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RESUMEN

Introduccion: el sistema inmune del huésped es de especial relevancia en el
pronéstico del CCR. Este estudio tiene como objetivo establecer diferencias
segun diversos factores histopatologicos entre pacientes con y sin metastasis
hepéticas (M1 vs MO0).

Métodos: estudio observacional, analitico, retrospectivo de un grupo de
pacientes con CCR M1 y otro grupo con CCR MO del Hospital Universitario
“Santa Lucia” y “Santa Maria del Rosell” de Cartagena emparejados por edad,
sexo, localizacion, tipo histoldgico, grado histolégico y TN, en un periodo

comprendido entre el afio 2001 y 2019.

Resultados: los datos histopatolégicos con valor prondstico en la respuesta
inmune que alcanzaron significacién estadistica y estuvieron presentes en mayor
medida en aquellos pacientes sin metastasis fueron: inflamacién general
(p=0,04) y reaccion Crohn-like (p=0,01). El patron de crecimiento tumoral
infiltrativo (p=0,01), la invasién vascular y perineural (p= 0,03 y p=0,02
respectivamente) y la extension extramural discontinua (p=0,03) se asociaron a
desarrollo de metéastasis hepéaticas. El resto de las variables no obtuvieron

diferencias significativas entre ambos grupos.

Conclusioén: la intensidad de la respuesta inmune inflamatoria general presenta
una asociacion estadisticamente significativa en pacientes con y sin metastasis
hepaticas, siendo mayoritaria en aquellos pacientes MO considerandose un
factor de buen prondstico. La extensién extramural discontinua se considera un

paso crucial para el desarrollo de metastasis a distancia.
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ABSTRACT

Background: the host’s immune system is of special relevance in the prognosis
of CRC. The study aimed to stablish differences according to several
histopathologic items between patients with and without liver metastases (M1 vs
MO).

Methods: this is an observational, analytical, longitudinal retrospective cohort
study of a group of patients with CRC from the University Hospital of “Santa Lucia”
and “Santa Maria Rosell” selected between 2001 and 2019 paired using a series
of variables: age, sex, histological type, tumor location and TN stage. They were
divided into two groups depending on the main variable that was to be metastasis

(group 1 n =32) or not (group 2 n = 32).

Results: the histopathological data with prognostic value in the immune response
that reached statistical significance and were present to a greater extent in those
patients without metastasis were: general inflammation (p=0,04) and Crohn-like
reaction (p= 0,01). Tumor growth pattern (p=0,01), vascular and perineural
invasion (p= 0,03 and p= 0,02 respectively) and discontinuos extramural
extension (p=0,03) were associated with the development of liver metastases.

The rest of variables didn’t get significant differences between both groups.

Conclusions: the intensity of the general inflammatory inmune response presents
a statistically significant association in patients with or without liver metastases,
being predominant in those MO patients, being considered a good prognostic
factor. Discontinuous extramural extension is considered a crucial step in the

development of distant metastases.

Keywords

Colorectal neoplasms; inflammation; prognosis






1. INTRODUCCION

Generalidades del cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) supone la principal causa de muerte por cancery
la tercera neoplasia mas frecuente en todo el mundo. A pesar de que existen

componentes hereditarios, la mayoria son esporadicos. !

Mas de un tercio de los pacientes con CCR fallecerdn a los 5 afios del
diagnostico y la mayoria de los desenlaces fatales son consecuencia del

desarrollo de metastasis hepaticas. 2

Existen factores de riesgo asociados como: antecedentes familiares de CCR,
enfermedades inflamatorias intestinales (CU, Ell, ...), consumo excesivo de
alcohol, tabaco, carnes rojas y procesadas, obesidad y diabetes. Algunos
agentes infecciosos como el Helicobacter pylori o Fusobacterium spp pueden
estar asociados. ! Existe evidencia de que la respuesta inmune esta relacionada
con la etiopatogenia del CCR, por ello, dietas ricas en fibra, acidos grados
poliinsaturados (omega-3) y un estilo de vida saludable pueden ser estrategias
Gtiles en su prevencion ya que tienen influencia en la microbiota y en la

carcinogénesis a través de interacciones entre la respuesta inmune y el tumor.®

Il. Lesiones precursoras y vias de carcinogénesis colorrectal

Los adenomas son responsables del 70-80% de CCR. Hay dos vias de
malignizacion por adenomas: la via tradicional y la via serrada. En la via
tradicional los adenomas van adquiriendo alteraciones genéticas consecutivas
hasta llegar al CCR. Esta es la secuencia clasica adenoma-carcinoma descrita

por Fearon & Volgestein en 1990. 4

La via serrada es responsable del 20-30% de CCR, siguen una ruta de
malignizacion distinta a la tradicional en la que predomina la hipermetilacion y

mutaciones en el gen BRAF. (6)

Se han identificado tres vias moleculares de carcinogénesis en el CCR:

15



i.  INESTABILIDAD CROMOSOMICA (CIN) 5

Se observa aproximadamente en el 85% de los CCR. Se caracteriza por
alteracion en el nimero y estructura de los cromosomas. ©

Un CCR con CIN, acumula mutaciones en oncogenes y genes supresores
tumorales: APC, TP53, KRAS, BRAF.

Las vias mas relevantes clinicamente afectadas en los CCR CIN son las vias
Wwnt y MAPK. 7

ii. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES (MSI)

Se observa aproximadamente en un 15% de todos los CCR. & ° Se caracteriza
por una inestabilidad generalizada en tandem de secuencias repetitivas de DNA
conocidas como microsatélites. 1°

MSI puede resultar por mutacion de genes MMR (reparadores de ADN) como
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, o por silenciamiento de MLH1 por hipermetilacion

de su promotor.

Estas alteraciones de los genes MMR pueden ser por dos mecanismos:

-CCR MSI en sindromes hereditarios: Alteraciones (mutaciones) en linea
germinal de alguno de estos genes MMR produciendo el Sindrome de Lynch. 8

-CCR MSI esporadicos: ocurren por metilacion de la secuencia CpG del

promotor del gen MLH1. 11

iii. FENOTIPO METILADOR DE ISLAS CpG (CIMP) *2

La via CIMP (hipermetilacion del promotor del gen MLH1) supone
aproximadamente el 17% de todos los CCR, '3 se caracteriza por hipermetilacion
de islas CpG en los promotores de muchos genes supresores tumorales que
conlleva a su inactivacion (silenciamiento). 12

La via CIN y MSI son exclusivas, sin embargo, la via CIMP suele
superponerse con la via MSI. De hecho, los CCR MSI esporadicos se asocian

casi exclusivamente con la via CIMP.
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Esta via CIMP suele producir CCR con unas caracteristicas especiales:
- suelen ser CCR con mutacién BRAF. 4
- se suelen observar en localizacién proximal y en pacientes afiosos. 1°

- se suele relacionar con la via serrada. 16

lll.  Caracteristicas histologicas relacionadas con el prondstico

El pronostico del CCR esta determinado por multiples factores como el tipo
histoldgico, localizacién y estatus de TNM. No obstante, hoy en dia hay factores
histopatolégicos que estan fuertemente relacionados con su pronéstico (el patrén
de crecimiento tumoral, el tumor Budding, la extensién extramural discontinua, la
invasion vascular, linfatica y perineural y la respuesta inmune del huésped), y
algunos de ellos como la respuesta inmune estan relacionados con la utilizacién
de nuevas terapias. 1’

El patrén de crecimiento tumoral en el margen invasivo se divide segun el
trabajo de Jass et al 18 en expansivo e infiltrativo. Segln Jass, el patrén infiltrativo
se define como aquel en el que el tumor invade de manera difusa, penetrando
tejidos normales bien definidos y el expansivo como aquel que comprime tejidos
circundantes pero de manera circunscrita. Segun Morikawa et al, el patrén
infiltrativo se correlaciona con mal prondstico independientemente de otras

caracteristicas moleculares clinicas, patolégicas y tumorales.*®

La gemacion tumoral (Tumor Budding) segun lo descrito por Ueno et al en
2002, se define como grupos sélidos de células tumorales de menos de 4 células
en el frente invasor o en el centro del tumor. ?° Se trata de células que sufren
transicion epitelial-mesenquimal, un importante mecanismo en la progresion de
tumores epiteliales. Descrito por algunos autores como un fuerte predictor de
afectacidén ganglionar linfatica, invasion linfatica, metastasis, recurrencias locales

y baja supervivencia libre de enfermedad. %!

La invasién linfovascular se define por la presencia de nédulos tumorales
bien circunscritos rodeados de lamina elastica visibles en H&E o con técnicas

histoquimicas. Distinguimos la invasién intramural (submucosa o muscular
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propia) o extramural (por fuera de la muscular propia) ambas asociadas a

desarrollo de metastasis ganglionares y comportamiento adverso. 22

La extension extramural discontinua puede estar asociada a una invasion
linfovascular indetectable y a depdsitos microtumorales en tejido adiposo
extramural, aumentando el riesgo de metastasis a distancia y/o linfaticas. Es

considerado un predictor Util de recurrencia y supervivencia postoperatoria. 23

La invasion perineural (IPN) es otro componente importante del
microambiente tumoral conocido por su mayor agresividad tumoral y peor

prondstico en tumores malignos. 24

El sistema inmune del huésped es de especial relevancia en el prondstico
del CCR. Esta respuesta inmune esta mediada por los linfocitos intratumorales
(TILs), que son linfocitos T (CD3+). Sin embargo, algunos canceres pueden
evadir la respuesta inmune mediante una serie de estrategias como es el
desarrollo de linfocitos T-reguladores (Tregs). Estos Tregs requieren para su
adecuado desarrollo y funcion la presencia de un factor de transcripcion
denominado FOXP3 que proporciona un marcador de Tregs valorable mediante

inmunohistoquimica. 2

Dada la asociacién existente entre esta inmunidad adaptativa y su influencia
en el comportamiento y progresion tumoral, cada vez adquiere mayor relevancia
el uso de parametros inmunoldgicos como “Inmunoscore” sirviendo de indicador
pronéstico independiente de modo que, aquellos pacientes con puntuaciones
mas elevadas tienen una mayor supervivencia. Incluso, tendria mayor valor en
predecir el pronostico que el fenotipo MSI (usado como marcador predictivo de
respuesta a antiPD-1/ PDL1). 26

Plantearse inmunoterapicos como el pembrolizumab en el uso de tumores
MSI-H y con MMR es una opcién prometedora ya que estos fenotipos han
demostrado tener mayor inmunogenicidad tumoral, paralela a un aumento de
TILS y un aumento de expresion de PDL1.%’ De igual modo, diversos estudios
apoyan el uso de la inmunoterapia en estadios iniciales de la enfermedad como
prevencion al desarrollo de metéastasis y sugieren el analisis de la respuesta
inmune en tumores primarios como predictor de futuro desarrollo de

metastasis.?6
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La presencia de un cociente CD3/FoxP3 bajo y una densidad de linfocitos T
(CD3+) reducida se asocia con una supervivencia mas pobre en pacientes con
CCR. Estas variables fueron factores pronosticos mas importantes que el estadio
tumoral o la extensién ganglionar, lo que sugiere su potencial utilidad en la
practica clinica 2°. Estos datos fueron corroborados por otros autores como
Salama et al 2 que afirman que los marcadores CD8 y CD45R0 estan asociados
a un mejor pronostico. Ademas, los linfocitos Tregs fueron considerados también
iInmunosupresores relacionados con un peor desenlace en tumores avanzados

de 6rgano sélido.

Fridman et al ?® observaron que la densidad de linfocitos CD4 y CD8 disminuye
conforme aumenta el grado de invasion tumoral mostrando de esta forma

mejores resultados aquellos tumores con un fuerte infiltrado linfocitario.

Los macrofagos asociados al tumor (TAMs) son parte del infiltrado inmune
tumoral. M1-TAMs acttan impidiendo la progresiéon tumoral mientras que ocurre
lo contrario con los M2-TAMs. Diversos estudios muestran coémo altas
densidades de macréfagos CD 68+ en el margen de invasion tumoral suponen
un mejor prondstico, situacion que no ocurre en las metastasis tumorales donde

existen mayor nimero de M2-TAMs. 20

Mientras que la presencia de un alto grado de infiltrado polimorfonuclear
neutréfilo en el frente invasor es un factor de buen pronéstico, el infiltrado
polimorfonuclear eosinofilico no muestra relaciones significativas en el

pronéstico segln Klintrup K. et al. ?

Las metéstasis a distancia contintan siendo la principal causa de fracaso del
tratamiento y de muerte en estos pacientes. Se ha demostrado el impacto de la
respuesta inmune en el curso clinico del tumor primario y de las metastasis
hepaticas. Peng J et al analizaron la presencia de la respuesta inmune en
metastasis hepaticas en pacientes con CCR y observaron menor numero de
linfocitos CD3, CD8 y Foxp3 intratumorales que peritumorales sugiriendo que
pacientes con mayor ratio intratumoral CD8/CD3 tenian una supervivencia libre
de recurrencia mayor que aquellos con menor ratio intratumoral, proponiendo
esta ratio como un indicador independiente asociado a mayor supervivencia libre

de enfermedad. Por otro lado, pacientes con ratio CD8/CD3 bajo podrian
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beneficiarse de un tratamiento postoperatorio intensivo ademés de un estrecho

seguimiento dado su peor pronéstico. 3!

IV. Justificaciéon

En la literatura cientifica existen diversos estudios que nos muestran la
influencia de factores histopatologicos de valor prondstico, sobre todo el de la
respuesta inmune como predictor de la supervivencia en pacientes con CCR.
Estos hallazgos nos llevan a la necesidad de continuar profundizando a través

de este estudio, mediante la valoracion histopatoldgica del CCR.

La motivacion de este estudio es ampliar la evidencia acerca de la influencia
del microambiente tumoral en estos pacientes, asi como investigar otros
parametros histopatolégicos que puedan considerarse complementarios al
estadio TNM.

V. Objetivos

i.  Objetivos principales:

- Comparar la respuesta inmune entre los CCR primarios con
metéstasis hepaticas (M1) y los CCR primarios sin metastasis (MO0)
emparejados con los anteriores por edad, sexo, localizacion, tipo
histoldgico, grado histolégico y TN, cuantificando histopatolégicamente el
tipo de célula inmune, localizacion (peritumoral/intratumoral) e intensidad

en el frente invasor.

ii. Objetivos secundarios:

-  Comparar el resto de los factores histopatologicos de valor
pronaostico entre los CCR primarios con metastasis hepéticas y los CCR
primarios sin metastasis emparejados con los anteriores por edad, sexo,

localizacion, tipo histolégico, grado histologico y TN.
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2. MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se realizé un estudio observacional analitico retrospectivo de casos y
controles, en el que se emparejaron 32 pacientes con CCR primario M1
utilizando una serie de variables: edad, sexo, tipo histolégico, localizacion del
tumor, estadio TN y grado de diferenciacion tumoral con otros 32 pacientes con
CCR MO.

Partimos de un grupo de pacientes con CCR primario con metastasis
hepéticas intervenidas quirdrgicamente (n=32). De la base de datos del Servicio
de Anatomia Patoldgica se seleccionaron pacientes con CCR MO emparejados
con los anteriores por edad, sexo, localizacion, tipo histologico, grado tumoral y
TN (n=32). En total contamos con una muestra de 64 pacientes diagnosticados
de CCR e intervenidos quirargicamente entre el afio 2001 al afio 2019. Fueron
incluidos pacientes de ambos sexos, sin limite de edad establecido. Segun la
localizacion general del tumor fue dividido en colon derecho (hasta angulo
esplénico no incluido), colon izquierdo (de angulo esplénico hasta recto) y recto.
Seguimos la clasificacion del AJCC 8?2 edicion de estadiaje tumoral y la
clasificacion histoloégica de Dukes modificada por Astler y Coller considerando
estadio A aquel tumor que no llega a la muscular propia, B1: infiltra hasta la
muscular propia, B2: sobrepasa la muscular propia y llega a la serosa o a la
grasa pericélica, C1: B1 con metastasis ganglionares, C2: B2 con metastasis
ganglionares y D: metastasis a distancia. % 33 Cuando una pieza quirdrgica
presentaba dos carcinomas sincronicos, se eligio la muestra con estadio TN mas

alto.
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Il.  Datos clinicos y obtencion de informacion

Los datos clinicos e histopatoldgicos fueron obtenidos a partir de los informes
de las piezas quirdrgicas de Anatomia Patoldgica de los Hospitales
Universitarios “Santa Maria del Rosell” y “Santa Lucia” de Cartagena (Espafa).
Fue comprobada la ausencia de desarrollo de metastasis por parte de los
pacientes clasificados como MO desde su diagnostico mediante la revision de los
informes de seguimiento de los pacientes por parte de Oncologia Médica y
Cirugia General por medio de la plataforma SELENE® y Agora.

Todas las muestras histolégicas tefiidas con Hematoxilina & eosina fueron
valoradas en un primer tiempo por un Unico patélogo (Dr. José Garcia Solano) y
revisadas posteriormente por el mismo y por mi para eliminar el efecto de la

variabilidad interobservador.

El estudio actual fue aprobado previamente a su realizacion por el Comité de
Etica de Investigacion Clinica del Hospital “Santa Lucia” de Cartagena y se llevé
a cabo con el consentimiento de los pacientes previo a la cirugia para el uso de
muestras de tejidos y la informacién médica pertinente para la investigacion
siguiendo la Ley Orgéanica 3/2018 de Proteccion de datos personales y garantia

de los derechos digitales.

lll.  Evaluacion histopatolégica

i Estimacidn de las variables histopatoldgicas con valor

pronostico en larespuestainmune

- Tipo histologico: los tumores fueron clasificados acorde a los
criterios de WHO del afio 2019. 34

- Respuesta inflamatoria peritumoral/intratumoral: su intensidad se
evaluo seguln lo descrito por Klintrup et al 2 en una escala de 4 grados de
la siguiente forma: ausente: aquellos sin respuesta inflamatoria, leve:

aumento leve o irregular, moderado: con respuesta prominente , intenso:
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infiltrado inflamatorio florido “en forma de copa”. Esta respuesta se

observa en imagen adjunta Ay B.

De igual modo, evaluamos la respuesta inflamatoria Crohn-like definida
como agregados linfoides que rodean la periferia del margen invasor entre la
muscular propia externay tejido adiposo pericélico. Se evalué como ausente,
leve, moderado e intenso siguiendo los criterios establecidos por Graham and
Appelman. 3

ii.  Otros datos histopatolégicos de valor prondéstico

- Grado de diferenciacion tumoral: de bajo grado aquellos bien-
moderadamente diferenciados y de alto grado aquellos pobremente
diferenciados.

- Patron de crecimiento tumoral en frente invasor: siguiendo la
clasificacion de Jass 2 fue clasificado como patrén infiltrante expansivo o
infiltrativo. Se puede apreciar en imagen C adjunta.

- Gemacion tumoral: segun la clasificacién de Ueno et al, atendiendo
al numero de focos de TB de la siguiente manera: < 10 focos a aquellos
de bajo riesgo, alto riesgo a aquellos con 10 o méas focos y en caso de no
observar ningun foco se reflejaba como ausente. 36

- La invasion vascular, linfatica y perineural: fue considerada
presente cuando se observaron células o trombos de células tumorales
en un espacio revestido de endotelio. Puede observarse en la imagen D.

- La extension extramural discontinua: identificada por la presencia
de nodulos tumorales irregulares en tejido adiposo peritumoral, sin
evidencia histoldgica de ganglio linfatico residual. Fue categorizada de la

siguiente manera: no observada, presente o indeterminada.
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V. Andlisis estadistico

Tras el preprocesamiento de datos, la informacion recogida se almacend en
dos bases de datos utilizando las hojas de célculo del programa Microsoft
Office® 2019 Excel® (una para pacientes con CCR M1y otra para pacientes con
CCR MO).

El procesamiento y andlisis de datos se realiz6 con el software estadistico
SPSS® version 24.0. Las tablas estadisticas y graficos generados con el SPSS

se disefaron con el programa Microsoft Office® 2019 Excel®.

Con el objetivo de analizar la asociacion estadistica de las diferencias
observadas vy, al tratarse de variables cualitativas, se realizaron las siguientes
pruebas de significacion estadistica: test de chi cuadrado y test exacto de Fisher
(si tamafio muestral <5). Se determind por consenso un valor de p <0,05,
requisito para considerar estadisticamente significativas las diferencias

observadas.

3. RESULTADOS

Estadistica descriptiva

El tamafio muestral finalmente fue de 64 pacientes con CCR, 32 en cada uno
de los grupos: MO y M1 emparejados por edad, sexo, localizacion, tipo
histolégico, grado histolégico y TN. En la tabla 1 se detallan las caracteristicas

comunes de estos parametros de emparejamiento.

. Estadistica analitica

I. Datos histopatoldgicos de la respuestainmune: En la tabla 2

figuran los resultados obtenidos.

Los CCR sin metastasis, muestran mayor cantidad de inflamacion en general

(moderada-intensa), que los metastasicos (69,7% vs 37,5%, p= 0,04).
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La intensidad de linfocitos peritumorales fue superior en aquellos pacientes
MO que en aquellos M1 (intensidad moderada e intensa de 46,9% y 25%

respectivamente, p= 0,16).

La reaccion Crohn-like también fue superior en aquellos pacientes MO, con
una intensidad moderada-intensa superior (28,1% vs 21,9%, p 0,19). Realizando
el andlisis sin agrupar de forma conjunta la intensidad moderada-intensa de la

reaccion obtiene significacion estadistica como se muestra en la Tabla 3.

La presencia de TILS fue superior en aquellos pacientes M1 que en aquellos
MO (12,5% vs 3,1%, p 0,17).

Los pacientes MO desarrollaban una respuesta inflamatoria de predominio
polimorfonuclear mas intensa (46,9%) que el grupo M1 (28,2%), p=0,17. En
cambio, la respuesta inflamatoria polimorfonuclear eosinofilica fue superior en
aguellos pacientes M1 (21,9% vs 6,3%, p 0,14).

Los pacientes con CCR MO, muestran una mayor intensidad de casquete

peritumoral que los pacientes M1 (40,7% vs 28,2%, p 0,45).

La reaccion abscesificada esta presente en un porcentaje similar en ambos

grupos (28,1% en aquellos MO vs 21,9% en aquellos M1, p 0,56).

En cuanto a la presencia de macréfagos, observamos que los pacientes MO

presentan una intensidad moderada-intensa superior (15,7% vs 6,3%, p 0,21).

ii. Datos histopatoldgicos de valor prondéstico no relacionados
con larespuestainmune: En latabla 4 figuran los resultados

obtenidos.

Los CCR MO carecen de fendbmeno de Budding en un porcentaje superior que
aquellos pacientes M1 (37,5% vs 25%, p 0,32).

Respecto al patron de crecimiento tumoral, aquellos pacientes con metastasis
presentan un patrén infiltrativo en un porcentaje superior que aquellos sin
metastasis (65,6% vs 31,3%, p 0,01).

En comparacion con los pacientes MO, la existencia de extension extramural

discontinua fue superior en aquellos pacientes con metastasis (34,4% vs 12,5%,
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p 0,03). La invasion linfatica, vascular y perineural también esta presente en

mayor medida en aquellos CCR M1 (p 0,59, p 0,03 y p 0,02 respectivamente).

4. DISCUSION

El estudio de factores histopatoldgicos que intervienen en la respuesta inmune
se consideran factores con un valor pronéstico independiente e incluso superior
al estadio TNM.

La reaccion linfocitica puede ser entendida por el conjunto de linfocitos Crohn-
like, reaccion peritumoral, intratumoral y linfocitos intratumorales, en nuestro
estudio todo ello fue estudiado por separado. Huh JW et al 3" llegaron a la
conclusion de que el infiltrado inflamatorio tumoral se asocia a un
comportamiento tumoral indolente y mayor grado de diferenciacién celular.
Ademas, se ha visto que, en pacientes con elevada reaccion inflamatoria
general en el frente invasor, la respuesta Crohn-like no es significativa mientras
que en aquellos con poca reaccion inflamatoria su presencia predice un buen
prondstico. Esto sugiere que ambas respuestas no son diferentes fenotipos de
una misma respuesta inmune, sino que representan variables independientes en
el prondstico. Sin embargo, pacientes que desarrollen poca reaccion inflamatoria
y poca respuesta Crohn-like son los que tendran peor pronéstico. 2 De acuerdo
con esto, en nuestro estudio, la mayor cantidad de respuesta inflamatoria general
y de predominio linfocitario en aquellos pacientes sin metéstasis y con una

asociacion estadisticamente significativa apoya esta teoria.

Es conocida la asociacion entre la presencia de linfocitos intratumorales y
reaccion Crohn like como indicador pronéstico en el CCR. Sin embargo, en
nuestro estudio, la presencia de TILS fue escasa en aquellos pacientes sin
metastasis, hallazgo que no esperabamos encontrar, ya que diversos estudios
como el llevado a cabo por L.S. Rozek et al, mostraron a partir de una muestra
de 2369 pacientes que la presencia de linfocitos intratumorales esta fuertemente
asociada con un mejor prondstico y la presencia de linfocitos intratumorales por
cada campo de gran aumento se asocia a una disminucion de mortalidad del 3-
4%. 38
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Este resultado, a pesar de no mostrar asociacion estadisticamente
significativa puede ser explicado por el método de medida ya que su
cuantificacion y caracterizacion es laboriosa y dependiente del patélogo por lo
que podrian ser de utilidad técnicas estandarizadas de medida en la practica

clinica.

Respecto a la intensidad de la reaccion Crohn like, autores como LS. Rozek
mostraron que sSu presencia presentaba una asociacion estadisticamente
significativa con la supervivencia global. 3 A pesar de que en nuestro estudio
aguellos pacientes MO presentaban mayor intensidad de este tipo de respuesta
en linea de la teoria anteriormente citada, no podemos afirmar que exista
asociacion estadisticamente significativa si clasificamos la intensidad de su
infiltrado moderado-intenso de forma conjunta. Sin embargo, analizando su
intensidad de forma separada, adquiere significacion estadisticamente

significativa apoyando la teoria de LS. Rozek.

Como sugieren estudios previos, el desarrollo de una respuesta inflamatoria
se asocia a mejor prondéstico. 26 A pesar de no haber alcanzado significacion
estadistica, en este estudio la respuesta inflamatoria neutrofilica fue mas
prominente en aquellos pacientes sin metastasis, apoyando las teorias de
autores como L. Wikberg et al, quienes sugieren que el infiltrado neutrofilico en
el frente tumoral es un factor pronéstico favorable en aquellos pacientes en
estadio I-11.%° Esto puede ser explicado por el mecanismo de escape inmune de
los estadios avanzados. A pesar de ello, es un tema en el que no hay consenso
ya que por el contrario, Hui-Lan Rao, quienes utilizaron métodos como el TMA e
inmunohistoquimica para investigar la importancia clinico-patolégica intratumoral
de los neutréfilos CD 66b+, establecieron que la presencia de un infiltrado de
predominio neutrofilico estaba directamente correlacionado con el estadio
tumoral, hallandose ademas en las metastasis linfaticas y tejidos metastasicos*°

por lo que su impacto sigue siendo controvertido.

L Harbaum et al 4! sugieren que la intensidad de la respuesta inflamatoria
eosinofilica se asocia con un estadio TNM menor, una mejor diferenciacion
tumoral asi como con la ausencia de invasion linfovascular al igual que los
resultados del articulo de K. Klintrup et al que mostraron que su presencia en el
margen invasivo tumoral mostraba una relacion positiva con el pronostico pero
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sin alcanzar asociacién estadisticamente significativa. 2 En cambio, en nuestro
estudio no existe asociacion incluso observamos coémo la presencia de esta

respuesta es superior en aquellos pacientes con metastasis.

La reaccion macrofagica tiene un papel importante en la defensa frente al
tumor invasor. A pesar de que su presencia no muestra una asociacion
estadisticamente significativa en nuestro estudio, si esta presente con una
intensidad moderada-intensa en aquellos pacientes sin metastasis, como
demostraron K. Klintrup et al que ademas sugieren que, en ausencia de infiltrado

inflamatorio, la reaccion macrofagica sirve como parametro de buen prondstico.
2

La respuesta inflamatoria tumoral varia segun el subtipo histolégico como
afirman algunos autores como Garcia Solano et al quienes observaron como la
respuesta linfoide en tejido invasor (linfocitos peritumorales) en los CCR tipo
serrado (CS) era menor y que la existencia de una respuesta inmune deficiente
podria ser la responsable de la mayor frecuencia de tumor Budding y del peor

resultado clinico que presentan estos pacientes con CS. 4

El tumor Budding ha sido considerado como un valor histopatolégico cuya
presencia en biopsias preoperatorias o tumor primario predice un mayor riesgo

de invasion ganglionar metastasica por autores como Brotobo et al. 21

A pesar de que en nuestro estudio un 37% de pacientes sin metastasis
carecian de tumor budding respecto a un 25% en aquellos con metastasis, esta
relacion no ha mostrado asociaciéon significativa, o que podria ser explicado
porque su recuento se llevdé a cabo por medio de tincion convencional con
hematoxilina & eosina y no por inmunohistoquimica que se ha demostrado
potenciador en cuanto a su deteccion, ademas de las diferentes sistemas de
puntuacion de gemacion tumoral existentes: Hase et al, Nakamura et al o Ueno

et al. 2043

El patron de crecimiento tumoral de tipo infiltrativo fue predominante en
aguellos pacientes con metastasis en comparacioén con aquellos pacientes sin
metastasis en los que se caracteriz0 por un patron de crecimiento tumoral
expansivo mostrando esta variable una asociacion estadisticamente

significativa. En linea de lo publicado por Morikawa et al, que muestran que el
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patron de crecimiento tumoral de tipo infiltrativo se asociaba con una
supervivencia especifica y global menor con una asociacion inversamente
proporcional con la presencia de MSI, reaccion linfocitaria peritumoral y mutacion
BRAF. 1°

La extensidén extramural discontinua se considera un paso crucial en el
desarrollo de metéstasis a distancia en canceres gastrointestinales. En nuestro
estudio se ha encontrado asociacion estadisticamente significativa de la
extension extramural discontinua con presencia de metastasis. Esto concuerda
con Akagi et al quienes sugieren que el valor de extension extramural discontinua
>5 mm (T3b) es el mejor punto de corte prondstico para estratificar a pacientes
con cancer de colon, asi como predictor del resultado oncologico recomendando
quimioterapia postoperatoria en aquellos con estadio T3b. Su presencia puede
ser facilmente evaluada en una laminilla histolégica con un coste-beneficio
eficiente y sin complejidad técnica por lo que su evaluacion puede ser de utilidad

para fines terapéuticos. 23

El impacto de la presencia de invasiéon linfatica sobre el desarrollo de
metéstasis es conocido. Bredge et al observaron en una muestra de 400
pacientes que aquellos pacientes sin invasion linfatica presentaban una
supervivencia libre de progresion a los 5 afios del 70% frente a un 36% en
aguellos con invasion linfatica con un valor de p 0,001 presentando estos
ademas mayor progresion de la enfermedad. 22 A pesar de ello, su impacto fue
pobre en nuestra cohorte ya que, a pesar de estar presente en mayor medida en
aquellos pacientes con metastasis, no existe asociacion con el desarrollo de

metastasis al no hallar significacién estadistica.

En nuestro estudio, la invasion vascular representa una variable con
asociacion estadisticamente significativa en el desarrollo de metastasis
siguiendo la linea de autores como Betge et al. Este dato es de gran utilidad en
pacientes con estadio Il en la AJCC ya que no son candidatos de rutina a terapia
neoadyuvante, por lo que algunos autores sugieren el uso de TC con contraste
como factor preoperatorio para detectar su presencia y predecir la presencia de

metastasis sincronicas. 44 22
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La invasion perineural es otro componente importante del microambiente
tumoral conocido por su mayor agresividad tumoral y peor prondstico en tumores
malignos, apoyado por los resultados del estudio que presentamos en el que
estaba presente en mayor medida en pacientes con metéstasis con una
asociacion estadisticamente significativa. Ademas, estudios como el llevado a
cabo por Liebig C. et al describen como aquellos pacientes con cancer de
localizacion rectal presentaban mayor incidencia de IPN que los de localizacion
en colon dada la presencia de plexos nerviosos autonomicos alrededor del recto.
Esto sugiere que la presencia de IPN en cancer rectal es el responsable del peor
prondéstico que presentan los tumores en esta localizacion. Se propone, por lo
tanto, como predictor independiente del desarrollo de metastasis, sugiriendo que
pacientes sin afectacion ganglionar pero con invasién perineural podrian
beneficiarse de terapias adyuvantes, incluyendo la valoracion de la invasion
perineural como parametro a tener en cuenta a la hora de clasificar a pacientes

candidatos de tratamientos adyuvantes. 24,

Hay varias limitaciones que deben tenerse en cuenta en nuestro estudio. En
primer lugar, el nimero de sujetos incluidos (n=64) es reducido. Una segunda
limitacion que debe considerarse surge del origen de los datos transversales y
de cardcter retrospectivo con mayor posibilidad de sesgos al contar con grupo
control. No contamos con informacién sobre el tratamiento neoadyuvante
recibido o la presencia de factores epidemioldgicos clasicos que previamente se
han sefialado como factores implicados * 2 por lo que es dificil determinar la

direccién de causalidad.

El uso del Inmunoscore asi como el estudio del resto de factores
histopatoldgicos en futuros trabajos e investigaciones puede aportar informacion

adicional util en la valoracion de los pacientes con CCR.

Ademas, los hallazgos reflejados del presente estudio podrian condicionar la
estrategia de manejo terapéutico a seguir en los pacientes con CCR por lo que

es importante tenerlo presente.

En resumen, este estudio es el inicio a una linea de investigacion prometedora
y con gran repercusion en el manejo terapéutico de pacientes con cancer

colorrectal suponiendo un avance cientifico en este campo.
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5. CONCLUSIONES

1- La intensidad de la respuesta inmune inflamatoria general en
pacientes con CCR MO esté presente en mayor cantidad que en pacientes
con CCR M1 alcanzando significacién estadistica.

2- En cuanto al resto de variables histopatolégicas estudiadas
encontramos significacion prondstica estadistica en las siguientes:
reaccion Crohn-like, invasion vascular, invasion perineural, patron de

crecimiento tumoral y extensién extramural discontinua.

Con este trabajo hemos realizado una valoracion histopatoldgica con el
objetivo de comparar qué datos histopatolégicos con valor pronéstico junto al
tipo de infiltrado inflamatorio peritumoral se relacionan con metastasis
hepaticas, formando parte del trabajo previo a una tesis doctoral de una
patologa del “Hospital Santa Lucia” con la finalidad de crear un algoritmo de
inteligencia artificial que prediga qué pacientes tienen riesgo de desarrollar
metéstasis asi como comparar si su utilidad es superior al andlisis realizado

por patélogos expertos.
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ANEXO. Tablas, gréaficos y figuras

Tabla 1. Caracteristicas clinico-histopatoldgicas de variables emparejadas

e M1 ’(I-:‘_\sntzdtljsigico
(n=32) (n=32) ®)
Edad — afios
Media (DS) 65.75 (£ 11.39) 62.79 (£ 9.17)
Mediana (Rango) 65.5 (44-86) 64 (43-83)
Sexo — n (%)
Mujer 12 (37.5) 12 (37.5)
Hombre 20 (62.5) 20 (62.5)
p=1,00
Localizacién general — n (%)
Colon derecho 11 (34.4) 11 (34.4)
Colon izquierdo 20 (62.5) 20 (62.5)
Recto 1(3.1) 1(3.1)
p=1,00
Localizacién especifica — n (%)
Ciego 6 (18.8) 7(21.9)
Colon ascendente 4 (12.5) 4 (12.5)
Colon transverso 2 (6.3) 0(0)
Angulo esplénico 1(3.1) 2 (6.3)
Colon descendente 1(3.1) 2 (6.3)
Sigma 17 (53.1) 16 (50.0)
Recto 1(3.1) 1(3.1)
p= 0,83
Tipo histoloégico — n (%)
Carcinoma 23 (71.9) 23 (71.9)
convencional
Carcinoma
convencional 3(9.4) 3(9.4)
Mmucinoso
Carcinoma serrado 6 (18.8) 6 (18.8)
p=1,00
Grado histolégico — n (%)
Bajo grado 30 (93.8) 30 (93.8)
Alto grado 2(6.3) 2(6.3)
p=1,00
TN=n (%)
T2NO 4 (12,5) 5 (15,6)
T2N1 1(3,1) 1(3,1)
T3NO 4 (12,5) 4 (12,5)
T3N1 9(28,1) 9(28,1)
T3N2 9(28,1) 8 (25)
T4NO 3(9,4) 4 (12,5)
T4N1 1(3,1) 0(0)
T4N2 1(3,1) 1(3,1)
p=0,98

37




Tabla 2. Datos histopatologicos de la respuesta inmune

MO M1 Analisis estadistico
(n=32) (n=32) ()

Inflamacién general — n (%)
No 4 (12.5) 7(21.9)
Leve 6 (18.8) 13 (40.6)
Moderado/intenso 22 (69.7) 12 (37,5)

p= 0,04
Linfocitos peritumorales — n (%)
No 5 (15.6) 9(28.1)
Leve 12 (37.5) 15 (46.9)
Moderado/intenso 15 (46.9) 8 (25.0)

p=0,16
Reaccién Crohn-Like = n (%
No 10 (31.3) 17 (53.1)
Leve 13 (40.6) 8 (25.0)
Moderado/intenso 9(28.1) 7(21.9)

p= 0,19
TILs —n (%)
No 31 (96.9) 28 (87.5)
Si 1(3.1) 4(12.5)

p= 0,35
Polimorfonucleares neutréfilos = n (%)
No 9(28.1) 16 (50.0)
Leve 8 (25.0) 7(21.9)
Moderado/intenso 15 (46,9) 9 (28.2)

p=0,17
Polimorfonucleares eosinéfilos — n (%)
No 30 (93.8) 25 (78.1)
Si 2 (6.3) 7(21.9)

p=0,14
Casquete peritumoral —n (%)
No 15 (46.9) 16 (50.0)
Leve 4 (12.5) 7 (21.9)
Moderado/Intenso 13 (40.7) 9 (28.2)

p=0,45
Reaccidn abscesificada — n (%)
No 23 (71.9) 25 (78.1)
Si 9(28.1) 7(21.9)

p=0,56
Macrofagos — n (%)
No 25 (78.1) 24 (75.0)
Leve 2(6.3) 6 (18.8)
Moderado/intenso 5 (15.7) 2 (6.3)

p=0,21
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Tabla 3. Reaccién Crohn-like

MO M1 Analisis estadistico
(n=32) (n=32) (p)

Reaccién Crohn-Like — n (%)

No 10 (31.3) 17 (53.1)

Leve 13 (40.6) 8 (25.0)

Moderado 9(28.1) 3(9.49)

Intenso 0 (0) 4 (12.5)

p=0,01

Tabla 4. Datos histopatoldgicos no relacionados con la respuesta inmune

MO M1 Analisis
(n=32) (n=32) estadistico
()
Fendmeno de Budding — n (%)
No 12 (37.5) 8 (25.0)
Bajo 13 (40.6) 19 (59.4)
Alto 7(21.9) 5 (15.6)
p=0,32
Patrén de crecimiento tumoral — n (%)
Expansivo 20 (62.5) 11 (34.4)
Infiltrativo 10 (31.3) 21 (65.6)
No disponible 2 (6.2) 0(0)
p=0,01
Extensién extratumoral discontinua — n (%)
No 28 (87.5) 21 (65.6)
Si 4 (12.5) 11 (34.4)
p=0,03
Invasion linfatica — n (%)
No 22 (68.8) 20 (62.5)
Si 10 (31.3) 12 (37.5)
p=0,59
Invasion vascular — n (%)
No 28 (87.5) 21 (65.6)
Si 4 (12.5) 11 (34.4)
p=0,03
Invasion perineural — n (%)
No 30 (93.8) 23 (71.9)
Si 2(6.3) 9(28.1)
p=0,02
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Imagen A. CCR con intensa respuesta linfoide y plasmocelular en el frente
invasor. Técnica de H.E X20. Imagen B. CCR sin respuesta inmune en el frente
invasor. Técnica de H.E. X20.

Imagen C. CCR con tipico patron de infiltracién expansivo. Técnica de H.E. X20.

Imagen D. CCR con invasion linfatica. En el centro de la imagen se observa
linfatico con nido de CCR. Técnica de H.E X20.
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