Negativa 42 34.1
CEA <5ngr/ml 33 42.3
>5ng/ml 45 57.7
CA 19.9 <39 U/ml 51 71.8
> 39 U/ml 20 28.2
Estadio pT T1 2 1.6
T2 13 10.6
T3 92 74.8
T4 16 13
Estadio pN NO 74 60.2
N1 32 26
N2 17 13.8
Estadio pM MO 104 84.6
M1 19 15.4
Estadio Global I 12 9.8
Il 59 48
I 33 26.8
\Y; 19 15.4
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Tabla n® 6. Resultados de expresidon de Marcadores moleculares.

Estudio semicuantitativo.

Marcador Resultado Ndmero %
EGFR Negativo 69 56,1
Positivo 54 43,9
1 23 18,7
2 15 12,2
3 16 13,0
Cox 2 Negativo 70 56,9
Positivo 53 43,1
1 26 21,1
2 20 16,3
3 7 5,7
p53 Negativo 45 36,6
Positivo 78 63,4
1 18 14,6
2 28 22,8
3 32 26,0
Ki67 Negativo 48 39,0
Positivo 75 61,0
1 37 30,1
2 25 20,3
3 13 10,6
Ciclina D1 Negativo 75 61,0
Positivo 48 39,0
1 21 17,1
2 19 15,4
3 8 6,5
p21 Negativo 97 78,9
Positivo 26 21,1
1 17 13,8
2 4 3,2
3 5 41
p27 Negativo 77 62,6
Positivo 46 37,4
1 8 6,5
2 15 12,2
3 23 18,7
TS Negativo 52 42,3
Positivo 71 57,7
1 32 26,0
2 21 17,1
3 18 14,6
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Tabla n®7. Expresion de BMT. Score bajo y alto.

Marcador Score NUumero %
EGFR Baja (0-1) 92 74.79
Alta (2-3) 31 25.21
Cox-2 Baja (0-1) 96 78
Alta (2-3) 27 22
p53 Baja (0-1) 63 51.2
Alta (2-3) 60 48.8
Ki-67 Baja (0-1) 85 69.1
Alta (2-3) 38 30.9
Ciclina D1 Baja (0-1) 96 78
Alta (2-3) 27 22
p21 Baja (0-1) 114 92.7
Alta (2-3) 9 7.3
p27 Baja (0-1) 85 69.1
Alta (2-3) 38 30.9
TS Baja (0-1) 84 68.3
Alta (2-3) 39 31.7
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Tabla n° 8. Correlaciones clinico-patoldgicas y expresién de EGFR.

Caracteristicas EGFR _ EGFR _
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresién  Expresion
Edad
<70 38 (58,5%) 27 (41,5%) 0,58 49 (75,4%) 16 (24,6%) 0,87
>70 31 (53,4%) 27 (46,6%) 43 (74,1%) 15 (25,9%)
Sexo
Varén 37 (54,4%) 31 (45,6%) 0,67 49 (72,1%) 19 (27,9%) 0,44
Mujer 32 (58,2%) 23 (41,8%) 43 (78,2%) 12 (21,8%)
Localizacion
Derecha 19 (50,0%) 19 (50,0%) 0,36 28 (73,7%) 10 (26,3%) 0,85
Izquierda 50 (58,8%) 35 (41,2%) 64 (75,3%) 21 (24,7%)
Histologia
Adenoca 64 (54,2%) 54 (45,8%) 0,067 87 (73,7%) 31 (26,3%) 0,33
Mucinosos 5 (100,0%) 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%)
Grado
-1l 62 (55,9%) 49 (44,1%) 0,87 83 (74,8%) 28 (25,2%) 1
11 7 (58,3%) 5 (41,7%) 9 (75%) 3 (25%)
Infiltracion LV
Ausente 44 (54,3%) 37 (45,7%) 0,58 63 (77,8%) 18 (22,2%) 0,29
Presente 25 (59,5%) 17 (40,5%) 29 (69%) 13 (31%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 20 (60,6%) 13 (39,4%) 0,80 27 (81,8%) 6 (18,2%) 0,78
> 4,6 ng/ml 26 (57,8%) 19 (42,2%) 35 (77,8%) 10 (22,2%)
CA 19,9
<39 U/ml 30 (58,8%) 21 (41,2%) 0,93 41 (80,4%) 10 (19,6%) 1
> 39 U/ml 12 (60,0%) 8 (40,0%) 16 (80%) 4 (20%)
Estadio
T1-T2 10 (66,7%) 5 (33,3%) 0,22 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0,04
T3 53 (57,6%) 39 (42,4%) 71(77,2%) 21 (22,8%)
T4 6 (37,5%) 10 (62,5%) 8 (50%) 8 (50%)
Estadio
NO 44 (59,5%) 30 (40,5%) 0,36 58 (78,4%) 16 (21,6 %) 0,26
N1-N2 25 (51,0%) 24 (49,0%) 34 (69,4%) 15 (30,6%)
Estadio
MO 58 (55,8%) 46 (44,2%) 0,86 80 (76,9%) 24 (23,1%) 0,25
M1 11 (57,9%) 8 (42,1%) 12 (63,2%) 7 (36,8%)
Estadio Global
-1l 42 (59,2%) 29 (40,8%) 0,58 55 (77,5%) 16 (22,5%) 0,44
I 16 (48,5%) 17 (51,5%) 25(75,8%) 8 (24,2%)
\% 11 (57,9%) 8 (42,1%) 12 (63,2%) 7 (36,8%)
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Tabla n®9. Correlaciones clinico-patoldgicas y expresién de Cox-2.

Caracteristicas COX-2 COX-2
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) NUumero (%) expresion Expresion
Edad
<70 37 (56,9%) 28 (43,1%) 0,99 52 (80%) 13 (20%) 0,58
>70 33 (56,9%) 25 (43,1%) 44 (75,9%) 14 (24,1%)
Sexo
Vardn 37 (54,4%) 31 (45,6%) 0,53 52 (76,5%) 16 (23,5%) 0,64
Mujer 33 (60,0%) 22 (40,0%) 44 (80%) 11 (20%)
Localizacién
Derecha 24 (63,2%) 14 (36,8%) 0,35 30 (78,9%) 8 (21,1%) 0,87
Izquierda 46 (54,1%) 39 (45,9%) 66 (77,6%) 19 (22,4%)
Histologia
Adenoca 65 (55,1%) 53 (44,9%) 0,069 91 (77,1%) 27 (22,9%) 0,23
Mucinosos 5 (100,0%) 0 (0%) 5 (100%) 0
Grado
Il 63 (56,8%) 48 (43,2%) 0,92 88 (79,3%) 23 (20,7%) 0,32
I 7 (58,3%) 5 (41,7%) 8 (66,7%) 4 (33,3%)
Infiltracion LV
Ausente 47 (58,0%) 34 (42,0%) 0,73 63 (77,8%) 18 (22,2%) 0,92
Presente 23 (54,8%) 19 (45,2%) 33 (78,6%) 9 (21,4%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 19 (57,6%) 14 (42,4%) 0,86 24 (72,7%) 9 (27,3%) 0,61
> 4,6 ng/ml 25 (55,6%) 20 (44,4%) 35 (77,8%) 10 (22,2%)
CA 19,9
<39 U/ml 30 (58,8%) 21 (41,2%) 0,29 39 (76,5%) 12 (23,5%) 0,90
> 39 U/ml 9 (45,0%) 11 (55,0%) 15 (75,0%) 5 (25,0%)
Estadio
T1-T2 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,53 9 (60%) 6 (40%) 0,15
T3 55 (59,8%) 37 (40,2%) 73 (79,3%) 19 (20,7%)
T4 8 (50,0%) 8 (50,0%) 14 (87,5%) 2 (12,5%)
Estadio
NO 46 (62,2%) 28 (37,8%) 0,15 60 (81,1%) 14 (18,9%) 0,32
N1-N2 24 (49,0%) 25 (51,0%) 36 (73,5%) 13 (26,5%)
Estadio
MO 59 (56,7%) 45 (43,3%) 0,92 79 (76%) 25 (24%) 0,19
M1 11 (57,9%) 8 (42,1%) 17 (89,5%) 2 (10,5%)
Estadio Global
-1l 45 (63,4%) 26 (36,6%) 0,92 58 (81,7%) 13 (18,3%) 0,05

I
v

14 (42,4%)
11 (57,9%)

19 (57,6%)
8 (42,1%)

21 (63,6%)
17 (89,5%)

12 (36,4%)
2 (10,5%)
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Tabla n® 10. Correlaciones clinico-patoldgicas y expresion de TP53.

1l
\%

10 (30,3%)
5 (26,3%)

23 (69,7%)
14 (73,7%)

15 (45,5%)
7 (36,8%)

18 (54,5%)
12 (63,2%)

Caracteristicas p53 _ p53
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresiéon  Expresion
Edad
<70 19 (29,2%) 46 (70,8%) 0,073 29 (44,6%) 36 (55,4%) 0,12
>70 26 (44,8%) 32 (55,2%) 34 (58,6%) 24 (41,4%)
Sexo
Varén 21 (30,9%) 47 (69,1%) 0,14 34 (50%) 34 (50%) 0,76
Mujer 24 (43,6%) 31 (56,4%) 29 (52,7%) 26 (47,3%)
Localizacion
Derecha 18 (47,4%) 20 (52,6%) 0,097 25 (65,8%) 13 (34,2 %) 0,03
Izquierda 27 (31,8%) 58 (68,2%) 38 (44,7%) 47 (55,3%)
Histologia
Adenoca 41 (34,7%) 77 (65,3%) 0,059 59 (50%) 59 (50%) 0,19
Mucinosos 4 (80,0%) 1 (20,0%) 4 (80%) 1 (20%)
Grado
-1l 42 (37,8%) 69 (62,2%) 0,57 58 (52,3%) 53 (47,7%) 0,49
11 3 (25,0%) 9 (75,0%) 5 (41,7%) 7 (58,3%)
Infiltracion LV
Ausente 32 (39,5%) 49 (60,5%) 0,35 45 (55,6%) 36 (44,4%) 0,18
Presente 13 (31,0%) 29 (69,0%) 18 (42,9%) 24 (57,1%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 14 (42,4%) 19 (57,6%) 0,41 18 (54,5%) 15 (45,5%) 0,62
> 4,6 ng/ml 15 (33,3%) 30 (66,7%) 22 (48,9%) 23 (51,1%)
CA 19,9
<39 U/ml 21 (41,2%) 30 (58,8%) 0,20 29 (56,9%) 22 (43,1%) 0,10
> 39 U/ml 5 (25,0%) 15 (75,0%) 7 (35,0%) 13 (65%)
Estadio
T1-T2 5 (33,3%) 10 (66,7%) 0,80 6 (40%) 9 (60%) 0,63
T3 33 (35,9%) 59 (64,1%) 49 (53,3%) 43 (46,7%)
T4 7 (43,8%) 9 (56,3%) 8 (50%) 8 (50%)
Estadio
NO 31 (41,9%) 43 (58,1%) 0,13 44 (59,5%) 30 (40,5%) 0,025
N1-N2 14 (28,6%) 35 (71,4%) 19 (38,8%) 30 (61,2%)
Estadio
MO 40 (38,5%) 64 (61,5%) 0,31 56 (53,8%) 48 (46,2%) 0,17
M1 5 (26,3%) 14 (73,7%) 7(36,8%) 12 (63,2%)
Estadio Global
Il 30 (42,3%) 41 (57,7%) 0,30 41 (57,7%) 30 (42,3%) 0,20
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Tabla n® 11. Correlaciones clinico-patoldgicas y expresién de pKi67.

I
v

12 (36,4%)
7 (36,8%)

21 (63,6%)
12 (63,2%)

22 (66,7%)
15 (78,9%)

11 (33,3%)
4 (21,1%)

Caracteristicas Ki67 _ _ Ki67 _
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) NUumero (%) expresiéon  Expresion
Edad
<70 25 (38,5%) 40 (61,5%) 0,89 49 (87,4%) 16 (24,6%) 0,11
>70 23 (39,7%) 35 (60,3%) 36 (62,1%) 22 (37,9%)
Sexo
Vardn 27 (39,7%) 41 (60,3%) 0,86 50 (73,5%) 18 (26,5%) 0,24
Mujer 21 (38,2%) 34 (61,8%) 35 (63,6%) 20 (36,4%)
Localizacién
Derecha 12 (31,6%) 26 (68,4%) 0,26 23 (60,5%) 15 (39,5%) 0,17
Izquierda 36 (42,4%) 49 (57,6%) 62 (72,9%) 23 (27,1%)
Histologia
Adenoca 45 (38,1%) 73 (61,9%) 0,38 81 (68,6%) 37 (31,4%) 0,59
Mucinosos 3 (60,0%) 2 (40,0%) 4 (80%) 1 (20%)
Grado
Il 45 (40,5%) 66 (59,5%) 0,46 78 (70,3%) 33 (29,7%) 0,51
I 3 (25,0%) 9 (75,0%) 7 (58,3%) 5 (41,7%)
Infiltracion LV
Ausente 34 (42,0%) 47 (58,0%) 0,35 55 (67,9%) 26 (32,1%) 0,69
Presente 14 (33,3%) 28 (66,7%) 30 (71,4%) 12 (28,6%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 11 (33,3%) 22 (66,7%) 1 28 (84,8%) 5 (15,2%) 0,03
> 4,6 ng/ml 15 (33,3%) 30 (66,7%) 28 (62,2%) 17 (37,8%)
CA 19,9
<39 U/ml 19 (37,3%) 32 (62,7%) 0,86 39 (76,5%) 12 (23,5%) 0,17
> 39 U/ml 7 (35,0%) 13 (65,0%) 12 (60%) 8 (40%)
Estadio
T1-T2 6 (40,0%) 9 (60,0%) 0,20 9 (60%) 6 (40%) 0,30
T3 39 (42,4%) 53 (57,6%) 67 (72,8 %) 25 (27,2 %)
T4 3 (18,8%) 13 (81,3%) 9 (56,3%) 7 (43,8%)
Estadio
NO 30 (40,5%) 44 (59,5%) 0,67 50 (67,6%) 24 (32,4%) 0,65
N1-N2 18 (36,7%) 31 (63,3%) 35(71,4%) 14 (28,6%)
Estadio
MO 41 (39,4%) 63 (60,6%) 0,83 70 (67,3%) 34 (32,7%) 0,31
M1 7 (36,8%) 12 (63,2%) 15 (78,9%) 4 (21,1%)
Estadio Global
-1l 29 (40,8%) 42 (59,2%) 0,89 48 (67,6%) 23 (32,4%) 0,60
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Tabla n® 12. Correlaciones clinico-patologicas y expresion de Ciclina D1.

Caracteristicas Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresiéon  Expresion
Edad
<70 42 (64,6%) 23 (35,4%) 0,38 52 (80%) 13 (20%) 0,58
>70 33 (56,9%) 25 (43,1%) 44 (75,9%) 14 (24,1%)
Sexo
Varén 40 (58,8%) 28 (41,2%) 0,59 51 (75%) 17 (25%) 0,36
Mujer 35 (63,6%) 20 (36,4%) 45 (81,8%) 10 (18,2%)
Localizacién
Derecha 23 (60,5%) 15 (39,5%) 0,95 30(78,9%) 8 (21,1%) 0,87
Izquierda 52 (61,2%) 33 (38,8%) 66 (77,6%) 19 (22,4%)
Histologia
Adenoca 72 (61,0%) 46 (39,0%) 1 92 (78%) 26 (22%) 1
Mucinosos 3 (60,0%) 2 (40,0%) 4 (80%) 1 (20%)
Grado
-1l 67 (60,4%) 44 (39,6%) 0,91 87 (78,4%) 24 (21,6%) 0,72
i 8 (66,7%) 4 (33,3%) 9 (75%) 3 (25%)
Infiltraciéon LV
Ausente 53 (65,4%) 28 (34,6%) 0,16 64 (79%) 17 (21 %) 0,72
Presente 22 (52,4%) 20 (47,6%) 32 (76,2%) 10 (23,8%)
CEA
< 4,6 ngr/iml 22 (66,7%) 11 (33,3%) 0,42 29 (87,9%) 4 (12,1 %) 0,07
> 4,6 ng/ml 26 (57,8%) 19 (42,2%) 32 (71,1%) 13 (28,9%)
CA 19,9
<39 U/ml 32 (62,7%) 19 (37,3%) 0,83 41 (80,4%) 10 (19,6%) 0,74
> 39 U/ml 12 (60,0%) 8 (40,0%) 15 (75%) 5 (25%)
Estadio
T1-T2 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,42 11 (73,3%) 4 (26,7%) 0,86
T3 57 (62,0%) 35 (38,0%) 72 (78,3%) 20 (21,7%)
T4 11 (68,8%) 5 (31,3%) 13(81,3%) 3 (18,8%)
Estadio
NO 47 (63,5%) 27 (36,5%) 0,48 59 (79,7%) 15 (20,3%) 0,58
N1-N2 28 (57,1%) 21 (42,9%) 37 (75,5%) 12 (24,5%)
Estadio
MO 64 (61,5%) 40 (38,5%) 0,76 82 (78,8%) 22 (21,2%) 0,62
M1 11 (57,9%) 8 (42,1%) 14 (73,7%) 5 (26,3%)
Estadio Global
-1l 44 (62,0%) 27 (38,0%) 0,95 56 (78,9%) 15 (21,1%) 0,88
[ 20 (60,6%) 13 (39,4%) 26 (78,8%) 7 (21,2%)
v 11 (57,9%) 8 (42,1%) 14 (73,7%) 5 (26,3%)
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Tabla n° 13. Correlaciones clinico-patologicas y expresion de p21wafticiel,

Caracteristicas p21 _ _ p21
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresioén Expresion
Edad
<70 51 (78,5%) 14 (21,5%) 0,91 58 (89,2%) 7 (10,8%) 0,17
>70 46 (79,3%) 12 (20,7%) 56 (96,6%) 2 (3,4%)
Sexo
Varén 51 (75,0%) 17 (25,0%) 0,24 62 (91,2%) 6 (8,8%) 0,73
Mujer 46 (83,6%) 9 (16,4%) 52 (94,5%) 3 (5,5%)
Localizacion
Derecha 30 (78,9%) 8 (21,1%) 0,99 35 (92,1%) 3 (7,9%) 1
Izquierda 67 (78,8%) 18 (21,2%) 79 (92,9%) 6 (7,1%)
Histologia
Adenoca 93 (78,8%) 25 (21,2%) 0,95 109 (92,4%) 9 (7,6%) 1
Mucinosos 4 (80,0%) 1 (20,0%) 5 (100%) 0
Grado
-1l 86 (77,5%) 25 (22,5%) 0,25 103 (92,8%) 8 (7,2%) 1
11 11 (91,7%) 1 (8,3%) 11 (91,7%) 1 (8,3%)
Infiltracion LV
Ausente 67 (82,7%) 14 (17,3%) 0,15 76 (93,8%) 5 (6,2%) 0,49
Presente 30 (71,4%) 12 (28,6%) 38 (90,5%) 4 (9,5%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 28 (84,8%) 5 (15,2%) 0,58 29 (87,9%) 4 (12,1%) 0,72
> 4,6 ng/ml 36 (80,0%) 9 (20,0%) 41 (91,1%) 4 (8,9%)
CA 19,9
<39 U/ml 40 (78,4%) 11 (21,6%) 0,53 44 (86,3%) 7 (13,7%) 0,43
> 39 U/ml 17 (85,0%) 3 (15,0%) 19 (95,0%) 1 (5%)
Estadio
T1-T2 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,96 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0,63
T3 72 (78,3%) 20 (21,7%) 86 (93,5%) 6 (6,5%)
T4 13 (81,3%) 3 (18,8%) 15 (93,8%) 1 (6,3%)
Estadio
NO 56 (75,7%) 18 (24,3%) 0,29 68 (91,9%) 6 (8,1%) 0,68
N1-N2 41 (83,7%) 8 (16,3%) 46 (93,9%) 3 (6,1%)
Estadio
MO 82 (78,8%) 22 (21,2%) 1 97 (93,3%) 7 (6,7%) 0,63
M1 15 (78,9%) 4 (21,1%) 17 (89,5%) 2 (10,5%)
Estadio Global
Il 53 (74,6%) 18 (25,4%) 0,31 65 (91,5%) 6 (8,5%) 0,52
I 29 (87,9%) 4 (12,1%) 32 (97,0%) 1 (3,0%)
\% 15 (78,9%) 4 (21,1%) 17 (89,5%) 2 (10,5%)
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Tabla n° 14. Correlaciones clinico-patologicas y expresion de p27KirL,

Caracteristicas p27 _ _ p27
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) NUumero (%) expresion Expresion
Edad
<70 43 (66,2%) 22 (33,8%) 0,39 47 (72,3%) 18 (27,7%) 0,42
>70 34 (58,6%) 24 (41,4%) 38 (65,5%) 20 (34,5%)
Sexo
Vardn 42 (61,8%) 26 (38,2%) 0,83 47 (69,1%) 21 (30,9%) 1
Mujer 35 (63,6%) 20 (36,4%) 38 (69,1%) 17 (30,9%)
Localizacién
Derecha 25 (65,8%) 13 (34,2%) 0,62 29 (76,3%) 9 (23,7%) 0,25
Izquierda 52 (61,2%) 33 (38,8%) 56 (65,9%) 29 (34,1%)
Histologia
Adenoca 74 (62,7%) 44 (37,3%) 1 81 (68,6%) 37 (31,4%) 0,96
Mucinosos 3 (60,0%) 2 (40,0%) 4 (80%) 1 (20%)
Grado
Il 69 (62,2%) 42 (37,8%) 0,76 76 (68,5%) 35(31,5%) 0,89
I 8 (66,7%) 4 (33,3%) 9 (75%) 3 (25%)
Infiltracion LV
Ausente 49 (60,5%) 32 (39,5%) 0,50 54 (66,7%) 27 (33,3%) 0,42
Presente 28 (66,7%) 14 (33,3%) 31 (73,8%) 11 (26,2%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 24 (72,7%) 9 (27,3%) 0,71 25 (75,8%) 8 (24,2%) 0,65
> 4,6 ng/ml 31 (68,9%) 14 (31,1%) 32 (71,1%) 13 (28,9%)
CA 19,9 0,65
<39 U/ml 36 (70,6%) 15 (29,4%) 37 (72,5%) 14 (27,5%) 0,83
> 39 U/ml 13 (65,0%) 7 (35,0%) 14 (70%) 6 (30%)
Estadio
T1-T2 6 (40,0%) 9 (60,0%) 0,15 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,09
T3 60 (65,2%) 32 (34,8%) 65 (70,7%) 27 (29,3%)
T4 11 (68,8%) 5 (31,3%) 13 (81,3%) 3 (18,8%)
Estadio
NO 47 (63,5%) 27 (36,5%) 0,80 51 (68,9%) 23 (31,1%) 0,96
N1-N2 30 (61,2%) 19 (38,8%) 34 (69,4%) 15 (30,6%)
Estadio
MO 66 (63,5%) 38 (36,5%) 0,64 72 (69,2%) 32(30,8%) 0,94
M1 11 (57,9%) 8 (42,1%) 13 (68,4%) 6 (31,6%)
Estadio Global
-1l 45 (63,4%) 26 (36,6%) 0,90 49 (69%) 22 (31%) 1
11 21 (63,6%) 12 (36,4%) 23 (69,7%) 10 (30,3%)
\Y; 11 (57,9%) 8 (42,1%) 13 (68,4%) 6 (31,6%)
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Tabla n° 15. Correlaciones clinico-patoldgicas y expresién de pTS.

Caracteristicas TS _ _ TS _
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) NUumero (%) expresiéon  Expresion
Edad
<70 31 (47,7%) 34 (52,3%) 0,20 46 (70,8%) 19 (29,2%) 0,54
>70 21 (36,2%) 37 (63,8%) 38 (65,5%) 20 (34,5%)
Sexo 0,31
Vardn 26 (38,2%) 42 (61,8%) 47 (69,1%) 21 (30,9%) 0,83
Mujer 26 (47,3%) 29 (52,7%) 37 (67,3%) 18 (32,7%)
Localizacién
Derecha 16 (42,1%) 22 (57,9%) 0,98 25 (65,8%) 13 (34,2%) 0,69
Izquierda 36 (42,4%) 49 (57,6%) 59 (69,4%) 26 (30,6%)
Histologia
Adenoca 50 (42,4%) 68 (57,6%) 1 82 (69,5%) 36 (30,5%) 0,32
Mucinosos 2 (40,0%) 3 (60,0%) 2 (40%) 3 (60%)
Grado
Il 49 (44,1%) 62 (55,9%) 0,20 77 (69,4%) 34 (30,6%) 0,52
I 3 (25,0%) 9 (75,0%) 7 (58,3%) 5 (41,7%)
Infiltracion LV
Ausente 34 (42,0%) 47 (58,0%) 0,92 55 (67,9%) 26 (32,1%) 0,90
Presente 18 (42,9%) 24 (57,1%) 29 (69%) 13 (31%)
CEA
< 4,6 ngr/ml 17 (51,5%) 16 (48,5%) 0,23 24 (72,7%) 9 (27,3%) 0,71
> 4,6 ng/ml 17 (37,8%) 28 (62,2%) 31(68,9%) 14 (31,1%)
CA 19,9
<39 U/ml 23 (45,1%) 28 (54,9%) 0,12 36 (70,6%) 15 (29,4%) 0,65
> 39 U/ml 5 (25,0%) 15 (75,0%) 13 (65%) 7 (35%)
Estadio
T1-T2 6 (40,0%) 9 (60,0%) 0,98 8 (53,3%) 7 (46,7%) 0,32
T3 39 (42,4%) 53 (57,6%) 66 (71,7%) 26 (28,3%)
T4 7 (43,8%) 9 (56,3%) 10 (62,5%) 6 (37,5%)
Estadio
NO 39 (52,7%) 35 (47,3%) 0,004 52 (70,3%) 22 (29,7%) 0,56
N1-N2 13 (26,5%) 36 (73,5%) 32 (65,3%) 17 (34,7%)
Estadio 0,58
MO 43 (41,3%) 61 (58,7%) 0,62 70 (67,3%) 34 (32,7%)
M1 9 (47,4%) 10 (52,6%) 14 (73,7%) 5 (26,3%)
Estadio Global
-1l 38 (53,5%) 33 (46,5%) 0,001 49 (69%) 22 (31%) 0,74
11 5 (15,2%) 28 (84,8%) 21 (63,6%) 12 (36,4%)
\Y; 9 (47,4%) 10 (52,6%) 14 (73,7%) 5 (26,3%)
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Tabla n° 16. Correlaciones de expresion de EGFR y otros BMT.

Biomarcadores EGFR EGFR _
Negativo Positivo p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresion  Expresion

Cox-2 Cox-2
Negativa 39 (55,7%) 31 (44,3%) 0,92 Baja Exp 71 (74%) 25 (26%) 0,69
Positiva 30 (56,6%) 23 (43,4%) Alta Exp 21 (77,8%) 6 (22,2%)

p53 p53
Negativa 31 (68,9%) 14 (31,1%) 0,030 BajaExp 54 (85.7%) 9 (14.3%) 0,004
Positiva 38 (48,7%) 40 (51,3%) Altaexp  38(63.3%) 22 (36.7%)

Ki67 Ki-67
Negativa 30 (62,5%) 18 (37,5%) 0,25 BajaExp 66 (77,6%) 19 (22,4%) 0,28
Positiva 39 (52,0%) 36 (48,0%) Alta Exp 26 (68,4%) 12 (31,6%)

Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 45 (60,0%) 30 (40,0%) 0,28 BajaExp 74 (77,1%) 22 (22,9%) 0,27
Positiva 24 (50,0%) 24 (50,0%) Alta Exp 18 (66,7%) 9 (33,3%)

p21 p21
Negativa 57 (58,8%) 40 (41,2%) 0,25 Baja Exp 86 (75,4%) 28 (24,6%) 0,56
Positiva 12 (46,2%) 14 (53,8%) Alta Exp 6 (66,7%) 3 (33,3%)

p27 p27
Negativa 43 (55,8%) 34 (44,2%) 0,94 BajaExp 65(76,5%) 20 (23,5%) 0,52
Positiva 26 (56,5%) 20 (43,5%) Alta Exp 27 (71,1%) 11 (28,9%)

TS TS
Negativa 29 (55,8%) 23 (44,2%) 0,95 BajaExp 60(71,4%) 24 (28,6%) 0,21
Positiva 40 (56,3%) 31 (43,7%) AltaExp  32(82,1%) 7 (17,9%)
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Tabla n® 17. Correlaciones de expresion de Cox-2 y otros BMT.

Biomarcadores 6{0),CV) COX-2
Negativa Positiva p Baja Alta p
Ndmero (%) Namero (%) expresion Expresiéon
EGFr EGFr
Negativa 39 (56,5%) 30 (43,5%) 0,92 Baja Exp 71 (77,2%) 21 (22,8%) 0,45
Positiva 31 (57,4%) 23 (42,6%) Alta exp 25 (80,6%) 6 (19,4%)
p53 p53
Negativa 24 (53,3%) 21 (46,7%) 0,54 Baja Exp 45 (71,4%) 18 (28,6%) 0,07
Positiva 46 (59,0%) 32 (41,0%) Alta Exp 51 (85,0%) 9 (15%)
Ki67 Ki67
Negativa 31 (64,6%) 17 (35,4%) 0,17 Baja Exp 69 (81,2%) 16 (18,8%) 0,21
Positiva 39 (52,0%) 36 (48,0%) Alta Exp 27 (71,1%) 11 (28,9%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 48 (64,0%) 27 (36,0%) 0,047 Baja Exp 78 (81,3%) 18 (18,8%) 0,11
Positiva 22 (45,8%) 26 (54,2%) Alta Exp 18 (66,7%) 9 (33,3%)
p21 p21
Negativa 56 (57,7%) 41 (42,3%) 0,72 Baja Exp 89 (78,1%) 25 (21,9%) 0,98
Positiva 14 (53,8%) 12 (46,2%) Alta Exp 7 (77,8%) 2 (22,2%)
p27 p27
Negativa 49 (63,6%) 28 (36,4%) 0,051 Baja Exp 68 (80%) 17 (20%) 0,43
Positiva 21 (45,7%) 25 (54,3%) Alta Exp 28 (73,7%) 10 (26,3%)
TS TS
Negativa 36 (69,2%) 16 (30,8%) 0,018 Baja Exp 68 (81%) 16 (19%) 0,25
Positiva 34 (47,9%) 37 (52,1%) Alta Exp 28 (71,8%) 11 (28,2%)
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Tabla n° 18. Correlaciones de expresion de TP53 y otros BMT.

Biomarcadores p53 p53
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 31 (44,9%) 38 (55,1%) 0,030 Baja Exp 54 (58,7%) 38 (41,3%) 0,004
Positiva 14 (25,9%) 40 (74,1%) Alta exp 9 (29%) 22 (71%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 24 (34,3%) 46 (65,7%) 0,54 Baja Exp 45 (46,9%) 51 (53,1%) 0,07
Positiva 21 (39,6%) 32 (60,4%) Alta exp 18 (66,7%) 9 (33,3%)
Ki67 Ki-67
Negativa 19 (39,6%) 29 (60,4%) 0,58 Baja Exp 44 (51,8%) 41 (48,2%) 0,86
Positiva 26 (34,7%) 49 (65,3%) Alta Exp 19 (50%) 19 (50%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 28 (37,3%) 47 (62,7%) 0,83 Baja Exp 50 (52,1%) 46 (47,9%) 0,44
Positiva 17 (35,4%) 31 (64,6%) Alta Exp 13 (48,1%) 14 (51,9%)
p21 p21
Negativa 34 (35,1%) 63 (64,9%) 0,49 Baja Exp 59 (51,8%) 55 (48,2%) 0,74
Positiva 11 (42,3%) 15 (57,7%) Alta Exp 4 (44,4%) 5 (55,6%)
p27 p27
Negativa 26 (33,8%) 51 (66,2%) 0,40 Baja Exp 44 (51,8%) 41 (48,2%) 0,86
Positiva 19 (41,3%) 27 (58,7%) Alta Exp 19 (50%) 19 (50%)
TS TS
Negativa 24 (46,2%) 28 (53,8%) 0,059 Baja Exp 44 (52,4%) 40 (47,6%) 0,71
Positiva 21 (29,6%) 50 (70,4%) Alta Exp 19 (48,7%) 20 (51,3%)
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Tabla n° 19. Correlaciones de expresion de pKi-67 y otros BMT.

Biomarcadores Ki-67 Ki-67
Negativa Positiva p Baja Alta p
Ndmero (%) Namero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 30 (43,5%) 39 (56,5%) 0,25 Baja Exp 66 (71,7%) 26 (28,3%) 0,28
Positiva 18 (33,3%) 36 (66,7%) Alta exp 19 (61,3%) 12 (38,7%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 31 (44,3%) 39 (55,7%) 0,17 Baja Exp 69 (71,9%) 27 (28,1%) 0,21
Positiva 17 (32,1%) 36 (67,9%) Alta exp 16 (59,3%) 11 (40,7%)
p53 p53
Negativa 19 (42,2%) 26 (57,8%) 0,58 Baja Exp 44 (69,8%) 19 (30,2%) 0,86
Positiva 29 (37,2%) 49 (62,8%) Alta Exp 41 (68,3%) 19 (31,7%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 29 (38,7%) 46 (61,3%) 0,92 Baja Exp 65 (67,7%) 31 (32,3%) 0,53
Positiva 19 (39,6%) 29 (60,4%) Alta Exp 20 (74,1%) 7 (25,9%)
p21 p21
Negativa 38 (39,2%) 59 (60,8%) 0,95 Baja Exp 78 (68,4%) 36 (31,6%) 0,56
Positiva 10 (38,5%) 16 (61,5%) Alta Exp 7 (77,8%) 2 (22,2%)
p27 p27
Negativa 26 (33,8%) 51 (66,2%) 0,12 Baja Exp 58 (68,2%) 27 (31,8%) 0,75
Positiva 22 (47,8%) 24 (52,2%) Alta Exp 27 (71,1%) 11 (28,9%)
TS TS
Negativa 25 (48,1%) 27 (51,9%) 0,078 Baja Exp 61 (72,6%) 23 (27,4%) 0,22
Positiva 23 (32,4%) 48 (67,6%) Alta Exp 24 (61,5%) 15 (38,5%)
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Tabla n°® 20. Correlaciones de expresion de Ciclina D1y otros BMT.

Biomarcadores Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 45 (65,2%) 24 (34,8%) 0,28 Baja Exp 74 (80,4%) 18 (19,6%) 0,27
Positiva 30 (55,6%) 24 (44,4%) Alta exp 22 (71%) 9 (29%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 48 (68,6%) 22 (31,4%) 0,047 Baja Exp 78 (81,3%) 18 (18,8%) 0,11
Positiva 27 (50,9%) 26 (49,1%) Alta exp 18 (66,7%) 9 (33,3%)
P33 p53
Negativa 28 (62,2%) 17 (37,8%) 0,83 Baja Exp 50 (79,4%) 13 (20,6%) 0,72
Positiva 47 (60,3%) 31 (39,7%) Alta Exp 46 (76,7%) 14 (23,3%)
Ki-67 Ki-67
Negativa 29 (60,4%) 19 (39,6%) 0,92 Baja Exp 65 (76,5%) 20 (23,5%) 0,53
Positiva 46 (61,3%) 29 (38,7%) Alta Exp 31(81,6%) 7 (18,4%)
p21 p21
Negativa 64 (66,0%) 33 (34,0%) 0,028 Baja Exp 92 (80,7%) 22 (19,3%) 0,01
Positiva 11 (42,3%) 15 (57,7%) Alta Exp 4 (44,4%) 5 (55,6%)
p27 p27
Negativa 53 (68,8%) 24 (31,2%) 0,021 Baja Exp 75 (88,2%) 10(11,8%) 0,00004
Positiva 22 (47,8%) 24 (52,2%) Alta Exp 21 (55,3%) 17 (44,7%)
TS TS
Negativa 35 (67,3%) 17 (32,7%) 0,22 Baja Exp 67 (79,8%) 17 (20,2%) 0.50
Positiva 40 (56,3%) 31 (43,7%) Alta Exp 29 (74,4%) 10 (25,6%)
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Tabla n° 21°. Correlaciones de expresion de p21aiieirly otros BMT.

Biomarcadores p21 p21
Negativa Positiva p Baja Alta p
Ndmero (%) Namero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 57 (82,6%) 12 (17,4%) 0,25 Baja Exp 86 (93,5%) 6 (6,5%) 0,56
Positiva 40 (74,1%) 14 (25,9%) Alta exp 28 (90,3%) 3 (9,7%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 56 (80,0%) 14 (20,0%) Baja Exp 89 (92,7%) 7 (7,3%) 0,98
Positiva 41 (77,4%) 12 (22,6%) 0,72 Alta exp 25 (92,6%) 2 (7,4%)
p53 p53
Negativa 34 (75,6%) 11 (24,4%) 0,49 Baja Exp 59 (93,7%) 4 (6,3%) 0,67
Positiva 63 (80,8%) 15 (19,2%) Alta Exp 55(91,7%) 5 (8,3%)
Ki-67 Ki-67
Negativa 38 (79,2%) 10 (20,8%) 0,95 Baja Exp 78 (91,8%) 7 (8,2%) 0,56
Positiva 59 (78,7%) 16 (21,3%) Alta Exp 36 (94,7%) 2 (5,3%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 64 (85,3%) 11 (14,7%) 0,028 Baja Exp 92 (95,8%) 4 (4,2%) 0,01
Positiva 33 (68,8%) 15 (31,3%) Alta Exp 22 (81,5%) 5 (18,5%)
p27 p27
Negativa 64 (83,1%) 13 (16,9%) 0,14 Baja Exp 79 (92,9%) 6 (7,1%) 0,87
Positiva 33 (71,7%) 13 (28,3%) Alta Exp 35(92,1%) 3 (7,9%)
TS TS
Negativa 38 (73,1%) 14 (26,9%) 0,18 Baja Exp 78 (92,9%) 6 (7,1%) 0,91
Positiva 59 (83,1% 12 (16,9%) Alta Exp 36 (92,3%) 3 (7,7%)
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Tabla n® 22. Correlaciones de expresion de p27%iPly otros BMT.

Biomarcadores p27 p27
Negativa Positiva p Baja Alta p
Nimero (%) Namero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 43 (62,3%) 26 (37,7%) 0,94 Baja Exp 65 (70,7%) 27 (29,3%) 0,52
Positiva 34 (63,0%) 20 (37,0%) Alta exp 20 (64,5%) 11 (35,5%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 49 (70,0%) 21 (30,0%) 0,051 Baja Exp 68 (70,8%) 28 (29,2%) 0,43
Positiva 28 (52,8%) 25 (47,2%) Alta exp 17 (63%) 10 (37%)
p53 p53
Negativa 26 (57,8%) 19 (42,2%) 0,40 Baja Exp 44 (69,8%) 19 (30,2%) 0,86
Positiva 51 (65,4%) 27 (34,6%) Alta Exp 41 (68,3%) 19 (31,7%)
Ki-67 Ki-67
Negativa 26 (54,2%) 22 (45,8%) 0,12 Baja Exp 58 (68,2%) 27 (31,8%) 0,75
Positiva 51 (68,0%) 24 (32,0%) Alta Exp 27 (71,1%) 11 (28,9%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 53 (70,7%) 22 (29,3%) 0,021 Baja Exp 75 (78,1%) 21 (21,9%) 0,00004
Positiva 24 (50,0%) 24 (50,0%) Alta Exp 10 (37%) 17 (63%)
p21 p21
Negativa 64 (66,0%) 33 (34,0%) 0,13 Baja Exp 79 (69,3%) 35 (30,7%) 0,87
Positiva 13 (50,0%) 13 (50,0%) Alta Exp 6 (66,7%) 3 (33,3%)
TS TS
Negativa 34 (65,4%) 18 (34,6%) 0,58 Baja Exp 58 (69%) 26 (31%) 0,98
Positiva 43 (60,6%) 28 (39,4%) Alta Exp 27 (69,2%) 12 (30,8%)
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Tabla n° 23. Correlaciones de expresion de pTSy otros BMT.

Biomarcadores TS TS
Negativa Positiva p Baja Alta p
Numero (%) Numero (%) expresion  Expresion
EGFr EGFr
Negativa 29 (42,0%) 40 (58,0%) 0,95 Baja Exp 60 (65,2%) 32 (34,8%) 0,21
Positiva 23 (42,6%) 31 (57,4%) Alta exp 24 (77,4%) 7 (22,6%)
Cox-2 Cox-2
Negativa 36 (51,4%) 34 (48,6%) 0,018 Baja Exp 68 (70,8%) 28 (29,2%) 0,25
Positiva 16 (30,2%) 37 (69,8%) Alta exp 16 (59,3%) 11 (40,7%)
P53 p53
Negativa 24 (53,3%) 21 (46,7%) 0,059 Baja Exp 44 (69,8%) 19 (30,2%) 0,71
Positiva 28 (35,9%) 50 (64,1%) Alta Exp 40 (66,7%) 20 (33,3%)
Ki-67 Ki-67
Negativa 25 (52,1%) 23 (47,9%) 0,078 Baja Exp 61 (71,8%) 24 (28,2%) 0,22
Positiva 27 (36,0%) 48 (64,0%) Alta Exp 23 (60,5%) 15 (39,5%)
Ciclina D1 Ciclina D1
Negativa 35 (46,7%) 40 (53,3%) 0,22 Baja Exp 67 (69,8%) 29 (30,2%) 0,50
Positiva 17 (35,4%) 31 (64,6%) Alta Exp 17 (63%) 10 (37%)
p21 p21
Negativa 38 (39,2%) 59 (60,8%) 0,18 Baja Exp 78 (68,4%) 36 (31,6%) 0,91
Positiva 14 (53,8%) 12 (46,2%) Alta Exp 6 (66,7%) 3 (33,3%)
p27 p27
Negativa 34 (44,2%) 43 (55,8%) 0,58 Baja Exp 58 (68,2%) 27 (31,8%) 0,98
Positiva 18 (39,1%) 28 (60,9%) Alta Exp 26 (68,4%) 12 (31,6%)

232



ANEXO. TABLAS

Tabla n 24°. Relacion entre la expresion de BMT moleculares.

CiclinDI 1,000  ,291(*)  ,163  ,229(*)  -,020 043 242(*Y) 117
. ,001 071 011 822 640 ,007 1199
p27 291(**) 1,000 052  ,190(*)  -097  -,003 ,095 ,052
,001 . 571 ,035 285 974 297 571

TS 1163 ,052 1,000 ,231(*) 174 104 -038  -,081
071 571 . ,010 ,054 253 677 376

Cox2 229(")  ,190() ,231(Y) 1,000  ,230(*) -101  -009  -,020
011 ,035 ,010 . ,010 267 924 827
Ki67 -,020 -,097 174 230(*) 1,000 ,049 ,009 ,083
822 285 ,054 ,010 . 587 1920 1360

p53 ,043 -,003 ,104 -,101 ,049 1,000  -005  ,222(%)
,640 974 253 267 587 . 954 014
p21 242(*) 095 -038  -,009 ,009 005 1,000 1103
,007 297 677 924 1920 954 . 255

EGFR 117 ,052 -081  -020 083  222() 103 1,000

1199 571 376 827 360 014 255

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral). Test de Spearman.
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Tabla n° 25. Supervivencia Libre de enfermedad (SLE) para FPC.

Caracteristicas SLE mediana SLE media HR (IC95%)
(UESES) (UESES)
Edad
<70 (ref) >103 83 (74 - 93) 1 0,25
270 >102 73 (60 — 85) 1,56 (0,73 — 3,33)
Sexo
Varén (ref) >103 80 (70-91) 1 0,82
Mujer >102 77 (65 — 88) 1,09 (0,51 - 2,32)
Localizacién
Derecha (ref) >100 78 (65 —-91) 1 0,69
Izquierda >103 78 (68 — 88) 1,19 (0,52 — 2,71)
Histologia
Adenoca (ref) >103 80 (72 — 88) 1 0,44
Mucinosos >90 57 (21 -92) 1,32 (0,64 — 2,71)
Grado
I-11 (ref) >103 79 (71 -87) 1 0,75
I >101 77 (47 — 106) 1,26 (0,30 — 5,33)
Infiltracion LV
Ausente (ref) >103 83 (75-92) 1 0,061
Presente >99 63 (47 — 80) 2,11 (0,97 — 4,62)
CEA
<5 ngr/ml (ref) >100 79 (66 — 92) 1 0,44
>5 ng/ml >102 71 (56 — 87) 1,43 (0,56 — 3,64)
CA 19,9
< 39 U/ml (ref) >102 79 (67 — 90) 1 0,13
> 39 U/ml 37 (nc) 56 (30 — 82) 2,17 (0,76 — 6,18)
Estadio
T1-2 (ref) >102 91 (76 — 105) 1 0,29
T3 >103 77 (68 — 87) 2,42 (0,57 - 10,33)
T4 >102 70 (44 — 97) 3,71 (0,68 — 20,30)
Estadio
NO (ref) >102 87 (79 — 95) 1 0,009
N1+2 41 (nc) 59 (44 — 75) 3,36 (1,57 — 7,19)
Estadio
MO (ref) >103 79 (71 -87)
Estadio Global
I-11 (ref) >102 87 (79 — 85) 1 0,009
11 41 (nc) 59 (44 — 75) 3,36 (1,57 — 7,19)

(n=97) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n° 26. Supervivencia LE para BMT por expresion.

BMT Moleculares SLE mediana SLE media HR (1C95%)
(UEEES) (meses)

EGFr
Negativa >103 81 (71-91) 1 0,46
Positiva >102 75 (63 — 88) 1,32 (0,62 — 2,82)

Cox-2
Negativa >102 74 (64 — 85) 1 0,25
Positiva >103 84 (73 — 95) 0,63 (0,28 — 1,40)

p53
Negativa >102 78 (65 —90) 1 0,97
Positiva >103 79 (69 — 89) 0,99 (0,45 — 2,15)

Ki67
Negativa >103 85 (75 - 96) 1 0,31
Positiva >102 74 (63 — 85) 1,51 (0,68 — 3,35)

Ciclina D1
Negativa >101 79 (69 — 89) 1 0,65
Positiva >103 76 (64 — 89) 1,19 (0,56 — 2,55)

p21
Negativa >103 79 (70— 88) 1 0,80
Positiva >102 79 (64 —94) 1,12 (0,47 — 2,64)

p27
Negativa >101 75 (65 — 85) 1 0,45
Positiva >103 83 (72 - 94) 0,73 (0,33 - 1,63)

TS
Negativa >102 84 (73 — 95) 1 0,26
Positiva >103 74 (64 — 85) 1,57 (0,71 — 3,50)

(n=97) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n® 27. Supervivencia LE para BMT por score.

\ BMT Moleculares SLE mediana (me9 \ SLE media (me) HR (1C95%)

EGFr
Baja Expresion >103 79 (71 - 88) 1 0,69
Alta Expresién >102 77 (61 —93) 1,19 (0,50 — 2,82)

Cox-2
Baja Expresion >102 78 (69 — 87) 1 0,84
Alta Expresién >103 80 (64 — 96) 0,91 (0,37 — 2,26)

p53
Baja Expresion >102 80 (69 — 90) 1 0,62
Alta Expresién >103 77 (66 — 89) 1,21 (0,57 — 2,57)

Ki67
Baja Expresion >103 84 (75 -92) 1 0,065
Alta Expresién >102 66 (50 — 82) 2,03 (0,94 — 4,38)

Ciclina D1
Baja Expresion >102 77 (68 — 86) 1 0,48
Alta Expresién >103 84 (70 — 99) 0,71 (0,27 — 1,86)

p21
Baja Expresion >103 79 (71 -87) 1 0,64
Alta Expresién >94 75 (56 — 94) 1,33 (0,40 — 4,43)

p27
Baja Expresion >101 77 (68 — 87) 1 0,96
Alta Expresién >103 79 (66 — 92) 0,98 (0,44 — 2,18)

TS
Baja Expresion >103 80 (71 -89) 1 0,78
Alta Expresién >102 76 (62 — 90) 1,12 (0,50 — 2,50)

(n=97) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)

236



ANEXO. TABLAS

Tabla n° 28. Supervivencia Global para FP convencionales.

Edad
<70 (ref) >103 80 (71 -89) 1 0,009
270 59 (28 — 90) 61 (50 — 72) 2,15 (1,19 - 3,87)
Sexo
Varén (ref) >103 70 (60 — 80) 1 0,60
Mujer >102 74 (64 — 84) 0,86 (0,48 — 1,56)
Localizacién
Derecha (ref) > 100 72 (60 — 84) 1 0,83
Izquierda > 103 71 (62 — 80) 1,07 (0,57 — 2,01)
Histologia
Adenoca (ref) > 103 72 (65— 79) 1 0,88
Mucinosos > 90 58 (24 — 92) 1,12 (0,27 — 4,61)
Grado
I-11 (ref) >103 75 (67 — 82) 1 0,009
i 22 (8 — 36) 44 (19 — 69) 2,79 (1,24 — 6,26)
Infiltraciéon LV
Ausente (ref) >103 82 (75 —-90) 1 0,0001
Presente 30 (10 — 50) 50 (38 — 63) 3,07 (1,70 — 5,50)
CEA
<5 ngr/ml (ref) > 100 84 (73 —95) 1 0,0024
> 5 ng/ml 59 (26 — 92) 58 (46 — 70) 3,42 (1,46 — 8,00)
CA 19,9
<39 U/ml (ref) >102 80 (70 — 89) 1 0,0002
> 39 U/ml 21(3-139) 40 (22 - 58) 3,92 (1,82 - 8,47)
Estadio 0,25
T1-2 (ref) >102 89 (78 - 101) 1
T3 >103 71 (62 -79) 2,00 (0,71 - 5,65)
T4 44 (NC) 60 (37 — 82) 2,75 (0,80 — 9,42)
Estadio 0,0018
NO (ref) >102 81 (73 -389) 1
N1+2 44 (29 — 59) 57 (45 — 69) 2,44 (1,37 — 4,37)
Estadio <0,0001
MO (ref) >103 80 (73 -87) 1
M1 13 (5-21) 25 (12 — 39) 6,84 (3,54 — 13,2)
Estadio Global <0,0001
I-11 (ref) >102 82 (74 - 80) 1
1] >103 73 (59 — 86) 1,61 (0,79 — 3,26)
v 13 (5-21) 25 (12 — 39) 8,09 (3,95 — 16,6)

(n=113) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n° 29. Supervivencia Global para BMT por expresion.

Supervivencia

Supervivencia

BMT Moleculares global mediana global media HR IC 95%
(UEEES) (UEEES)

EGFr
Negativa >103 74 (64 — 83) 1 0,55
Positiva >102 69 (58 — 80) 1,19 (0,67 — 2,13)

Cox-2
Negativa >102 70 (61 - 80) 1 0,62
Positiva >103 74 (62 - 85) 0,86 (0,48 — 1,56)

p53
Negativa >102 73 (61 -84) 1 0,81
Positiva >103 71 (62 — 80) 1,08 (0,59 — 1,97)

Ki67
Negativa >103 76 (65 — 86) 1 0,53
Positiva >102 69 (59 — 78) 1,21 (0,67 — 2,21)

Ciclina D1
Negativa >101 72 (63 -81) 1 0,53
Positiva >103 70 (58 — 81) 1,20 (0,67 — 2,16)

p21
Negativa >103 72 (63 — 80) 1 0,86
Positiva >102 73 (58 — 87) 0,94 (0,46 — 1,89)

p27
Negativa >101 68 (59— 77) 1 0,52
Positiva >103 76 (65 -87) 0,82 (0,45 — 1,50)

TS
Negativa >102 70 (59 - 80) 1 0,60
Positiva >103 73 (64 — 83) 0,86 (0,48 — 1,53)

(n=113) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Supervivencia

Supervivencia global

Tabla n® 30. Supervivencia Global para BMT por score.

BMT Moleculares global mediana media HR IC 95%
(meses) (meses)

EGFr
Baja Expresion >103 75 (67 — 83) 1 0,14
Alta Expresion 61 (nc) 63 (49 -87) 1,57 (0,85 — 2,92)

Cox-2
Baja Expresion >102 70 (62 - 78) 1 0,60
Alta Expresion >103 76 (62 — 91) 0,82 (0,40 — 1,70)

p53
Baja Expresion >102 73 (63 -82) 1 0,80
Alta Expresion >103 71 (60 — 80) 1,08 (0,61 — 1,92)

Ki67
Baja Expresion >103 77 (69 — 85) 1 0,030
Alta Expresion 59 (23 — 95) 59 (45 - 73) 1,90 (1,05 — 3,44)

Ciclina D1
Baja Expresion >102 71 (63 - 80) 1 0,86
Alta Expresion >103 72 (57 — 87) 1,06 (0,54 — 2,09)

p21
Baja Expresion >103 72 (64 - 79) 1 0,98
Alta Expresion >94 68 (48 — 89) 1,01 (0,36 — 2,82)

p27
Baja Expresion >101 68 (60 — 77) 1 0,46
Alta Expresion >103 78 (66 — 89) 0,79 (0,42 — 1,50)

TS
Baja Expresion >103 71 (62 -79) 1 0,62
Alta Expresion >102 74 (61 - 87) 0,85 (0,44 — 1,64)

(n=113) HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n® 31. Modelos multivariantes.
Indicador de Supervivencia Libre de Enfermedad.
(nGmero de pacientes evaluados 97)

Modelo basal

Variable HR (1C95%)
Estadio Global 0,002
I-11 (ref) 1
11} 3,36 (1,57 — 7,19)

Asociacion de los marcadores clasicos (CEA / CEA19.9) y nuevos
BMT, ajustando por el modelo basal.

Marcador convencional |

BMT Seroldgico Nivel de comparacion HR (IC95%) p
CEA > 5 ng/m vs. < 5 ngr/ml 1,33 (0,52 - 3,38) 0,55
CA 19.9 > 39 U/ml vs. < 39 U/ml 2,36 (0,82 - 6,77) 0,11
Biomarcadores

BMT Molecular Nivel de comparacion HR (1C95%) p
EGFr Positivo vs negativo 1,26 (0,59 — 2,68) 0,55
Cox-2 Positivo vs negativo 0,51 (0,23 —1,15) 0,10
p53 Positivo vs negativo 0,93 (0,42 — 2,03) 0,85
Ki67 Positivo vs negativo 1,40 (0,63 — 3,13) 0,41
Ciclina D1 Positivo vs negativo 1,17 (0,55 — 2,51) 0,68
p21 Positivo vs negativo 1,55 (0,63 — 3,77) 0,34
p27 Positivo vs negativo 0,70 (0,31 — 1,56) 0,38
TS Positivo vs negativo 1,00 (0,42 — 2,39) 0,99

BMT Molecular Nivel de comparacion HR (1C95%) p
EGFr Alta vs Baja expresion 1,27 (0,53 — 3,00) 0,59
Cox-2 Alta vs Baja expresion 0,66 (0,26 — 1,67) 0,38
p53 Alta vs Baja expresion 1,14 (0,54 — 2,43) 0,73
Ki67 Alta vs Baja expresion 2,29 (1,05 - 5,00) 0,04
Ciclina D1 Alta vs Baja expresion 0,69 (0,26 — 1,84) 0,46
p21 Alta vs Baja expresion 1,67 (0,50 — 5,69) 0,40
p27 Alta vs Baja expresion 0,98 (0,44 — 2,19) 0,96
TS Alta vs Baja expresion 1,12 (0,50 — 2,48) 0,79

HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n°® 32. Modelo multivariante para ILE.
Asociacion de los BMT ajustados por el modelo basal.

BMT Molecular Nivel HR (IC95%)
EGFr Negativo (ref) 1
1 1,18 (0,45 - 3,09)
2 1,80 (0,59 - 5,47)
3 0,98 (0,28 — 3,43)
Cox-2 Negativo (ref) 1
1 0,44 (0,13 -1,51)
2 0,58 (0,21 —1,62)
3 0,46 (0,06 — 3,46)
p53 Negativo (ref) 1
1 0,66 (0,18 — 2,40)
2 1,15 (0,45 - 2,94)
3 0,88 (0,32 — 2,43)
Ki67 Negativo (ref) 1
1 0,89 (0,33 - 2,41)
2 0,87 (0,66 — 5,28)
3 2,75 (0,91 - 8,32)
Ciclina D1 Negativo (ref) 1
1 1,75 (0,71 - 4,30)
2 0,69 (0,20 — 2,40)
3 1,06 (0,24 — 4,64)
p21 Negativo (ref) 1
1 1,36 (0,45 - 4,10)
2 (nc)
3 2,67 (0,79 —9,03)
p27 Negativo (ref) 1
1 (nc)
2 1,18 (0,43 - 3,22)
3 0,65 (0,22 —1,91)
TS Negativo (ref) 1
1 0,89 (0,32 — 2,51)
2 0,83 (0,24 —2,82)
3 1,34 (0,45 — 4,05)
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Tabla n° 33. Hazards ratios de supervivencia libre de enfermedad (ajustados por modelo
basal) - Alta vs Baja expresién.

0,1 1 10
EGFr —_
1,27
Cox-2 L <
0,66
p53 ——
1,14
Ki67 ———
2,29
Ciclina D1 4
0,69
p21 L *
1,67
p27 —————
0,98
TS ——
1,12
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Tabla n°® 34. Modelos multivariantes.
Indicador de Supervivencia Global.
(nimero de pacientes evaluado: 113)

Modelo basal

Variable HR (IC95%) p
Edad
<70 (ref) 1 0.019
270 2,02 (1,12 - 3,64)
Infiltracion LV
Ausente (ref) 1 0,08
Presente 1,81 (0,93 — 3,52)
Grado
I-1I (ref) 1 0,037
11 2,42 (1,05 - 5,58)
Estadio Global
I-11 (ref) 1 <0,001

1]
\Y%

1,41 (0,68 — 2,90)
5,49 (2,47 — 12,23)

Asociacion de los marcadores clasicos (CEA / CEA19.9) y nuevos BMT,
ajustando por el modelo basal:

Marcador convencional |

BMT Seroldgico Nivel de comparacion HR (IC95%) p
CEA > 5 ng/m vs. < 5 ngr/ml 1,86 (0,75 — 4,63) 0,18
CA 19.9 > 39 U/ml vs. < 39 U/ml 3,04 (1,10 -8,41) 0,032

BMT Molecular Biomarcadores
EGFr Positivo vs negativo 1,45 (0,79 — 2,67) 0,23
Cox-2 Positivo vs negativo 0,83 (0,45 — 1,54) 0,56
p53 Positivo vs negativo 1,07 (0,57 —2,01) 0,83
Ki67 Positivo vs negativo 1,24 (0,67 — 2,29) 0,49
Ciclina D1 Positivo vs negativo 1,13 (0,62 — 2,08) 0,69
p21 Positivo vs negativo 0,85 (0,39 - 1,83) 0,67
p27 Positivo vs negativo 0,79 (0,43 — 1,46) 0,45
TS Positivo vs negativo 0,77 (0,42 — 1,41) 0,39

BMT Molecular Nivel de comparacion HR (IC95%) p
EGFr Alta vs Baja expresion 1,73 (0,93 — 3,24) 0,09
Cox-2 Alta vs Baja expresion 0,84 (0,39 — 1,82) 0,65
p53 Alta vs Baja expresion 1,04 (0,57 — 1,90) 0,90
Ki67 Alta vs Baja expresion 1,85 (1,01 - 3,40) 0,047
Ciclina D1 Alta vs Baja expresion 0,98 (0,49 — 1,96) 0,95
p21 Alta vs Baja expresion 0,73 (0,24 - 2,17) 0,57
p27 Alta vs Baja expresion 0,71 (0,37 - 1,37) 0,31
TS Alta vs Baja expresion 0,86 (0,44 — 1,69) 0,66

HR: Hazard Ratio (Intervalo de Confianza del 95%)
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Tabla n° 35. Modelos Multivariantes para SG.
Asociacion de BMT ajustados por el modelo basal.

BMT Molecular Nivel HR (IC95%)
EGFr Negativo (ref) 1
1 0,96 (0,36 — 2,55)
2 1,79 (0,76 — 4,20)
3 1,66 (0,74 — 3,72)
Cox-2 Negativo (ref) 1
1 0,86 (0,39 — 1,86)
2 0,79 (0,31 -2,01)
3 0,85 (0,23 — 3,08)
p53 Negativo (ref) 1
1 1,07 (0,43 - 2,68)
2 1,22 (0,57 - 2,61)
3 0,91 (0,40 — 2,08)
Ki67 Negativo (ref) 1
1 0,83 (0,38 —1,84)
2 1,36 (0,61 - 3,01)
3 2,58 (1,05 - 6,38)
Ciclina D1 Negativo (ref) 1
1 1,31 (0,59 - 2,90)
2 0,86 (0,35 -2,12)
3 1,43 (0,51 — 4,03)
p21 Negativo (ref)
1 0,92 (0,36 — 2,35)
2 0,19 (0,02 —1,48)
3 2,94 (0,85 - 10,2)
p27 Negativo (ref) 1
1 1,25 (0,37 — 4,21)
2 0,97 (0,37 — 2,57)
3 0,63 (0,28 — 1,38)
TS Negativo (ref) 1
1 0,77 (0,35 -1,69)
2 0,94 (0,40 —2,24)
3 0,63 (0,23 —-1,71)
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Tabla n® 36. Hazard ratios de Supervivencia Global (ajustados por modelo basal). Alta vs

Baja expresion.

10

0,1 1
EGFr —_—
1,73
Cox-2 —_—
0,84
p53 ——
1,04
Ki67 —
1,85
Ciclina D1 e
0,98
p21 L *
0,73
p27 ——
0,71
TS —
0,86
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Autor/afio

Tabla n° 37. Estudios de la Expresion de EGFR en CCR.

Caracteristicas

Técnica

Valoraciéon

Otras Rel

Koretz 1990 144 Dukes A-D IHQ/EGFR-R1 score>1 50.7 MN47.7%; A40%
Goldstein 2001 102 TNM M1/colon IHQ/Clon 2-18C9 scorex1 75.5 NC
McKay 2002 249 Dukes A-D IHQ/EGFR113 >5% 72.7 TP/M 40.5%;n0 (CA), DR
Khorana 2003 131 TNM lI-lll/colon IHQ/Clon 2-18C9 >2% 46 NC
Resnick 2004 134 TNM ll/colon IHQ/Dako pharmDx score>1 80 NC
Ooi 2004 244 TNM I-IV IHQ-AcMo/FISH score>2/cluster+ 43 Rel IHQ/FISH+3, no HER-2
Ceccarelli 2005 205 TNM -1V IHQ/Zymed score 0-3+ 84.4 Rel Cox-2/Ki-67
Spano 2005 150 TNM I-IV IHQ/EGFR113 score>6 ae 80 NC
Shia 2005 158 TP/IM+ IHQ pharmaDx/CISH  score>1/cop gen TP85/M12 No rel técnicas
Galizia 2006 149 TNM I-lll/colon IHQ-AcMo scorex1 35.6 NC
Kountourakis 2006 106 TNM I-1IV IHQ AcMo scorex1 47.16 NC
Tampellini 2007 101 TNM I-IV IHQ/Clon 2-18C9/31G7 score>1 67.3 Rel TGFa, MAPK, S6K
Scartozzi 2007 98 TNM TP/M+ IHQ/Clon 2-18C9-31G7 >1% TP 52/M+45 Rel inv pAkt, pMAPK
Leung 2008 127 TNM TP/N IHQ/AcMo >1% 32/30 NC
Molalei 2009 115 TNM I-IV IHQ/AcMo Score 0-3/>1% NC NC
Rego 2010 388 TNM lI-lll/colon IHQ/Dako pharmaDx >5% 59 Rel Ki-67 alto
Ljuslinder 2011 386 TNM I-IV/colon IHQ/E30 Dako Score 0-3/>10% 46/58 No rel IMS

MN: mucosa normal; A: adenoma; Me: membrana; Ci: citoplasma.
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Tabla n° 38. Expresion de EGFR en CCR. Correlaciones con FPC.

Autor/afno Ptes Edad Sexo Localizacion \ Tamarfo Grado Estadio

Koretz 1990 144 NC NC NS NC NS NS NS/histologia
Goldstein 2001* 102 NS NC NS NC p 0.052 NC p<0.023/histol/ILV

McKay 2002 249 NS NS NS NC p 0.014 NS NC
Khorana 2003* 131 NS NS NC NC NC NS NC

Ooi 2004 244 NC NC NC NC NC NS NC

Ceccarelli 2005 205 NS NS NS NS NS NS NS/histologia

Spano 2005 150 NS NS NS NS NS p 0.006/pT No rel nivel CEA
Kountoura 2006 106 p<0.05 NS NS NS NS NS NC
Tampellini 2007 101 NS NS NS NS NS p 0.06 NC

Leung 2008* 127 NS NS NS NC NS NS NC

Molalei 2009 115 NS NS NS NS NS NS NC

Rego 2010* 388 NS NS NS NS p 0.007 p 0.03 pN/p 0.09
Ljuslinder 2011 386 NS NS NS NC p 0.015 NS Budding/p 0.001

NS: No significativo; NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 39. Estudios de EGFR en CCR. Relaciones pronosticas.

Autor/afo Ptes ILE SG ILE HR/SG
Goldstein 2001* 102 NC p<0.05/+2-3 NC p<0.05/+2-3

McKay 2002 249 NC NS NC NC
Khorana 2003* 131 NC p 0.05/>2+ NC 1.88/p 0.05/>2+
Resnick 2004* 134 p 0.044 p 0.05 p 0.047 p 0.009

Spano 2005 150 NC NS NC NS

Galizia 2006* 149 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

Leung 2008* 127 NS NS NS NS

Molalei 2009 115 NC NS NC NC

Rego 2010* 388 HR 1.65/p 0.022 HR 1.55/p 0.047 HR 1.18/p 0.0415 HR 1.15/p 0.0862
Ljuslinder 2011 386 NC p 0.006 NC HR 1.53/p 0.029

NS: No significativo; NC: no comunicado, (*)

: colon.
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Tabla n° 40. Estudios de expresién de Cox-2 en CCR.

Masunaga 2000 100 Dukes A-D IHQ/AcMo score>2 76 Rel MVD
Zhang 2002 112 Dukes A-D IHQ/AcPo >10% 72 MN 17/M+100%; Rel %SPF
Yamahuchi 2002 232 TNM I-11I IHQ/AcMo score >3 71.6 MN negativo
Wu 2003 170 TNM I-IV IHQ/AcMo score >2 84.9 T>A 58%>MN 24%
Liang 2004 114 TNM Il /colon IHQ/AcMo >10% 60.5 Rel con MVD, no p53, K-ras
Kim 2004 185 Dukes B-C IHQ/AcMo score>3 94.3 No rel ki67,erbB2
Soumaoro 2004 288 TNM I-IV IHQ/AcMo score>3 70.8 N+ 92% y M+ 100%
Wu 2004 170 TNM I-IV IHQ/TA/RTPCR score>2/Bactin 84.9/80 Rel VEGF/técnicas
Ceccarelli 2005 205 TNM -1V IHQ/AcMoC-20 score>2 89.8 Rel EGFr; inv Ki67, ciclinaA
Xiong 2005 128 Dukes A-D IHQ/AcMo >10% 67.9 Rel VEGF, MMP2/N+100%
Fux 2005 747 TNM I-IV IHQ/AcMo01745 IRS score>1 85.3 NC
Zafirellis 2008 132 TNM I-11I IHQ/AcMo0229 medidas AU 100/20.31 NC
Lim 2008 231 TNM I-11 IHQ/AcMo IRS>3 42.4 No rel con p53
Ogino 2008 662 TNM I-IV IHQ/AcMo score 22 83 Rel inv p53, MSS, CIMP-L
Antonaco 2008 124 TNM I-IV IHQ/RT-PCR score>2/Rel Bactin 355 Rel HER2/técnica/no EGFR
Zhou 2011 141 TNM ll-lll/colon IHQ/AcMo NC NC NC
Sundov 2011 152 Dukes B IHQ/AcMo NC NC NC
Peng 2011 149 Todos IHQ/AcMo NC 60.4 NC

IRS: immunoreactivity score, AU: unidades arbitrarias/mediana.

249



ANEXO. TABLAS

Tabla n®41. Expresion de Cox-2 en CCR. Estudios de Correlacion con FPC.

Autor/ano Ptes Edad Sexo Localizacion  Tamafio Estadio
Masunaga 2000 100 NS NS NS p 0.047 p 0.012 p 0.0002 NC
Zhang 2002 112 NS NS p 0.03 NC NS p 0.005 NS/patrén crecimiento
Yamahuchi 2002 232 NS NS NS NC p 0.033 p 0.020 Histol/RRH+/p <0.05
Wu 2003 170 NS NS NS NC NS NS ILV/NS
Liang 2004* 114 NS NS NS NS NS NS ILV/p 0.006
Kim 2004 185 NS NS NS NS NS NS ILV/NS
Soumaoro 2004 288 NS NS NS p<0.0001 NS p 0.0013 ILV/p 0.0123
Ceccarelli 2005 205 NS NC NS p<0.05 p 0.004 NS NC
Xiong 2005 128 NS NS NC NC NS p<0.05 pT/Ny M/ p<0.05
Zafirellis 2008 132 NS NS NS NS NS NS NS/pTpN
Lim 2008 231 NS NS NS NC NS p 0.028 CEA preop/NS
Ogino 2008 662 NS NS p 0.005 NC p 0.0003 NS NC
Antonaco 2008 124 NS NS NS NC p<0.001 p<0.001 NC
Peng 2011 149 NC NC NC NC NC p<0.05 pN/p<0.05

NS: no significativo; NC: no comunicado, (*): colon.
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Tabla n°42. Expresion de Cox-2 en CCR. Estudios de Relacion Pronostica.

Autor/afio Ptes ILE SG ILE SG
Masunaga 2000 100 NC p 0.037 NC NS
Zhang 2002 112 NC NS NC NC
Yamahuchi 2002 232 p 0.002 NC OR 0.711/p 0.045 NC
Wu 2003 170 NC NS NC NS
Liang 2004* 114 NC NS NC NS
Kim 2004 185 NC NS NC NC
Soumaoro 2004 288 NC p 0.0006 NC HR4.1/p 0.0103
Fux 2005 747 NS NS NS NS
Zafirellis 2008 132 NC NS NC NC
Lim 2008 231 NC NS NC NS
Ogino 2008 662 NC p<0.05 NC HR 2.12/p <0.05
Antonaco 2008 124 NS NS NS NS
Zhou 2011* 141 p< 0.005 p<0.005 RR 0.33; p 0.028 RR 0.56; p 0.033
Sundov 2011 152 NC P<0.001 NC RR 1.14; p NS
Peng 2011 149 p<0.05 p<0.05 NC NC

NC: no comunicado: NS: no significativo; HR: hazard ratio; RR: riesgo relativo; (*): colon.
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Autor/afo

Tabla n° 43. Estudios de expresion de TP53 en CCR.

Caracteristicas

Técnica

Positividad

Curtin 2004* 268 Todos/colon IHQ/SCCP 61-51% Rel 77%; K-ras; Inv IMS
Ferraz 2004 165 Todos PCR/secuenciacion 57.5% Rel GSTP1 wt
Galizia 2004* 104 Todos/colon IHQ/AcMo 52% Rel p27, VEGF
Prall 2004 184 Todos IHQ/DO-7 58.36% NC
Resnick 2004* 134 Estadio ll/colon IHQ/DO-7 54% NC
Rosati 2004 103 Estadio Dukes B-C IHQ/AcMo 59% NC
Broll 2005 120 Todos IHQ/DO-1 51% Rel TS
Calistri 2005 100 Todos SSCP 35% No rel K-ras o Braf
Conlin 2005 107 Todos Secuenciacion 61% No rel APC o K-ras
Diez 2005 288 Estadio I-lll IHQ/DO-7 59% NC
Hsieh 2005 118 Estadio I-IV PCR/SSCP 36.4% NC
Park 2005 402 Todos IHQ/AcMo NC Rel hMLH1/hMSH2
Russo 2005 3583 Estadio Dukes A-D SSCP/DGGE/Directa 42% NC
Chang 2006 213 Todos PCR/secuenciacion 45.1% Rel MSS-H
Losi 2006 116 Estadio | IHQ/AcMo 48% NC
Popat 2006 755 Estadios I-ll IHQ/DO-7 60% NC
Fernandez 2007* 162 Estadio T3T4NO/colon IHQ/DO-7 58% No rel bcl2, ki67, MCV
Lan 2007 258 Estadio I-IV IHQ/Pab 1801 37.6% NC
Nehls 2007* 188 Estadio lll/colon IHQ/DO-1 50% No rel con BSI/Bcl-2; inv con MSI
Lim 2008 231 Estadios I-lll IHQ/DO-7 46.8% No rel con COX-2
Vidaurreta 2008 353 Estadios Dukes A-D SSCP 19.7% NC
Noske 2009 116 Estadios Il IHQ/Dako DO-7 63% No rel con p21
Zaanan 2010* 233 Estadios lll/colon IHQ/DO-7 53% Rel inv con IMS
Huh 2010 356 Estadios I-IV IHQ/Dako NC Rel con ki-67 alto
Yu 2011 155 Estadios I-IV IHQ/Dako 45.15% NC
Lastraioli 2012 135 Estadios |-l IHQ/Dako 39% Rel VEGF-A y CA-IX

NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 44. Expresion de TP53 en CCR. Correlacion con FCP.

Autor/afio Sexo Localizacién Tamaifio Grado Estadio
Curtin 2004* 268 p<0.05 p<0.05 p<0.05 NC NC p<0.05 NC
Calistri 2005 100 NS NS NS NS NS p 0.05 NC
Broll 2005 120 NS NS NS NS NS NS NC
Diez 2005 407 NS NS NS NC NS NS ILV/p 0.028/adenoca
Hsieh 2005 118 NS NS NC NS NS NS NC
Russo 2005 3583 NS NS p<0.05 NS NS p<0.05* ILV/p<0.05 recto
Popat 2006 755 NS NS p<0.05 NS NS NS NC
Chang 2006 213 NS NS NS NS NS p 0.001 NC
Fernandez 2007* 162 NS NS NS NS NS NS NC
Lan 2007 258 NS NS p 0.038 NC p 0.050 NS NS/histologia
Nehls 2007* 188 NS NS NS NC NS NS NC
Lim 2008 231 p 0.022 NS NS NS NS NS CEA pre N/p 0.001
Vidaurreta 2008 353 NS NS NS NC NS NS NS/histologia
Noske 2009 116 NS NS NS NS NS NS NC
Zaanan 2010* 233 NS NS p<0.05 NS NS p<0.05 NC
Huh 2010 356 NS NS NS NS p 0.030 p 0.006 pN p<0.001; ILV p 0.058
Yu 2011 155 NS NS NS NS NS p 0.024 pN p 0.003

NS: no significativo; NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 45. Estudios de TP53 en CCR. Relaciones pronosticas.

Analisis Univariante

Analisis Multivariante

Autor/afo Ptes SLE HR/SG HR/ILE HR/SG
Galizia 2004* 104 p 0.001 11.31/p 0.001 8.12/p 0.003 6.01/p 0.037
Prall 2004 184 NC 3.66/p<0.05 NC 1.83/p 0.003
Rosati 2004 103 NS p<0.05 NS 2.48/p 0.035
Resnick 2004* 134 p 0.001 p 0.02 p 0.039 p 0.019
Broll 2005 120 p 0.044 NS NC NS
Conlin 2005 107 NC NS NC NS
Diez 2005 288 p 0.010 NC 2.76/p 0.009 NC
Russo 2005 3583 NC p<0.05/proximal NC 2.52/p 0.007
Chang 2006 213 p<0.001 p<0.001 2.87/p<0.001 2.88/p<0.001
Losi 2006 116 NC p<0.001 NC NC
Popat 2006 755 NC NS NC 0.98/NS
Fernandez 2007* 162 HR 1.2/NS NC NS NC
Lan 2007 258 NS p 0.037 NC 1.69/NS
Lim 2008 231 NC p 0.027 NC 1.8/p 0.028
Vidaurreta 2008 353 NC NS NC NC
Noske 2009 116 NC NS NC NS/ p21-/p53+; p<0.05
Zaanan 2010* 233 NS NC p< 0.02/rel QT NC
Lastraioli 2012 135 NC NS NC NS

NS: no significativo; NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 46. Estudios de expresion de pKi-67 en

CCR.

Autor/afio Caracteristicas Técnica Valoracion Positividad % Rel otros BMT
Sheperd 1988 108 Dukes A-D IHQ Ki67 Ki67 index 44.4 NC
Kubota 1992 100 Dukes A-D IHQ Ki67 Ki67 score 34.6 Rel inv figuras mitosis
Palmqgvist 1999 97 Dukes A-D IHQ Ki67 Ki 67 LI 36.8 No rel p27
Bhatavdekar 2001 98 Dukes B-C IHQ Ki67 Ki67 score 26 No dif TP y MN
Weber 2001 221 M+H IHQ MIB1 Ki 67 LI 49 NC
Akino 2002 661 TNM I-IV IHQKi67 Ki67 score 27.3 NC
Allegra 2002 465 Dukes B2-C* IHQ MIB1 Ki67 score 40 Rel p53y TS inv
Scopa 2003 117 Dukes A-D IHQ Ki67 Ki 67 core 64 Rel con ABI
Prall 2004 184 TNM I-IV TMA/IHQ/MIB1 MIB1 core 26.4 NC
Valera 2005 106 TNM I-IV IHQ MIB1 Ki67 index 38 NC
Hilska 2005 363 Dukes A-D IHQ MIB1 Ki67 LI 23 Rel p53y bcl-2
Fernandez 2007 162 TNM II* IHQ/MIB1 230% 69.1 Rel con p53y MVC
Cohen 2008 161 TNM I-IV IHQ/MIB1 230% 77.4 NC
Fluge 2009 409 TNM 1I-lI TMA/IHQ/MB1 240%ae NC Rel proteina EZH2
Yan 2010 203 TNM [-IV* TMA/IHQ/Dako >10% 79 Rel UBD
Ong 2010 501 TNM I-IV TMA/IHQ/AcMo 250% 70 NC
Huh 2010 356 TNM I-IV IHQ/MIB-1 250% 52.48 Rel con p53
Ma 2010 152 TNM I-IV IHQ/AcMo >5% score >4 46.05 TP>MN
Nakayama 2012 105 TNM I-IV IHQ/MIB1 Ki index >45% 49 Rel con mtTFA

IHQ: inmunohistoquimia; NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n® 47. Expresion de pKi-67 en CCR. Estudios de Correlacién con FCP convencionales.

Kubota 1992 100 NC NC NC NC NS p 0.006 NC
Bhatavdekar 2001 98 NS NS NS NC NS NS NC
Akino 2002 661 NC NC NC NC p<0.0001 NC Mucin p 0.001
Allegra 2002* 465 p 0.02 NS NS NS NS NS NS
Scopa 2003 117 NC NC NS p<0.01 p<0.01 p<0.01 NC
Valera 2005 106 NC NS NC NC NS p<0.001 NS/ILV
Fernandez 2007* 162 NS NS NS NS NS NS NC
Cohen 2008 161 NC NC NC NC NC p<0.005 NC
Fluge 2009 409 NS NS NS NC NC NS/p 0.07 NS/histologia
Ma 2010 152 NC NC NS NC p<0.01 p<0.01 NC
Huh 2010 356 NS p 0.083 NS NS NS NS NS/CEAp ILV
Yan 2010* 203 NS NS NS NC NS p<0.001/pT NS/ILV

NS: no significativo; NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 48. Estudios de pKi-67 en CCR. Correlaciones evolutivas.

Analisis Multivariante

Analisis Univariante

Autor/afo Ptes ILE SG HR/ILE HR/SG
Kubota 1992 100 NC NS NC NC
Bhatavdekar 2001 98 p 0.004 p 0.006 NS NS
Weber 2001 221 p 0.0109/TTP p< 0.0001 1.84; p 0.014/TTP 2.76; p<0.0001
Allegra 2002* 465 NC NS NC NC
Scopa 2003 117 NC p<0.05 NC NS
Prall 2004 184 NC p 0.017 NC NS
Valera 2005 106 NC p 0.010 NC 0.74; p 0.032
Hilska 2005 363 NC p 0.046/0.70* NC NS
Fernandez 2007* 162 p 0.037 p 0.003 p<0.05 HR 9.89/p 0.034
Cohen 2008 161 NS NS NS NS
Fluge 2009 409 p 0.01 NC HR 0.55/p 0.014 NC
Yan 2010* 203 HR 2.06/p 0.027 p 0.032 HR 1.88/p 0.065 NS
Ong 2010 501 NC NS NC NS
Ma 2010 152 NC p<0.05 NC HR 4.25/p<0.01
Nakayama 2012 105 NC NS NC NS

NC: no comunicado; NS: no significado estadistico. (*): cancer de colon.
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Tabla n° 49. Estudios de Ciclina D1y CCR. Técnicas y Rendimiento.

Maeda 1997 101 TNM I-lI IHQ/Bcl-1 >1%/score 2 46.54 Rel PCNA
Palmqgvist 1998 97 Dukes A-C IHQ/DCS-6 >5%/score 3 56 No rel Ki67, cit-nuclear
Bukholm 2000 93 Dukes B-D* IHQ/DCS-6 >5%/score 2 8.6 No rel p53

Holland 2001 126 TNM I-IV IHQ/DCS-6 >10%/score 3 58.7 Rel p21

Bhatavdekar 2001 98 Dukes B-C IHQ/P2D11F11 >1%l/score 3 31 No rel otros BMT
Pasz 2001 122 TNM I-IV IHQ/R124 >1%/score 5 100/55.7ae Rel inv p21; no p53+

McKay 2002 249 Dukes A-D IHQ/P2D11F11 >5%/score 5 55 Rel p21, p27 y PCNA

Bondi 2005 219 Dukes A-D* IHQ/RT-PCR >50/HSA** 11/52.5 No rel amplificacion/ciclinas
Balcerczak 2005 111 Astler A-D IHQ/RT-PCR >25%/B actina 62/48.64 Rel prot-gen

Hilska 2005 363 Dukes A-D IHQ/P2D11F11 >5%/score 3 27.54 No rel otros BMT
Lassmann 2007 94 Enf M+/Cir QIA RT-PCRMRNA Ratio/p actina NC NC

loachim 2008 97 TNM I-11 IHQ/DCS-6 > 5% 5.9 Rel p21

Nosho 2008 865 TNM I-IV IHQ/TMA/AcMo SP4 >50% 28.4 Rel MSl/inv p21

Ogino 2009 602 TNM I-IV* IHQ/SP4 >1%/score 3 55 Rel MSI, CIMP, Braf, p27; inv p21,p53

Saridaki 2010 144 TNM IV IHQ/AcMo Score +4% 62 Rel con Braf mut
Mao 2011 169 TNM I-1V* IHQ/AcPo Score+ >5% 56.2 Rel con p-Stat5
Wanjefjord 2011 527 TNM I-IV IHQ/TMA DSC6 Score +4 83.2 NC

NC. No comunicado. (*): colon; (**): resultados normalizados.
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Tabla n° 50. Expresion de Ciclina D1 en CCR. Estudios de Correlacién con FCP.

Autor/afo Edad Sexo Localizacién Grado Estadio
Maeda 1997 101 NC NC NS NS pT/p 0.02 Histol, ILV/NS
Palmqvist 1998 97 NC NC p 0.036 p 0.096 NS ILV/p 0.014*
Holland 2001 126 NS NS p 0.005 p 0.035 NS NC
Bhatavdekar 2001 98 NS NS NS NS NS NC
Pasz 2001 122 NS NS NS NS NS NC
McKay 2002 249 p 0.042 NS NC NS NS NC
Bondi 2005*** 219 NC NC NC NS NS NC
Balcerczack 2005 111 NS NS NS NS NS/p 0.01** NS/ILV-histologia
loachim 2008 97 NS NS NS NS p <0.03/pN 0.02 Mucinoso/p <0.01
Nosho 2008 865 NS NS p 0.009 NS NS p 0.01 anillo sello
Ogino 2009*** 602 NC NS p 0.080 NS p 0.054 NC
Saridaki 2010 144 NS NS NS NS NS NC
Mao 2011*** 169 NS NS NS NS NS NS/tamafio
Wangefjord 2011 527 p 0.020 NC NS NS pN/M p<0.05 Inv con pT, ILV p<0.05

NS: no significativo; NC: no comunicado. (*): localizacion citoplasmica; (**): CCND1 mRNA; (***): colon.
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Tabla n®51. Estudios de Ciclina D1 en CCR. Correlaciones evolutivas.

Autor/afo Ptes ILE HR/SG HR/ILE HR/SG
Maeda 1997 101 p 0.01 NC 2.0/ p 0.03 NC
Palmqgvist 1998 97 NC NS/p 0.0774 NC NC
Holland 2001 126 NC p<0.05 NC 0.47/p 0.01
Bhatavdekar 2001 98 p 0.0241 p 0.034/p 0.007* NS NS
McKay 2002 249 NC p 0.0266 NC NS
Bondi 2005* 219 NC NS NC NS
Hilska 2005 363 NC p 0.013/p 0.0422 NC NS
Lassmann 2007 94 p 0.05* NS NC NC
loachim 2008 97 NS NS NS NS
Ogino 2009* 602 NC HR 0.64/p 0.0063 NC HR 0.57/p 0.0048
Sidaraki 2010 144 p 0.03 p<0.01 NS NS
Mao 2011* 169 NC p 0.03 NC NS/p 0.484
Wanjefjord 2011 527 NC HR 0.69/p0.026 NC HR 1.08/NS

NC: no comunicado; NS: no significado; (*) Dukes B; (%): colon; (°): Dukes C; (*): RR hepaética; (*): colon.
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Tabla n°®52. Expresion de p21"acirl en CCR. Caracteristicas, metodologia y rendimiento.

Autor/afno

Ptes

Caracteristicas

Técnica

Valoracion

Positivo

Marcadores

Yasui 1997 289 I-IV JCS IHQ/Sc187 Score 3 +>5% 68% Rel IHQ/WB e inv con p53
Girlando 1999 103 TNM I-111 IHQ/EA10Q +>10% 39% Rel inv p53 IHQ/SSCP
Viale 1999 191 TNM I-IV IHQ/EA10 Score 3 +>10% 51% Rel inv con p53, bcl-2
Ropponen 1999 162 TNM I-IV IHQ /WAF1 Score 0-3+ 33% ae Rel AP-2; inv con p53.
Zirbes 2000 294 TNM I-IV IHQ/Wafl + >5% 67% NC
Pasz 2001 122 TNM I-IV IHQ /4D10 LI0-5+ 39% Rel inv p53 vy ciclina D1
Watanabe 2001* 460 TNM II-11I IHQ/AcMo LI+5; +>5% 47% Rel inv p53
McKay 2002 249 Dukes A-D IHQ/EA10 +>5% 44.2% Rel con cilcina D1
Prall 2004 184 TNM I-IV IHQ /4D10 +<10% 42.9% NC
Ogino 2006 737 TNM I-IV IHQ /AcMo +>5% 50% Rel inv CIMP-H, MSI-H, Braf
Mitomi 2007 211 Dukes B-D IHQ /EA10 +>20% ae 31/66% Rel mut K-ras; no p53, bcl-2
Tornillo 2007 1420 TNM I-lI IQH/AcMo +>10% NC NC
Lam 2008 188 TNM I-1V IHQ /CP74 + 0-3+ 62% ae Rel hTERT; no con p53
Ogino 2009* 647 TNM I-IV IHQ/TMA/AcMo +>20% 21% Rel p53,CIMP,Braf,PIK3CA
Noske 2009 116 TNM 11111 IHQ/SX118 + > 5% 26.72% No rel p53
Sulzyc 2011 275 Astler B2C IHQ/Dako +>1% 60.4% NC

NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n° 53. Expresion de p21valcirl en CCR. Correlacion con FCP convencionales.

Yasui 1997 289 NC NC NC NC NC p<0.05 TP>AD/p<0.05
Viale 1999 191 NS NS p 0.003 NS NC p 0.0307 NC
Roponnen 1999 162 NC NC NC NS NC p< 0.001 NC

Zirbes 2000 294 NS NS NS NS NS NS NC

Pasz 2001 122 NS NS p 0.002 NS NC p <0.05 NC
McKay 2002 249 NS NS p<0.05 NS NC NS NC
Mitomi 2007 211 NS NS NS p<0.001 NC p 0.027 NC
Tornillo 2007 1420 NC NC p 0.011 NS NC NS pNO/p<0.001

Lam 2008 188 NS NS NS p 0.001 NC NS Mucinosos/p 0.01
Ogino 2009* 647 NS NS p<0.0001 p<0.0001 NC NS NS/Ha familiar
Noske 2009 116 NS NS p 0.003 NS NC NS NS/pN
Sulzyc 2011 275 NS NS NS NS NC p 0.049 NC

NS: no significativo; NC: no comunicado; TP/M+: tumor primario/metastasis; (*): colon.
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Tabla n° 54. Expresion de p21vai1cirl en CCR. Correlaciones evolutivas.

Analisis Univariante Analisis Multivariante
Autor/afio Ptes ILE SG ILE SG
Viale 1999 191 p 0.0009 p 0.0022 NS NS
Ropponen 1999 162 p< 0.001 p< 0.001 RR 0.93; p<0.001 HR 0.33; p< 0.001
Zirbes 2000 294 NC p 0.0051 NC p 0.0174
Pasz 2001 122 NC p 0.02 NC NS
Watanabe 2001* 516 NC NS NC NS
McKay 2002 249 NC NS NC NS
Prall 2004 184 NC p <0.05 NC NS
Tornillo 2007 1420 NC p<0.01 NC NS
Lam 2008 188 NC NS NC NS
Ogino 2009* 647 NC NS NC HRO0.71/p 0.035
Noske 2009 116 p 0.02 p 0.005 NC NC
Sulzyc 2011 275 p 0.025/p 0.074 p 0.0079/p 0.008 p 0.035/p0.07 p 0.02/p 0.03

NS: no significativo; NC: no comunicado; (*): colon.
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Autor/afo

Tabla n®55. Estudio de la expresion de p27¥P1 en CCR. Técnicas y rendimiento

Caracteristicas

Técnica

Valoraciéon

Positiva %

Otros marcadores

Loda 1997 149 Todos Estadios IHQ/ clon 57 >19% score 2 nu cit 90 NC
Belluco 1999 124 TNM I-111 IHQ/clon 57 >1% score 2 nu 86 NC
Tenjo 2000 171 TNM I-1IV IHQ/K25020 >1% score 2 nu 51 No rel IA, Ki-67 y p53
Yao 2000 136 TNM I-IV IHQ/K25020 >19% sore 6 nu cit 51/25 NC
Zhang 2001 168 Dukes A-D IHQ/SX53G8 >10% cit 49 No rel p53, p73y DCC
McKay 2002 249 Dukes A-D IHQ clon IB4 >1 score 2 nuzcit 21.3 Rel ciclina D1.
Kobayashi 2002 221 Todos estadios IHQ clon SX53G8 > 10% cit 49 NC
Rossi 2002 187 TNM I-lI IHQ clon 57 >25% nu score 3 37 NC
Galizia 2004 104 Dukes A-D/colon IHQ clon SX53G8 >20% score 2 nu 46 NC
Rosati 2004 103 TNM 11111 IHQ/AcMo >10% score 2 nu 73 NC
Manne 2004 206 TNM I-1IV IHQ clon IB4 >50% score 2 nu cit 70 No rel p53
Wu 2005 168 TNM 1I-11 IHQ/AcMo >50% score 2 nu 54.2 NC
Sarli 2006 108 Todos Estadios IHQ/AcMo >50% score 2 nu 69 Rel MSI, MIh1, Msh2, Fhit
Watson 2006 462 TNM I-IV IHQ clon SX53G8 >10% score 2 nuzci 52/18 Rel nu+ vs cit+
Ogino 2007 706 TNM I-IV IHQ/AcMo >10% score 2 nu 67 Rel inv CIMP-H, MSI-H, Braf
Li 2007 127 TNM I- IHQ/AcMo F8 >1% score 8 nu 62.2 NC
Zlobec 2008 587 TNM I IHQ/AcMo >5%/ROC-AUC AUC/0.58 NC
Cohen 2008 171 TNM I-IV IHQ/TMA/DCS72 >20% nu 54.2 NC
Bertagnolli 2009 601 TNM 111 IHQ/ clon 57 >10% nu 62.8 Rel MMR-D
Ogino 2009 630 TNM I-1V IHQ/AcMo >20% nu ci 72-52 Rel inv con p21,p53, Cox-2*
Handra-Luca 2011 230 TNM [-1IV IHQ/clon 57 30% nu 13 Rel inv SKP2
Lin 2012 581 TNM I-1IV IHQ/AcMo >20% nu 24 No rel HT recibida
nu: nuclear; cit: citoplasma; NC: no comunicada; TMA “tissue microarray analisis”. *MSI-H, CIMP-H, Braf
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Tabla n° 56. Expresion de p27¥iPl en CCR. Estudios de relacion con FCP convencionales.

Belluco 1999 124 NS NS NS p 0.020 NC p 0.021 NC
Yao 2000 136 NS NS NS NS NC NS NC
Tenjo 2000 171 NS NS NC NS NS p 0.0005 ILV p 0.04
Zhang 2001 168 NS NS NS NS NC NS NC
McKay 2002 249 NS NS NS NS NC NS NC
Galizia 2004* 104 NS NS NS NS NS p 0.001 Ny M, p<0.008
Manne 2004 206 NS NS p 0.001 D>I p 0.016 (1) NS p 0.016 (pT) NC
Wu 2005 168 NS NS NS p 0.022 NS NS NC
Sarli 2006 108 NC NC p<0.01 p<0.01 NC NS Mucinosos p<0.001
Watson 2006 462 NC NC NC NS NC NS ILV/INS
Cohen 2008 171 NS NC NS NC NC NS Mucinosos/p 0.05
Ogino 2009 630 NS p 0.004 p<0.0001 p<0.0001 NC NS NC

NC: no comunicada; NS: sin significado estadistico; (*): colon.
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Tabla n° 57. Estudios de p27¢iP en CCR. Correlaciones evolutivas.

Andlisis Univariante Andlisis Multivariante
Autor/afio Ptes ILE SG ILE SG
Loda 1997 149 NC p 0.0014 NC RR 2.9/p 0.003
Belluco 1998 124 p<0.01 p<0.01 RR 2.21; p 0.003 RR 2.53/p 0.005
Tenjo 2000 171 NC p <0.05 NC RR 0.429; p 0.0146
Yao 2000 136 NC p 0.04 NC NC
Zhang 2001 168 NC NS/p 0.08 NC NC
Kobayashi 2002 221 NC p 0.0577 NC NC
McKay 2002 249 NC NS NC NS
Rossi 2002 187 p 0.06 p 0.02 HR 2; p 0.08 HR 3.33/p 0.01
Galizia 2004* 104 p 0.006 p 0.001 HR 20.85; p 0.001 HR 11.16; p 0.001
Rosati 2004 103 NS NS NC NC
Manne 2004 206 NC p 0.014 NC HR 0.7/p 0.058
Wu 2005 168 NC NS NC HR 1.15/NS
Watson 2006 462 NC p 0.0359/cit NC HR 0.68/p 0.059 cit
Sarli 2006 108 p 0.072 p 0.069 NC NC
Li 2007 127 p 0.0008 NC RR 2.1/p 0.004 NC
Zlobec 2008 587 NC p 0.006 NC HR 0.63/p 0.031
Cohen 2008 171 NS NS NS NS
Bertagnolli 2009 601 NS p 0.021 NS HR 0.74/p0.0448
Ogino 2009 630 NC p<0.005 NC HR 0.62/p<0.05

ILE: intervalo libre de enfermedad; SG: supervivencia global; NC: no comunicado; NS: no significativo; (*): colon.
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Tabla n°®58. Estudios de pTS en CCR. Metodologia y rendimiento
Enfermedad Localizada y/o todos estadios.

Autor/afno Método Valoraciéon % TS alto

Caracteristicas

Takenoue 2000* 148 TNM  I-IV IHQ AcPo Score 24 + 27.7 NC
Tomiak 2001* 210 TNM II-11l IHQ TS106 Score 2-3 60.47 NC
Edler 2002 862 Dukes B-C IHQ TS106 Score 2-3 72 NC
Nanni 2002* 263 Dukes B2-C IHQ TS106 215% 45 No rel ploidia, MVD, VEGF
Kornmann 2003 295 TNM 1I-11 IHQTS106 /RT-PCR Rel B actina TS>0.75 Rel IHQ y TSmRNA
Allegra 2003 706* Dukes B-C IHQ TS106 Score 23 30.81 Rel inversa con Ki-67
Rosati 2004 103 TNM 1I-111 IHQ AcMo NC 15.6 NC
Kamoshida 2004 132 TNM I1-11I IHQ AcPo 230% 32 Rel inv TS con p16Nk4a
Ricciardiello 2005 192 TNM 1I-111-1V IHQ TS106 Score 6-7 21.35 Rel inv hMLH1y TS
Broll 2005 120 TNM I-IV IHQ TS106 Score 2-3 59 Rel TSay p53+ 60%
Westra 2005 391* TNM I-11I TMA IHQ AcPo Score 2-3 86 NC
Aguiar 2005 114 TNM II-111 IHQ TS106 Score 2-3 36 NC
Sinicrope 2006 320* Dukes B2-C IHQ TS106 Score 2-3 59 No rel MSI, MMR, p53, 17p
Lassmann 2006 102 TNM I-11 RT-PCR mRNA Rel B actina medianatSD NC
Popat 2006 967 TNM I-111 IHQ AcPo Score 2-3 58 Rel con p53
Odin 2007 181 TNM I-IV RT-PCR Rel B actina medianatSD* Rel TSy MSI-H; no TSER
Jensen 2008 314 TNM II-1V IHQ TS106/FISH Score 2-3 44/1.7 copias Rel con TYMS genes
Soong 2008 945 TNM I-IV TMA IHQ TS106 Score 3-4 39 NC
Yamada 2008 103 Dukes B-C RT-PCR Rel B actina TS>1.58 NC
Sulzyc 2009 269 TNM I-1V TMA/IHQ TS106 Score conv Medianas NC
Kostopoulos 2009 498 Dukes B-C TMA/IHQ TS 106 Score 2-3 43 NC
Ren 2009 150 TNM I-111 IHQ TS106/RT-PCR Score 3-4/8 act 37/11.3 No rel TSmMRNA/5"-TSER
Karlberg 2010 1389 TNM II-111 IHQ/TS 106 Score 2-3 71 NC
Sumi 2010 202 Dukes A-D ELISA ng/mgr curva st 20.9 ngr/mgr No rel OPRT, DPA
Goto 2012 180 TNM I-IV RT-PCR mRNA Rel B actina mediana 50 Rel con DPYD y TYMP

NC: no comunicado; (*): colon.
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Tabla n® 59. Expresion de pTS en CCR.
Estudios de relacién con FCP convencionales.

Estudio Edad Sexo Localizacién Grado TP/M+ Estadio
Takenoue 2000* 148 NS NS NC NS NC NS NC
Tomiak 2001* 210 NC NC NS NS NC NS NC
Edler 2002 862 NC NC p 0.02 NC NC NS NC
Nanni 2002* 263 p0.009 pO0.077 NS p 0.013 NC NS ILV/ p<0.001
Kamoshida 2004 132 NS NS NS NS NC p 0.001 N+/p 0.002
Broll 2005 483 NS NS NS NS NC pT/p 0.009 Estadio p 0.072
Westra 2005* 391 NS NS NS NS NS NS Mucinoso/p 0.04
Aguiar 2005 114 NS NS NS NS NC NS NC
Sinicrope 2006* 320 NS NS NC NC NS p<0.05/St B2C NC
Lassmann 2006 102 NS NS NS p 0.0014 NC NS NC
Popat 2006 967 NS NS NS NS NC p 0.02 NS/tamafio
Soong 2008 945 NS NS p 0.0005 NS NC p 0.020 NC
Yamada 2008 103 NC NC NC NS NC NS NS/tamafio-ILV
Sulzyc 2009 269 NS NS p 0.0062 NS NS NS NC
Karlberg 2010 1389 NC NC NS NC NC NS NC
Sumi 2010 202 NS NS NS NS NS p 0.070 No rel pT pN
Goto 2012 180 p 0.018 NS NS NS NS NS NC

NC: no comunicada; NS: sin significado estadistico; (*): colon.
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Tabla n°® 60. Estudios de expresion de pTS en CCR.
Correlaciones evolutivas.

Andlisis Univariante

Andlisis Multivariante

Autor/afio Ptes ILE SG ILE SG
Takenoue 2000* 148 NC p 0.0003 NC X 27.88/ p 0.005
Tomiak 2001* 210 NS NS NC NC
Edler 2002 862 p 0.04 p 0.04 p 0.05 p 0.05
Nanni 2002* 263 NS NS NS NS
Kormann 2003 295 NC p 0.032 NC RR 3.6/p 0.030 +DPD
Allegra 2003* 706 p 0.004 p<0.05 p 0.04 HR 1.54/p 0.02
Rosati 2004 103 NS NS NS NS
Kamoshida 2004 132 p<0.0001 p 0.001 p 0.002/HR 0.42 HR 0.39/p 0.005
Broll 2005 120 p 0.023 p 0.003 NC x?8.05/p 0.005
Westra 2005* 391 NS NS NC NC
Aguiar 2005 114 NC NS NC NS
Sinicrope 2006* 320 NS NS NS/HR 1.09 NS/HR 0.88
Lassmann 2006 102 NS NS NS NS
Popat 2006 967 NC NS/p 0.6 NC NS/ HR 0.99 p 0.98
Jensen 2008 314 NC NC p 0.02/HR 1.6 HR 1.6/p 0.01
Soong 2008 945 NC St II/HR 1.69 p 0.019 NC NC
Yamada 2008 103 HR 1.26/NS HR 1.45/NS NS NS
Kostopoulos 2009 498 NS NS HR 1.32/NS HR 1.37/NS
Ren 2009 150 NC NS/IHQ-RT-PCR NC p <0.05/gen 2R/3R
Karlberg 2010 1389 NS NS NS NS
Goto 2012 180 NC NS NC NC

NC: no comunicada; NS: sin significado estadistico; (*): colon.
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DIAGRAMA DE EGFr y VIA DE SENALIZACION

NH2 -~ Glycosylation
-~ Phosphorylation

Figura n® 1. Estructura de EGFR. Figura n° 2. Vias de Sefializacion de EGFR.

Tomada de Zandi R et al. Cellular Signalling 2007; 19: 2013-2023.
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DIAGRAMA DE Cox-2 y VIA DE SENALIZACION

human PGHS-2

. Ser516
Alaig  Arg106 Tyrari (@spirin) | eucoa
" EGFI MBaD I catalytic
) T 7 sTEL
His193 His374 18 aa
(heme) (heme) insert

Figura n® 3. Estructuray dominios de Cox-2. Tomada
de Garavito RM et al Prostagl Lip Med 2002; 68: 129.
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Figura n° 4. Vias de sefial de Cox-2. Tomada de
Meric JP et al Crit Rev Hematol Oncol 2006; 59:54

Figura n®4b. Via de sefalizacion Cox-2/PGE:.
Tomada de Wu WK et al. Cancer Letters 2010; 295:7

272



ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMA DE TP53 y VIiA DE SENALIZACION

Figura n®5. Estructuray dominios de p53.
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Tomada de Joerger AC and Fersht AR. Annu Rev Biochem 2008; 77: 557-82.

Figura n® 6. Esquema de las vias de p53.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMA DE pKi-67 y PAPEL EN CICLO CELULAR

Figuran®7. Expresion de pKi-67 y fases del Ciclo Celular.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMA DE CICLINA D1y ViA DE SENALIZACION

Figura n° 8. Diagrama de Ciclina D1 y sus dominios.

AR and THRB1
MYOD
TAF, 250 DMP1
pilandpl? pilandpl?
p300, CBF and PPARy ERa
RE CDK SRC1
D1 ([ [ [ [ | 295 aa
K112 Ti86
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DIAGRAMA DE p21Wait/Cirl y RESPUESTAS CELULARES

Figura n° 10. p21WailCirl gen y dominios
estructurales.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMA DE p274P! y VIAS DE SENALIZACION

Figura n® 12. Diagrama de dominios de p27XiP1y fosforilizacion.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMA DE p274P! y VIAS DE SENALIZACION

Figura n° 13. Vias de sefalizacion que regulan p27.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

pTS y FUNCION REGULADORA

Figura n® 14. Estructura del gen TYMS.
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Figura n® 15. Vias de TS como regulador traslacional.
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n® 16. AUTOSTAINER PLUS de DAKO
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n® 17. SISTEMA ENVISION™ DAKO
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n° 18. INMUNOTINCIONES
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n® 19. INMUNOTINCIONES
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

DIAGRAMAS DE FLUJO INVESTIGACION PROTEOMICA
BASADA EN ANTICUERPOS (Figura n° 20)
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n°® 21. Perspectivas de Investigacion en BMT
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n® 22. Diagrama de Categorias de Alteraciones
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ANEXO. FIGURAS/DIAGRAMAS SOBRE BMT, METODOLOGIA EXPERIMENTAL e INMUNOTINCIONES

Figura n° 23. Diagrama del Cuidado Personalizado del Cancer.
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ANEXO. CRITERIOS REMARK

Criterios REMARK.

Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies.

INTRODUCCION

Estado del BMT examinado, objetivos del estudio e hipétesis prefijada.
MATERIAL y METODOS
Pacientes

Describir las caracteristicas de los pacientes, su fuente y criterios de
inclusion/exclusion.

Describir los tratamientos recibidos y su fundamento.
Caracteristicas de las muestras

Describir el tipo de material biolégico empleado, incluyendo muestras
control, preservacion y almacenamiento.
Métodos del ensayo

Especificar el método de ensayo empleado y facilitar un protocolo
detallado, incluyendo reactivos o kits especificos, procedimientos de control de
calidad, valoracion de reproduccién, métodos de cuantificacion, scoring y
comunicacién de protocolo. Especificar la relacion del ensayo/estudio.
Disefio del estudio

Referenciar el método de seleccion de casos, incluir su intencion retro o
prospectiva, estratificacion por FPC. Especificar el periodo de reclutamiento de
pacientes, duracién de estudio, seguimiento y medianas.

Definir de forma exahustiva los puntos finales del estudio.

Referenciar todas las variables candidatas para inclusion en modelos
predictivos.

Razonamiento del tamafio muestral.
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ANEXO. CRITERIOS REMARK

Métodos de anélisis estadistico.

Especificar los métodos estadisticos, incluyendo detalles del analisis de
cada variable y para construccién de modelos, verificacion y tratamiento de
datos perdidos.

Clarificar como son contemplados los BMT en el analisis; si es relevante,
comentar los puntos de corte.

RESULTADOS
Datos

Describir el flujo de pacientes a través del estudio, incluyendo el numero
de pacientes en cada estadio del andlisis y razones de seleccion.

Comunicar la distribucidon de las caracteristicas demograficas basicas,
variables prondsticas estandar y BMT incluyendo los valores perdidos.

Andlisis y presentacion.

Mostrar la relacion del BMT con las variables prondsticas estandar.

Presentar un analisis univariante mostrando la relacion de cada BMT con
el curso evolutivo y efecto estimado (HR y probabilidad de supervivencia)

Para analisis multivariantes clave, comunicar los efectos estimados (HR)
con los intervalos de confianza del BMT y, al menos en el modelo final, todas
las otras variables que pueden influir.

Para la comunicacion de resultados, facilitar los efectos estimados con
intervaloes de confianza de wun analisis que incluya BMT y FCP,
independientemente de su significado prondstico.

Comunicar, si se efectuaron, otras investigaciones como asunciones
checking, analisis de sensibilidad y validaciones internas.

DISCUSION.

Interpretar los resultados en el contexto de las hipétesis prefijadas y
otros estudios relevantes, incluyendo la discusion sobre las limitaciones del
estudio.

Discutir las implicaciones de su valor clinico y de investigaciones futuras.
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ANEXO. ABREVIATURAS

Abreviaturas por orden alfabético.

aCGH: Arrays for Comparative Genomic Hybridization
AINEs: Antiinflamatorios No Esteroideos

AJCC: American Joint Committee on Cancer

ASCO: American Society of Clinical Oncology
APAF-1: Apoptotic Protease Activating Factor 1

APC: Adenomatous Poliposis Coli

APC/Wnt/B catenina

AOM: Azoxymethyne

Bax: Bcl-2 associates X protein

Bcl-2: B cell leukemia/lymphoma 2 gene

B-Raf: Downstream effector of K-ras/cellular response to growth receptor
CAP: Colegio Americano de Pat6logos

CCR: Carcinoma Colorrectal

CDK: Cyclin-dependent kinase

CDX2: Marcador de diferenciacion intestinal AcMo
CIMP: CpG Island Methylator Phenotype

Cip/Kip: CDK-interacting protein/Kinase inhibitor protein
CKis: Cyclin-Dependent Inhibitors

CLIA: Clinical Laboratory Improvement Amendments
COSMIC: Catalogue of Somatic mutations in Cancer
DCC: Deleted Colon Cancer

DGGE: Denaturing Grading Gel electrophoresis

DHFR y SHMT Dihydrofolate Reductase and Serine Hydroxymethyltransfersase

DMO: Dimethylbenzidine

DPA: Dyhydropirimidine Dehydrogenase

DPYD Dihydropyrimidine Dehydrogenase

dTMP: Deoxythymidine-5"-Monophosphate

dUMP: Deoxyuridine -5"-Monophosphate

ELAV: Drosophila embryonic lethal abnormal vision-like 1
ELISA: ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas

EORTC: European Organization for Research and Treatment of Cancer
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E2F: gen codificador de factores transcripcionales

ER: Estrogen Receptor

ESMO: European Society of Medical Oncology

EZH2: Histona-lisina metiltransferasa represor transcripcional/silenciador gen
FAP: Familial Adenomatous Polyposis

FCM: Flow Cytometry

FISH/ISH: Fluorescence In Situ Hybridization/ In Situ Hybridization
GSTP1: Glutathione S-Transferase 1

GWAS: Estudios de asociacion amplios de genoma

Hallmarks of cancer: Caracteristicas de Cancer

HIF factor-1: Hipoxia Inducible Factor 1

HNPCC: Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer

HR: hazard ratio

ICDO: International Classification of Diseases for Oncology

IHQ: Inmunohistoquimia

IMS: Inestabilidad de Microsatélites

IMC: indice de Masa Corporal

INK4/ARF: Inhibitors of CDK4

JAK/STAT: Janus kinases/Signal transducers and activators of transcription
KIf-KLF4: Krippel-like factor 4

Knockout: Genetically engineered mouse replacing gene

KPC: Kipl ubiquitilation-promoting complex

LINE-1: LINE-1 (L1) retrotransposons are replicating repetitive elements
LOH de 18q: Loss of Heterozygosity 18q

Mcm-2: Minichromosome Maintenance protein 2

Mdm2: Mouse double minute 2

MIB1: Molecular Immunology Brostel 1

Microwestern: miniaturized, multiplex immunoblot assay.

MINT1-3: nuclear matrix platform integrates transcriptional responses
MLh1: MMR gene

MMPs: Matrix Metalloproteinase

MMR: Mismatch Repair

mt TFA: Factor A de Transcripciéon Mitocondrial

MSS: Microsatellyte Stability
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MVD: Microvascular density

Myc: oncogen myc

NCI: National Cancer Institute

NCCN: National Comprehensive Cancer Network

NER: Nucleotide Excission Repair

NF-kB: Nuclear factor k B

NIH: National Institute of Health

Null: Genetically engineered mouse without specific gene

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man. Johns Hopkins University
OPRT: Orotate Phosphoribosyltransferase

ORF/IRES: Internal ribosome entry sites

p16'NK4a: Cyclin-dependent kinase inhibitor

PCR: Polymerase Chain Reaction

PCNA: Proliferative Antigen Nuclear Antigen

PEST: Region rica en prolina, acido glutamico, serina y treonina de Ciclina
PGE2: Prostaglandin E2

PGH2: Unstable Endoperoxide Intermediate Prostaglandin H2

PI3K-Akt: Phosphatidynositol 3-kinase and Akt / regulator of cell survival
PI3K-Akt-GSK3[: PI3K-Akt-Glycogen Synthase Kinase 33

PLCy-PKC: Phospholipase C pathway

p300/CBP: cAMP response element-binding protein —binding protein
PPARYy: Receptores de activacion de peroxisoma

PTB: Polypyrimidine tract-binding proteins

PTEN: Phosphatase Protein Homologue to Tensine

PS ECOG: Performance Status Eastern Cooperative Oncology Group
pStat5: Signal transducer and activator of transcription-5

QT/BT: Quimioterapia/Bioterapia

Ras-Raf-MAP: Ras-Raf- Mitogen Activated Protein

Ras-Raf-MEK (MAPK kinase)-ERK (por extracellular signal-regulated kinase)
Rb: Retinoblastoma gene

Rb-E2f-MdM2-p53: Via de sefalizacion y regulacion de p53

REMARK: Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies
Rho: Cinasa relacionada con la motilidad celular

RPPAs: Reverse phase protein assays
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RTKs: Receptores de Tirosina Cinasa

RT-PCR: Real Time-Polymerase Chain Reaction

SCF-Skp2; Skp Cullin F-box containing complex multiprotein ubiquitine ligase
SEER: Surveillance, Epidemiology and End Results National Cancer Data Base
SEK/JINK: JNK upstream kinase SEK-1

SIPS: Stress Premature Induced Senescence

SKP2: S-phase-kinase-associated protein 2

SMAD: factores de transcripcion Smad.

SNOMED: Systematized Nomenclature of Medicine

sNPs: Matrices de polimorfismos de nucle6tidos unicos.

SSCP: Single Strand Conformation Plymorphism

STATS3: Signal Transducer and Activator of Transcription Protein 3
S6K: Ribosomal Protein S6 Kinase

TCF: Transcription Factor

TCGA: Total Cancer Genome Atlas

TGFa, TGFB: Transforming Growth Factor a 8

TMA: Tissue Microarrays

TMUGS: Tumor Marker Utility and Grading System

TS, TP: Thymydilate Synthase; Thymidine Phosphorylase

TYMP: Thymidylate Synthse

UICC: International Union Against Cancer

UTPa: Urokinase Type Plasminogen Activator

VEGF: Vascular Endotelial Growth Factor

Waf 1. Wild type p53 activated protein 1

WHO: World Health Organization

Wnt/Wingless: Wint/Wingless sefiales de activacion

WT: Wild type
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