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INFORME DE LOS DIRECTORES DE LA TESIS DOCTORAL

El tema del presente estudio es de gran trascendencia en la actualidad
por la elevada morbi-mortalidad que comporta el carcinoma colorrectal y a su
vez permite evaluar su relacién con la obesidad. Podemos llevar a cabo el
planteamiento de nuevas y mas eficaces alternativas terapéuticas lo que abre

un esperanzador futuro para esta enfermedad.

En la Introduccion se actualiza éste tema con una bibliografia que
recoge los trabajos clasicos, asi como las ultimas publicaciones cientificas,
sobre la fisiopatologia del crecimiento tumoral y de la relaciéon del carcinoma
colorrectal con la obesidad. La hipotesis y los objetivos del trabajo son claros y

CONCIsoS.

El Material y Métodos se caracteriza por su rigor metodoldgico, dada la
complejidad del trabajo. El disefio experimental es correcto y esta
suficientemente explicado como para permitir reproducir los experimentos y las

técnicas utilizadas en el trabajo a otros investigadores.

Los Resultados de éste estudio permiten verificar la hipdtesis de
Investigacion y se exponen con gran claridad, incluyéndose numerosas Tablas

y Figuras que permiten una comprension clara de los principales resultados.

Finalmente, en la Discusion se integran todos los datos obtenidos tras el

estudio de las alteraciones que comporta esta patologia.



Las Conclusiones obtenidas en éste estudio son de gran interés porque
demuestran la utilidad de los presentes resultados en la clinica humana. La
importancia de éste trabajo de investigacion se fundamentaria por tanto en que
sus resultados permiten, en primer lugar un mejor conocimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en el crecimiento tumoral en el cancer
de colon, de la relacion del mismo con la obesidad y ademas supone una

esperanzadora opcion terapéutica para los pacientes que lo sufren.

Por todas las razones expuestas consideramos que este trabajo de
investigacion es de indudable valor en el campo de la cirugia y que puede optar

su autor a la obtencién del Grado de Doctor en Medicina y Cirugia.
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pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
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diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).

FIGURA 47. Expresion génica de la IL-10 en explantes de la grasa visceral
abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) vy
pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC;
d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS; e =

diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).

FIGURA 48. Expresion génica del TNF-a en explantes de la grasa visceral

abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
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pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC;

e = diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).

FIGURA 49. Expresion génica del IGF-1 en explantes de la grasa visceral
abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC;

d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS).

FIGURA 50. Expresion génica del IGF-1 en explantes de la grasa visceral
abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC;

d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS).

FIGURA 51. Expresion génica de COX-2 en explantes de la grasa visceral

abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) vy
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pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente

a control + LPS; e = diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).

FIGURA 52. Expresion génica de PPARG-gamma en explantes de la grasa
visceral abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se
representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de 4
pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC;

d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS).

FIGURA 53. Liberacion de nitritos y nitratos en explantes de grasa, basal y en
respuesta al LPS en pacientes OB-CC en ausencia (CONTROL) y en presencia
de meloxicam (10° M) y de bisfenol A diglicidiléter (BADGE) (10° M). Los datos
se representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de
4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a meloxicam
10 M; d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS; e

= diferencia estadisticamente significativa frente a BADGE 10° M).

FIGURA 54. Liberacion de nitritos y nitratos en explantes de grasa, basal y en

respuesta al LPS en pacientes OB-CC en ausencia (CONTROL) y en presencia
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de meloxicam (10 M) y de bisfenol A diglicidiléter (BADGE) (10° M). Los datos
se representan como la media * error estandar de la media (n = 6 explantes de
4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente
a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a meloxicam
10° M; d = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS; e

= diferencia estadisticamente significativa frente a BADGE 10° M).
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RESUMEN.

PAPEL DEL VEGF EN LA ACTIVIDAD VASCULAR Y EN EL TEJIDO

ADIPOSO PERITUMORAL EN EL CARCINOMA COLORRECTAL.

INTRODUCCION:

Segun datos de diciembre de 2014 en Espafia el cancer de colon
es el tercero mas frecuente en los hombres y el segundo en las mujeres. En
términos generales, el cancer colorrectal es el que tiene una mayor incidencia,
un 15%. Un conocimiento de su fisiopatologia, un diagnostico precoz, una
cirugia adecuada y un estadiaje correcto de cara al tratamiento adyuvante nos
van a ayudar en el intento de mejorar su prondstico.

La angiogénesis tumoral sigue una serie de complejos pasos
consecutivos que llevan a la formacién de neovasos. El endotelio ha sido
considerado como un complejo 6rgano sensorial.

El VEGF es una proteina sefalizadora implicada en la
angiogénesis. Se ha demostrado que el VEGF estimula la division y la
migracion de células endoteliales. También es un vasodilatador e incrementa la
permeabilidad vascular. La fosforilacién reversible de proteinas juega un papel
importante en la regulacion de la actividad celular.

La obesidad puede definirse como un exceso de peso a expensas del
tejido adiposo. La obesidad es un factor de riesgo conocido para el desarrollo

de CC. El tejido adiposo es un tejido acumulador de energia y un 6rgano
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endocrino que secreta moléculas multifuncionales que ejercen acciones pro-

inflamatorias y pueden promover la iniciacion y la progresion del tumor.

OBJETIVOS:

El primer objetivo de este estudio fue analizar si la fosforilacién de la
tirosina en las arterias que irrigan el tumor de los canceres de colon puede
modular su respuesta vascular. El segundo objetivo del presente trabajo es dar
a conocer la situaciéon inflamatoria y angiogénica en no obesos (IMC <25 kg /
m2) y obesos (IMC> 30 kg / m2) en los pacientes con y sin CC, para evaluar el

papel de tejido adiposo peritumoral en la inflamacién inducida en el CC.

MATERIAL Y METODOS:

En un primer grupo de pacientes con CC, se obtuvieron de piezas
quirurgicas las arterias mesentéricas que suministran el flujo sanguineo tanto a
los tumores colorrectales como al intestino normal. Posteriormente, se midio la
tensién isométrica en un bafio de érganos. También se midieron la expresion
de la proteina de VEGF-A y del receptor de VEGF FLT1 mediante andlisis RT-
PCR y la expresion del receptor KDR del VEGF mediante Western blot.

En un segundo grupo de pacientes, se estudio la actividad inflamatoria
en plasma y en la grasa visceral de piezas obtenidas en pacientes con CC y
controles mediante inmunoensayo multiplex de las muestras de plasma y de

PCR cuantitativa a tiempo real de las muestras de tejido adiposo.
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RESULTADOS:

La inhibicién de la fosforilacién de la tirosina con ortovanadato produce
contraccion arterial, siendo ésta menor en las arterias tumorales que en las
arterias de control. En las arterias tumorales se objetivd una reducciéon de la
contraccion de la noradrenalina pero no en las arterias de control y una
reduccion de la relajacién de la bradiquinina en el control pero no en las
arterias tumorales.

La expresiéon de la proteina de VEGF-A y del receptor de VEGF FLT1
fue similar, pero la expresion del receptor KDR del VEGF se incremento en las
arterias tumorales en comparacion con las de control.

Los niveles plasmaticos de IL-6, IL-4, IL-8 y GM-CSF se incrementaron
significativamente en los pacientes OB-CC. El tejido adiposo peritumoral
secreta mayores cantidades de nitritos y nitratos que el tejido adiposo de
control no tumoral, tanto solo como en respuesta a LPS. La secrecién de
nitritos y nitratos también se incrementd en explantes TF de pacientes OB-CC
en comparacion con los pacientes NOB-CC. La expresion del gen de la
adiponectina, TNF-a, IGF-Il, COX-2 y PPAR-gamma se incrementd en
explantes TF de pacientes OB-CC. LPS aumento la expresion génica de IL-6,
IL-10, TNF-a, VEGF y COX-2 en el control y en explantes TF de pacientes OB-
CC. Los niveles de IGF-1 y PPAR-gamma mRNA fueron inhibidos en respuesta
a LPS en el control y en explantes TF de pacientes NOB-CC. COX-2 y PPAR-
gamma no inhibieron el aumento de LPS inducido por la liberacion de nitritos y

nitratos en explantes TF y adipocitos de pacientes OB-CC.
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DISCUSION:

Los resultados del estudio vascular ponen de manifiesto el mayor efecto
vasodilatador del VEGF sobre las arterias que irrigan los tumores colorrectales
en comparacion con las arterias controles. Por tanto, en presencia de VEGF las
arterias que irrigan el tumor aumentarian el flujo de sangre hacia el mismo
mediante un mecanismo dependiente de la fosforilacion del receptor. Ademas,
hemos encontrado en este estudio que la expresion proteica de receptores de
KDR esta incrementada en las arterias tumorales y esto podria explicar porqué
este efecto inhibidor es evidente en arterias tumorales pero no en las de
control.

Los pacientes OB-CC muestran un aumento en los niveles plasméticos
de los factores pro-inflamatorios y angiogénicos producidos en parte por la
grasa peritumoral. Este es el primer estudio que informa del aumento de la
produccion de factores proinflamatorios y angiogénicos en explantes de grasa
peritumoral de pacientes OB-CC.

En resumen, el tejido adiposo peritumoral secreta factores inflamatorios
que podrian influir en la creacién de un microambiente que favorezca la
iniciacion y/o la progresion de los procesos tumorigénicos. La mayor cantidad
de tejido adiposo visceral en los pacientes obesos y la mayor secrecion de
factores inflamatorios por este tejido suponen, por tanto, un factor de riesgo

para la formacion y el desarrollo de los tumores colorrectales.
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CONCLUSION:

La tirosina fosforilacién puede producir la inhibicion de la contraccion en
las arterias mesentéricas tumorales, lo que puede aumentar el flujo sanguineo
al tumor cuando la fosforilacién de tirosina se incrementa por la estimulacion de
receptores de VEGF.

En pacientes OB-CC se incrementaron los niveles plasméaticos de los
factores pro-inflamatorios y angiogénicos. El tejido adiposo peritumoral segrega
mayor cantidad de marcadores inflamatorios que el tejido adiposo no tumoral y

esta produccion es mayor en OB-CC que en los pacientes NOB-CC.
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SUMMARY.

THE ROLE OF VEGF ON VASCULAR ACTIVITY AND IN PERITUMORAL

ADIPOSE TISSUE IN COLORECTAL CARCINOMA.

INTRODUCTION

In Spain, as of December 2014, colorectal carcinoma (CC) was the third
most frequent malignancy in men and the second most frequent in women.
Generally speaking CC is the malignancy with the highest incidence of 15 %.
Knowledge of its physiopathology, early diagnosis, well-executed surgical
treatment, and correct staging oriented to adjuvant therapy, will have a role in
improving its prognosis.

Tumoral angiogenesis follows a complex staged pathway resulting in
neo-vessel formation. Vascular endothelium has been considered a complex
sensory organ.

VEGF is a signalling protein involved in angiogenesis. It has been
demonstrated that VEGF stimulates division and migration of endothelial cells; it
has also a vasodilator effect and increases vascular permeability. Reversible
protein phosphorilation plays an important role in cell activity regulation.

Obesity can be defined as excessive weight due to excess adipose
tissue. Obesity is a known risk factor for development of CC. Adipose tissue
acts both as an energy-storage and an endocrine organ, secreting
multifunctional macromolecules with pro-inflammatory activity, which can

promote tumor initiation and development.
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PURPOSE

The first goal of this work is to analize whether tyrosine phosphorilation in
arteries irrigating CC can modulate its vascular response. The second goal is to
determine the inflammatory and angiogenic status, both in non-obese (BMI<25
kg/sq m) and obese (BMI>25 kg/sq m) patients, with and without CC, to
evaluate the role of peritumoral adipose tissue in the inflammation induced in

the CC.

MATERIAL AND METHODS

In a first group of patients with CC, the mesenteric arteries feeding both
the colorectal tumor and normal tissue were harvested from surgical resection
specimens. Then vascular isometric tension was measured in an organ bath.
The expression of VEGF-A protein and of the FLT1 VEGF-receptor were
measured by RT-PCR analysis. The expression of the KDR VEGF-receptor was
measured by Western blot.

In a second group of patients, inflammatory activity was measured in
plasma and in visceral fat (from surgical specimens) obtained from CC patients
and controls. Multiplex immunoassay was performed in plasma samples and

real-time quantitative PCR on fat tissue samples.

RESULTS
Ortovanadate inhibition of tyrosine phosphorilation results in arterial
contraction that is less marked in tumor arteries than in control ones. A

reduction in noradrenalin contraction was found in tumor arteries that did not
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happen in control specimens. Also a reduction in bradikinin relaxation occurred
in control but not in tumor arteries.

VEGF-A protein and FLT1 VEGF-receptor expression was similar in both
types of arteries but KDR VEGF-receptor expression was increased in tumor
arteries as compared to controls.

IL-6, IL-4, IL-8, and GM-CSF levels were significantly increased in obese
CC patientes (OB-CC). Peritumoral adipose tissue secretes higher amounts of
nitrates and nitrites than control, non-tumor, adipose tissue, both by itself or in
response to LPS. Nitrate and nitrite secretion were also increased in tumoral fat
(TF) explants from OB-CC patients relative to non-obese CC (NOB-CC)
patients. Adiponectin-gene expression, TNF-q, IGF-I, COX-2 and PPAR-gamma
were increased in TF explants from OB-CC patients. LPS resulted in increased
genic expression of IL-6, IL-10, TNF-a, VEGF and COX-2 both in control and in
OB-CC patient TF explants. Levels of IGF-I and PPAR-gamma mRNA were
inhibited in response to LPS both in control and NOB-CC patient TF explants.
COX-2 and PPAR-gamma did not inhibit nitrate-induced LPS increase in TF

explants and adipocytes form OB-CC patients.

DISCUSSION

Results from the vascular study show the greater vasodiltor effect of
VEGF on arteries feeding colorectal tumors in comparison with control arteries.
Consequently, the presence of VEGF would result in increased blod flow to the
tumor through a mechanism dependent on receptor phosphorilation. An

increased expression of KDR protein receptor in tumor arteries has also been
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found in this study and it could explain why this inhibiting effect occurs in tumor
arteries but not in controls.

OB-CC patients show increased plasma levels of pro-inflammatory and
angiogenic factors, partly produced by peritumoral fat. This is the first study
showing increased production of pro-inflammatory and angiogenic factors from
peritumoral adipose tissue explants from OB-CC patients.

To summarize, peritumoral adipose tissue secretes pro-inflammatory
factors which could result in a micro-environment conductive to initiation or
progression of tumorigenic processes. The increased amount of visceral
adipose tissue in obese patients and the higher secretion of inflammatory
factors from this tissue are a risk factor for the development and growth of

colorectal tumors.

CONCLUSSION

Tyrosine-phosphorilation can inhibit contraction of tumor mesenteric
arteries resulting in higher tumor blod flow when tyrosine-phosphorilation is
increased by VEGF-receptor stimulation.

Plasma levels of pro-inflammatory and angiogenic factors were found to
be elevated in OB-CC patients. Peritumoral adipose tissue secretes increased
amounts of inflammatory markers than non-tumor tissue, this being higher in

OB-CC than NOB-CC patients.
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1. INTRODUCCION.

1.1. IMPORTANCIA CLINICA DEL CANCER COLON Y RECTO.

En 2007 el cancer de colon y recto era la tercera neoplasia mas
frecuente, con una incidencia en Espafia de 25,8 casos/100.000 habitante/afo
para los varones y 15,8 casos/100.000 habitante/afio para las mujeres. La
mortalidad por cancer de colon y recto era de 12,2 fallecimientos/100.000
habitante/afo para los varones y de 19 fallecimientos/100.000 hababitante/afio
para las mujeres (Ferlay y cols., 2007).

Segun datos de diciembre de 2014 de la Asociacion Espafiola Contra
el Cancer, en Espafa el cancer de colon es el tercero mas frecuente en los
hombres, por detras del de pulmoén y préstata; y el segundo en las mujeres, por
detras del de mama. En términos generales, el cancer colorrectal es el que
tiene una mayor incidencia, un 15 por ciento. Ademas, segun la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), el cancer de colon tiene una
incidencia de 32.240 personas al afio en Espafia y es el responsable de 14.700
fallecimientos.

Entre las causas del cancer de colon se encuentran factores genéticos
y ambientales; estos ultimos sugeridos por su asociacién con una dieta rica en
grasas, ingesta de alcohol, tabaquismo, obesidad y sedentarismo. Una
acumulacion progresiva de alteraciones genéticas que sustentan la secuencia
adenoma-carcinoma y el estudio de los sindromes de cancer de colon

hereditario muestran la importancia de los factores genéticos en el desarrollo
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de esta enfermedad (Takayama y cols., 2006; Perea, 2007). Se han
identificado mutaciones genéticas que afectan a genes implicados en el
crecimiento y proliferacion celular (oncogenes activados, por ejemplo, el
oncogén CK-ras), y a genes relacionados con la regulacion negativa del ciclo
celular (oncogenes supresores inactivados, por ejemplo, el gen APC
adenomatous polyposis coli, responsable de la poliposis adenomatosa familiar),
otros genes encargados de corregir las alteraciones en la replicacion del ADN
(por ejemplo, la proteina p53) (Diez y cols., 2007) asi como los llamados
reparadores de genes (h(MSH2 y hMSH1) responsables de la susceptibilidad al
cancer de colon hereditario no asociado a poliposis o sindrome de Lynch
(Lynch y cols., 2004; Cubo y cols., 2000).

Aunque dos tercios de los casos se desarrollan en pacientes sin
factores de riesgo, existe una cierta relacién entre la presencia de cancer de
colon y recto y la historia familiar o personal de pélipos, de cancer de colon y
de enfermedad inflamatoria intestinal. Basados en esta relacion, los programas
de diagndstico precoz recomiendan realizar en estas poblaciones de riesgo
colonoscopia, y en personas mayores de 50 afios pruebas de deteccidn

guimica de sangre oculta en heces y rectoscopia (Castells, 2004).
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1.1.1. Diagnostico del cancer colorrectal.

El cancer de colon y recto puede permanecer silente durante varios
afos hasta la aparicién de los primeros sintomas. Clasicamente los tumores
situados en la mitad derecha del colon se presentan con anemia, heces con
sangre, diarrea y dolor abdominal, mientras que los que se localizan en la mitad
izquierda del colon se manifiestan con alteraciones del transito intestinal, dolor
abdominal y hemorragia digestiva baja. Sin embargo, esta sintomatologia tipica
s6lo se presenta en un 40 % de los casos. Con menos frecuencia se detecta
como una masa abdominal si el tumor es de gran tamafio o como una fistula al
aparato urinario, generalmente en los tumores de colon izquierdo, o al
estdmago en los de colon transverso. Un 25 % de los pacientes acuden al area
de urgencias con sintomatologia aguda, por obstruccion intestinal en un 8-30%
de los casos o por perforacion intestinal en un 3-9 % de los casos, bien por
extension directa a través de la pared del colon o por perforacion proximal
secundaria a una gran distension del ciego por una lesion distal que obstruye y
vélvula ileocecal competente. En un 20 % de los pacientes la enfermedad esta
extendida en el momento del diagndstico y puede aparecer hepatomegalia e
ictericia si existen metastasis hepaticas o ascitis en caso de afectacion
peritoneal (Lledd, 2000).

El tacto rectal forma parte de la exploraciéon fisica ya que permite
detectar los tumores situados a 7-10 centimetros del margen anal, que
suponen el 10 % de los casos y demuestra la existencia de sangre en heces.

La colonoscopia completa es la prueba de eleccion para el diagndostico

del cancer de colon y recto, porque facilita la obtencion de biopsias para la
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confirmacién histoldgica del diagndstico y la deteccion de lesiones sincronicas,
presentes en el 5 % de los casos (Figura 1). Tiene una sensibilidad del 95 %
para el diagndstico del cancer de colon y del 90 % para detectar polipos
mayores de un centimetro. Las complicaciones mas frecuentes son la
hemorragia, que ocurre en tres de cada 1000 casos, y la perforacién, en uno de
cada 1000 casos. Si la colonoscopia es incompleta, se recomienda realizar un
enema opaco de doble contraste asociado a una rectoscopia. El enema opaco
de doble contraste tiene una sensibilidad del 65-95 % para detectar lesiones
mayores de 1 centimetro (Figura 2). La ecografia a través del ano y la
resonancia magnética son Utiles para precisar el nivel de invasion tumoral de la
pared en las neoplasias de recto.

El estudio de extension de la enfermedad consiste en un TAC toraco-
abdomino-pélvico (Figuras 3 y 4) para identificar metastasis a distancia
afectacion peritoneal o ganglionar.

La determinacion del antigeno carcinoembrionario es util para el
seguimiento de la enfermedad y para la deteccién precoz de recurrencias
(Garcia Aguilar, 2005).

Recientemente, la colonoscopia virtual, basada en la tomografia axial
computarizada helicoidal y combinando las imagenes en tres dimensiones, se
ha desarrollado como procedimiento de diagndéstico precoz para la deteccién
del tumor primario con una sensibilidad mayor del 90 % para polipos mayores
de un centimetro (Ferruchi, 2001).

El PET-TAC es util en el seguimiento en la evaluacién de recidivas y

progresion a distancia posttratamiento.
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1.1.2. Vias de diseminacion del cancer colorrectal.

Las vias de diseminacion del cancer colon y recto son tres: por
invasion directa a Organos vecinos, por diseminacidon sanguinea y por
diseminacion linfatica. La diseminacién a distancia del cancer colon depende
de la localizacion del tumor primario. Generalmente los tumores situados en
colon y recto superior metastatizan por via portal en el higado, desde donde se
extienden a otros 6rganos; los tumores situados en el recto distal drenan por
las venas hemorroidales inferiores a las hipogastricas y cava inferior por lo que
suelen metastatizar directamente a los pulmones. Se encuentran metastasis en
el momento del diagndstico en el 25 % de los pacientes y se localizan con
mayor frecuencia en ganglios linfaticos regionales, higado, pulmon, hueso,

peritoneo y cerebro.

FIGURA 1. Colonoscopia con cancer de colon
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FIGURA 2. Enema opaco con neoplasia de sigma

FIGURA 4. Tomografia axial computarizada con metastasis hepaticas en el I6bulo derecho
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1.1.3. Clasificacion y estadios del cancer colorrectal.

Para estimar el prondstico y seleccionar el tratamiento mas adecuado
se utilizan clasificaciones basadas en pruebas radiologicas, hallazgos
intraoperatorios y estudios histolégicos de la pieza resecada que tipifican los
tumores segun el grado de invasién de la pared del colon y la presencia de
metastasis ganglionares.

La primera clasificacion fue descrita por Dukes en 1932 (Dukes, 1932),
es la mas sencilla y contempla tres estadios:

. Estadio A: tumor localizado en la pared rectal

. Estadio B: tumor que invade los tejidos situados alrededor del
recto

. Estadio C: invasion de ganglios linfaticos regionales

La clasificacibn de Astler-Coller (Astler-Coller, 1954) define los

siguientes estadios:
. Estadio A: tumor limitado a la capa submucosa
. Estadio B1: tumor limitado a la capa muscular
. Estadio B2: tumor que invade toda la pared del colon
. Estadio C1: B1 con invasion ganglionar
. Estadio C2: B2 con invasion ganglionar

En 1974, se agrega una modificacion en la que se valora la invasion

de 6rganos vecinos y aparecen dos estadios mas:
. Estadio B3: invasion de 6rganos vecinos
. Estadio C3: invasion de o6rganos vecinos y de ganglios

linfaticos
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La clasificacion tumor-ndédulo-metastasis (TNM) descrita por la UICC
(International Union Against Cancer) en 1987 afiade la importancia del numero
de ganglios linfaticos infiltrados en el prondstico. La ultima revisidbn a esta

clasificacion se realizé en 2010 (TNM7. AJCC 2010):

Tx — Tumor primario no evaluables

TO — No evidencia de tumor primario

Tis — Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin invasion de la lamina
propia.

T1 — Tumor que invade la submucosa.

T2 — Tumor que invade la muscular propia

T3 — Tumor que penetra la muscular propia hasta el tejido
pericolorrectal*

T4a — Tumor que invade el peritoneo visceral*, **

T4b — Tumor que invade estructuras u 6érganos adyacentes*, **

Nx — Ganglios linfaticos no evaluables.

NO — No metéstasis a ganglios linfaticos regionales. Se debe usar
pNO si todos los ganglios linfaticos examinados fueron negativos
para metastasis, independiente del nimero de ganglios resecados.
N1 — Metastasis de uno a tres ganglios linfaticos regionales

Nla — Metastasis a un ganglios linfatico regional

N1b — Metastasis en 2 a 3 ganglios linfaticos regionales

N1c — Depdsitos tumorales en la subserosa, mesenterio, o tejido no
peritonizado pericolico o perirrectal, sin compromiso ganglios region
N2 — Metastasis de tres 0 mas ganglios linfaticos regionales

N2a - Metéastasis de 3 a 6 ganglios linfaticos regionales

N2b — Metastasis en 7 0 mas ganglios linfaticos regionales.
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M

MO — No metastasis a distancia
M1 — Metastasis a distancia
M1la — Metastasis confinada a un solo sitio u érgano.

M1b — Metastasis en mas de un sitio u 6rgano.

Estadios

Estadio 0 — Tis NO MO

Estadio | — T1 NO MO; T2 NO MO

Estadio 1A — T3 NO MO

Estadios IIB — T4a NO MO

Estadio IlIA - T1-T2 N1/N1c MO; T1 N2a MO

Estadio 1lIB — T3-T4a N1/N1c MO; T2-T3 N2a MO; T1-T2 N2b MO
Estadio IlIC — T4a N2a MO; T3-T4a N2b MO; T4b N1-N2 MO
Estadio IVa — Cualquier T Cualquier N M1a

Estadio IVb — Cualquier T Cualquier N M1b

* Se utiliza las letras V y L para denotar la presencia o ausencia de compromiso vascular o
linfatico, respectivamente. De igual forma la presencia 0 ausencia de invasion perineural
se establece con PN.

** | a invasion directa en T4 incluye el compromiso de otros 6rganos u otros segmentos
del colon o recto como resultado de la extension directa a través de la serosa y
confirmada por patologia. Para canceres de ubicacion retroperitoneal o subperitoneal, la
invasion directa de otros 6rganos o estructuras por extension mas alla de de la muscular
propia como invasién de la pared posterior en colon descendente que comprometa el
rifildn izquierdo o la pared abdominal, o0 en cancer de recto con invasioén de la préstata,
vesiculas seminales, cérvix o vagina. Si hay compromiso macroscoépico de un érgano
vecino se clasifica cT4b. Si en la patologia NO se evidencia compromiso del érgano

adyacente, se clasifica como pT1-T4a, segun el caso.
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La clasificacion TNM puede basarse en la evaluacion clinica vy
radiologica obtenida antes del tratamiento (CTNM), o en el andlisis
anatomopatolégico  postquirargico (pTNM) y contempla también las
modificaciones introducidas por el tratamiento coadyuvante preoperatorio
(YTNM). Del mismo modo se afiade el prefijo r a la clasificacion TNM (rTNM) en
los casos que han recaido tras un periodo libre de enfermedad. La
estadificacion anatomopatoldgica requiere una descripcion adecuada de los
hallazgos operatorios. Esta clasificacion no incluye sarcomas, linfomas ni
carcinoides. (AJCC Cancer Staging Manual, séptima edicién (2010) publicado

por Springer-Verlag New York).

Se disemina a otros 6rganos

Normal
Ganglio Vaso

linfatico gy sanguinep

o 2
Capas -
musculares

Submucosa+- ©°) -

Mucosa H\H -ﬂ- rwﬁ/’

FIGURA 5. Clasificacion TNM del cancer de colon y recto. Tomado del National Cancer
Institutehttp://www.cancer.gov/.
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1.1.4. Prondéstico y tasas de supervivencia.
La utilidad de estas clasificaciones consiste en que permiten realizar
estudios comparativos para evaluar el prondstico y la supervivencia a los 5

afios. A continuacion, se reflejan las diferencias en la supervivencia a los 5

afos segun los estadios tumorales (Hida y cols., 2005).

TABLA 1. Tasas de supervivencia a 5 afios

T1 97 % NO 98 %
T2 90 % N1 74 %
T3 78 % N2 51 %
T4 38 % N3 30 %
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1.1.5. Tratamiento quirargico del cancer colorrecta |

El tratamiento adecuado para el control local de la enfermedad es la
reseccion del colon donde se situe el tumor, con el pediculo vascular y los
ganglios linfaticos correspondientes.

Los pacientes que son intervenidos quirdrgicamente de cancer de
colon y recto deben firmar un consentimiento informado en el que se expliquen
los riesgos de la operacion y la posibilidad de estoma. En cirugia programada
la mortalidad durante el periodo posoperatorio es menor del 5 %, el porcentaje
de fistula en la anastomosis menor del 4 % y el porcentaje de infeccion de la
herida quirdrgica menor del 10 %. Aproximadamente, un 50 % de los pacientes
desarrollan complicaciones urinarias y trastornos sexuales (Lledo, 2000).

Segun la localizacién del tumor se distinguen los siguientes tipos de
intervencion quirdrgica:

» Colectomia derecha (Figuras 6 y 7): reseccion del ciego, colon
ascendente y angulo hepatico del colon junto con los dltimos 10-15
centimetros de ileon terminal. Se liga la arteria célica derecha en el
origen de la arteria mesentérica superior.

* Reseccion de colon transverso (Figura 8): reseccion del colon
transverso con ligadura de la arteria colica media.

» Colectomia izquierda (Figura 9): reseccion segmentaria del colon
izquierdo con ligadura de la arteria célica superior izquierda.

» Reseccion de sigma (Figura 10): reseccion del sigma con ligadura
de la arteria mesentérica inferior en su origen por debajo de la salida

de la arteria colica superior izquierda.
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» Colectomia subtotal: reseccion del colon derecho, transverso,
izquierdo y parte del sigma.
* Colectomia total: reseccion del colon derecho, transverso, izquierdo

y del sigma.

FIGURA 6. Colectomia derecha. Tomado de Lasser P, Elias D. Generalidades sobre la cirugia

de exéresis de canceres colicos. En: Enciclopedia Médico-Quirargica. Elsevier, 1993

FIGURA 7. Pieza de colectomia derecha con cancer de colon derecho
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FIGURA 8. Reseccion de colon transverso. Tomado de Lasser P, Elias D. Generalidades sobre

la cirugia de exéresis de canceres colicos. En: Enciclopedia Médico-Quirargica. Elsevier, 1993

FIGURA 9. Colectomia izquierda. Tomado de Lasser P, Elias D. Generalidades sobre la cirugia

de exéresis de canceres colicos. En: Enciclopedia Médico-Quirlrgica. Elsevier, 1993
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FIGURA 10. Reseccion de sigma. Tomado de Lasser P, Elias D. Generalidades sobre la cirugia

de exéresis de canceres colicos. En: Enciclopedia Médico-Quirargica. Elsevier, 1993

Las posibilidades del tratamiento quirargico para el cancer de recto
varian desde resecciones locales si el tumor es menor de 3 centimetros, no
invade la capa submucosa e histolégicamente esta bien diferenciado, a
resecciones anteriores bajas (Figura 11) y amputaciones abdominoperineales,
cuando el margen distal de seguridad de tumor de 2 centimetros implica la
reseccion de los esfinteres anales. En caso de anastomosis muy proximas al
esfinter es recomendable realizar un estoma de proteccion para disminuir el
riesgo de fistula en la anastomosis por problemas isquémicos.

La continuidad del transito intestinal se establece mediante
anastomosis término-terminales, término-laterales o latero-laterales (Figuras 12
y 13). Se pueden realizar de forma manual o mecanica en funcion del calibre

de los segmentos que se anastomosan y de las preferencias del cirujano, ya
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gue no existen diferencias significativas en cuanto a la aparicion de

complicaciones entre estas dos posibilidades.

FIGURA 11. Pieza de reseccion anterior baja por cancer de recto

FIGURA 12. Anastomosis término-terminal
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FIGURA 13. Anastomosis latero-lateral

Se considera que los margenes de reseccion de tejido sano de 5
centimetros proximal y 2 centimetros distal al tumor son suficientes para evitar
la recurrencia local porque se sabe que la extensién por la pared de los
carcinomas de colon por via linfatica bajo la mucosa es inferior a 4 centimetros
(OncoSur, 2007).

Para disminuir la diseminacién del cancer durante la intervencion
quirargica se ha defendido el gesto quirdrgico de ligar previamente los
pediculos vasculares antes de cualquier manipulacién del tumor. Sin embargo,
no se ha demostrado que esta técnica implique ventajas oncologicas (Wiggers
T, 1998).

La diseminacion ganglionar del tumor se produce por proximidad
anatomica. Los ganglios linfaticos invadidos son sucesivamente los peri-
cllicos, en contacto con la arcada circundante; los intermedios, en el
mesocolon vy, los pediculares, en el origen de los principales troncos arteriales.

La diseccion ganglionar debe incluir al menos 10-15 ganglios linfaticos para
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permitir al anatomopat6logo establecer un prondstico segun el niamero de
ganglios infiltrados y su localizacion.

Actualmente, la via laparoscopica presenta los mismos resultados
oncoldgicos que la via abierta.

Ademas, estamos presenciando el desarrollo de las técnicas
robdticas, de las intervenciones a través de orificios naturales, de la
microcirugia transanal y de la cirugia transanal minimamente invasiva, las
cuales auguran un futuro apasionante en las opciones quirargicas frente al

carcinoma colorrectal.
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1.2. ANATOMIA DE LAS ARTERIAS DEL COLON Y RECTO.

1.2.1. Arterias que irrigan el colon.

El colon esta irrigado por ramas de las arterias mesentéricas superior
e inferior. Cada rama de las arterias mesentéricas se bifurca en las
proximidades del colon, y las dos ramas de bifurcacion se anastomosan con las
arterias vecinas. De esta manera, se forma un arco arterial a lo largo del
intestino grueso llamado arteria marginal del colon (arteria marginalis coli), del
que parten vasos cortos que se ramifican en las dos caras del colon. Los vasos
cortos se anastomosan en la parte interna y sobre todo en el borde libre del
colon.

La arteria mesentérica superior (arteria mesentérica superior) irriga el
colon hasta la flexura célica izquierda junto con el intestino delgado y parte del
pancreas. Da las siguientes ramas (Figura 14): Arteria pancreatico-duodenal
inferior, arteria pancreatica inferior o magna, arterias yeyunales e ileales, arteria
colica media, arteria colica derecha y arteria ileocdlica. Después de dar todas
sus ramas, la arteria mesentérica superior se bifurca y se anastomosa con la
altima de las ramas ileales y con la rama ileal de la arteria ileocélica.

La arteria mesentérica inferior (arteria mesentérica inferior) irriga la
parte izquierda del colon y el recto. Sus ramas son las mas frecuentemente
estudiadas en este trabajo. Proporciona las siguientes ramas (Figura 15):
Arteria célica izquierda, tronco de las arterias sigmoideas o arteria colica

izquierda inferior y arterias rectales superiores derecha e izquierda.
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1.2.2. Arterias que irrigan el recto.
El recto esta irrigado por las arterias rectales superiores, medias e
inferiores. Ademas, la arteria sacra media puede proporcionar algunas ramas al

recto desde los dos ultimos agujeros sacros anteriores (Figura 16).

FIGURA 14. Arteria mesentérica superior y sus ramas. Tomado de http://www.theodora.com
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FIGURA 15. Arteria mesentérica inferior y sus ramas. Tomado de http://www.theodora.com/

Inferior mesenteric anery
Marginal arteries
Median sacral artery

Superior rectal anery

Right commeon iliac artery

Right external iliac anery

Right intemal iliac artery

Right superior gluteal anery
Right inferior epigastric artery
Right obturator artery

Right inferior gluteal arery
Accessory middle rectal antery
Right internal pudendal artery
Right middle rectal artery

Right inferior rectal artery

FIGURA 16. Arterias que irrigan el recto. Tomado de Gordon PH, Nivatvongs S [eds]: Principles
and Practice of Surgery for the Colon, Rectum, and Anus, 2nd ed. St. Louis, Quality Medical

Publishing, 1999
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1.3. ANGIOGENESIS TUMORAL.

La vasculogénesis comienza durante el desarrollo embrionario con la
formacion de los islotes sanguineos en el mesodermo extraembrionario del
saco vitelino, corion y pediculo de fijacion en la tercera semana de desarrollo
del feto. Alrededor del dia 18 se forman los vasos sanguineos en el
mesodermo bajo la accién inductora del endodermo subyacente (Larsen,
1993). De esta manera, algunas de las células del mesodermo se diferencian
en angioblastos, a partir de los cuales se desarrollan las células endoteliales
planas, capaces de unirse y formar tubos largos o cordones angioblasticos, que
a su vez se juntan para crear una red de plexos angioblasticos que constituyen
la configuracion inicial del sistema circulatorio (Sadler, 2006).

La angiogénesis es un proceso fisiologico que consiste en la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes. La
angiogénesis también ocurre como un proceso fisiologico en el endometrio
durante el ciclo menstrual de la mujer fértil, en el ovario con la formacién de la
red capilar folicular, en el desarrollo de la placenta (Barillari, 1998) y en los
procesos de reparacion o regeneracion de tejidos durante la cicatrizacion de las
heridas (Ganong, 2006).

Cuando se ha completado el crecimiento vascular la angiogénesis
ocurre como un proceso patologico que acompafa y favorece enfermedades
neoplasicas y no neoplasicas, como por ejemplo la isquemia cardiaca,
arterioesclerosis, hemangiomas, retinopatia diabética, artritis reumatoide,

psoriasis y Ulcera péptica (Carmeliet, 2000).
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La angiogénesis tumoral consiste en una serie de complejos pasos
consecutivos que llevan en ultimo lugar a la formacion de neovasos que
suministran sangre y nutrientes a la masa tumoral (Khosravi y cols, 2008). Este
proceso se produce cuando aparece un desequilibrio entre los factores pro y
antiangiogénicos, a favor de los factores proangiogénicos.

En general esta aceptado que ningun tumor sélido puede crecer por
encima de un tamafio critico de 1-2 mm o més de 10 millones de células sin un
aporte vascular adecuado.

En la angiogénesis tumoral se dan dos fases separadas por el llamado
"cambio angiogénico":

1. Durante la primera fase de crecimiento tumoral prevascular la neoplasia
se desarrolla sin neovascularizacion debido a que los tumores secretan
inhibidores del crecimiento como la angiostatina al torrente sanguineo.
Las lesiones rara vez sobrepasan los 2 — 3 mm, suelen ser
asintomaticas y clinicamente indetectables. Sin embargo, predominan
las micrometéastasis por su capacidad de diseminacion a otros 6rganos.
El tumor primario puede permanecer en este estado de latencia durante
afnos.

2. En la fase angiogénica de crecimiento tumoral un subgrupo de células
cancerosas se desvia hacia un fenotipo angiogénico y el tumor se
vasculariza. La lesion aumenta de tamafio, se convierte en detectable y
sintomatica, incrementa su grado de malignidad y adquiere la capacidad

de crear metastasis detectables (Fenton, 2005).
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Los vasos sanguineos tumorales formados son tortuosos, dilatados y
presentan un didmetro irregular con ramificaciones excesivas y fistulas
arteriovenosas, lo que contribuye a que el flujo sanguineo intratumoral sea
intermitente e irregular. Su pared tiene mdultiples orificios debido a que las
uniones entre las células endoteliales son anchas, la membrana basal

discontinua o incluso puede estar ausente y porque faltan pericitos y células del

musculo liso a lo largo de la pared arterial (Figuras 17 Ay B).

FIGURAS 17 Ay B. Vascularizacion tumoral en el cancer de colon. Tincién hematoxilina-eosina
(20x y 40x). Cedido por el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario 12 de
Octubre

Aunque la angiogénesis proporciona al tumor capacidad de
diseminacion hematdgena, progresion y formacion de metastasis y hay
investigaciones que objetivan una correlacion entre la actividad angiogénica y
el tamafio del tumor, tipo histolégico, estadio de Dukes y grado de malignidad
tumoral (Yonenaga y cols, 2005), existen otros estudios que demuestran que
no hay relacién entre el nUmero de microvasos por milimetro cuadrado y la

supervivencia ni el intervalo libre de enfermedad en el cancer colorrectal (Leme
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y cols, 2006). Estas diferencias se pueden explicar en parte por la
heterogeneidad de la vascularizacion dentro del tumor con zonas avasculares
de necrosis y otras muy vascularizadas. Sin embargo, a pesar de estos
resultados contradictorios, se sabe que en la secuencia adenoma-carcinoma de
los tumores colorrectales va aumentando la densidad de los microvasos, y es
especialmente alta en el carcinoma (Choi y cols, 1998).

La regulacién de la vascularizacion tumoral es un factor importante en el
desarrollo de tumores sdlidos, el flujo de sangre debe aumentar en paralelo con

el crecimiento del tumor.
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1.4. IMPORTANCIA DEL ENDOTELIO VASCULAR EN EL CANCE R.

Desde el descubrimiento por Furchgott (Furchgott, 1980) del
mecanismo de vasodilatacion mediado por un factor relajante dependiente de
endotelio, que mas tarde se identific6 como oOxido nitrico, el endotelio ha sido
considerado como un complejo dérgano sensorial capaz de reaccionar a
distintos estimulos y participar en numerosos procesos biolégicos. Una de las
aplicaciones clinicas mas relevante del conocimiento del endotelio vascular es
que puede ser utilizado como una auténtica diana para la terapia angiogénica
ya que su area de superficie es extensa, se localiza proxima a la circulacion y
juega un papel importante en la angiogénesis tumoral. Las investigaciones
sobre los tratamientos antitumorales basados en los mecanismos angiogénicos
sugieren que la quimiorradioterapia convencional puede ser mas eficaz si se
dirige hacia las células endoteliales genomicamente, mas estables que las
propias células tumorales y con un tiempo de generacion mas largo (Varda-
Bloom y cols., 2001).

El endotelio actta como una unidad funcional capaz de reaccionar a
estimulos nerviosos, humorales y mecanicos para regular el tono vascular
mediante la secrecion de sustancias vasoconstrictoras como los radicales
libres, la endotelina-1 y el tromboxano A2 y sustancias vasodilatadoras como el
oxido nitrico, la prostaciclina y el factor hiperpolarizante derivado de endotelio
(Galley y cols., 2004; Labalde, 2008; Ferrero y cols, 2008). Muchos procesos
patolégicos, entre ellos la cirrosis (Salcedo A, 2007) o la diabetes (Garcia
Villalbn y cols., 2003) pueden modificar la respuesta vascular a estas

sustancias por la disfuncion endotelial que producen.
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El 6xido nitrico se sintetiza en el endotelio a partir de la L-arginina en
una reaccion catabolizada por la NO sintasa (NOS). Difunde hacia las células
del musculo liso, activa a la guanilatociclasa y se produce GMP ciclico, que
relaja el muasculo liso. EI GMPc modifica el estado de fosforilacion de
determinados enzimas, y ademas, produce la activaciéon de la bomba de calcio
en el citoplasma, inhibiendo asi la contraccion (Figura 18). La NOS es activada
en respuesta el estiramiento y rozamiento de los vasos, por la acetilcolina y la
bradiquinina, y se inactiva con analogos de la arginina como el L-NAME,
sustancia que se utiliza para el estudio experimental de la participacién en
oxido nitrico en la respuesta vascular (Llorens y cols., 2002; Labalde y cols.,
2008).

El endotelio también sintetiza prostaciclina a partir de acido
araquidénico mediante una reaccién catabolizada por la ciclooxigenasa
(Herman y cols., 1977). La prostaciclina inhibe la agregacion plaquetaria y
genera vasodilatacion uniéndose a receptores acoplados a la proteina G del
musculo liso, que activa a la adenilatociclasa y produce AMP ciclico. Sus
acciones son opuestas a las del tromboxano A2, sintetizado en las plaquetas a
partir del mismo precursor (Figura 19). La sintesis de prostaciclina se bloquea

con el meclofenamato, un inhibidor de la ciclooxigenasa.
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FIGURA 19. Sintesis de prostaciclina
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1.5. FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VE GF).

El VEGF es una proteina sefializadora implicada en la vasculogenesis
(formacion de novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogenesis
(crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Tiene
efecto sobre células endoteliales, migracion de monocitos/macrofagos,
neuronas, células epiteliales renales y células tumorales. VEGF es secretado
por muchas células del mesénquima y del estroma. In vitro, se ha demostrado
que el VEGF estimula la division y la migracion de células endoteliales. El
VEGF también es un vasodilatador e incrementa la permeabilidad vascular;
originalmente recibia el nombre de factor de permeabilidad vascular (vascular

permeability factor).

Figura 20. Molécula de VEGF. Tomada de Ferrara N. Vascular endothelial growth factor: basic
science and clinical progress. Endocr Rev. 2004;25(4):581-611. © 2004 The Endocrine Society.

El término VEGF engloba a varias proteinas pertenecientes a dos
familias, que son el resultado del empalme (splicing) alternativo del mRNA de

un unico gen de VEGF con 8 exones.
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El factor de crecimiento dominante para el control de la angiogénesis
es el VEGF-A, anteriormente llamado factor de permeabilidad vascular (VPF)
(Ferrara y cols, 2003; Hicklin y Ellis, 2005; Ellis e Hicklin, 2008).

El VEGF-A es un miembro de la familia de VEGF, que también
contiene VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de crecimiento
placentario (PIGF). Tienen efectos en diversos procesos, incluyendo
linfangiogénesis, metabolismo y formaciéon de hueso, la hematopoyesis, y la
angiogénesis patoldgica (Carmeliet y Jain, 2011; Chung y Ferrara, 2011;

Hagberg y cols, 2012; Weiy cols, 2013).

VEGFLC

Migracion, permeabilidad, sintesis ADN, supervivencia celular
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Arlagted from Perrara M, Mat Med 20035665975
Figura 21. Familia de los factores VEGF y de sus receptores. Tomado de
http://www.boloncol.com/boletin-25/nuevas-dianas-terapeuticas-en-el-tratamiento-medico-del-

cancer.html

Los diferentes subtipos de VEGF derivan de un proceso de splicing
alternativo. El splicing alternativo es un mecanismo de la expresion génica
diferencial que permite la seleccién de sitios de empalme alternativos, inclusién
0 exclusion de exones especificos o la retencion de intrén que resulta en la
produccion de proteinas estructuralmente y funcionalmente distintos desde una

Gnica secuencia de codificacién (Kalnina y cols, 2005; Smith, 2005). Por otra
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parte, la expresion del gen VEGF esta regulado transcripcionalmente por una
diversidad de factores, incluyendo la hipoxia (Shweiki y cols, 1992), factores de
crecimiento y citoquinas (Goad y cols, 1996; Asano-Kato y cols, 2005),
hormonas (Sone y cols, 1996) (Charnock-Jones y cols, 2000), oncogenes y

genes supresores de tumor (Rak y cols, 1995) (Mukhopadhyay y cols, 1995).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gene
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Figura 22. Formas de VEGF segun splicing

El VEGF envia sefales de angiogénesis al endotelio vascular a travées
de receptores tirosin-kinasa de alta afinidad, designados VEGFR-1 (Fltl),
VEGFR-2 (FIk1 / KDR), y VEGFR-3 (Flt4). Estos receptores, que se expresan
casi exclusivamente en las células endoteliales, se caracterizan por siete
dominios de tipo inmunoglobulina en su regién extracelular, un solo dominio
transmembrana, y un dominio tirosina quinasa intracelular (Veikkola y Alitalo,

1999).
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La unién ligando-receptor produce la dimerizacion del receptor y su
activacion mediante transfosforilacion, aunque, en sitios, momentos e
intensidad diferentes.

Los receptores de VEGF (VEGFR) se expresan en las células del
endotelio tanto tumoral como no tumoral. El VEGFR-2 se estimula en tumor
frente al endotelio normal. Esta expresion pleiotropica (un solo gen es
responsable de efectos fenotipicos o caracteres distintos y no relacionados)
puede contribuir a la variabilidad de la sefializacién de VEGF en tumores.

El Neuropilin-1 (glicoproteina de superficie celular) también funciona
como receptor de VEGF por via no clasica (Neufeld y Kessler, 2008).

Existe expresion diferencial de los receptores de VEGF en las células
del borde del brote (tip cells). La célula en el borde delantero de un brote
angiogénico ("endotelial tip cell") es tanto fenotipica como funcionalmente
distinta del resto del endotelio que comprende el resto del brote ("stalk cell").
Las células de la punta son responsables principalmente de percibir los
gradientes de VEGF quimio atractivo secretadas por el tejido hipoxico.
Ademas, las células de punta expresan altos niveles de receptores VEGFR3 y
delta-Like 4 (DLL4), mientras que las células del tallo expresan altos niveles de
receptores Jagged y Notch, con sefiales paracrinas entre las células de la
punta y las del tallo que refuerzan estas diferencias fenotipicas (Tammela y
cols, 2008; Suchting y Eichmann, 2009). Es concebible que la inhibicién
farmacoldgica dirigida Unicamente contra células de la punta podria ofrecer
beneficios anti-angiogénicos altamente selectivos.

El VEGF-A es el miembro de la familia VEGF mas estudiado y

farmacolégicamente testado para la angiogénesis patoldgica. VEGF-A se
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produce por un numero de diferentes tipos de células (diversos linajes
epiteliales, células inflamatorias y hematopoyéticas, las propias células
endoteliales), actia selectivamente sobre las células endoteliales vasculares, y
es capaz de estimular la angiogénesis in vitro e in vivo. Como tal, parece
desempefiar un papel activo en la induccion, mantenimiento y crecimiento de
las células endoteliales vasculares. Debido a su asociacion tanto con la
angiogénesis normal como la anormal, se ha convertido en un objetivo
atractivo para la terapia tanto proangiogénico como antiangiogénica.

Las acciones directas de VEGF-A son:

. La estimulacién de la mitogénesis endotelial

. Promocion de la supervivencia endotelial por una via fosforilacion
kinasa dependiente

. Control de la permeabilidad vascular (vascular permeability factor);
VEGF-A es 50.000 veces mas potente en la induccion de la
permeabilidad vascular que la histamina (Dvorak y cols, 1995). El
mecanismo de accion parece ser la fenestracién del endotelio de las
pequefias vénulas y capilares a través de una Src-kinasa (Eliceiri y
cols, 1999).

. Aumento de expresion del activador de plasminégeno tisular y del
activador de plasminégeno uroguinasa, colagenasas vy
metaloproteinasas de la matriz. Todos estan involucrados en la
degradacion de la matriz extracelular, necesaria para la migracion de
células endoteliales (Pepper y cols, 1990; Rifkin y cols, 1990; Tolnay y

cols, 1998; Zuckery cols, 1998; Prager y cols, 2004).
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. En los embriones que carecen de uno de los dos alelos de VEGF, la

mutacion es letal durante la gestacion temprana (Ferrara y cols, 1996).

. Efecto vasodilatador: El efecto predominante del VEGF es la

vasodilatacién arterial, otros factores endoteliales modulan o

amortiguan dicho efecto:

- VASODILATADORES: éxido nitrico (NO), factor hiperpolarizante
(EDHF), prostaciclina (PGI2).

- VASOCONSTRICTORES: tromboxano A2 (TxA2), endotelina-1
(ET-1).

La expresion de VEGF-A esta regulada por la hipoxia, proporcionando
un mecanismo de retroalimentacion para acomodar la reducida oxigenaciéon de
los tejidos a través de la promocién de la nueva formacion de vasos
sanguineos. La regulacion de la expresion de VEGF-A por la hipoxia esta
mediada por HIF, que aumentan la transcripcion del gen VEGF (Carmeliet vy
cols, 2000; Maxwell y cols, 2001; Kuwai Yy cols, 2003; Pugh y cols, 2003).
Ademas, la hipoxia también aumenta los niveles de VEGF mediante la
estabilizacion del ARNm VEGF (Levy y cols, 1998), asi como a través de
multiples mecanismos que no implican al HIF (Mizukami y cols, 2007).

Las citoquinas tales como el EGF y TGF-beta y otras influencias (por
ejemplo, la expresién de p53) también pueden aumentar la expresion de VEGF
por un namero de diferentes mecanismos (Takahashi y cols, 1998; Benckert y
cols, 2003; Pore y cols, 2003; Ravindranath y cols, 2001; Hirata y cols, 2002).
Por el contrario, las propiedades antiangiogénicas (y antitumorales) de

interferdn alfa pueden ser mediados, al menos en parte, por la inhibicion de la
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transcripcion del gen VEGF (von Marschall y cols, 2003; Tosato, 2003; McCarty

y cols; 2002).

RESPUESTA DE LA CELULA ENDOTELIAL A LA
TINION DEL VEGF A SU RECEPTOR

VEGFR -1 i1 VEGFR -2

(Fit-1) = 11 (Fk-1, KDR)

FERMEABILIDAD —§ T CAlfls 4— PROLIFERACION

Figura 23. El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) actda en receptores en las

células endoteliales con un dominio tirosin kinasa intracelular.
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Figura 24. Las caracteristicas del tumor y el medio ambiente promueven la expresién del
VEGF. Tomado de mcr.aacrjournals.org on March 30, 2015. © 2007 American Association for

Cancer Research

Growing tumor

Small tumor Sprouting capillary

Figura 25. El tumor secreta factores de crecimiento angiogénicos , como el VEGF , para llevar a
cabo la formacién de nuevos vasos sanguineos. Esta nueva vascularizacion permitird que el
tumor obtenenga un acceso a suficiente oxigeno y nutrientes , asi como una via potencial de
propagacién. Tomado de http://jcsciphile.com/uncategorized/using-cancer-to-our-advantage/
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1.6. RESPUESTA VASCULAR Y VEGF EN LAS ARTERIAS DE LOS
CARCINOMAS COLORRECTALES:

Las arterias que irrigan los tumores presentan alteraciones tanto
morfolégicas como funcionales, que las diferencian de las arterias normales.
Las arterias que irrigan tumores gastricos, de colon o de pancreas presentan
una progresiva disminucién de la cantidad de musculo liso en su pared al
acercarse al interior del tumor, y se acompafa de deformaciones como
aneurismas o regiones colapsadas (Yaegashi y cols, 1990). Esta disminucién
de la cantidad de musculo liso y del grosor de la capa media se ha observado
también en las arterias que irrigan tumores hepatocelulares, incluso en
segmentos distantes del tumor (Suzuki y cols, 1987). Asimismo, las arterias
tumorales presentan alteraciones en su respuesta funcional. El aumento de
presion arterial en ratas producia aumento en el flujo sanguineo tanto en
tumores trasplantados como en los inducidos quimicamente, sin que se
modificase el flujo en los tejidos normales, lo que indica un trastorno en la
regulacion vascular (Suzuki y cols, 1989). La administracion intracarotidea de
histamina en ratas con gliomas trasplantados producia aumento del flujo
sanguineo en el tumor y en el tejido cerebral cercano al mismo, pero no en el
hemisferio cerebral contralateral (Nomura y cols, 2003). La liberacion o los
efectos del Oxido nitrico también pueden estar alterados en los vasos
sanguineos tumorales, puesto que la administracion de donantes de o6xido
nitrico aumentd el diametro de las arterias tumorales y el flujo sanguineo en
adenocarcinomas de colon humano implantados en ratones, asi como en
adenocarcinomas mamarios de raton, mientras que la inhibicion de la sintesis

de 6xido nitrico disminuyo el diametro arterial y flujo sanguineo en ambos tipos
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de tumor (Fukumura y cols, 1997). Asimismo, la inhibicion de la sintetasa de
oxido nitrico redujo el flujo en carcinosarcomas subcutaneos en ratas (Tozer y
cols, 1997), indicando la existencia de un tono vasodilatador mediado por 6xido
nitrico en los vasos tumorales.

Las tirosina-quinasas son una familia de proteina-quinasas presentes
en metazoos, que se asocian principalmente con los receptores de factores de
crecimiento tales como VEGF, EGF y FGF (Choura M. y A. Rebai, 2011). Las
tirosina-quinasas tienen importante papeles en varias funciones celulares como
la diferenciacién, proliferacion, apoptosis, angiogénesis, y las respuestas a los
neurotransmisores (Hunter T., 1998). Las tirosina-quinasas también
desempefian un papel fundamental en el desarrollo de células malignas en los
tumores malignos, y por lo tanto varios inhibidores de tirosina quinasas han
sido afiadidos a la lista de agentes antitumorales disponibles para el cancer
tratamiento (Madhusudan S. y T. S. Ganesan, 2004).

La fosforilacion reversible de proteinas juega un papel importante en la
regulacion de la actividad celular. El patron de fosforilacion de las proteinas de
una célula, esta determinado por la accion de proteina quinasas (que fosforilan
otras proteinas), y de proteina fosfatasas, que catalizan el proceso inverso de
defosforilacion. (Manning, G., Whyte, D. B., Martinez, R., Hunter, T., y
Sudarsanam, S.; 2002).

Las proteina quinasas se caracterizan porque unen covalentemente un
grupo fosfato, a partir de un ATP donador, a residuos de serina, treoninay / o
tirosina, de sus sustratos. La reaccion de fosfotransferencia requiere la
presencia de tres sitios especificos: un sitio de unién de ATP, un dominio que

cataliza la transferencia de un grupo fosfato del ATP, y un sitio para la union del
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sustrato (Hubbard, M. J., y Cohen, P., 1993). Las tirosina quinasas se dividen
generalmente en dos grupos: tirosina quinasas que funcionan como receptores
(RTKs) y tirosina quinasas no-receptores (no-RTKs). Las primeras, son
proteinas transmembrana que contienen un dominio extracelular por el que se
unen a diferentes ligandos, y un dominio intracelular, con actividad tirosina
quinasa (Hubbard, S. R., y Till, J. H., 2000).

La cascada de sucesos de fosforilacion resulta en amplificacion y
transmision intracelular de la sefal. Las proteina-quinasas poseen una amplia
variedad de sustratos, tales como, proteinas estructurales, enzimas
metabdlicos, reguladores del ciclo celular, factores de transcripcion, etc. Por
ello, las rutas de transduccion de sefial juegan un papel crucial en la regulacién
de procesos celulares fundamentales como el metabolismo, la proliferacién
celular, la diferenciacion celular, la supervivencia, la migracibn o la
angiogénesis.

Una perturbacion de las vias de transduccion de sefial, produce una
desregulacion de procesos como angiogénesis, apoptosis, migracion celular,
control del ciclo celular etc. y puede conducir al desarrollo de fenotipos
malignos.

La desregulacion de la actividad proteina quinasa, puede tener lugar por
diversos mecanismos. Uno de ellos, es una reordenacion genética que genere
una proteina hibrida, que contenga, el dominio catalitico de la proteina quinasa
unido a otra proteina, como es el caso de la fusion de la tirosina quinasa c-Abl
a la regién «breakpoint cluster» (BCR) en la leucemia mieloide crénica (CML).
Un segundo mecanismo, que produce la disrupcién de la funcion normal, es

una mutacién que hace a una quinasa constitutivamente activa, como es el
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caso del oncogén c-Kit en tumores gastrointestinales. Un tercer mecanismo,
implica la expresidon aumentada o aberrante de la proteina quinasa o del
ligando para la RTK, como por ejemplo, la amplificacion de la RTK, HER-2
(ErbB2 0 EGFR2) en el cadncer de mama, o la expresion aberrante del factor de
crecimiento vascular (VEGF) y su receptor (VEGFR), que aumentan la
angiogénesis y el crecimiento tumoral. Finalmente, la desregulacién de la
actividad quinasa por activacion de oncogenes o pérdida de genes supresores,
puede contribuir también a la tumorogénesis. Por ejemplo, la mutacion de la
GTPasa Ras, que conduce a desregulacién de Raf, en tanto, que la pérdida de

funcion de la proteina fosfatasa PTENactiva la serina/treonina quinasa AKT .
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1.7. OBESIDAD:

La obesidad puede definirse como un exceso de peso a expensas del
tejido adiposo. Es una auténtica epidemia mundial, el aumento de su
porcentaje en adultos se esta desarrollando de una manera geomeétrica.
Existen en la actualidad, en nuestro medio, mas personas con peso excesivo
gue con peso insuficiente.

La obesidad se asocia a un riesgo aumentado de padecer hipertension
arterial, diabetes mellitus, hiperlipidemia, enfermedad coronaria, cancer, etc.
Conlleva un elevado gasto sanitario que se incrementa anualmente, y en un
futuro puede ser dificil su sostenimiento.

La prevalencia de obesidad (IMC = 30) pas6 del 9,1% en 1993 al 15% en
2006, lo que supuso un incremento del 65%. Desde 1993 a 2006 la prevalencia
de obesidad moérbida aumenté en mas de un 200%, pues pasé de 1,8 a
6,1/1.000 habitantes. Por otro lado, en 1993 el 7,7% de los adultos espafoles
presentaban un IMC = 30 pero < 35, y en 2006 eran ya el 11,9%, lo que supuso
un incremento del 54% (Basterra-Gortari F. J. y cols., 2011). La prevalencia ha
crecido en ambos sexos, especialmente en los varones, que progresivamente
se han acercado a las mujeres. En Estados Unidos se han publicado
estimaciones de que entre 1990 y 2000 la prevalencia de obesidad mérbida se
multiplicé por 3 en varones y so6lo por 2,3 en mujeres, aunque las mujeres
presentaban mayor prevalencia (Freedman DS y cols., 2002). Esta importante
tendencia creciente de la prevalencia de obesidad morbida, tanto en varones
como en mujeres, confirma que la obesidad mérbida forma parte principal de la

epidemia de obesidad que afecta a los paises occidentales (Rose G., 2001).
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La fisiopatologia de la obesidad es compleja y pobremente conocida. No
es solamente resultado de la glotoneria, sino un problema en el cual los
predisponentes genéticos se interrelacionan con factores ambientales,
psicologicos y metabdlicos. Estudios familiares sugieren que la herencia esta
implicada en mas del 60% de los casos, aungque los factores genéticos son
insuficientes para explicar el rdpido crecimiento de la incidencia de la
enfermedad. La disminucion de la actividad fisica y el incremento de la
alimentacion rica en grasas pueden ser responsables del resto. La obesidad
secundaria a causas monofactoriales (sindrome de Cushing, origen
hipotalamico, sindromes genéticos de baja incidencia, hipotiroidismo, toma de
medicamentos, etc.) suponen menos del 1%.

La obesidad se clasifica atendiendo al indice de masa corporal (IMC), que
es la relacién del peso en kilogramos dividida por el cuadrado de la talla en

metros (kg/m?):

- Bajo Peso IMC <185

- Normopeso IMC 18.5-24.9
- Sobrepeso grado | IMC 25-26.9

- Sobrepeso grado Il IMC 27-29.9

- Obesidad grado | IMC 30-34.9

- Obesidad grado Il IMC 35-39.9

- Obesidad grado Ill o mérbida IMC 40-49.9

- Obesidad supermorbida IMC 50-59.9

- Supersuperobesidad IMC 60-64.9

- Obesidad triple IMC >65
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El tratamiento médico esta basado en dieta ejercicio, cambios conductuales,

farmacos y balon intragastrico y fracasa en mas del 95% de las ocasiones. La
dieta tiene un éxito limitado a corto plazo y casi nulo a largo plazo; los obesos
tienen dificultad para realizar ejercicio fisico; los cambios conductuales en la
ingesta son complejos y fracasan por el gran esfuerzo requerido por parte del
paciente. El tratamiento farmacolégico se basa en dos farmacos, sibutramina y
orlistat, los resultados a corto plazo son aceptables, aunque a los 1-18 meses
se vuelve a recuperar peso. El balén intragastrico consigue escasa pérdida de
peso mientras esta colocado y tras su retirada se vuelve a ganar peso.
La cirugia bariatrica es el Unico tratamiento que resulta eficaz a largo plazo (>5
afos) en pacientes con obesidad morbida, y cuando se comparan los
procedimientos quirdrgicos con los no quirdrgicos se confirma que la cirugia es
un tratamiento altamente coste-efectivo.

Las indicaciones fundamentales para realizar cirugia bariatrica serian un
IMC mayor o igual de 40 kg/m? o en pacientes con IMC mayor igual a 35 kg/m?
con comorbilidad de alto riesgo (alteraciones cardiopulmonares secundarias a
la obesidad, diabetes, problemas fisicos que condicionan la movilidad del
paciente).

Las técnicas realizadas se dividen en restrictivas (banda gastrica
ajustable, manga gastrica) y mixtas, con componente restrictivo y malabsortivo
(bypass gastrico, cruce duodenal, derivacién biliopancredtica,...).

El aumento del numero de cirugias bariatricas realizadas (Santry HP,
Gillen DL, Lauderdale DS., 2005) es un buen correlato de la creciente

prevalencia de obesidad morbida (Flegal KM, Carroll MD, Ogden CL, Curtin
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LR., 2010). Sin embargo, la gran prioridad en salud publica deberia ser la

prevencion primaria de la obesidad en el conjunto de la poblacién.

Figura 26. El aumento en el nimero de cirugias bariatricas es
un indicador del aumento en la prevalencia de la obesidad maérbida.

56



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villar

1.8. CANCER COLORRECTAL Y OBESIDAD:

Como con la mayoria de los canceres, la interaccion de la genética y el
medio ambiente juegan un papel importante en la carcinogénesis de colon
(Win, A.K., y cals., 2012).

Hay pruebas convincentes de que entre los factores del medio ambiente
encontramos la obesidad, cuya prevalencia esta aumentando en las ultimas
décadas, especialmente en los paises desarrollados, que constituye un factor
de riesgo para el desarrollo de este tipo de cancer (Frezza, E.E., M.S. Wachtel,
Y M. Chiriva-Internati, 2006). De hecho, el aumento de la grasa corporal y el
indice de masa corporal (IMC) se asocian con un mayor riesgo de cancer de
colon, tanto en animales de experimentacion (Lee, W.M., y cols., 2001) como
en los seres humanos (Giovannucci, E., y cols., 1996). Por el contrario la
restriccion caldrica, la actividad fisica y una dieta saludable se correlacionan
negativamente con el riesgo de padecer este tipo de cancer (Khan, N., F. Afaq,
y H. Mukhtar, 2010; Mai, V., y cols., 2003)].

Los mecanismos que vinculan la obesidad y el cancer colorrectal no se
conocen, pero la obesidad asociada a la inflamacion crénica es ampliamente
aceptada como un factor importante en la patogénesis del cancer de colon
(Balkwill, F. y L.M. Coussens, 2004).

El tejido adiposo ya no se considera s6lo un tejido acumulador de
energia, sino un Organo endocrino que secreta una variedad de moléculas
multifuncionales denominadas adipoquinas (Hauner, H., 2005). Algunas de

estas adipoquinas, como la IL-6 y el TNF-a, ejercen acciones pro-inflamatorias
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potentes y pueden promover la iniciacibn y la progresiéon del tumor
(Grivennikov, S.I. y M. Karin, 2011).

En la obesidad, el tejido adiposo se expande y varias moléculas
inflamatorias, tales como la MCP-1, PAI-1, IL-6, IL-1B o TNF-q, se encuentran
en mayores cantidades en el tejido (Wellen, K.E. y G.S. Hotamisligil, 2005)
contribuyendo a un estado de inflamacién crénica de bajo grado (Mcardle,
M.A., y cols., 2013).

Macrofagos residentes en el tejido adiposo son los principales
productores de citoquinas pro-inflamatorias y su namero se correlaciona de
manera directamente proporcional con el indice de masa corporal (Curat, C.A.,
y cols., 2004).

Sin embargo, se ha objetivado que los adipocitos maduros también
contribuyen a la inflamacion inducida por la obesidad no sélo por la liberacién
de una gran variedad de adipoquinas (Fain, J.N., y cols., 2004), sino también
mediante la secrecion de factores solubles que aumentan la diapédesis de
monocitos de sangre humana a través de las células endoteliales de los
capilares (Curat, C.A., y cols., 2004). La secrecion en el adipocito de estos
factores solubles se incrementa ain mas en respuesta a estimulos
inflamatorios tales como los LPS (Nakarai, H., y cols., 2012) o TNF-a (De
Vergueiro Lobo, S.M., y cols., 2012).

Por lo tanto, asistimos a la creaciéon de un entorno favorable a los
tumorigénicos como resultado de un exceso de adiposidad localizado en un
estado de inflamacién sistémica crénica de bajo grado atribuido a la produccién
de estas citoquinas inflamatorias por adipocitos y las mismas células inmunes

(Harvey, A.E., L.M. Lashinger, y S.D. Hursting, 2011).

58



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villar

Ademaés de los marcadores inflamatorios, las células adiposas también
producen factores angiogénicos tales como el VEGF (Zhang, Q.X., y cols.,
1997), o como la IGF-l, factores que contribuyen tanto al crecimiento de
tumores sélidos (Carmeliet, P. y R.K. Jain, 2000; Park, J., D.M. Euhus, y P.E.
Scherer 2011) como para el desarrollo de la obesidad (Lijnen, H.R., 2008). De
hecho se informa de que los niveles de IGF-1 sistémico, que se elevan en la
obesidad, son suficientes para acelerar el crecimiento tumoral en modelos de
cancer (Hursting, S.D., y cols., 2007). En cuanto al VEGF, se informa de que
entre todos los tejidos adiposos examinados en el cuerpo, el tejido adiposo
visceral llega a expresar el mas alto nivel de VEGF (Zhang, Q.X., y cols., 1997).
Los estudios de localizacién han demostrado que los adipocitos son la fuente
primaria de VEGF en el tejido adiposo, que puede actuar como un factor
angiogénico de supervivencia para la vascularizacion de la grasa visceral
(Cho, C.-H., y cols., 2007) y participa en la maduracion y la diferenciacion de
los adipocitos (Lijnen, H.R., y cols., 2006). Ademas, las células inflamatorias del
tejido adiposo y las células del estroma adiposo también contribuyen

significativamente a la produccion de VEGF (Rehman, J., y cols., 2005).
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OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS.

Nuestra primera hip6tesis es que, al igual que sucede con otros
estimulos vasoactivos, la respuesta al VEGF podria estar alterada en las
arterias que irrigan los tumores, y este conocimiento podria contribuir a
comprender los mecanismos que regulan el flujo sanguineo durante el
crecimiento tumoral. Como consecuencia ello permitiria disefiar tratamientos
antitumorales mas eficaces.

Por ese motivo el primer objetivo de este proyecto es analizar el efecto
del VEGF y de sus inhibidores en las arterias que irrigan tumores de colon y
recto humanos, comparandolo con los efectos en arterias normales.

También, dada la estrecha relacion entre la obesidad y CC, estudiaremos
la actividad inflamatoria en la grasa visceral de piezas obtenidas en pacientes
con carcinoma colorrectal y pacientes controles.

Nuestra segunda hipotesis es que un alto indice de masa corporal,
acompafnado de un elevado grado de adiposidad visceral en los pacientes con
cancer colorrectal podria inducir un incremento en los niveles plasmaticos de
VEGF y de otros factores angiogénicos y pro-inflamatorios que podrian afectar
al desarrollo y a la progresién del tumor. Esta mayor secrecion de factores
angiogénicos y pro-inflamatorios podria derivar, al menos en parte, del tejido
adiposo visceral peritumoral.

Por consiguiente, el segundo objetivo de nuestro estudio es valorar la
situacion inflamatoria y angiogénica en pacientes no obesos (IMC <25 kg / m2)
y obesos (IMC> 30 kg / m2) con y sin cancer colorrectal, asi como analizar el

posible papel del tejido adiposo visceral en la secrecion de factores
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angiogénicos y proinflamatorios en el cancer colorrectal. Ademas, entre los
posibles mecanismos implicados en la secrecién de factores pro-inflamatorios y
angiogénicos por el tejido adiposo peritumoral examinaremos el papel de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y receptor activado por el proliferador peroxisoma
gamma (PPAR-gamma) por ser dos factores que estan involucrados en la
iniciacion y progresion del tumor y que se encuentran extremadamente

sobrexpresados en los tumores de colon.
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MATERIAL Y METODOS
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ARTERIAL:

3.1.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes de los que se obtuvieron
los segmentos arteriales.

Para esta primera parte del estudio se reclutaron 14 pacientes
intervenidos por carcinoma colorrectal en el Hospital 12 de Octubre de Madrid.

La edad media de los mismos fue de 72 afos (rango: 45 - 83 afios). La
distribucion por sexos fue de 8 varonesy 6 mujeres. En estos pacientes y
con respecto a los factores de riesgo cardiovascular, 9 eran hipertensos, 8
diabéticos y en 5 los perfiles lipidicos estaban alterados. Todos los casos de
neoplasias de colon y recto habian presentado sintomas durante un periodo de
tiempo de menos de 6 meses: de ellos 4 manifestaron pérdida de peso, 6
hemorragia digestiva baja, 6 anemia, 7 alteraciones del ritmo intestinal, 8 dolor
abdominal y 3 trastornos relacionados con la defecacion.

Los 14 pacientes fueron diagnosticados de adenocarcinoma colorrectal
mediante el analisis anatomopatoldgico de las biopsias tomadas durante la
colonoscopia. En 5 pacientes la lesion obstruia la luz del colon y en 8 se
objetivaron polipos asociados no malignos. La distribucion de la localizacion de
la lesion tumoral fue: 8 en el colon derecho, 2 en el colon transverso, 1 en el
colon izquierdo, 1 en el sigmay 2 en el recto.

3 pacientes fueron sometidos a estudio ecografico y en todos los casos
se realiz6 una tomografia axial computarizada, en la que se objetivaron

lesiones pulmonares en 4 casos y lesiones hepaticas en 8 casos. Con respecto
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a la patologia tumoral, las lesiones hepaticas objetivadas en la tomografia axial
computarizada se describieron como metastasis hepaticas en 3 pacientes, en 2
como quistes hepaticos simples, en 2 como granulomas y en 1 como
hemangioma; y las lesiones pulmonares se definieron como ndodulos
pulmonares milimétricos en todos los casos. En el estudio preoperatorio de
todos los pacientes se incluyé una radiografia de térax, con hallazgos
patolégicos en 4 casos, y un electrocardiograma con alteraciones en 7 casos.
Con respecto a la escala de riesgo anestésico ASA (American Society of
Anasthesiologists), la distribucién de los pacientes fue la siguiente: 1 ASA I, 6

ASA I, 6 ASAlll, 1 ASA IV. (Tabla 2).
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TABLA 2. Resumen de las caracteristicas de los paci entes con cancer

colorrectal.

CANCER COLORRECTAL
] 14
NUMERO DE PACIENTES
. 72
EDAD MEDIA (afios)
8:6
SEXO (V:M)
) 9
HIPERTENSION ARTERIAL
] ] 5
ALTERACION DEL PERFIL LIPIDICO
8
DIABETES MELLITUS
3
FUMADOR
] ] ] 4
RADIOGRAFIA TORAX PATOLOGICA
] 7
ECG PATOLOGICO
, 1
RIESGO ANESTESICO:ASA |
, 6
RIESGO ANESTESICO: ASA I
] 6
RIESGO ANESTESICO: ASA Il
] 1
RIESGO ANESTESICO: ASA IV
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Las intervenciones quirargicas fueron las siguientes: 1 colectomia total, 8
hemicolectomias derechas, 1 reseccién segmentaria de colon transverso, 1
hemicolectomia izquierdas, 1 reseccién de sigma, 2 resecciones anteriores. Se
realizaron 6 anastomosis término-terminales, 1 término-lateral y 7 latero-
laterales; 12 fueron manuales con sutura biplano y 2 mecanicas con la
grapadora Curved Intraluminal Stapler CDH. El tipo de anastomosis realizado

en cada caso de reseccion de colon y recto se describe en la Tabla 3.

TABLA 3. Reseccion de colon y tipo de anastomosis ( n= 14)

ANASTS ANASTS ANASTS
) ) ANASTS ANASTS
LATERO- | TERMINO - | TERMINO - ]
MECANICA | MANUAL
LATERAL | LATERAL | TERMINAL
COLON TOTAL 0 0 1 0 1
COLON
7 0 1 0 8
DERECHO
COLON
0 0 1 0 1
TRANSVERSO
COLON
0 1 0 0 1
IZQUIERDO
SIGMA 0 0 1 1 0
RESECCION
0 0 2 1 1
ANTERIOR
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En el estudio anatomopatoldgico de la pieza obtenida se utilizaron las
clasificaciones de Astler-Coller y TNM para describir los hallazgos histologicos

(Tabla 4y 5).

TABLA 4. Distribucion de los pacientes con cancer d e colon y recto
segun la clasificacion de Astler-Coller.

NUMERO
DE PACIENTES
ESTADIO A 1
ESTADIO B1 2
ESTADIO B2 7
ESTADIO B3 1
ESTADIO C1 0
ESTADIO C2 3
ESTADIO C3 0
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TABLA 5. Distribucién de los pacientes con cancer d

segun la clasificacion TNM (n=14).

Oscar Garcia Villar

e colon y recto

T NUMERO DE N NUMERO DE M NUMERO DE
tumor PACIENTES ganglios PACIENTES metastasis PACIENTES
Tis 1 NO 10 MO 11
T1 1 N1 2 M1 3
T2 1 N 2 2
T3 7 N3 0
T4 4
En todos los casos los bordes de reseccion estaban libres de

enfermedad. La media del nimero total de ganglios linfaticos aislados incluidos

en la pieza de reseccion fue de 19,6 (rango: O - 55). La estancia media

hospitalaria de los pacientes incluidos en este estudio fue de 21,4 dias (rango:

8 - 76). La estancia media postoperatoria fue de 17,8 dias.
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3.1.2. Recoleccioén de las arterias mesentéricas hum  anas.

En este estudio, se han utilizado arterias (0,7 a 1,5 mm de diametro
externo) de 14 pacientes diagnosticados de tumor colorrectal (edad media: 72
+ 4 afos, 8 hombres y 6 mujeres). El estudio fue aprobado por el comité de
ética del Hospital 12 de Octubre y todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado para participar en el estudio antes de la cirugia.

Se diseccionaron arterias que suministraban el flujo sanguineo tanto al
tumor como al colon normal tras la cirugia de cada paciente siguiendo el
modelo de estudios previos (Ferrero y cols., 2007) y se congelaron en hielo
seco para realizar técnicas RT-PCR y de Western blot, o0 se mantuvieron en

solucién salina isoténica fria para estudiar la respuesta vascular in vitro.

ARTERIAS ALEJADAS DEL TUMOR

ARTERIAS TUMORALES

Figura 27. Arteriografia de una pieza de reseccion anterior baja por cancer de recto mediante la

canalizacion de la arteria mesentérica inferior. Arterias tumorales y alejadas del tumor.
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I I

ARTERIAS ARTERIAS ALEJADAS DEL
DEL TUMOR TUMOR

PIEZA DE COLON CON EL
TUMOR

Figura 28. Representacion esquematica del tipo de arterias utilizadas en el estudio.

Las muestras obtenidas de tejido arterial eran introducidas en solucion
salina fria y, posteriormente, transportadas inmediatamente desde los
quiréfanos del Hospital Universitario 12 de Octubre hasta los laboratorios del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma de Madrid dentro de un termo con hielo.
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Figura 29. Diseccion de las arterias tras extirpar la pieza quirargica.

Figura 30. Muestras preparadas para el estudio.
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3.1.3. Registro de la respuesta vascular.

El tiempo medio transcurrido desde la extraccién de las muestras hasta
la utilizacion de las arterias fue de menos de veinticuatro horas.

En el laboratorio las arterias se depositaron en una placa de Petri con
suero fisioldgico, colocada sobre hielo. En esta placa y con ayuda de una lente
binocular Zeizz Stemi SR se seleccionaron arterias mesentéricas de
aproximadamente 1 mm de didmetro y se cortaron en segmentos de 2 mm de
longitud para montarlas en un sistema de registro de la tensién isométrica en

un bafio de érganos.

Figura 31. Diseccion arterial bajo el microscopio éptico en el laboratorio de Fisiologia.
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Figura 32. Segmentos arteriales.

Cada segmento se prepard para el registro de la tension isométrica en
un bafio de 6rganos de 4 ml que contiene solucién de Krebs-Henseleit
modificado a 372 C (mM): NaCl, 115; KCI, 4,6; KH2PO4, 1,2; MgS04, 1,2;
CaCl2, 2,5; NaHCO3, 25; glucosa, 11. La solucién se equilibr6 con 95% de
oxigeno y 5% de di6xido de carbono a un pH de 7.3 a 7.4. Dos alambres de
acero fino (100 micras de diametro) se pasaron a través de la luz del segmento
vascular, un alambre se fijo a la pared del bafio de érganos mientras que el otro
se conecté a un medidor de tensién isométrica para su grabacién (Universal
Transduccion celular UC3 y Statham microescala accesorios UL5, Statham
Instruments, Inc.). Esta disposicion permite aplicar una tensiéon pasiva en un
plano perpendicular al eje largo del cilindro vascular. Los cambios en la fuerza
isométrica se registraron en un ordenador Macintosh mediante software Chart v
3.6/s y un sistema de adquisiciobn de datos MaclLab/8e (ADInstruments).

Se aplicd una tension pasiva 6ptima de 1 g a los segmentos vasculares y, a
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continuacién, se les permitié equilibrarse durante 60-90 min. Antes de
comenzar el experimento, los segmentos vasculares fueron estimulados con
cloruro potasio (50 mM) para determinar la contractilidad de mdusculo liso, y

los segmentos que se contrajeron menos 0,5 g se descartaron.

Figura 33. Bafio Arterial de Krebs-Henseleit

Para analizar el efecto directo de la fosforilacion de la tirosina en el tono
vascular de las arterias mesentéricas, se registraron curvas dosis-respuesta
acumulativas para ortovanadato de sodio (10*-10% M) en los segmentos
vasculares de las arterias que aportan flujo al tumor (tumoral) y de los que lo
suministran al colon normal (control) en los mismos pacientes.

Este efecto fue también medido en presencia del inhibidor de la tirosina
quinasa, genisteina (10* M) para analizar si la respuesta se debi6 a la de la
fosforilacion tirosina. Para estudiar el efecto de la fosforilacion de la tirosina
después del tratamiento con ortovanadato en respuesta a un estimulo

vasoconstrictor o vasodilatador se utilizé noradrenalina (10°-10% M) vy
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bradiquinina dependiente del endotelio (10°- 10° M) (10 M), respectivamente,
en el control y en las arterias tumorales.

El ortovanadato fue afladido al bafio de 6rganos 30 min antes de la
curvas dosis-respuesta a la noradrenalina o la bradiquinina, y antes del registro
de la relajacion a la bradiquinina, se precontrajeron las arterias con U46619
(10°-10® M) para llegar a un tono contréctil de alrededor de 3-3,5 g. La
contraccion en respuesta al ortovanadato de sodio y a la noradrenalina se
expresd como el porcentaje de la maxima contraccion producida por el potasio
(50 mM), mientras la relajacion en respuesta a bradiquinina se expresé como el
porcentaje del tono activo que se logra con U46619. En cada curva de dosis-
respuesta, el pD2 se calculé como el logaritmo negativo de la concentraciéon

qgue produce el 50% de la respuesta maxima por interpolacién geométrica.
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REGISTRO

Figura 34. Representacion esquematica del montaje experimental utilizado para el registro de
la tension isométrica
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3.1.4. Aislamiento de RNA y anadlisis RT- PCR.

El ARN total fue aislado de segmentos vasculares congelados mediante
el uso del reactivo de aislamiento TriPure (Roche, Grupo SA), segun el
protocolo sugerido por el fabricante. La concentracion y la integridad del ARN
se determinaron utilizando RNA 6000 Nano LabChip en un bioanalizador
Agilent 2100. La transcripcion inversa se realizé con High Capacity RNA-to-
cDNA Master Mix (Applied Biosystems). Los cebadores usados para la
amplificacion de cDNA se obtuvieron de TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, inventoried assays) para VEGF-A (Hs03929005 m1l),
VEGFR1 (FLT1) (Hs01052961 ml), VRGFR2 (KDR) (Hs00911700 m1), y
GAPDH (endogenous control 4352934E). La amplificacion del ADNc diana se
realizd utilizando 7900HT Fast Real-Time PCR System siguiendo las
condiciones estandarizadas de ciclo térmico: 50° C durante 2 min, 90° C
durante 10 min , seguido por 40 ciclos de 95° C durante 15 segundos y 60° C
durante 1 min. Todas las reacciones de RT - PCR se realizaron por duplicado.
El ciclo umbral (Ct) se determiné tanto para el gen diana como para GAPDH en
cada muestra, y la cuantificacion relativa de ambos genes se determinado con

el método 2-DDCT (Sellitti D.F. y cols., 2007).
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3.1.5. Analisis Western blot.

La expresion de VEGF-A, KDR, y FLT1 en muestras vasculares se midio
mediante Western blot. Los tejidos vasculares eran homogeneizados en un
tampon de lisis (en mM): 50 Tris-HCI, 125 NaCl, 1 EDTA, EGTA 1, 1% Nonidet
(NP-40) que contiene 5% del total de una mini-tab de coctel inhibidor de la
proteasa (Roche Biochemicals) y se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min a
40 C. La concentraciéon de proteina se determiné usando un método modificado
de Lowry (Peterson G. L., 1977). A continuacion, se obtuvieron 50 microgramos
de proteina en SDS-PAGE al 12% y se transfirieron electroforéticamente a una
membrana de PVDF utilizando celdas Mini Trans-Blot (BioRad laboratorios, CA,
USA). Las membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% durante 1
hora a temperatura ambiente. Después las membranas se incubaron durante
toda la noche a 4o C con anticuerpos monoclonales (Sigma) diluidos 1:1000).
Posteriormente las membranas se incubaron con una dilucion 1: 2500 de
anticuerpos secundarios con peroxidasa conjugada de rabano (Sigma-Aldrich).
Los blots fueron visualizados usando el kit ImmunoStar HRP Sustrato (Bio-Rad)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las densidades relativas de las
bandas fueron analizados utilizando Image Gauge v 4.0, proteinas Fujifilm. Las
proteinas se normalizaron con la tubulina. Los anticuerpos utilizados son
monoclonal anti-VEGF-A, monoclonal contra el VEGF-receptor 1 (FLT1),
receptor monoclonal anti- receptor VEGF 2 (KDR) diluido a (1: 1.000) y

policlonal anti-tubulina (1: 1000) (Sigma Aldrich).
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3.1.6. Analisis estadistico.

Los datos se expresan como media * error estandar de la media. Las
respuestas ortovanadato, la noradrenalina, y la bradiquinina en segmentos
vasculares del tumor y del control, tratados y no tratados con genisteina u
ortovanadato, se compararon mediante dos vias ANOVA seguido por prueba
de Bonferroni para determinar qué comparaciones fueron estadisticamente
significativas. La expresion génica y proteica de VEGF, FLT1, y KDR en

arterias control y tumorales se compararon mediante t de Student pareada.

3.1.7. Farmacos utilizados.

Los compuestos utilizados fueron (todos de Sigma) ortovanadato de
sodio (Na3V04); genisteina (5,7-dihidroxi- 3- (4 - hidroxifenil) 4H - benzopiran-
4 -ona, 4,5,7 - trihidroxi - isoflavona); L- noradrenalina ((1R) -4- (2- amino - 1 -
hidroxietil) -1,2 - bencenodiol); acetato de bradicinina, U46619 (9,11- didesoxi -

11a, 9a - epoximetano prostaglandina F2a).
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3.2. PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INFLAMATORIA D E LA GRASA
VISCERAL.

3.2.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes en  los que se han obtenido

las muestras.

El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Etico del Hospital 12
de Octubre responsable de la investigacion con sujetos humanos. Todos los
participantes fueron informados por escrito y se les pidi6 firmar un
consentimiento informado para ser parte del estudio.

Se recluto un grupo de pacientes diferentes al estudio arterial.

18 pacientes con cancer colorrectal y 18 pacientes sin cancer de colon
(controles) fueron incluidos en el estudio. Todos los pacientes fueron
estudiados por los cirujanos del Servicio de Cirugia General y Digestivo
Seccion B del Hospital 12 de Octubre de Madrid (Espafia). Ambos grupos,
control y carcinoma colorrectal, fueron clasificados en funcion de su indice de
masa corporal en no obesos (IMC <25 kg / m?) y obesos (IMC> 30 kg / m?).

En funcidon de la presencia o no de tumor colorrectal y del indice de
masa corporal los pacientes que formaron parte del estudio se distribuyeron en:
no obesos, obesos, no obesos con cancer colorrectal (NOB-CC) y obesos con
cancer colorrectal (OB-CC).

La edad media de los pacientes no obesos (voluntarios sanos) era de
37.3 afios, de los obesos (cirugia bariatrica) de 43.1 afios, de los NOB-CC de
69.7 afos y de los OB-CC de 71.5 afios.

En cada grupo, el IMC medio en kg/im? era de 22.6, 46.3, 24.3 y 33,

respectivamente.
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En cuanto al sexo, se distribuian al 50% los controles no obesos, en el
grupo de obesos las mujeres representaban el 73%, en el grupo NOB-CC estas
suponian el 66% y en el de OB-CC un 55.5%.

Presentaban diabetes mellitus el 20 % de los pacientes obesos, el 33%
de los pacientes NOB-CC y el 33% de los pacientes OB-CC. Obviamente
ningun de los pacientes no obesos sanos la presentaba.

El 44 % de los pacientes OB-CC presentaba alteracion de la funcion
renal en algun grado, no aprecidndose este hecho en los pacientes del resto de
los grupos.

El 6.6 % de los pacientes obesos y el 11.1 % de los NOB-CC
presentaban enfermedad hepatica resefiable, no asi en el resto de los grupos.

La mitad de los pacientes obesos a los que se practicé cirugia bariatrica
presentaban sindrome de apnea hipopnea. Otras comorbilidades presentes en
los 4 grupos eran hipertension arterial, dislipemia, asma o hipertrofia benigna
de prostata.

En cuanto al estadiaje en los pacientes oncolégicos en el grupo NOB-CC
presentaban un T1 el 11.1 % de los pacientes, un T2 el 22.2 % y un T3 el 66%,
mientras que en el grupo OB-CC fue de 142 %, 142 % y 71.4 %,
respectivamente.

4 pacientes del grupo NOB-CC y 3 del grupo OB-CC presentaban
afectacion ganglionar en el estudio anatomopatolégico de la pieza quirdrgica.

1 paciente de cada grupo (NOB-CC y OB-CC) presentaba metastasis a

distancia en el momento de la cirugia.
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TABLA 6. Resumen de las caracteristicas clinicas de los pacientes del
estudio de tejido graso. (ns = no significativo; a = estadisticamente
diferentes vs no obesos; b = estadisticamente difer entes vs obesos; ¢ =

estadisticamente diferentes vs NOB-CC).

NOB OB CC OB-CC p
Edad (afios) | 37,3+5,2| 43,1+ 2,969,7+3,6°| 71,5+ 3° | p=0,0025
IMC(kg/m?) | 22,6 +3,2| 46 +1,7 | 24,3+2,2|33+1,07°| P=0,019
% Q 50 73,3 66,6 55,5 ns(p=0,38§8)
%3 50 26,3 33,3 44,4 ns(p=0,38§8)
% Diabetes 0 20 33,3 33,3 ns(p=0,2773)
%
enfermedag
renal 0 0 0 44,£ | ns(p=0,0037
%
enfermedag
hepatica 0 6,6 11,1 0 ns(p=0,7711)
% T2 - - 22,2 14,2
% T3 - - 66,6 71,4
% T4 - - 0 0
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3.2.2. Recogida de muestra de plasma

Las muestras de plasma de sujetos no obesos sin carcinoma colorrectal
se obtuvieron de voluntarios sanos y el plasma y muestras de tejido adiposo de
los sujetos obesos sin cancer colorrectal fueron obtenidas de pacientes obesos
sometidos a cirugia bariatrica. Las muestras de plasma y el tejido adiposo de
pacientes con carcinoma colorrectal se obtuvieron de pacientes sometidos a
reseccion de un carcinoma de colon.

Para todos los pacientes, las muestras de sangre se obtuvieron por
puncion venosa después de un periodo de ayuno durante la noche. La sangre
se recogio en tubos que contenian EDTA como anticoagulante, y se centrifugé
a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el plasma. Las muestras de

plasma fueron inmediatamente congeladas a -80 °C p ara su posterior analisis.

3.2.3. Recogida de muestras de tejido adiposo visc  eral.

En los pacientes obesos sin cancer de colon se obtuvieron de la
zona peri-gastrica durante la cirugia bariatrica.
En los pacientes con carcinoma colorrectal se obtuvo de la zona
mesentérica durante la cirugia:
* Grasa peritumoral (TF): tejido adiposo mesentérico diseccionado

desde un lugar que rodea el tumor.

* Grasa no tumoral (NTF): tejido adiposo de un lugar no afectado

por el tumor.
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3.2.4. Inmunoensayo multiplex de las muestras de plasma:

El analisis de los niveles plasméticos de interleucina 2 (IL-2),
interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 10
(IL-10), de granulocitos-macrofagos factor estimulante de colonias (GM-CSF),
interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) se llevé a cabo en un kit de ensayo
Bio-Plex Pro Assay de 9 paneles para citoquinas, quimioquininas y factores de
crecimiento de Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU.).

El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Después
del bloqueo de los pocillos de la placa con tampd6n de ensayo éstos se lavaron
usando un colector de vacio. A continuacion se incubaron 25ul de plasma por
pocillo junto con una mezcla de esferas marcadas con un tipo de fluorescencia
diferente para cada antigeno con su correspondiente anticuerpo durante 18
horas a 4°C. Posteriormente se afadieron 25ul de anticuerpo conjugado a
biotina. Después de una incubacion durante 30 min a temperatura ambiente,
las muestras se incubaron durante 30 min con 50upl de estreptavidina
conjugada con ficoeritrina. Después del lavado, las muestras se volvieron a
suspender y un minimo de 50 cuentas por pardmetro se analizaron en el
sistema de matriz de suspension Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Espafia). Los datos brutos (media intensidad de fluorescencia (MFI)) se
analizaron utilizando el software Administrador de Bio-Plex 4.1 (Bio-Rad
Laboratories). Todas las muestras se ejecutaron dentro del mismo ensayo por

duplicado.
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3.2.5. Cultivos de explantes de tejido adiposo visceral:

Tras la diseccion las muestras de tejido adiposo se colocaron en una
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las piezas se limpiaron
cuidadosamente retirando los vasos y el tejido blando adyacente. Después de
la preparacion, las muestras de tejido adiposo se lavaron dos veces con PBS'y
se incubaron en 1 ml de medio en placas de cultivo de 24 pocillos durante 24 h
a 37 °C en un 95% de O2 y 5% incubadora de CO2. EI medio consistia en
Dulbeccos Modified Eagle’s Medium Ham’s 1:1 mezcla, DMEM: F-12 /
glutamina; Gibco (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 100 U / ml de
penicilina 'y 100 mg / ml de estreptomicina (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA).

Los explantes (aprox. 250 mg) se incubaron con diferentes tratamientos:
LPS (100 ng / ml), el inhibidor de la COX-2 meloxicam (10°° M)) y el antagonista
de PPAR-gamma Bis-fenol-A-diglicydyl éter (BADGE 10° M). Todos los
farmacos se adquirieron de Sigma Aldrich (Espafa). Tras una incubacién de 24
horas con los diferentes tratamientos los explantes y el medio de cultivo se
almacenaron durante 24 horas los sobrenadantes a - 80 ° C. Asimismo se
midid el peso humedo del tejido graso restante con el fin de expresar la nitritos

y nitratos secrecion como M/ 100 mg de grasa.
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3.2.6. Aislamiento y cultivo de adipocitos maduros.

Las muestras de tejido graso se disecaron para el aislamiento de
adipocitos maduros y se colocan en PBS. Los vasos sanguineos visibles se
retiraron cuidadosamente. Posteriormente, piezas de tejido finamente cortadas
fueron maceradas en una solucion que contenia PBS, 1 mg / ml de colagenasa
tipo | (Worthington corporacion bioquimicos, Freehold, NJ, EE.UU.) y CaClI2
(1%0) durante 90 minutos en una estufa a 37°C con una agitacion de 100 rpm /
min. Tras la digestion el tejido se filtr6 a través de una malla de algodon (250
micras), las células se lavaron cuatro veces con DMEM:F12 y se centrifugaron
a 1200 rpm durante 5 min. De la capa superior se tomaron 50 ul de adipocitos
maduros (aproximadamente 105 células) y se inocularon en 1 ml de DMEM:
F12 en placas de cultivo de 24 pocillos. Las células se incubaron en un
incubador de CO2 al 5 % a 37°C con o sin 100 ng / ml de LPS. 24 horas mas
tarde se recogio el medio de cultivo de cada pocillo y se congel6 a -20°C hasta

la medicion de nitritos y nitratos.
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3.2.7. Determinacion de nitritos y nitratos en el m  edio de cultivo.

Las concentraciones de nitritos y nitratos en el medio de cultivo se
midieron mediante un método modificado de ensayo de Griess, descrito por
Miranda y cols. en 2001.

Se afadieron 100 ul de cloruro de vanadio a 100 pl de medio de cultivo
en placa de 96 pocillos. Inmediatamente después se afiadio reactivo de Griess
(:1 mezcla de 1% sulfanilamida y 0,1% de dihidrocloruro de
naftiletilendiamina) a cada pocillo y se incubaron a 37 € durante 30 minutos.
La absorbancia se midi6é a 540 nm.

La concentracion de nitritos y nitratos se calculé utilizando una curva

estandar de NaNO2 y se expreso en pM.

3.2.8. ARN preparacion y purificacion

El ARN total se extrajo a partir de tejido adiposo visceral de acuerdo con
el protocolo Tri-reactivo (Chomczynski, P., 1993).

A continuacion, se sintetizO cDNA a partir 1 pg de ARN total usando un
kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EE.UU.).
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3.2.9. PCR cuantitativa en tiempo real.

La expresion de los genes de adiponectina, IL-6, IL-10, TNF-a, IGF-I,
VEGF, COX-2 y PPAR-gamma se analizé en explantes viscerales de tejido
adiposo peritumoral por PCR cuantitativa en tiempo real.

La PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 usando kits de ensayo-on-

demand (Applied Biosystems) para cada gen (Tabla 7).

Tabla 7. Ensayos especificos de genes humanos para PCR de
transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real. Todos los ensayos
fueron adquiridos de Applied Biosystems (Applied Bi osystems, Foster
City , CA).
Gen Referencia

PPAR-y Hs_ 01115513

COX-2 Hs_ 00153133

TNF-a Hs 01113624

Adiponectina Hs_ 00605917

VEGF Hs_00900055

IGF-1 Hs 01547656

HPRT-1 Hs_02800695

IL-6 Hs_00985639

IL-10 Hs_00961622

TagMan PCR Universal Master Mix (Applied Biosystems) se utilizé para
la amplificaciébn de acuerdo con el protocolo del fabricante en una maquina

Step One (Applied Biosystems).
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Los valores se normalizaron utiizando el gen de |Ila
fosforibosiltransferasa hipoxantina-guanina (HPRT).

De acuerdo con las directrices del fabricante, se utilizé el método AACT
para determinar los niveles relativos de expresion. Las estadisticas se

realizaron utilizando los valores AACT (Livak, K.J. y Schmittgen T.D, 2001)

3.2.10. Andlisis estadistico.

Para el andlisis estadistico se utilizo el software Graph-Pad 5.0.

Los niveles plasmaticos de citoquinas pro - inflamatorias y factores
angiogénicos fueron analizados por ANOVA de dos vias con el cancer y la
obesidad como factores, seguido por la prueba post-hoc de Bonferroni (n = 9
pacientes / grupo).

En experimentos in vitro se llevaron a cabo estos en cuatro pacientes de
cada grupo experimental, tanto para explantes de tejido adiposo como para
adipocitos maduros. Al menos 6 explantes o 6 pocillos con adipocitos maduros
de cada tipo de grasa se incubaron con o sin LPS. La expresion de genes de
adipocitokina a partir de explantes y las concentraciones de nitritos y nitratos de
ambos explantes y adipocitos maduros eran analizar por ANOVA de una via
seguida por el test post-hoc Bonferroni. Los valores se expresan como la media
(x error estandar de la media) y un valor de p < 0,05 fue considerado

significativo

90



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villar

RESULTADOS

91



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villar

4. RESULTADOS.

4.1. ESTUDIO VASCULAR:

4.1.1. Respuesta de las arterias al ortovanadato s6 dico en

presencia/ausencia de genisteina.

La estimulacion con cloruro de potasio (50 mM) produjo una contraccion
similar en arterias tumorales (3,27 £ 0,22 g ) y arterias controles ( 3,18 £ 0,28
g). El ortovanadato de sodio indujo vasoconstriccion de una manera dosis-
dependiente tanto en arterias tumorales (n=10) como en arterias controles
(n=9), si bien dicha contraccion fue menor en las arterias tumorales que en las

controles. (Figura 1; p<0.05)).
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Contraccian 4 '[
(%% KC1S0 mhd) r

Ortovanadato sodico (- log ki)

—{ Cartrol
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Figura 35. La contraccién en respuesta al ortovanadato sédico (10”-10% M) de las arterias
mesentéricas que suministran sangre a los tumores colorrectales (tumor, n = 10) y aquellas que
suministran al colon normal (control, n = 9), en ausencia o en presencia de genisteina (10™* M,
n = 4). Los valores representan la media = error estandar de la media. * P < 0.05
estadisticamente significativa frente control.
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Esta contraccion con ortovanadato se redujo con la genisteina, tanto en

segmentos arteriales tumorales como en los controles (n = 4 en ambos

grupos).
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4.1.2 Respuestas de las arterias a la noradrenalina  en presencia/ausencia

de ortovanadato sédico.

La noradrenalina también produjo una contraccién dosis dependiente,
que era similar en las arterias controles y en las arterias tumorales (PD2 = 6,20
+ 0,07, n = 6 frente a 6,52 £ 0,23, n= 6, respectivamente) (Figura 36). En las
arterias controles, el pretratamiento con ortovanadato de sodio no modificé la
contraccion a la noradrenalina (pD2 = 6,13 + 0,35, n = 7). Sin embargo, la
contraccion a la noradrenalina en los segmentos de arterias tumorales tratados
con ortovanadato fue menor (pD2 = 5,68 £+ 0,12, n = 6, p <0,05) que en los

segmentos de arterias tumorales no tratados.
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Figura 36. La contraccién en respuesta a la noradrenalina (10'9-10'4 M) de las arterias
mesentéricas que suministran sangre a los tumores colorrectales (tumores, n = 6) y aquellos
que la suministran al colon normal (control, n = 6), tratados o no tratados (n = 6-7) con
ortovanadato sédico (10 M). Los valores representan la media + error estandar de la media. **
P < 0,01; * P < 0,05 estadisticamente significativo en comparacién con los segmentos no
tratados.
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4.1.3. Respuesta de las arterias a la bradiquinina  en presencia/ausencia

de ortovanadato.

En los segmentos precontraidos con U46619, la bradiquinina produjo
una relajacion de manera dosis-dependiente, que era similar en arterias
controles y tumorales (PD2 = 6,89 £ 0.30, n = 7 frente a 7,11 + 0,24, n = 7,

respectivamente) (Figura 37).
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Figura 37. Relajacion en respuesta a la bradikinina (10'9-10'5 M) de arterias mesentéricas que
suministran sangre a los tumores colorrectales (tumores, n = 7) y aquellas que la suministran al
colon normal (control, n = 7), precontraidas con U46619 tratadas y no tratadas (n = 8) con
sodio ortovanadato (10° M). Los valores se representan como la media + error estandar de la
media. * P < 0,05 estadisticamente significativa en comparacién con los segmentos no tratados.

El tratamiento con ortovanadato de sodio redujo esta relajacion en
arterias de control (PD2 = 6,00 + 0,15, n = 8, p <0,05); sin embargo, en las
arterias tumorales, este tratamiento no modifico la relajacion de la bradiquinina
(pD2 = 6,67 £ 0,27, n = 8). El tono contractil producido por U46619 fue similar
en las arterias tumorales y controles, con y sin pretratamiento con ortovanadato

de sodio.
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4.1.4. Expresion génica de los receptores de VEGF e  n tejido arterial.

El analisis cuantitativo de PCR-RT reveld una significativa disminucion
de la expresion de VEGF-A en las arterias tumorales en comparacion con el
control (1,18 + 0,20 frente a 0,36 £ 0,06, p <0,05). La expresion del gen de KDR
y FLT1, principales receptores de VEGF-A en las arterias, fue
significativamente menor en arterias tumorales que en arterias controles (60% y

64%, respectivamente, p <0,05). (Figura 38).
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Figura 38: Andlisis RT-PCR de la expresion de ARNm para VEGF-A, FLT1 y KDR en las
arterias mesentéricas que suministran sangre a los tumores colorrectales (tumor, n = 6) y los
gue la suministran al colon normal (control, n = 6). Los valores se normalizaron a la expresién
del ARNm GAPDH. Los datos son presentan como media * error estandar de la media. * P <
0.05 estadisticamente significativa frente muestras de control.

96



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villar

4.1.5. Expresion proteica de los receptores de VEGF  en tejido arterial.

Posteriormente, investigamos la expresion proteica del VEGF-A, FLT1,
y KDR por Western blot y encontramos que la expresion proteica de VEGF-A 'y
FLT1 fue similar en el control y en los tejidos vasculares tumorales. Sin
embargo, en las muestras de arterias tumorales, hay un aumento significativo

en la expresion de la proteina de KDR (P<0.05 vs control). (Figura 39).
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Figura 39. Expresion de proteinas en las arterias mesentéricas que suministran sangre a los
tumores colorrectales (T, n = 10) y las que lo hacen al colon normal (C, n = 10). VEGF-A, FLT1,
KDR vy la expresion de a - tubulina se determinaron por Western Blot. Los datos se presentan
como medias + error estandar de la media. * P < 0,05 estadisticamente significativo en
comparacion con las muestras de control.
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4.2. ESTUDIO DE LOS NIVELES SERICOS DE FACTORES PRO-
INFLAMATORIOS Y ANGIOGENICOS:

Los niveles séricos de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFNY vy

VEGF se muestran en la Tabla 8.

NO OBESO| OBESO NOB-CC OB-CC
IL-2 (pg/ml) ND 1,48 £0,74 | ND 0,39+0,12
IL-4 (pg/ml) 0,38+ 0,09 | 0,14+ 0,07| 0,24+ 0,080,87 + 0,18
IL-6 (pg/ml) 2,19+ 0,58 | 5,19+ 1,16] 4,86+ 1,5113,60+2,93"
IL-8 (pg/ml) 5,18 + 0,40| 4,23+ 0,42/ 9,60+ 1,77 | 15,64 +3,56°
IL-10 (pg/ml) 022+ 0,11 | 2,29+ 1,44 225+ 1,22 328+ 1,40
GM-CSF 356+ 17,8 | 1529+ 4,47 22,33+ 7,0871,7 + 7%
(pg/ml)

IFN-Y (pg/ml) [2,71+ 2,71 | 44,34+ 275 7,48+ 3,78 84,45 285,
TNF-a (pg/ml) [1,33+ 1,33 | 2,36+ 1,32 0,95+ 0,48 3,91+ 1,20
VEGF (pg/ml) | 16,88 11,23 38,27 +13,04 40,54 +14,7084 + 53"

TABLA 8. Niveles plasmaticos de interleuquinas (IL
factor estimulante de colonias de granulocitos y ma
del interferon-gamma (IFN-
y del factor de crecimiento endotelial vascular (VE
obesos y obesos con y sin colorrectal. Los datos se
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Ni el cancer ni la obesidad inducen un efecto significativo en IL-2, IL-10,
IFN-y y los niveles séricos de TNF-a. Sin embargo, los niveles de IL-6 en suero
se incrementaron en respuesta tanto al carcinoma colorrectal (F = 8,78; P
<0,01) como a la obesidad (F = 7,82; P <0,01). Los pacientes OB-CC
presentaron mayores niveles de IL-6 que los pacientes no obesos con y sin
carcinoma colorrectal (P <0,05 para ambos) y que los pacientes obesos sin
cancer colorrectal (P <0,01). Igualmente los niveles séricos de IL-4 fueron
significativamente superiores en los pacientes CC-OB en comparacion con los
pacientes obesos (p <0,001) y los pacientes no obesos con CC (P <0,01).

Los niveles séricos de IL-8 se mantuvieron sin cambios en respuesta a la
obesidad, pero aumentaron en respuesta al carcinoma colorrectal (F = 16.86, P
<0,001). Los pacientes OB-CC mostraron niveles mas elevados de esta
citoquina en comparacion con los pacientes obesos sin carcinoma colorrectal y
con los pacientes NOB-CC (P <0,001).

Las concentraciones séricas de GM-CSF estaban incrementadas en los
pacientes OB-CC en comparacién con los pacientes obesos (P <0,01) y con los
pacientes NOB-CC (P <0,05).

Por ultimo, los niveles séricos de VEGF se encontraban incrementados
en respuesta tanto al cancer (F = 8.71, P <0,01) como a la obesidad (F = 6.90,
P <0.05). Ademas, los pacientes OB-CC tenian niveles significativamente mas
altos de este factor angiogénico que los pacientes NOB-CC y los no obesos sin
carcinoma colorrectal (p <0,05 y p <0,01, respectivamente), y que los pacientes

obesos sin cancer colorrectal (P <0,01).
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4.3. ESTUDIO DEL TEJIDO ADIPOSO VISCERAL:

4.3.1. Concentraciones de nitritos y nitratos en ex plantes de tejido

adiposo visceral abdominal.

Las concentraciones basales e inducidas por LPS de nitritos y nitratos
procedentes de explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas de
pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes con carcinoma
colorrectal se muestran en las figuras 40 y 41, respectivamente. Dentro de los
pacientes con carcinoma colorrectal, la grasa visceral abdominal procedente de
un lugar alejado del tumor se considerd grasa no tumoral (NTF), mientras que
la grasa visceral abdominal que rodea el tumor se consider6 grasa tumoral (TF)
Las concentraciones de nitritos y nitratos secretadas por los explantes NTF
fueron similares a las de los explantes de los pacientes sin carcinoma
colorrectal. Sin embargo, las concentraciones de nitritos y nitratos secretadas
por explantes TF fueron significativamente mas altas que las secretadas por
los explantes controles (P <0,01). Del mismo modo, la administracién al medio
de cultivo de LPS (1-10000 ng / ml) indujo una mayor liberaciéon de nitritos y
nitratos en TF que en explantes NTF a todas las dosis estudiadas (P <0,05

para todos).

100



Tesis Doctoral Oscar Garcia Villa

= = =
L] = [+)]

1 1 ]
x.

=
Q
1

NO2+NO3 (uM/100mg)
[#2]

NTF TF

CONTROL cC

Figura 40. Concentraciones basales de nitritos y nitratos procedentes de explantes de la grasa
visceral abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes con
carcinoma colorrectal. Los datos se representan como la media * error estandar de la media

(n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (* P < 0,05 frente a control).
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Figura 41. Concentraciones de nitritos y nitratos inducidas por LPS procedentes de explantes
de la grasa visceral abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
pacientes con carcinoma colorrectal. Los datos se representan como la media + error estandar
de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (# P < 0.05 vs NTF; ##
P <0.01 vs NTF).
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Dentro de los explantes TF la liberacién de nitritos y nitratos fue
significativamente mayor en explantes de pacientes obesos en comparacion

con los pacientes no obesos con cancer colorrectal (P <0,001; Figura 42).
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Figura 42. Grafica de liberacién de nitritos y nitratos en pacientes NOB-CC Y OB-CC. Los datos
se representan como la media + error estandar de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes
diferentes en cada grupo). ($$ P < 0.01 vs NOB-CC).
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4.3.2. Concentraciones de nitritos y nitratos en lo s adipocitos maduros

aisladas de tejido adiposo visceral abdominal.

La liberacion de nitritos y nitratos se mantuvo sin cambios en los
adipocitos maduros aislados de NTF comparados con los adipocitos maduros
aislados de la grasa de control. Por el contrario, los adipocitos maduros
aislados de TF liberaron concentraciones significativamente mas altas de
nitritos y nitratos que los adipocitos maduros aislados de la grasa de control.
Del mismo modo, la administracion de LPS (1-10000 ng / ml) al medio de
cultivo indujo una mayor liberacion de nitritos y nitratos en adipocitos
procedentes del TF que en adipocitos procedentes de NTF a todas las dosis

estudiadas (P <0,05 para todos). (Figuras 43 y 44).
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Figura 43. Concentraciones basales de nitritos y nitratos procedentes de adipocitos maduros de
la grasa visceral abdominal obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y
pacientes con carcinoma colorrectal. Los datos se representan como la media + error estandar
de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (* P < 0,05 frente a

control).
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FIGURA 44. Concentraciones de nitritos y nitratos inducidas por LPS procedentes de
adipocitos maduros de la grasa visceral abdominal obtenidas de pacientes sin cancer
colorrectal (controles) y pacientes con carcinoma colorrectal. Los datos se representan como
la media + error estandar de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada
grupo). (# P <0.05 vs NTF; ## P < 0.01 vs NTF).
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4.3.3. Expresion génica de la adiponectina, IL-6, | L-10 y TNF-a en

explantes TF.

Dado que las concentraciones de nitritos y nitratos solo se vieron
modificadas en el tejido adiposo peritumoral (TF) y no en el tejido adiposo
alejado del tumor (NTF), la expresién génica de diferentes citoquinas pro y anti-
inflamatorias y factores angiogénicos se midid0 Unicamente en explantes
procedentes de TF.

La expresion de adiponectina fue mayor en el TF de los pacientes con
carcinoma colorrectal, tanto delgados como obesos, en comparacion con los
controles (P <0.05 y P <0,01, respectivamente; Figura 45). Dentro de los
pacientes carcinoma colorrectal, la expresién génica de adiponectina fue mayor
en explantes TF de pacientes obesos que en los explantes TF de pacientes
delgados (P <0,05). La administracion de LPS no modificd los niveles de

expresion de adiponectina en ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 45. Expresion génica de la adiponectina en explantes de la grasa visceral abdominal
obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal
y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la
media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia
estadisticamente significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa
frente a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d =
diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS).

La expresion génica de IL-6 y de IL-10 se mantuvo sin cambios en
explantes TF de pacientes con cancer colorrectal, tanto obesos como no
obesos, en comparacion con los controles (Figura 46 y 47). EI LPS aumenté
tanto la expresion de IL-6 como de IL-10 en explantes TF de pacientes del
grupo control (p <0,001) y en explantes TF de pacientes OB-CC (P <0,001),
pero no en explantes TF de pacientes no obesos con cancer colorrectal. El
aumento en la expresion de IL-6 inducido por el LPS fue significativamente
mayor en los explantes TF de pacientes de control que en explantes TF de

pacientes OB-CC (P <0,001).
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Figura 46. Expresion génica de la IL-6 en explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas
de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a
LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (n = 6
explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente a control + LPS;
¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d = diferencia estadisticamente
significativa frente a NOB-CC + LPS, e = diferencia estadisticamente significativa de OB-CC)
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Figura 47. Expresion génica de la IL-10 en explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas
de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a
LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (n = 6
explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente a control + LPS;
¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d = diferencia estadisticamente
significativa frente a NOB-CC + LPS; e = diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).
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La expresion de TNF-a estaba aumentada en explantes TF de pacientes
con céancer colorrectal, tanto delgados como obesos, en comparacion con
explantes de pacientes del grupo control (p <0,01 y p <0,05, respectivamente).
La administracién de LPS aumentd de manera similar la expresion génica de
TNF-a en explantes de pacientes del grupo control (p <0,001) y en explantes
TF de pacientes OB-CC (P <0.01) y disminuyd la expresiéon de TNF-a en

explantes TF de pacientes NOB-CC (P <0,05). (Figura 48)
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Figura 48. Expresion génica del TNF-Q en explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas
de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a
LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (n =6
explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente a control + LPS;
¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; e = diferencia estadisticamente
significativa de OB-CC).
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4.3.4. Expresion génica del IGF-1 y del VEGF en exp lantes TF.

La expresion del gen IGF-1 se muestra en la Figura 49.

La expresion del gen del IGF-I fue significativamente mayor en los
explantes TF de pacientes con carcinoma colorrectal, tanto obesos como no
obesos, en comparacion con los explantes controles (P <0.05 y P <0,01,
respectivamente). La administracion de LPS redujo los niveles de IGF-I mRNA
en explantes de control y en explantes TF de pacientes NOB-CC (P <0,05 para

ambos), pero no en explantes TF de pacientes OB-CC.
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Figura 49. Expresion génica del IGF-1 en explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas
de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a
LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (n = 6
explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente a control + LPS;
¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d = diferencia estadisticamente
significativa frente a NOB-CC + LPS).
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La expresion del gen del VEGF no se modific6 en explantes TF de
pacientes NOB-CC pero se redujo significativamente en explantes de pacientes
OB-CC en comparaciéon con explantes de control (P <0,05; Figura 50). El LPS
aumentod significativamente la expresion del gen VEGF en explantes de control

(P <0,05), pero no en explantes TF de pacientes carcinoma colorrectal.
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Figura 50. Expresion génica del IGF-1 en explantes de la grasa visceral abdominal obtenidas
de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal y frente a
LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media * error estandar de la media (n = 6
explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia estadisticamente
significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa frente a control + LPS;
¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d = diferencia estadisticamente
significativa frente a NOB-CC + LPS).
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4.3.5. Expresion génica de COX-2 y PPAR-gamma en ex plantes TF.

La expresion génica de la COX-2 estaba incrementada en explantes TF
de pacientes con cancer colorrectal, tanto no obesos como obesos, en
comparacion con los controles (p <0,05 para ambos; Figura 51). La
administracion de LPS aumento significativamente los niveles de COX-2 RNAmM
en explantes de control y en mayor medida en explantes TF de pacientes OB-

CC (P <0,001 y P <0,05, respectivamente).
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Figura 51. Expresion génica de COX-2 en explantes de la grasa visceral abdominal
obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal
y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media + error estandar de la
media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia
estadisticamente significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa

frente a control + LPS; e = diferencia estadisticamente significativa de OB-CC).
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Los niveles de ARNm de PPAR-gamma en explantes de pacientes de
control y cancer colorrectal se muestran en la Figura 52. El carcinoma
colorrectal indujo una estimulacion en los niveles de mRNA de PPAR-gamma
en explantes TF tanto en pacientes delgados como en obesos. El LPS
disminuy6 significativamente la expresion del gen PPAR-gamma en explantes
de control y en explantes TF de pacientes no obesos con CC (P <0,05 para

ambos) pero no en explantes de pacientes TF OB-CC.
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Figura 52. Expresion génica de PPARG-gamma en explantes de la grasa visceral abdominal
obtenidas de pacientes sin cancer colorrectal (controles) y pacientes NOB-CC y OB-CC basal
y frente a LPS (100 ng/ml). Los datos se representan como la media + error estandar de la
media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia
estadisticamente significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa
frente a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC; d =

diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS).
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4.3.6. Concentraciones de nitritos y nitratos de ex  plantes y de adipocitos

maduros de TF en respuesta al LPS en presencia de m  eloxicam y BADGE.

Para estos experimentos sélo se utilizaron explantes TF de pacientes
OB-CC.

La liberacion de nitritos y nitratos en explantes de TF basal y en
respuesta al LPS y en presencia del inhibidor de la COX-2 meloxicam (10° M) y
del antagonista de PPAR-gamma bisfenol A diglicidiléter (BADGE) (10° M) se
representa en la Figura 53. EI LPS aumentd la liberacion de nitritos y nitratos
en explantes TF (P<0.05) mientras que el meloxicam y el BADGE por si solos
no modificaron la liberacién de nitritos y nitratos al medio de cultivo. Por el
contrario tanto el meloxicam como el BADGE aumentaron la produccion de
nitritos y nitratos en explantes TF al afiadirse junto con LPS (P <0,01 para

ambos).
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Figura 53. Liberacion de nitritos y nitratos en explantes de grasa, basal y en respuesta al LPS
en pacientes OB-CC en ausencia (CONTROL) y en presencia de meloxicam (10° M) y de
bisfenol A diglicidiléter (BADGE) (10”° M). Los datos se representan como la media + error
estandar de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia
estadisticamente significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa
frente a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a meloxicam 10° M; d
= diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS; e = diferencia
estadisticamente significativa frente a BADGE 107 M).
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La secrecion de nitritos y nitratos en presencia de LPS, meloxicam y
BADGE se evalu6 también en adipocitos maduros aislados de TF. El LPS y el
meloxicam aumentaron la liberacion de nitritos y nitratos al medio de cultivo
(P<0.01 para ambos). La incubacién de los adipocitos con meloxicam o
BADGE no previnieron el aumento en la liberacion de nitritos y nitratos inducido
por el LPS. De hecho, la liberaciébn de nitrito y nitrato fue mayor en los
adipocitos incubados con BADGE + LPS que en los adipocitos incubados solo

con LPS (P <0,05). (Figura 54).

16
O BASAL abe
14 BWLPS{100 ng/ml) a
a
12
bed

£ 10
=
o
= 8
-+
o
=]
Z 6

4

2

0

CONTROL MK 10-9M BADGE 10-9 M

Figura 54. Liberacion de nitritos y nitratos en adipocitos maduros, basal y en respuesta al LPS
en pacientes OB-CC en ausencia (CONTROL) y en presencia de meloxicam (10° M) y de
bisfenol A diglicidiléter (BADGE) (10”° M). Los datos se representan como la media + error
estandar de la media (n = 6 explantes de 4 pacientes diferentes en cada grupo). (a = diferencia
estadisticamente significativa frente a control; b = diferencia estadisticamente significativa
frente a control + LPS; ¢ = diferencia estadisticamente significativa frente a meloxicam 10°M; d
= diferencia estadisticamente significativa frente a NOB-CC + LPS; e = diferencia
estadisticamente significativa frente a BADGE 107 M).
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DISCUSION
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5. DISCUSION.

Los estudios sobre los efectos del VEGF se han realizado
fundamentalmente en modelos experimentales, principalmente en animales, y
en arterias humanas procedentes de autopsias. Nuestro estudio se ha
realizado en arterias humanas y tejido graso extraidos de pacientes
intervenidos quirurgicamente con el diagnoéstico de adenocarcinoma colorrectal
por lo que nos acerca, en mayor grado, a la situacion mas fisiolégica en la que
se desarrollan este tipo de tumores.

El manejo de las piezas quirdrgicas debe ser exquisito para evitar el
dafio y exéresis de los ganglios locorregionales y asi no comprometer el
estadiaje tumoral del que depende la necesidad o no de tratamiento
coadyuvante postquirdrgico en ausencia de metastasis a distancia. En nuestro
caso, las piezas fueron manejadas Unicamente por dos cirujanos colorrectales
expertos y el estadiaje no se vio afectado en ninguno de los pacientes.

El masculo liso vascular y el endotelio de dichas arterias estaban en
buenas condiciones porque respondian al potasio y relajaban a la bradiquinina
de manera adecuada al inicio de los estudios.

El VEGF también induce vasodilatacion dosis dependiente in vitro y
produce taquicardia transitoria e hipotension cuando se administra via
sistémica. Estos efectos parecen estar mediados por el 6xido nitrico derivado
de las células endoteliales (Yang R. Thomas GR, Bunting S, Ko A, Ferrara N,
Keyt B, Ross J, Jin H, 1996; Ku DD, Zaleski JK, Liu S, Brock TA. 1993).

Los tumores solidos, independientemente de su tipo y origen, para su
crecimiento precisan oxigeno y nutrientes que sélo pueden ser aportados por

una buena irrigacion sanguinea. Por ello, estimulan la formacién de nuevos
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vasos sanguineos mediante la produccién de factores como VEGF que son
mitogénicos para células vasculares endoteliales y que juegan un papel
esencial en la angiogénesis. Los VEGF son segregados por células tumorales y
macréfagos y se unen a VEGFR, otra familia de RTKs. Hay tres miembros de
VEGFR: VEGFR1 (conocido también como fms-like tirosina quinasa o FLT1),
VEGFR2 (Kinase insert domain receptor KDR o FLK-1) y VEGFR3 (también
conocido como fms-like tirosina quinasa 4 o FLT 4). La variante soluble,
SVEGFR1, carece del dominio intracelular tirosina quinasa. VEGFR1 vy
VEGFR2 median el proceso de angiogénesis mientras que VEGFR2 y VEGFR3
estan implicados en linfoangiogénesis, es decir el crecimiento de nuevos vasos
linfaticos. La linfoangiogénesis, acompafia muchas veces a la angiogénesis y
contribuye a la metastasis tumoral. La expresion de VEGFR es especifica de
célula. Todo ello, hace que la angiogénesis constituya una estrategia muy
interesante, en el tratamiento anticanceroso (Ortiz Mel6n, JM., 2009).

La accion del VEGF se lleva a cabo a través de un sistema de
fosforilacién reversible que permite la activacion de diferentes proteinas que
median la angiogénesis.

La fosforilacién de la tirosina también puede regular la contraccion del
musculo liso vascular. Las células del muasculo liso vascular muestran niveles
de actividad de la tirosina quinasa que son relativamente altos (Elberg G., J. Li,
A. Leibovitch, y Y. Shechter, 1995). La inhibicién de la tirosina-fosfatasa con
sodio ortovanadato produce contraccion de musculos lisos de aorta de rata (Yu
J., Mizumoto K. y cols, 2005) o del pene de rata arteria (Villalba N., A. Kun, E.
Stankevicius, y U. Simonsen, 2010) y la hipoxia estimula la contraccion en

venas pulmonares de ovejas (Uzun O. y A. T. Demiry'urek, 2003) y la
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serotonina en la arteria basilar de la rata (Kitazono T., S. Ibayashi,T.Nagao,K.
Fujii, T. Kagiyama, y M. Fujishima, 1998).

La fosforilaciébn de la tirosina puede ser la base de una regulacion
diferencial de la funcion vascular en tumores colorrectales. La fosforilaciéon de
la tirosina se sabe que puede producir contraccién en la musculatura lisa
vascular (Yu J., K.Mizumoto, T. Kakutani, A. Hasegawa, K. Ogawa, and Y.
Hatano, 2005) y no vascular (Alcén S. y cols., 2000; Grasa L. y cols., 2006; Kafl
H. E. y Elkashef H. A., 2006; Zhao L. y cols., 2012).

En nuestro estudio, la inhibicibn de las tirosina-fosfatasas por
ortovanadato ha producido efectivamente vasoconstriccibn de arterias
mesentéricas. Esta contraccion se inhibié por el inhibidor de tirosina quinasa,
genisteina, lo que sugiere que es debido al aumento de la fosforilacion de
tirosina. La contraccion producida por la fosforilacion de tirosina ha sido
relacionada con un aumento en el flujo de calcio (Villalba N., Kun A,
Stankevicius E., Simonsen Y. U., 2010; Wijetunge S. y cols., 1996) o aumento
de la sensibilidad al calcio de los mecanismos contractiles intracelulares (Masui
H. y Wakabayashi I., 2000; Di Salvo J., Pfitzer G. y Semenchuk L. A., 1994).

Aunque el ortovanadato contrajo tanto las arterias control como las
tumorales, la contraccién fue menor en arterias tumorales, lo que sugiere una
reduccion de la fosforilacion de la tirosina en el efecto contractil en estas
arterias. También, hemos encontrado que el ortovanadato reduce la
contraccion a la noradrenalina en arterias tumorales, pero no en las arterias de
control. Esto contrasta con las observaciones en aorta y las arterias
mesentéricas de conejo, en las que la fosforilaciéon de la tirosina aumenta la

vasoconstriccion adrenérgica (Adegunloye B. J. y cols., 2003). Por lo tanto, el
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efecto inhibidor observado en el presente estudio puede ser especifico para las
arterias tumorales. Si la fosforilacién de la tirosina tiene un efecto inhibidor en
las arterias tumorales pero no en las arterias normales, también se podria
explicar la menor contraccion producida por el ortovanadato en las arterias
tumorales en base al efecto inhibidor de la fosforilaciébn que podria contrarrestar
la vasoconstriccion, que si es observada en las arterias de control.

El ortovanadato también redujo la vasodilatacibn dependiente del
endotelio en las arterias mesentéricas de arterias controles. Algunos estudios
han encontrado que las tirosina quinasas pueden aumentar la liberacion de
oxido nitrico endotelial (Kitazono T., Ibayashi S., Nagao T., Fujii K., Kagiyama
T., y Fujishima M., 1998; Hisayama T. y cols., 1995; Mulle J. M. y cols., 1996;
Nakaike R. y cols., 1996; Sharma S. y cols., 2011; Yousif M. H. M.y caols.,
2005). Sin embargo, la fosforilacion de la tirosina ha sido también relacionada
con la disfuncién endotelial en la diabetes (Yousif M. H. M.y cols., 2005), la
hiperhomocisteinemia (Shah D. I. y Singh M., 2006), y con el fenédmeno de
Raynaud (Furspan P. B.y cols., 2005).

En arterias mesentéricas de control, el ortovanadato reduce la
vasodilatacion dependiente del endotelio inducida por la bradicinina. Sin
embargo, en las arterias tumorales el ortovanadato no redujo significativamente
esta relajacion. Esto apuntaria a un posible efecto constrictor de la fosforilaciéon
de tirosina en estas arterias, como hemos planteado en la hipotesis anterior, lo
gue podria compensar la relajacion observada en las arterias controles.

Este posible efecto inhibidor de la fosforilacion de la tirosina en las
arterias no era el esperado, ya que la activacion de la fosforilacion de tirosina

produce vasoconstriccion en arterias normales (Kitazono T., Ibayashi S., Nagao
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T., Fujii K., Kagiyama T., y Fujishima M., 1998; Fetscher C. y cols., 2001; Liu C.
y cols., 2007; Tasaki K. y cols. 2003; Watanabe M. y cols., 1998). Sin embargo,
algunos receptores con actividad tirosina quinasa pueden producir
vasodilatacion. En este sentido se ha descrito que el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) produce vasodilatacion en arterias de humanos
(Metais C. y cols., 1998), cerdos (Sellke F.W. y cols., 1996), y ratas (LeBlanc A.
J. y cols., 2008) tanto en la circulaciébn coronaria, como en la circulacion
placentaria humana (Brownbill P. y cols., 2007), las arterias pulmonares
bovinas (Jacobs E. R. y cols., 2006) y mamarias y radiales arterias humanas
(Liu M.H. y cols., 2002; Wei W. y cols., 2007).

Asimismo resultados de nuestro grupo demuestran que la administraciéon
de VEGF induce relajacion en segmentos vasculares mesentéricos humanos
precontraidos, segun presentamos en la comunicacion oral del XXVIII
Congreso Nacional de Cirugia (Garcia Villar O., Ferrero E. y cols., 2010). El
VEGF origina vasodilatacion en los segmentos vasculares estudiados con un
efecto mayor al aumentar la concentracién del mismo. No se han demostrado
diferencias significativas entre el efecto en arterias tumorales y no tumorales.

Se ha demostrado que compuestos como el vanadato aumentan la
fosforilacion de los receptores VEGFR2 / KDR aumentando asi sus efectos
(Carr A. N. y cols., 2004; Oshikawa J. y cols., 2010; Sugano M. y cols., 2004).
Por lo tanto, receptores VEGFR2 / ELIM pueden producir vasodilatacion (Wei
W. y cols., 2004; Li B. y cols., 2002; He H. y cols., 1999) y pueden ser
activados por vanadato, lo que explicaria efecto inhibidor del ortovanadato en

las arterias tumorales.
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En los tejidos tumorales, la fosforilacion de la tirosina estd a menudo
relacionada con la activacion de los receptores del factor de crecimiento que
tienen actividad de tirosina-quinasa, incluyendo los receptores de VEGF que
pueden tener un papel central en el desarrollo del cancer (Carmeliet, P., 2005).
VEGF actia sobre vasos sanguineos principalmente a través de dos
receptores: VEGF -R1 / FLT1 y VEGF- R2 / KDR, los cuales tienen actividad
tirosina-quinasa (Olsson A.-K., A. Dimberg, J. Kreuger, y L. Claesson-Welsh,
2006; Stuttfeld E. y K. Ballmer-Hofer, 2009). La expresiéon de VEFG se
incrementa en los tumores (Ferrara N., 2004) y en el plasma de pacientes con
cancer (Dymicka-Piekarska, V. K. Guzinska-Ustymowicz, A. Kuklinski, vy
H.Kemona, 2012; Peterson J. E., D. Zurakowski, J. E. Italiano Jr. y cols., 2012).
Los receptores del VEGF también pueden incrementarse en los tumores, ya
sea en las células tumorales o en los vasos sanguineos que irrigan el tumor.
Smith y cols. (Smith N. R., D. Baker, N. H. James y cols., 2010) encontraron
gue VEGFR-2 se sobreexpresa en vasos sanguineos del cancer colorrectal, del
de pulmén y en tumores de mama, pero no en las células tumorales. Sin
embargo, Amaya y cols. (Amaya H., N. Tanigawa, C. Lu y cols., 1997) han
informado un aumento de los receptores KDR en los vasos sanguineos en el
tumor y también en las células del cancer colorrectal. Estos estudios han
localizado receptores del VEGF en la microvascularizacién del tumor y no
observan diferencia en la expresiéon en relacién con el tipo de vaso sanguineo,
es decir, la arteria, capilar, o vena. La mayoria de los vasos sanguineos en la
microcirculacion son capilares y vénulas, que tienen un pequefio papel en la

regulacion del flujo de sangre y no hay, en nuestro conocimiento, estudios
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sobre la expresion de VEGF o receptores del VEGF especificamente en las
arterias que irrigan el flujo sanguineo al tumor.

Ademas, hemos encontrado en este estudio que la expresién proteica de
receptores de KDR esta incrementada en las arterias tumorales y esto podria
explicar por qué este efecto inhibidor es evidente en arterias tumorales pero no
en las de control. Se ha descrito que la expresion de VEGFR-1 / Fltl (Sartelet
H. y cols., 2004; Schmidt M. y cols., 2008), VEGFR2 / KDR (Reubi J. C. y cols.,
2011; Takahashi H. y Shibuya M., 2005) o de ambos subtipos de receptores
(Huang H. y cols., 2005; Ljungberg B. J. y cols., 2006; Mehnert J. M. y cols.,
2010; Pallares J. y cols., 2006) estd aumentada en varios tipos de tumores
incluyendo el colorrectal (Harada Y., Ogata Y. y Shirouzu K., 2001; Okita N.T. y
cols., 2009; Yin Y. y cols., 2010). Sin embargo, el presente estudio es el
primero, en nuestro conocimiento, que muestra un aumento en la expresion de
receptores de VEGF en las arterias que suministran el flujo sanguineo al tumor.
Estas arterias no han mutado, mientras que las células tumorales si, pero
pueden estar alteradas por factores liberados en el microambiente del tumor
(Wang D., Donner D. B. y Warren R. S., 2000). En este sentido se ha descrito
que las arterias que rodean el tumor muestran diferencias en la expresion del
receptor en comparacion con arterias normales del mismo paciente (Ferrero E.
y cols., 2008, 2013). Como se sabe que los receptores de VEGF se expresan
principalmente en el endotelio (Neufeld G. y cols., 1999), este aumento de la
expresion en arterias tumorales podria explicar porqué la fosforilacién de
tirosina tiene un efecto inhibitorio en parte en estas arterias pero no en arterias
normales. En arterias normales, la fosforilacion de la tirosina produce

contracciéon del musculo liso, como hemos observado, pero en las arterias
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tumorales, debido a la expresién aumentada de receptores de VEGF, se
activaria también mecanismos de relajacion en las células endoteliales. En
contraste con el hecho de que en arterias tumoral la el contenido proteico de
FLT1 y KDR se mantuvo sin cambios o aumentado, la expresién génica de
estos receptores  estaba significativamente disminuida en las arterias
tumorales. Se ha demostrado que el VEGF puede tener efectos opuestos sobre
la expresion de proteina y ARNm de los receptores FLT1 y ELIM en células
endoteliales humanas cultivadas de vena umbilical, que pueden ser un
mecanismo adaptativo para compensar la desensibilizacion del receptor y
permitir la recuperaciéon de la capacidad de respuesta a VEGF (Wang D.,
Donner D. B. y Warren R. S., 2000).

Los resultados del estudio vascular ponen de manifiesto el mayor efecto
vasodilatador del VEGF sobre las arterias que irrigan los tumores colorrectales
en comparacion con las arterias controles. Por tanto en presencia de VEGF las
arterias que irrigan el tumor aumentarian el flujo de sangre hacia el mismo
mediante un mecanismo dependiente de la fosforilacion del receptor. Se ha
descrito que los niveles de VEGF estdn aumentados en tumores colorrectales
pero ademas otros tejidos circundantes al tumor, como es el caso del tejido
adiposo peritumoral, podrian contribuir en la produccién de éste y otros factores
gue podrian afectar al crecimiento del mismo.

Por este motivo, y dada la estrecha relacién entre obesidad y cancer
colorrectal, la segunda parte de este trabajo ha consistido en analizar el tejido
adiposo peritumoral como fuente de factores angiogénicos y antiinflamatorios
asi como la diferencias entre la secrecion de dichos factores por parte del tejido

adiposo peritumoral procedente de pacientes delgados y obesos.
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La asociacion entre la obesidad y los diferentes tipos de cancer,
incluyendo el cancer colorrectal, ha sido ampliamente reportado (Frezza, E.E.,
Wachtel M.S., y Chiriva-internati M., 2006; Calle, E.E. y Kaaks R., 2004). Sin
embargo, a pesar de que las evidencias epidemiolégicas que conectan
obesidad con la incidencia de cancer son fuertes, los mecanismos subyacentes
gue vinculan la obesidad con la iniciacién y progresion tumoral siguen siendo
poco conocidos. En el presente estudio se analizaron las concentraciones
plasmaticas de diferentes citoquinas inflamatorias y factores angiogénicos en
pacientes obesos y no obesos con y sin cancer colorrectal, asi como el papel
del tejido adiposo peri-tumoral como posible fuente de estos factores en el
cancer colorrectal. Nuestro principal hallazgo es que los pacientes obesos con
cancer colorrectal (OB-CC) muestran un aumento los niveles plasmaticos de
los factores pro-inflamatorios y angiogénicos producidos en parte por la grasa
peritumoral. A nuestro entender, este es el primer estudio que informa del
aumento de la produccion de factores proinflamatorios y angiogénicos en
explantes de grasa peritumoral de pacientes obesos con cancer colorrectal.

Los niveles plasméticos de IL-6, IL-4 y GM-CSF estaban
significativamente incrementados en pacientes OB-CC en comparacion con
pacientes no obesos con cancer colorrectal (NOB-CC) y con los sujetos control,
mientras que las concentraciones plasmaticas de otros marcadores
proinflamatorios sélo son estimulados en respuesta frente al cancer (IL-8) o

frente a la obesidad (IFNg y TNFa).
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El aumento en los niveles plasmaticos de diferentes citoquinas pro-
inflamatorias tales como IL-1a, IL-6, TNF-a, la MCP-1 (proteina quimiotactica
de monocitos) o el PAI-1 (inhibidor del activador del plasmindgeno activo) es un
factor comdn tanto en pacientes obesos (Fontana, L. Y cols., 2007) como en
pacientes con cancer colorrectal (Catalan, V. Y cols., 2011; Hillenbrand, A. Y
cols, 2012). Sin embargo hasta ahora ningun estudio habia analizado las
concentraciones de dichas sustancias en pacientes con cancer colorrectal
obesos y no obesos. Ademas en nuestro estudio los niveles plasmaticos de
VEGF también se incrementaron en respuesta a tanto el cancer como a la
obesidad tal y como se habia descrito previamente tanto en pacientes obesos
(Silha, J.V. y cols., 2005) como en pacientes con cancer colorrectal (Peterson,
J.E. ycols., 2012).

Como los niveles plasmaticos de la mayor parte de estas citoquinas
pro-inflamatorias y factores angiogénicos fueron mayores en pacientes OB-CC,
y teniendo en cuenta que el tejido adiposo visceral se expande
considerablemente en la obesidad, se estudid el tejido adiposo visceral
abdominal como una fuente de factores inflamatorios. Para ello, examinamos el
perfil inflamatorio de explantes y adipocitos maduros procedentes de tejido
adiposo adyacente a la neoplasia (grasa peritumoral; TF) y tejido adiposo
distante de neoplasia (grasa no peritumoral; NTF) en pacientes no obesos y
obesos con CC. Como un marcador inflamatorio, hemos evaluado las
concentraciones de nitritos y nitratos en el medio de cultivo. En esta condicién,
el oxido nitrico se produce en parte por el tejido adiposo a través de la éxido
nitrico sintasa inducible (iNOS), una enzima que se expresa principalmente por

los macrofagos y, en menor medida, por los adipocitos (Andersson, K. Y cols.,
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1999). Se ha demostrado que la expresion de INOS esta aumentada en el
tejido adiposo en condiciones inflamatorias tales como la pancreatitis (Franco-
Pons, N., Gea-Sorli S. y Closa D., 2010) o la obesidad (Lumeng, C.N. y cols.,
2007; Xu, H. Y cols., 2003). En los pacientes con cancer colorrectal, la
liberacion de nitritos y nitratos estaba incrementada tanto en los explantes
como en los adipocitos procedentes de TF en comparacién con el tejido
adiposo diseccionado de los sujetos control. Sin embargo, los explantes y los
adipocitos procedentes de NTF no mostraron aumento de la secrecion de
nitritos y nitratos. Estos resultados muestran que el TF tiene una secrecion
incrementada de marcadores inflamatorios que podria contribuir a la iniciacién
y/o progresion del tumor. La secrecion alterada de factores inflamatorios por
parte del TF podria ser el resultado de un aumento de la infiltracién de
macréfagos (Wagner, M. Y cols., 2012), aunque nuestros resultados indican
que los adipocitos procedentes del TF también liberan mayores cantidades de
nitritos y nitratos que los adipocitos procedentes del NTF. Nuestros resultados
concuerdan con los de otros autores que han reportado que el TF no sélo es
diferente de la NTF en términos de secrecion, sino también en términos de
metabolismo, ya presenta una formacion de lipidos y una capacidad de
almacenamiento disminuida en comparacioén con NTF (Notarnicola, M. Y cols.,
2012).

Otro resultado interesante es que, dentro del TF, los pacientes OB-CC
mostraran mayores niveles de nitritos y nitratos que los pacientes NOB- CC. En
la obesidad la secrecion de marcadores inflamatorios por parte del tejido
adiposo visceral resulta en un estado de inflamacion sistémica crénica de bajo

grado, el cual se atribuye a la produccién de citocinas inflamatorias tanto por
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los adipocitos como por la infiltracion de células inmunes en el tejido (Fontana,
L. Y cols., 2007). Nuestros datos coinciden con estudios previos ex vivo en
explantes de tejido adiposo visceral de pacientes obesos el que se encontrd
incrementada la secrecién de citocinas pro-inflamatorias tales como IL-6 (Fried,
S.K., Bunkin D.A. y Greenberg A.S. , 1998), IL-8, IL-10 y TNF-a (Fain, J.N., y
cols., 2004) .

Una vez demostrado que el TF presentaba una secrecion
incrementada de nitritios y nitratos en comparacion con el NTF y con el tejido
adiposo visceral de individuos controles analizamos también la expresion
génica de diferentes adipoquinas y factores angiogénicos en este tejido tanto
en los pacientes NOB-CC y OB-CC como en los individuos controles.
Ademas, para evaluar el perfil de secrecién de este tejido en respuesta a un
estimulo inflamatorio, se afiadié LPS al medio de cultivo. La expresion del gen
de la adiponectina, del TNF-qa, y del IGF-I aumentd en los pacientes con cancer
colorrectal en comparacion con los controles mientras que los niveles de IL-6 e
IL-10 mRNA se mantuvieron sin cambios. Nuestros datos estan de acuerdo con
los resultados anteriores en los que la expresion del gen de IGF-I1 y del TNF-a
MRNA estaban incrementados en el tejido adiposo visceral de pacientes con
cancer colorrectal (Catalan, V. y cols. 2011). La produccion incrementada de
estos factores por el tejido adiposo visceral podria contribuir, especialmente en
pacientes OB-CC, a la creacion de un ambiente que promueva el crecimiento y
la progresion del tumor (Harvey, A.E., Lashinger L.M., Y Hursting S.D., 2011).
Sin embargo, el aumento en la sintesis de la adiponectina, adipokina anti-
inflamatoria y anti-proliferativa (Sugiyama, M. Y cols., 2009), en explantes TF

en pacientes con cancer colorrectal muestra que en esta condicion también se
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activan mecanismos anti-inflamatorios y anti-proliferativos. EI LPS no modificd
los niveles de ARNm de adiponectina, pero aumenté aun mas la expresion
génica TNF-qa, IL-6 e IL-10 en explantes de control y en explantes de TF de
pacientes OB-CC. Como los pacientes control y OB-CC son obesos, este
efecto es posiblemente debido a una mayor infiltracion de macréfagos en el
tejido adiposo visceral en respuesta a la obesidad, como se ha descrito
anteriormente (Fontana, L. y cols. 2007). La expresion génica de VEGF se
mantuvo sin cambios en explantes TF de pacientes NOB-CC en comparaciéon
con explantes de control pero disminuyé significativamente en explantes TF de
pacientes OB-CC. Dado que los niveles plasmaticos de VEGF estaban
incrementados en estos pacientes, el descenso de la expresion del gen VEGF
en explantes TF podria ser el resultado de un mecanismo de feed-back. EI LPS
indujo un aumento significativo en expresion génica de VEGF en explantes de
control y OB-CC. Del mismo modo se ha descrito que la producciéon de VEGF
aumenta en explantes de tejido adiposo mesentéricos en respuesta a una
condicién inflamatoria como la enfermedad de Crohn (Schaffler, A. y cols.,
2006). Ademas, el tratamiento anti-inflamatorio con corticosteroides reduce la
expresion del VEGF en los adipocitos (Li, X. Y cols., 2005). Por el contrario, el
LPS disminuy6é la expresién génica del IGF-I en explantes de control y de
pacientes NOB-CC, tal y como se ha descrito previamente que se produce en
el tejido adiposo visceral en otras condiciones inflamatorias (Granado, M. Y
cols., 2009; Gude, M.F. y cols., 2012). La disminucion en la expresion de IGF-I
en respuesta a la inflamacién est4 de acuerdo con estudios anteriores (Gude,
M.F. y cols., 2012), y parece ser el resultado de un aumento en los niveles de

diferentes citoquinas como la IL-18 y TNF-a que inducen un estado de
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catabolismo y de resistencia al IGF-I (O'Connor, J.C. y cols. 2008). Sin
embargo el LPS no disminuyd la expresion génica del IGF-1 en explantes TF
de pacientes OB-CC, lo que significa que este tejido se mantiene
metabdlicamente activo incluso bajo condiciones inflamatorias.

La expresion génica de COX-2 y PPAR-gamma también estaba
incrementada en explantes TF de pacientes con cancer colorrectal en
comparacién con el control, pero no se observaron diferencias entre los
pacientes no obesos y obesos con cancer colorrectal. Aunque diferentes
estudios han encontrado previamente un aumento tanto de PPAR-gamma
como de la COX-2 en los tumores de colon (Delage, B. Y cols., 2007; DuBois,
R.N. y cols., 1998), este es el primer estudio en el que se encuentra un
aumento en la expresion génica de estos dos factores en el tejido adiposo
peritumoral. El papel del PPAR-gamma en la carcinogénesis colorrectal no se
conoce completamente, ya que algunos autores han sefialado un efecto pro-
tumorigénico de este receptor (Lefebvre, A.M. y cols; 1998) y otros a un efecto
anti-tumorigénicos debido a su accién inhibidora sobre la proliferacion y la
supervivencia celular (Papi, A. y cols., 2010). De hecho los agonistas de
PPAR-gamma se han utilizado para inhibir la produccion de sustancias
proinflamatorias y de citoquinas (Dworzanski, T. Y cols., 2010; Sharma, A.M. y
Staels B., 2007) y para inhibir la angiogénesis mediante una disminucién en la
sintesis de VEGF (Panigrahy, D. y cols, 2002). Dentro del tejido adiposo
PPAR-gamma se expresa principalmente en las células del estroma, entre las
gue se encuentran los pre-adipocitos, y su funcién principal es la de inducir la
proliferacion y la diferenciacion de éstos en adipocitos maduros (Gimble, J.M. y

cols., 1996). Las células del estroma del tejido adiposo se expanden en la
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obesidad (Zhang, Y. y cols., 2012) se ha descrito que pueden infiltrarse en los
tumores en varios modelos de cancer en el raton (Zhang, Y. y cols., 2009).
Estas células tienen propiedades y promueven la vascularizaciéon y el
crecimiento de los tumores (Klopp, A.H. y cols., 2012) contribuyendo a la
formacion de pericitos y adipocitos que pueblan el microambiente tumoral
(Zhang, Y. y cols., 2012). Por lo tanto, como PPAR-gamma se expresa
principalmente en las células del estroma de tejido adiposo, el aumento en la
expresion de PPAR-gamma en pacientes con cancer colorrectal podria indicar
un aumento en el nimero de células del estroma en TF las cuales podrian
afectar al crecimiento del tumor y a sus propiedades metastasicas. Por otro
lado, el LPS disminuy6 la expresion del gen de PPAR-gamma en explantes de
pacientes de control y NOB-CC, pero no en explantes TF de pacientes OB-CC.
Nuestros resultados coinciden con estudios previos en los que las condiciones
inflamatorias disminuyen tanto la expresion de PPAR-gamma como la
adipogénesis (Ye, J., 2008). Se ha descrito que la inflamacion, ademas de
inhibir la diferenciacion de células del estroma en adipocitos, puede favorecer
que las células del estroma adiposo se diferencien en células endoteliales a
través de la induccion de factores angiogénicos (Ye, J. y Gimble J.M., 2011).
Por lo tanto, el hecho de que la expresién del gen PPAR-gamma disminuya en
el tejido adiposo de los pacientes control y NOB-CC pero no en pacientes OB-
CC en respuesta a LPS significa posiblemente que en condiciones
inflamatorias las células estromales del tejido adiposo se diferencian
preferencialmente en células endoteliales en muestras de control y de

pacientes NOB-CC, pero en pacientes CC-OB estas células podrian
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diferenciarse tanto en células endoteliales como en adipocitos que podrian
mas tarde infiltrarse en el tumor.

Finalmente, para analizar el posible papel de PPAR-gamma en la
secrecion de nitritos y nitratos por los explantes de TF y los adipocitos
maduros de TF se afadi6 bisfenol A diglicidiléter (BADGE), agonista de la
PPAR-gamma, al medio de cultivo en presencia o ausencia de LPS. Nuestros
resultados muestran que BADGE no modifico la secrecion de nitrito y nitrato
por si solo aunque pero aumentod esta secrecion en presencia de LPS, tanto en
explantes TF como en adipocitos maduros, lo que sugiere un posible papel
inhibitorio del PPAR-gamma en la secrecion de marcadores inflamatorios
inducida por el LPS. Igualmente, el tratamiento con BADGE aument6 aiun mas
la secrecion de marcadores inflamatorios en un modelo experimental de colitis
en ratas, lo que apunta a un papel inhibitorio de los receptores PPAR-gamma
en la respuesta inmune (Dworzanski, T. y cols., 2010). Del mismo modo la
inhibicién de la COX-2 inducida por meloxicam aumenta aun mas la liberaciéon
de nitritos y el nitratos en explantes TF tanto solo como en respuesta a LPS,
sugiriendo también que la COX-2 no solo no esta involucrada en la secrecion
de nitritos y nitratos en el TF sino que podria tener un papel protector en lo que
respecta a la liberacion de marcadores inflamatorios en esta condicién.

En resumen, el tejido adiposo peritumoral secreta factores inflamatorios
que podrian influir en la creacibn de un microambiente que favorezca la
iniciacion y/o la progresion de los procesos tumorigénicos. La mayor cantidad
de tejido adiposo visceral en los pacientes obesos y la mayor secrecion de
factores inflamatorios por este tejido suponen por tanto un factor de riesgo para

la formacion y el desarrollo de los tumores colorrectales.
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CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES.

1. Los niveles plasmaticos de VEGF estan elevados en los pacientes con
cancer colorrectal.

2. En las arterias de los tumores colorrectales la expresién génica de los
receptores FIt1/VEGF1 y KDR/VEGF2 esta disminuida, posiblemente por
un mecanismo compensador y la expresion proteica de los receptores
para VEGF de tipo 2 (KDR/VEGF2) se encuentra aumentada.

3. Las arterias que irrigan los tumores colorrectales presentan una
respuesta diferente en términos de contraccién y relajacion frente a
diferentes estimulos vasoactivos.

4. La fosforilacion de residuos de tirosina en los receptores de VEGF
produce vasoconstriccion en arterias mesentéricas controles, pero ese
efecto es menor en las arterias de los tumores colorrectales. Esto puede
redistribuir el flujo sanguineo hacia el tumor, facilitando asi su
crecimiento.

5. Los niveles plasmaticos de diferentes factores inflamatorios vy
angiogénicos, entre ellos el VEGF, estan incrementados en los
pacientes con cancer colorrectal y, en mayor medida, en aquellos
pacientes con un indice de masa corporal superior a 30 kg/m2.

6. La produccién de nitritos y nitratos aumenta en el tejido adiposo
peritumoral de pacientes con céncer colorrectal, en comparacion con
tejido adiposo no tumoral de los mismos pacientes, y este efecto es
mayor en el tejido adiposo peritumoral de pacientes obesos que en el de

delgados
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7. La expresion de VEGF esta reducida en el tejido adiposo de los
pacientes obesos con cancer colorrectal, posiblemente por un
mecanismo de retroalimentacion por los niveles plasmaticos elevados de
este factor en estos pacientes.

8. El aumento en la liberacion de marcadores inflamatorios no parece estar
mediado ni por la COX-2 ni por la activacion de PPAR-gamma.

9. El tejido adiposo y el tejido arterial en la region peritumoral presentan
caracteristicas diferentes a los tejidos alejados del tumor. Esto puede
producir un microambiente proinflamatorio en la regién peritumoral, con
alteraciones en la regulacion del flujo sanguineo al tumor que pueden

contribuir a su desarrollo.
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