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1. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER COLORRECTAL

El céncer colorrectal (CCR) constituye una proporcion significativa de la carga
global de morbilidad y mortalidad asociada al cancer, particularmente en paises
desarrollados donde éstas neoplasias ocupan el segundo lugar en términos de

incidencia y mortalidad, en comparacién con el quinto en paises menos desarrollados
(D).

Incluso después de una cirugia potencialmente curativa, en torno al 25-30% de los
pacientes con CCR presentaran metastasis hepaticas de CCR (MHCCR) en algin
momento de la evolucion de la enfermedad, lo que demuestra que la diseminacion de
tumores primarios a organos distantes suele ser el aspecto limitante de la vida en

pacientes con carcinoma colorrectal (2).
1.1.1. Epidemiologia

El cancer es un importante problema tanto en términos de salud publica,
independientemente del grado de desarrollo del pais (3), siendo una de las principales
causas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. En el afio 2012, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) cifr6 el numero de casos de cancer en,
aproximadamente, 14 millones, esperandose que el numero de casos aumente un
70% en las proximas dos décadas (4). El CCR, en concreto, es el tercer tipo de
cancer mas frecuente en varones y el segundo mds frecuente en mujeres.
Aproximadamente el 55% de los casos ocurren en los paises desarrollados, aunque
con importantes variaciones (3). Las altas tasas de recurrencia tumoral después de la
reseccion quirurgica en pacientes con MHCCR se han relacionado con la regulacion

positiva de los factores de crecimiento necesarios para la regeneracion hepatica (5).

A nivel europeo, en el afio 2014, casi 153.000 personas murieron como consecuencia
directa del CCR, lo cual equivale al 11,3% de todas las muertes por cancer y el 3,1%
del total de muertes. En la mayoria de los Estados miembros de la Union Europea
(UE), la proporcion de muertes por CCR fue mayor para los hombres que para las

mujeres.



explica mas adelante). Esta incidencia muestra una gran variabilidad en funcién de la
region geografica, llegando, incluso, a no encontrarse diferencias en aquellas

regiones donde la tasa de incidencia del CCR es baja (3).

1.1.2.3. Historia familiar

Pese a que la mayoria de los pacientes con CCR no presentan en su familia
antecedentes de esta enfermedad, entre un 15-20% de los individuos con CCR si

tienen al menos un familiar afectado (16).

Hunter et al., en 1994, realizaron un estudio prospectivo para evaluar la importancia
de la historia familiar en la incidencia del CCR. Sobre dos estudios de cohortes de
mas de 100.000 pacientes, que no habian sido sometidos a ninguna prueba
diagnostica previa, encontré un aumento constante en el riesgo de CCR en hombres
y mujeres con antecedentes familiares de la enfermedad. El aumento en el riesgo, de
aproximadamente 1,7 veces, fue practicamente idéntico en las cohortes de dos
estudios realizados de forma independiente, y el riesgo aumento significativamente si
habia antecedentes de dos o madas familiares afectados. La importancia de los
antecedentes familiares fue mayor para las personas que tenian 44 afios o menos.
Como conclusion extrajeron que para la mayoria de las personas con antecedentes
familiares de CCR, en particular los que tienen 60 afios o0 mas, el exceso de riesgo de

CCR no es grande.

Hasta 12 estudios retrospectivos realizados anteriormente habian mostrado que un
antecedente familiar de CCR se relacionaba un OR entre 1,8 y 8 veces mayor de
padecer CCR en pacientes con historia familiar. Los factores que mas se relacionaron
fueron los pacientes jovenes, aquellos cuyos familiares recibieron el diagnéstico a

una edad temprana y los que tenian dos o mas familiares afectos (7).

Los factores que explican esta agregacion familiar no estan del todo claro, pero se ha
hipotetizado que podria estar relacionado con el componente genético familiar,

factores ambientales comunes, epigenética, etc.

1.1.2.4. Patologias previas

Se han descrito varias patologias que predisponen al desarrollo de CRC a través de

diferentes procesos etiopatogénicos.



Por un lado, los procesos fisiopatologicos implicados en la enfermedad inflamatoria

intestinal aumentan la incidencia de CCR (17).

Por otro lado, los cambios moleculares desencadenados por la inflamacién cronica
que caracteriza a enfermedades como el Crohn o la colitis ulcerosa parecen ser una
contribucion importante a los procesos que desencadenan y favorecen la
carcinogénesis, ya que crean un microambiente adecuado para el inicio y progresion
de la enfermedad. Este estado es comun a la enfermedad de Crohn y al CCR, por

lo que se asocia a un aumento del riesgo de desarrollo de neoplasias colorrectales
(18).

Como ya se ha mencionado, la aparicion de pdlipos adenomatosos no cancerosos

también predispone al desarrollo de nuevos poélipos, ademés de CRC (19).

1.1.2.5. Factores ambientales

Se considera que hasta un 70-80% de los CCR pueden deberse a factores ambientales
(3). La amplia variacion geografica en las tasas de incidencia del CCR y los datos de
estudios de migrantes sugieren que los factores de riesgo del estilo de vida, incluida
la dieta, la actividad fisica, la obesidad y enfermedades como la diabetes, juegan un
papel fundamental en la etiologia de la enfermedad (20). Poblaciones que conviven
en la misma comunidad pero que llevan estilos de vida diferentes presentan niveles
diferentes de incidencia entre ellos. Otro argumento a favor de la importancia de los
factores ambientales en el CCR es que los inmigrantes dejan de presentar el riesgo
calculado para sus poblaciones de origen y adoptan la incidencia de la region en tan

solo una generacion (3).

Las diferencias étnicas y raciales en el CCR asi como los estudios en inmigrantes
sugieren que los factores ambientales juegan un rol mayor en la etiologia de esta
enfermedad. Por todo ello, una gran proporcion de casos puede ser prevenida
mediante el control de los factores ambientales como por la instauracion de

programas de deteccion secundaria (21).

1.1.2.6. Habitos dietéticos y nutricionales

La proporcion de CCR atribuido a factores dietéticos se ha estimado en alrededor del

50% (22). Se ha sugerido que aproximadamente el 66-77% del CCR se puede



prevenir mediante una combinacién adecuada de dieta y actividad fisica (23). La
evidencia procedente de estudios epidemioldgicos muestra resultados consistentes de
que el consumo de grasa animal y carne estd directamente relacionado con el
desarrollo de CCR, no encontrandose relacion con el consumo de grasa vegetal. En
un estudio sobre una muestra de 88.750 mujeres se vio que el riesgo de CCR era
hasta 2,5 veces mayor entre las mujeres que comian carne todos los dias respecto a

las que comian carne menos de una vez al mes (3).

La dieta con alto contenido en fibra y un bajo contenido en grasa parece ser que tiene
un efecto reductor sobre el riesgo relativo (RR) del CCR (24), explicandolo mediante

un aumento de la masa fecal y reduccion del tiempo de transito.

En un meta-analisis realizado por Huxley et al. Se observd que las personas en el
nivel mas alto de consumo de carne roja en comparacioén con aquellos en el nivel mas
bajo de ingesta de carne procesada tuvieron un 20% mas de riesgo de desarrollar

CCR (20).

Muchos estudios han encontrado el consumo de fibra proveniente de frutas y
vegetales como un factor protector, no encontrandolo asi en el caso de la fibra que
proviene de cereales, lo que ha llevado a sugerir que la cantidad de fibra no es un
factor protector en si, sino un marcador de consumo de frutas y vegetales (3). Sin

embargo, Huxley et al. no encontraron asociacion entre el consumo de fruta y la

incidencia de CCR (20).

1.1.2.7. Ejercicio fisico, indice de masa corporal e ingesta caldrica

Algunos estudios epidemioldgicos muestran una asociacion fuerte entre la actividad
fisica, tanto ocupacional como recreacional, y un menor riesgo de CCR. Este efecto
se ha visto incluso despejando posibles factores de confusion como la dieta o el
indice de masa corporal (25). Arem et al. encontraron una relaciéon inversa entre el
ejercicio fisico y la incidencia general de cancer. Esta relacion fue mayor en el caso

del CCR, higado, pulmén y linfoma no Hodgkin (26).

Otros datos, en cambio, no muestran relacion entre la obesidad y el CRC aunque en
estudios recientes si que han encontrado una relacion entre la obesidad y el desarrollo

de adenomas (lesion premaligna que antecede 8-10 afios al desarrollo del CRC) (3).



Este mayor riesgo asociado con una elevada ingesta caldrica no parece ser el
resultado simplemente de comer en exceso, lo que puede reflejar diferencias en la
eficiencia metabolica. Si se excluye la posibilidad de que la asociacion con la ingesta
energética sea un artefacto metodoldgico, implicaria que las personas que usan

energia de manera mas eficiente presentan un menor riesgo de CCR (3).

1.1.2.8. Terapia hormonal sustitutiva

El aumento de la evidencia apoya una asociacion (originalmente inesperada) entre la
terapia de reemplazo hormonal y un riesgo reducido de CCR (1,3). Sin embargo, no
se sabe si esta asociacion es causal o esta asociada con algun factor de seleccion que

dirija a las mujeres a usar la terapia de reemplazo hormonal.

1.1.2.9. Consumo de alcohol y Tabaco

Huxley et al. indicaron que, el riesgo de CCR en individuos que se categorizaron
como "bebedores compulsivos" fue aproximadamente 60% mayor respecto de
aquellos clasificados como no bebedores y, un 16% superior en personas fumadoras
respecto a las no fumadoras, aunque estos resultados mostraron un alto grado de

heterogeneidad (20).



1.2. METASTASIS HEPATICAS

El higado es el 6rgano en el que con mas frecuencia se desarrollan metéstasis
procedentes de tumores que drenan por via portal, como es el caso de CCR (27,28).
Aunque muchos son los articulos que hablan sobre su tratamiento, pocos son los que
hablan de la epidemiologia de esta patologia. Los estudios poblacionales han
demostrado que alrededor del 25-30% de los pacientes diagnosticados con CCR

desarrollan MHCCR, tanto sincronicas como metacronicas, durante el curso de su

enfermedad (29,30).

Un estudio de cohortes realizado entre los afios 1976 al 2000 (29) encontrd que un
14,5% de los pacientes con CCR presentaban metéstasis en el momento del
diagnostico del tumor primario de CCR, metastasis sincronicas, de ellas el 76,8%
fueron MHCCR, mientras que el 23,2% se correspondieron con otras metastasis
viscerales. Observaron también que la frecuencia fue superior en varones que en
mujeres (15,9% vs. 12,8%) y que la proporcion de CCR con metéstasis hepaticas iba

disminuyendo progresivamente a medida que aumentaba la edad.

Mantke et al. (34), estudiando la incidencia de las metastasis diferenciadas por su
origen, entre cancer de colon y cancer de recto, observaron que ésta fue superior en
el cancer colon (18,3-19,7%) respecto al cancer de recto (14,4-15,5%). A diferencia
del estudio de Manfredi et al. (29), del total de metastasis detectadas, sélo el 66% se
correspondieron con MHCCR, encontrando, también, una mayor incidencia en
hombres respecto a mujeres. Ademas, concluyeron que con el aumento en la escala

de estadiaje TMN, el riesgo de MHCCR aumenta (p <0,001).

En el estudio realizado por Engstrand et al. con una muestra de 1026 pacientes,
reflej6  una incidencia del 26,5% de MHCCR, de las cuales un 16,2%
correspondieron a metastasis sincronicas y un 10,3% correspondieron a metastasis
metacronicas, desarrolladas en los 5 afios siguientes al diagnostico. En este estudio
también se encontr6 una mayor incidencia de metdstasis hepaticas en pacientes
varones y en aquellos que presentaban cancer de colon izquierdo (colon descendente,
colon sigmoideo, recto). De los pacientes con metastasis sincronicas tan solo un
36,1% presentaban metastasis unicamente en el higado, frente al 22% de los

pacientes con metastasis metacronicas (32).



Por ultimo Manfredi et al. observd que el 12,8% de los pacientes desarrollaron
MHCCR metacronicas en los 5 afios siguientes al diagndstico, pero no vio relacién
entre la localizacion del primario y la aparicion de esas metastasis. Identificd 3
variables significativamente e independientemente asociadas con el riesgo de
metastasis hepaticas metacronicas: el estadio en el momento del diagnostico fue el
factor pronostico mas fuerte, el sexo y las caracteristicas macroscopicas. Sin

embargo, el tamafio del tumor no fue significativo (29).
1.2.1.Tratamiento quirurgico de las MHCCR

Hoy en dia, el gold standard en el manejo con intencion curativa de las MHCCR es
la reseccion hepatica (RH) (33), pudiéndose realizar, también en pacientes
seleccionados tratamientos ablativo a nivel local ( radiofrecuencia, crioablacion,...)

(34).

Tras la RH de las MHCCR, la tasa de supervivencia (TS) a 5 afios puede llegar a ser
superior al 50%, respecto al 5% para pacientes sometidos a tratamiento paliativos
(35). Sin embargo, a pesar de los avances oncoldgicos y quirargicos realizados, solo
alrededor del 25% de los pacientes afectados son susceptibles de RH (31) vy,
aproximadamente, el 85% de los pacientes con CCR en estadio IV, remitidos a

centros especializados, tienen MHCCR inicialmente irresecables (36).

Tradicionalmente, la indicacion de la RH se ha basado en las caracteristicas de los
implantes tumorales (tamafo, nimero, localizacion y/o extension,...), patologias
subyacentes o el compromiso vascular o del drenaje biliar del higado tras la RH (32).
Actualmente, su indicacion, se centra mas bien en el tejido hepatico remanente tras la
RH (THR), con resecabilidad definida como la capacidad de realizar una reseccion

completa (R0), preservando al mismo tiempo un THR suficiente (32,37).
1.2.2. Micrometastasis

Se consideran micrometastasis a aquellas pequefias cantidades de células cancerosas
que se han diseminado desde el tumor primario a otras partes del cuerpo y son
demasiado pequenas en nlimero y/o tamafio como para ser detectadas en una prueba

diagnodstica (38). En pacientes con cancer, las micrometéstasis latentes (MML) a
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menudo son asintomadticas y clinicamente no detectables, durante meses o afios, hasta
la recaida de la enfermedad (39,40). Los estudios clinicos de recidiva tumoral en
pacientes con melanoma y céncer de mama muestran que las células tumorales
pueden sufrir un periodo de latencia seguido de un crecimiento rapido durante la

recaida (40,41).

Afortunadamente, el proceso metastasico es ineficiente en el sentido de que muy

pocas células tumorales liberadas en la circulacion se convierten en metastasis (42)

Un estudio de Luzzi et al. con células de melanoma inyectadas en la porta revelo que
mas de un 80% de las células vertidas al torrente sanguineo fueron capaces de
sobrevivir y mas de un tercio de las células extravasadas todavia estaban presentes en
el tejido el dia 13, como células cancerosas solitarias, en su mayoria en estado
quiescente. Tan solo un 5% de esas células solitarias estaban en fase de proliferacion
o apoptosis (frente al 97% de células en un tumor primario), lo que demuestra la

poca actividad de las células solitarias (43).

En este sentido, se asume desde hace mucho tiempo, pero ain no se ha demostrado,
que las células tumorales en estado de latencia entran en una fase GO de crecimiento
celular (44), sin embargo, otras hipdtesis indican que hay un control del tamafio del
tumor por el sistema inmune. Holmgren et al. demostraron que los tumores primarios
producen factores antiangiogénicos que suprimen activamente el crecimiento de
metastasis a distancia. Una vez retirado el tumor primario mediante cirugia estas
células podrian volver del estado quiescente por dos motivos: una disminucion de los
factores antiangiogénicos producidos por el tumor primario y un aumento de los
factores angiogénicos generados a consecuencia de la intervencién quirurgica

(39,40,43,45).

El estado de latencia de las micrometastasis se produce, potencialmente, a través del
equilibrio entre proliferacion y apoptosis, pudiendo estar regulado por una variedad
de moléculas, incluidos factores angiogénicos (factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) o la subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia (HIF1a)),
factores inmunologicos (antigenos HLA clase I), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), proteinas de la matriz (trombospondina), por oncogenes, genes supresores de

metastasis y caracteristicas fenotipicas (bajos niveles de Ki-67) (46,47).
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Curiosamente, la RH causa alteraciones importantes en los factores de crecimiento y
las citocinas, cambiando el entorno de las micrometéstasis latentes y probablemente
conduciendo a su activacion. Al mismo tiempo, la ruptura de la matriz tumoral en el
propio acto quirdrgico para la extirpacion de las metéstasis y el proceso regenerativo
que sigue, pueden promover el desprendimiento y la migracion de las células
tumorales dentro del THR o su extravasacion a la circulacion sistémica, lo que

aumenta la recurrencia tumoral intra o extrahepatica (48) (Figura 2).

a: Liver ultrastructure with micro metastasis
before hepatectomy

’ Hepatocyte “. Redblood cells === Activated Stellate cells
B Kupffer cells . Stelate cells  —== Fibroblast
=== Endothelial cells @ Tumor cells Extracellular matrix

Figura 2. Cambios estructurales y moleculares durante la regeneraciéon hepatica y la recurrencia de las
micrometastasis residuales. Tomado de Christophi et al., 2008.

En el caso de las MHCCR, las micrometastasis observadas en restos hepaticos tras la
RH causan tasas elevadas de recidiva tumoral (49). Como las técnicas histologicas
muestran una sensibilidad limitada en la deteccion de las micrometastasis, los
métodos genéticos de deteccion estan actualmente en fase de prueba en modelos
animales, tratando de revelar de forma temprana y precisa la existencia de lesiones

micrometastasicas (50).
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1.3. REGENERACION HEPATICA

La regeneracion hepatica es la respuesta fundamental del higado frente al dafio
tisular (51). El higado recupera su volumen original tras la regeneracion, incluso si se
reseca el 70% de su masa original, con el requisito previo de que el THR sea

funcional y est¢ libre de enfermedad (52).

Las células responsables de la regeneracion hepatica y la reparacion de tejidos son
hepatocitos maduros y células epiteliales de los conductos biliares, aunque otras
partes del parénquima hepatico pueden contener y activar las células madre (53).
Aunque los hepatocitos adultos son de larga vida y normalmente no se someten a la
division celular, mantienen la capacidad de proliferar en respuesta a una lesion toxica

e infeccion (54).

Stellate
TGFB1
‘ Cells : = R S i
=4 Sinusoidal
o TGFa, VEGF, FGF1 and 2, Endothelial
PDGF angiopoietins1 and 2 Cells
% "
HGF
TGFBT,

HGF HGF

Hepatocytes.

P g IL-6, TNF
HGFL

TGFa

s

e %
-
Kupffer cells
Biliary epithelial cells

Figura 3. Interacciones celulares durante el proceso de regeneracion hepatica.

La secuencia de eventos que desencadenan la regeneracion hepatica después de la
pérdida aguda de la masa hepética ha sido objeto de mucha investigacion durante los
ultimos 20 afios (55). En vista del hecho de que no se ha observado ningin modelo
de raton knockout que sea absolutamente letal tras una hepatectomia parcial del 70%,
la teoria de la redundancia y la interrelacion entre multiples factores regenerativos es
altamente compatible (30), por lo que, en general hay acuerdo en que un solo agente

no puede conducir, por si solo, a la regeneracion hepatica (48) (Figura 3).
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1.3.1.Fases de la regeneracion hepatica

El proceso de regeneracion hepatica es muy complejo, estando constituido por una
serie de etapas consecutivas (Figura 4): iniciacion o priming, proliferacion y

terminacion (51).

Priming Phase Proliferation Phase Growth Termination
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MR FGF2
L HIF-1
FGF-R _ )
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/
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0123456789101112 24 48 72 96 8-10 days

Time post hepatectomy

Figura 4. Fases de la regeneracion hepatica tras la reseccion hepatica. Tomado de Christophi et al., 2008.

1.3.1.1. Iniciacion o priming

Los hepatocitos en el higado adulto normal se encuentran en la fase GO del ciclo

celular (55).

En esta fase, los hepatocitos, gracias a la cooperacion de diferentes factores, superan
los puntos de control del ciclo celular y pasan de la fase GO (en estado de reposo) a la

fase S (fase del ciclo celular donde se produce la sintesis de ADN) (56).

El priming ocurre en las 4 horas siguientes a la agresion tisular e implica la
activacion de diversos genes, asociados con la sintesis de factores de transcripcion,
respuesta inflamatoria, modificaciones de la matriz extracelular (MEC) y del
citoesqueleto y regulacion de los ciclos celulares (51). El objetivo de esta fase es
preparar a los hepatocitos para responder a los factores de crecimiento presentes

durante la etapa proliferativa.

Las vias de senalizacion de las citoquinas del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
e interleucina 6 (IL-6) son las principales vias activadas por citocinas y su duracion

de sefializacion estda muy estrechamente controlada. Los hepatocitos cebados a través



14

de estas vias responden a factores de crecimiento y entrar en la segunda etapa, la

etapa proliferativa (51).

1.3.1.2. Fase de proliferacion

Tras el proceso de priming, los hepatocitos estan ya preparados para responder a los
factores de crecimiento. Las sefales asociadas con la iniciacion y el control de los
eventos proliferativos después de una RH parcial se pueden separar en dos grupos:

mitdgenos completos y mitdgenos auxiliares (48).

Los mitoégenos completos son aquellos capaces de inducir mitosis en cultivos de
hepatocitos en medios definidos (sin suero). Ademads, causan agrandamiento hepatico
y sintesis de ADN de hepatocitos cuando se inyectan en dosis suficientes en
animales. Actualmente, hay dos grupos de sefiales que entran en esta categoria: 1)
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su receptor c-Met y 2) ligandos del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFr) (factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante o (TGF-a), Heparin Binding-

EGF (HB-EGF), Amphiregulin) (57).

Los mitdgenos auxiliares por el contrario no tienen actividad mitégena en los
hepatocitos en cultivos in vitro, ni tampoco causan sintesis de ADN en los
hepatocitos ni agrandamiento hepatico, cuando se administran in vivo. La lista de
estas sustancias es relativamente larga e incluye, entre otros, norepinefrina, receptor
adrenérgico a-1, factor de necrosis tumoral (TNF) y receptor factor de necrosis
tumoral 1 (TNFr1), interleucina 6 (IL-6) Notch y Jagged (Jagged recombinante causa
sintesis de ADN en cultivos de hepatocitos), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y receptores 1 y II, acidos biliares, serotonina, proteinas del
complemento, leptina, insulina, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 1 y

FGF2 (58).

Recientemente se ha demostrado que cambios en la actividad o la cantidad del
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y su receptor (uPAr), y en el
inhibidor 1 del activador del plasminogeno (PAI-1), tienen un posible papel en la
invasion metastasica de los tejidos por células tumorales (59). Pero también esta
implicado en la regeneracion hepdtica, involucrado procesos de remodelacion de la

MEC para permitir la posterior division celular, la liberacion de la forma de cadena
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unica de HGF (y posiblemente otros mitdégenos) de la MEC y la conversion a la
forma activa bicatenaria y la posible activacion de una via de sefializacion implicada

en la mitosis (55).

1.3.1.3. Fase de terminacion

Poco se sabe sobre esta fase aunque numerosos estudios han mostrado que al final de
la regeneracion cuando el higado hepatectomizado alcanza el tamafio original pre-

hepatectomia, con alta precision, este proceso se detiene (60).

El fendmeno estd bien documentado, pero no estd claro si existen "moléculas
sensoras" especificas que disparan o suprimen las sefiales relacionadas con el

crecimiento para que el tamafio del higado se mantenga adecuadamente (48).

Algunos estudios apuntan que los factores inhibidores de la proliferacion, como la
superfamilia del factor de crecimiento transformante B (TGF-B), que incluye TGF-
B1, B2 y B3, activinas e inhibinas, entre otros, estan implicados en la etapa de

terminacion de la regeneracion hepatica (51).

Ademas de las etapas de la regeneracion hepatica mencionadas, cabe destacar que
durante este proceso se produce una desestructuracion de la MEC (61). Mediante la
accion de las metaloproteinasas (MPP) secretadas por pericitos en respuesta a la

estimulacion con HGF (62).

La descomposicion y reconstruccion de la MEC durante la regeneracion hepatica
puede ser una fuente importante de metéstasis tumoral, tanto intra como
extrahepatica. Las células tumorales en las micrometastasis pueden separarse y llegar

a otras zonas hepaticas o a la circulacion sanguinea y linfatica (57).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La cirugia de RH en el tratamiento de las MHCCR desencadena una cascada de

acontecimientos a nivel molecular y/o celular que:

o Promueve la reparacion de la herida quirurgica, facilitando su cicatrizacion, a
la vez que favorece la regeneracion hepatica, activando a los hepatocitos que
permitan un crecimiento del tejido hepatico remanente.

o Reactiva las micrometéstasis latentes, por el aumento en los niveles de
factores de crecimiento pro-angiogénicos, factores inmunologicos, factores de
crecimiento, proteinas de la matriz extracelular, activacion de oncogenes,

desactivacion de genes supresores de tumores.

Es por ello, que para comprobar estas hipotesis, se planted un trabajo combinado de
busqueda bibliografica, de los factores responsables de la reactivacion de las
micrometastasis durmientes, y experimental in vivo, con el que simular una cirugia
de RH del 40% con presencia de micrometastasis circulantes en el arbol vascular,

para evaluar el porcentaje de superficie hepatica ocupada por metastasis.
3.2. OBJETIVOS

Por tanto, basandonos en lo anteriormente comentado, los objetivos de este trabajo

son:

o Realizar una busqueda bibliografica para identificar las moléculas y/o rutas
de sefializacion celular comunes a ambos procesos, tanto la regeneracion
hepatica como el desarrollo de metastasis.

o Comprobar el efecto de la RH parcial del 40% en el grado de desarrollo de

MHCCR en un modelo experimental murino.
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4. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se planted de una dobles perspectiva: 1) una revision bibliografica
para conocer las rutas y moléculas comunes al proceso natural de regeneracion
hepatica y a la activacion y desarrollo de las micrometastasis latentes no detectables
y 2) un trabajo experimental que demostrase que, efectivamente, la regeneracion
hepatica tras una hepatectomia curativa del 40% incrementaba el grado de desarrollo

de MHCCR.
4.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la busqueda bibliografica de emple6 la base la base de datos Pubmed.

El objetivo de esta busqueda bibliografica fue encontrar articulos de
investigacion/revision que hablen sobre los factores que participan en la regeneracion
hepatica y que al mismo tiempo influyen en el crecimiento de metastasis, en nuestro
caso de MHCCR. Por lo que para realizar la busqueda bibliografica se utilizaron los

siguientes criterios.
4.1.1.Criterios de busqueda

En primer lugar se consulté bibliografia béasica aportada por el director del presente
Trabajo en relacion a las metéstasis hepaticas y su tratamiento, asi como sobre los
procedimientos quirurgicos que fueron necesarios para la realizacion de la parte

experimental del trabajo.

En segundo lugar se establecieron los términos MeSH de busqueda a emplear: “Mesh
“"neoplasm metastasis”’, “*Growth”’, "*Hepatectomy’’, "*Colorectal neoplasm’” y se
aplico el subheading ““growth and development™’. La busqueda se realizd en la base
de datos mencionada, sin restricciones de lengua, utilizando diferentes

combinaciones de los términos que se acaban de indicar y diferentes booleanos.

Con esta busqueda se obtuvieron 23 articulos que fueron incluidos en su totalidad en

un primer momento.
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4.1.2.Criterios de inclusion y exclusion

De la busqueda inicial, que dio lugar a un total de 23 articulos, se aplicaron los

criterios de exclusion que se detallan:

1. Articulos que traten de masas hepaticas correspondientes a carcinomas

hepatocelulares o hepatoblastomas.

2. Articulos que traten del crecimiento de metastasis tras un tratamiento

diferente a la hepatectomia.
3. Articulos sobre técnicas radioldgicas para detectar metéstasis.

4. Articulos que hablen sobre la prevencion de aparicion de metastasis sin

hepatectomia.
El algoritmo de busqueda generado fue el siguiente:

(("neoplasm metastasis"[MeSH Terms] OR ("neoplasm"[All Fields] AND
"metastasis"[All Fields]) OR "neoplasm metastasis"[All Fields] OR "metastases"[All
Fields]) AND ("growth and development"[Subheading] OR ("growth"[All Fields]
AND "development"[All Fields]) OR "growth and development"[All Fields] OR
"growth"[All Fields] OR "growth"[MeSH Terms]) AND following[All Fields] AND
partial[All Fields] AND ("hepatectomy"[MeSH Terms] OR "hepatectomy'"[All
Fields])) AND "colorectal neoplasms"[MeSH Terms]

Tras la biisqueda mencionada se obtuvieron 23 articulos. Sobre estos articulos se
aplicaron los criterios de exclusion ya especificados y se descartaron 13 articulos. La
bibliografia de los articulos seleccionados también fue. Examinada a modo de

material complementario para identificar literatura adicional.
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4.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

Todos los procedimientos realizados para este trabajo han sido aprobados por el
Comité de Etica de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU), codigo M20/2015/054 HERRERO DE LA PARTE. Los
procedimientos se han realizado siguiendo la normativa vigente en experimentacion

animal.
4.2.1.Animales de experimentacion

Como modelo in vivo de experimentacion se emplearon 18 ratas albinas macho de la

cepa WAG/RijHSd, de 3 meses de edad y 270-300 gramos de peso.

Durante todo el tiempo que dur6 el desarrollo del proyecto, los animales estuvieron
estabulados conforme a la legislacion vigente, en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas

y con comida y agua ad libitum.
4.2.2.Cultivos celulares

Las células empleadas en este trabajo, correspondientes a una linea de carcinoma de
colon de rata (CC531), fueron adquiridas en origen a la empresa Cell Line Services

(Alemania) en pase p22.

Los viales fueron extendidos hasta pase p24 y conservados en viales de 1 ml con una
concentracion de 10° células/ml en nitrogeno liquido hasta el momento en el que se

fueran a emplear para los experimentos.

Para la obtencion de las células necesarias para la inoculacion, que se explicara en el
mas adelante, se descongeld un vial atemperdndolo a 37° C, durante
aproximadamente 2 minutos. Seguidamente, el contenido del vial se sembr6 en un
frasco de cultivo plano adherente T25 junto con 2 ml de medio de cultivo RPMI-
1620 y un 1 ml de suero bovino fetal (SBF), y se dejé en crecimiento por un periodo
de 4 a 6 horas en un incubador a 37° C 5% CO» y atmosfera humeda. Trascurrido
este tiempo, se reemplazd este medio de cultivo por medio de cultivo fresco
suplementado con 10% SBF, dejandose las células en crecimiento durante las
siguientes 24 horas, en las condiciones antes descritas, procediéndose de nuevo a

cambiar el medio de cultivo por medio fresco. Este procedimiento se repitio cada 48
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horas hasta que el cultivo llegé a un estado de semiconfluencia. Una vez alcanzo
dicho estado, se elimind el medio de cultivo y se afiadié 2-3 ml de tripsina-EDTA
(Tris-EDTA) devolviéndose el frasco de cultivo al incubador durante 3-5 minutos,
hasta que se comprobo que las células estaban despegadas del fondo del frasco de
cultivo. La suspension celular obtenida se transfirié a un tubo conico de 15 ml que
contenia 1 ml de SBF y se lavo el frasco de cultivo con RPMI para arrastrar las
células que pudieran haberse quedado adheridas al frasco. Toda la suspension celular
obtenida se centrifugd a 1500 rpm/min durante 5 minutos a 7° C. Transcurrido el
tiempo se elimind el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendio en 5 ml de
RPMI. La suspension celular se sembro6 en un frasco de fondo plano y adherente T75
en un volumen total de 15 ml de suero RPMI suplementado con un 10% de SBF. El
medio de cultivo se cambi6 cada 48 h por medio fresco suplementado con 10% de
SBF. Una vez que el cultivo alcanz6 el estado de confluencia, las células fueron
despegadas utilizando Tris-EDTA y la suspension celular obtenida se centrifugd a

1500 rpm/min durante 5 minutos a 7° C.

El pellet obtenido se resuspendid en 5 ml de medio Hank’s y, empleando una cdmara
de Neubauer o hemocitometro, se calculo la concentracion celular de dicha
suspension. Una vez conocida se ajustd el volumen de la suspension empleando mas
solucién de Hank's hasta conseguir una concentracion celular de 500.000 cel/ml. La
suspension celular se mantuvo en hielo hasta el momento de su inoculacion en los

animales.
4.2.3.Inoculacion celular

Para la induccién via esplénica de MHCCR de asiento hepatico, los animales, bajo
anestesia inhalatoria con isofluorano al 1,5%, fueron colocados en posicion decubito
supino sobre una manta calefactora, se rasurd el pelo de la zona quirargica, se aplico
una solucion antiséptica de Betadine® y se realiz6 una laparotomia subxifoidea de 5
cm. Previo a la inoculacidon, en ambos grupos, se localizd el pediculo vascular del
LLI y se clamp6 con un clamp de Yasargil para aneurismas craneales, de esta forma,
al realizar la RH en el grupo RH, no se elimin6 el pool de células tumorales
inoculadas que podrian implantarse en dicho 16bulo. En el grupo control, se localizo

el bazo y se inoculd 0,5 ml de la suspension celular de 5x10° células/ml en su tercio
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distal. Para evitar la hemorragia del sitio de puncidn, se realiza una compresion
circunferencial con una ligadura. Los oOrganos eviscerados fueron devueltos al
interior de la cavidad abdominal y tras 5 minutos de espera, se volvio a extraer el
bazo para realizar la esplenectomia, ligandose previamente las arterias y venas

esplacnicas.

En el grupo RH, se realiz6 el mismo procedimiento para la inoculacion celular antes
descrito, pero después de la esplenectomia se procedié a realizar una RH del 40%,

extrayendo para ello la totalidad del l6bulo lateral izquierdo (LLI).

Una vez finalizados los procedimientos de inoculacion y esplenectomia y RH en el
grupo correspondiente, las visceras fueron reintroducidas en la cavidad abdominal y
se procedid a la sutura de la herida en dos planos mediante puntos simples sueltos,
empleando sutura sintética absorbible de 4cido poliglicélico (Coated VICRYL®,
ref.: J310H Ethicon Inc., EEUU) de 4/0 para el plano muscular y seda trenzada de
3/0 (ref.: 55346, Lorca-Marin S.A., Espafia) para la piel. Una vez suturada la herida
quirargica, subcutaneamente se administr6 Meloxicam (2mg/kg) y se dejoé al animal
hasta su total recuperacion bajo una fuente de calor. Tras la recuperacion, cada 12
horas, durante un maximo de 3 dias, los animales recibieron Buprenorfina s.c. (0,05

mg/kg).

Después de dejar un periodo de 25 dias para el desarrollo tumoral, se realizd, bajo
anestesia inhalatoria, una laparotomia total para la extraccion del higado metastasico
y se procedi6 a la eutanasia de los animales por exanguinacion, seccionando la
arteria aorta abdominal. Tras la extraccion el higado se fijé6 mediante inmersion con

formaldehido al 10%, durante al menos 24h antes de su procesamiento.
4.2.4.Procesamiento de la muestra

Para proceder al corte de los l6bulos hepaticos en secciones de aproximadamente 1
mm de grosor, en primer lugar, se separaron e identificaron cada uno de los cuatro
l6bulos en los que se divide la masa hepatica total de las ratas: 16bulo caudado (LC),

l6bulo paramediano (LPM), 16bulo lateral derecho (LLD) y el LLI.
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Figura 5. Imagen representativa de uno de los 16bulos hepaticos seccionados para realizar las medidas de area
total hepatica (sombreado en verde y delimitado por la linea discontinua roja) y area colonizada por metéstasis
(sombreado en verde y delimitado por linea discontinua negra).

Una vez seccionados los lobulos hepaticos se tomaron fotografias de cada uno de los
l6bulos por separado y se midi6 el area total de la masa hepatica y el area
correspondiente a las metéstasis mediante el programa ImageJ version 1.8.0 112
(NIH, EEUU), vy asi se calcul6 el area tumoral relativa (ATR%) (4rea ocupada por

metastasis/area hepatica total x 100) (Figura 5).

Posteriormente se procedio al andlisis estadistico de los resultados mediante el

programa PRISM (GraphPad Software, EEUU).
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS REVISION BIBLIOGRAFICA

La realizaciéon de RH en el tratamiento de MHCCR desencadena el proceso de
regeneracion hepatica, donde numerosas estirpes celulares y moléculas median en
multiples vias de sefializacion. Al mismo tiempo, varios estudios clinicos y
experimentales han sugerido que las moléculas especificas que regulan la
regeneracion hepdtica también pueden promover el crecimiento de micrometastasis
latentes residuales en el postoperatorio, lo que lleva a la progresion de la enfermedad
(63,64). Sin embargo, la presencia de micrometastasis y su asociacion con la recidiva
tumoral, el momento del desarrollo de nuevas lesiones metastasicas y los factores
regenerativos responsables que apoyan la progresion neoplasica son fendémenos

todavia poco comprendidos (65).

Se considera que ciertas moléculas que median la regeneracion hepatica desempeiian
un papel significativo en la recurrencia del tumor y han sido estudiadas por multiples
grupos de investigacion (57). HGF, EGF, VEGF, TGF-f1 y MMP atraen gran interés
entre otros numerosos agentes que también intervienen al proceso regenerativo (53)

(Tabla 1).

Tabla 1. Moléculas implicadas en los procesos de regeneracion hepatica y en el desarrollo de metéstasis y su
tiempo de aparicion tras una RH parcial.

Activated biological factor or pathway after partial hepatectomy Time after partial hepatectomy
Urokinase 5 min

Notch intracellular domain (NICD) translocation to cellular nucleus 5 min
Beta-catenin translocation to cellular nucleus 5-10 min to 6 hours
Hepatocyte growth factor receptor (HGFR) 30-60 min
Epithelial growth factor receptor (EGFR) 30-60 min
Increase of plasma concentration of: Hepatocyte growth factor (HGF), norepinephrine, interleukin 6 (IL-6),

tumour necrosis factor alpha (TNFa), transforming growth factor beta 1 (TGFf31) and hyaluronic acid 1-2 hours
Nuclear factor-kappa B (NF-KB), signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 30-60 min
Hepatocyte gene expression reprogramming 30 min
Metalloproteinase 9 (MMP-9) 30 min

Cytokines, growth factors, paracrine and neuroendocrine factors are activated after partial hepatectomy, mainly within the first 60 minutes (12, 13,

45,52).

Los datos experimentales de RH parciales realizadas en ratones sugieren que las
citocinas proinflamatorias estan implicadas en la recurrencia metastdsica. Se ha
descubierto que el aumento de la expresion del TNFo, interleuquina 1 beta (IL-1B) e

IL-6 se correlaciona con un aumento de la proliferacion de células malignas (66).
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Ademas, la realizacion de RH de un volumen elevado del parénquima hepatico
parece influir significativamente en el crecimiento neopldsico y la extension de las
lesiones extrahepaticas, predominantemente en los pulmones, en comparaciéon con

RH de menor volumen hepatico (64).

La recurrencia de metastasis hepaticas, asi como la progresion sistémica del tumor,
se producen principalmente en la fase tardia de la regeneracion hepatica, en lugar de
en la fase temprana (51). Esto puede indicar que factores que toman parte en las
diferentes fases de la regeneracion hepatica tienen mayor peso en la progresion de la

enfermedad.

Como mas adelante veremos, hoy en dia existen anticuerpos monoclonales e
inhibidores que buscan evitar la progresion de la enfermedad y que tienen gran

importancia en los estadios avanzados.
5.1.1.Factor de crecimiento hepatocitario

El HGF es considerado uno de los principales agentes implicados en la regeneracion
hepatica (67), siendo el mitogeno hepatico més potente hasta ahora descubierto (68),
ademas de ser considerado un importante factor morfogénico y angiogénico sobre las

células epiteliales normales y neoplasicas (69).

El HGF, almacenado en la matriz hepatica en grandes cantidades pero también
producido en otros 6rganos (entre los que destaca el pulmoén), se libera rapidamente
1-2 horas después de una RH parcial, aumentando entre 6 y 8 veces los niveles
intrahepaticos, mientras que sus niveles plasmaticos aumentan de 10 a 20 veces (51).
Es producido y secretado por las células estrelladas, las células endoteliales

sinusoidales y las células de Kupffer, actuando de forma paracrina (70).

Actia a través de un receptor de tirosina quinasa que estad codificado por el
protooncogén c-Met y ejerce efectos mitogénicos sobre los hepatocitos y otras
células, asi como los efectos morfogenéticos y angiogénicos en las células normales
y neoplasicas. Ademas de los efectos proliferativos sobre los hepatocitos sanos, el
HGF estimula la infiltracion y la migracion tumoral a través de una actividad
aumentada de las MMP. La actividad de la proteinasa bajo la influencia de HGF

puede causar brechas en la membrana basal y facilitar la metastasis (48,71,72).
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En estudios in vitro, Tamatani et al. observaron que la adicion de HGF exdgeno
aceler6 la migracion e infiltracion tumoral y aument6 la actividad de MMP, lo que
evidencia su papel importante en la invasion y progresion tumoral, estimulando la
motilidad celular y la secrecion de proteinasas, que lisan la membrana basal de las
metastasis (73-75). Ademas, el HGF, es ocasionalmente secretado por ciertas

estirpes tumorales, estimulando el crecimiento tumoral de manera autocrina (75).

Esta molécula demostr6 también tener interés clinico puesto que, analisis realizados
sobre muestras humanas, revelaron que una alta expresion del receptor del HGF
(HGFr) se asocia con el estadio D de la clasificacion de Duke y con un alto potencial
metastasico, lo que sugiere su implicacion en los procesos de desarrollo de metéstasis

(63).

Al mismo tiempo, como ya se ha mencionado anteriormente, el HGF aumenta la
migracion e infiltracion tumoral (73) por lo que podria estar estimulando la aparicion

de metastasis.
5.1.2.Factor de crecimiento transformante 8

El TGF-B se produce principalmente por las células estrelladas, aunque puede
encontrarse en la mayoria de los tejidos (76) En el higado sano, el TGF-f tiene dos
funciones: inhibicion del crecimiento e induccion de la apoptosis (77). Tras
producirse un dafo hepatico, se incrementa su produccion (78), actuando,
principalmente, al final del proceso de regeneracion hepatica secuestrando a las

células que se encuentran en fase G1, inhibiendo su crecimiento (79).

En cuanto a su funcién asociada a las células tumorales, el TGF-B1 promueve la
formacion de estroma tumoral, angiogénesis e inmunosupresion. En las metastasis de
CCR contribuye, ademas, facilitando la expresion de moléculas de adhesién, como
las integrinas (80). Durante el proceso metastasico, el TGF-f, promueve también la
acumulacion de glicoproteinas MEC y proteinas de adhesion (81). A nivel clinico,
los niveles séricos de TGF-B se correlacionan con el desarrollo de metastasis

hepaticas después de una reseccion hepatica potencialmente curativa (82).

Teramoto et al. demostraron la pérdida del receptor de TGF-B (TGF-fr) en células

preneoplésicas y malignas de ratas, ratones y humanos. Este hecho evidencia que la
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pérdida de la sefalizacion antiproliferativa de TGF-Bf da como resultado la

carcinogénesis (83).

En ensayos clinicos, Tsushima et al. midieron los niveles plasmaticos de este factor
en pacientes con CCR, y observaron que existia correlacion entre los niveles de
TGF-B1 y la extension de la enfermedad, por lo que sugirieron su eficacia como
predictor de metastasis hepaticas (evaluado dos semanas después de una RH parcial

con intencion curativa) (84).

Por todas estas evidencias, la inhibicion de TGF-B1 parece ser una buena diana
terapéutica contra el cancer y ya son varios los compuestos que estan siendo
estudiados en estudios preclinicos y clinicos (85). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que la funcion de este factor de crecimiento es dual y cualquier inhibicion
farmacéutica de TGF-B1 puede afectar tanto a su actividad inhibidora del crecimiento

y como pro-apoptotica (86).
5.1.3.Factor de crecimiento endotelial vascular

El VEGF se considera el regulador inicial de la angiogénesis y la permeabilidad
vascular (51). Los factores de crecimiento angiogénicos, que promueven la
formacion de neovasos a partir de vasos sanguineos preexistentes, aumentan durante

la regeneracion hepatica (59).

En los procesos de regeneracion hepatica , se ve incrementado aproximadamente dos
horas después de la RH y permanece incrementado a lo largo del proceso
regenerativo (58). Su accién mitdgena la realiza principalmente sobre las células

endoteliales sinusoidales (87).

Altos niveles de VEGF, producidos por los propios tumores, se asocian con un
aumento de la vascularizacion del tumor, metéstasis, quimiorresistencia y mal
prondstico (88). VEGF también induce la sintesis de un factor derivado del estroma
(SDF-1) que recluta células circulantes desde la periferia hasta el sitio del tumor
donde se diferencian en fibroblastos asociados al cancer (CAF). Estos producen
factor de crecimiento de fibroblastos basico (b-FGF) y muchos otros factores

asociados con la remodelacion de la MEC y la angiogénesis (89).
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5.14. Receptor del factor de crecimiento epidérmico

El EGFr, comprende el segundo sistema principal de sefalizacion en la regeneracion
hepatica, después del HGF/c-Met (90). La uniéon del ligando al EGFr da como
resultado la activacion de su actividad tirosina quinasa (TK) que inicia la
transduccion de sefial mediada por receptor, la mitogénesis celular y la
transformacion celular. Los ligandos de EGFr incluyen EGF, TGF-a, anfiregulina,
HB-EGF, epirregulina y celulina. La union de estos ligandos al receptor produce una

modulacion funcional diferente para cada uno de ellos (90).

La sobreexpresion de EGFr se correlaciona con la recidiva tumoral temprana y la
aparicion de metdstasis extrahepaticas (91). La sefializacion de EGFr también induce

la regulacion positiva de VEGF y la induccion de angiogénesis (57).

Por esta correlacion con la recidiva de la enfermedad y aparicion de metastasis, asi
como su implicacion en la regulacion de la angiogénesis, se han desarrollado muchas
terapias dirigidas contra el EGFr. Por ejemplo, la terapia con cetuximab, gefitinib o
panitumumab (todos ellos inhibidores de EGFr) en modelos de CCR, produce una
disminucién de la expresion de VEGF, b-FGF y TGF-a y una reduccién en el
recuento de microvasos (92). Cetuximab es un anticuerpo monoclonal IgG1 que se
usa actualmente contra las metastasis de CCR en monoterapia o en combinacion con
otros agentes. El panitumumab es un anticuerpo monoclonal IgG2 aprobado como
agente unico para el CCR metastasico(51). El resultado prometedor de estas terapias
ha provocado que se estén desarrollando nuevos farmacos dirigidos en esta direccion

(92).

El TGF-o, otro ligando de EGFr, también se regula positivamente en la regeneracion
hepatica y se asocia con mal prondstico de supervivencia y desarrollo de metastasis

cuando aparece sobreexpresado en el tejido tumoral (57).
5.1.5.Factor de crecimiento de insulina I

Aunque no se ha demostrado que el factor de crecimiento de insulina I (IGF-I) se vea
alterado tras una RH parcial, y tampoco se le atribuye ninguna funcién en el proceso
de regeneracion, el IGF juegan un papel critico en la regulacion del crecimiento y la

muerte celular a través de la interaccion con el principal receptor de IGF (IGFr) que
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se sobreexpresa en ciertos canceres (64). Existe evidencia que demuestra que el IGF-
I y su receptor de TK desempefian un papel importante en el desarrollo y la

progresion de una variedad de canceres humanos, incluido CCR (93).

Ademas, también se sabe que aquellos tumores que expresan altos niveles de IGFr,
colonizan el higado mas facilmente que los tumores que presentan bajos niveles de
IGFr (94). Esta puede ser la razén por la cual la mayoria de las metéstasis de CCR se

encuentran en el higado.

Warren et al. demostraron que IGF-I induce la expresion de VEGF en células de
CCR in vitro (95). De forma similar al HGF/c-Met, se sabe que la senalizacion IGF-
I/IGFr induce la migracion, invasion y angiogénesis de células tumorales,
estimulando la expresion de VEGF de las células endoteliales y promoviendo su

migracion (96).

Todo esto evidencia que el IGF-I es un regulador de la cascada angiogénica. Pero,
incluso si no hay aumento en el IGF-I durante la regeneracion hepatica, otros muchos
factores promotores de tumores influyen en la sefalizacion IGF-I/IGFr, lo que
sugiere que IGF-I tiene un papel clave en la aceleracion del crecimiento tumoral y

actividad metastésica asociada con hepatectomia (57).
5.1.6.Factor de necrosis tumoral

Los niveles plasmaticos de TNF aumentan después de una RH parcial y contribuyen
en el proceso regenerativo hepatico tempranamente alterando la ruta de sefializacion
de las integrinas, induciendo la expresion de metaloproteinasa 9 (MMP-9) por los

hepatocitos y activando el TGF-a (97).

La activaciéon de MMP-9, que ocurre en los primeros 30 minutos tras la RH parcial,
causa la remodelacion de la MEC, afecta a la sefializacién via integrinas y libera

factores de crecimiento y péptidos que promueven el proceso regenerativo (98).

Los datos experimentales de hepatectomias parciales realizadas en ratones sugieren
que las citocinas proinflamatorias estan implicadas en la recurrencia metastasica. Se
ha descubierto que la expresion incrementada de TNF-a, interleuquina 1 beta (IL-1p3)

e IL-6 se correlaciona con un aumento de la proliferacion de células malignas (48).
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5.1.7.Metaloproteinasas de la matriz

El papel de las MMP es mantener la homeostasis en el entorno extracelular. En la
regeneracion hepatica, desempefian un papel central en el inicio de la activacion o en
la activacion del factor de crecimiento, y en la descomposicion y remodelacion de la
MEC (61). La estructura colagena de la MEC y el equilibrio dindmico entre la
fibrogénesis y la fibrélisis son muy importantes para el crecimiento tumoral (99). Las
MMP median estas rutas moleculares y estan implicadas en la migracion de células
cancerigenas. Forman una familia de 24 endopeptidasas de zinc, que no solo
degradan la MEC, sino también proteinas que no son de la matriz. La MMP-9
aumenta durante los primeros 30 minutos después de RH, mientras que MMP-2

después de 12 horas y desempeia un papel crucial en la regeneracion hepatica (99).

Ademas de la degradacion de MEC, las MMP promueven la progresion tumoral
modulando la generacion y activacion de moléculas clave en diversas vias de

sefalizacion, incluidos los factores de crecimiento y las quimiocinas (100).

Multiples estudios implican ambas moléculas en la progresion del CCR y las
MHCCR (101). El desarrollo de inhibidores de MMP contintia atrayendo un interés
sustancial de investigacion: se han producido y probado muchas moléculas, pero solo

una ha sido aprobada para aplicaciones clinicas dentales (48).

También han sido implicadas en las alteraciones de la membrana basal que conducen
a la metastasis tumoral (102). La sobreexpresion de MMP concretas se ha
correlacionado con la progresion tumoral, y los modelos transgénicos de raton que

sobreexpresan MMP respaldan este hallazgo (103).
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5.2. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tras haber realizado los experimentos detallados en la parte correspondiente del
apartado de Material y Métodos, a continuacién se describen los resultados obtenidos
en cada uno de los grupos experimentales sometidos o no a hepatectomia posterior a

la induccion tumoral.
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parcial

Figura 6. Diagrama de barras con el porcentaje medio de la superficie total hepatica invadida por
metastasis del grupo control (azul) y el grupo experimental sometido a hepatectomia (rojo).

En la Figura 6 se observa el ATR (%) del conjunto de 16bulos hepaticos. En el grupo
control la superficie total ocupada por metéstasis fue de un 17 = 19% con respecto a
la masa hepatica total. Sin embargo, en el grupo sometido a hepatectomia hubo un
incremento de la superficie ocupada por metastasis de, aproximadamente, 2,5 veces

(47 £ 26%), siendo la diferencia estadistica significativa (p<0,05).
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Figura 7. Diagrama de barras con el porcentaje medio de la superficie del LLD invadida por metastasis
del grupo control (azul) y el grupo experimental sometido a hepatectomia (rojo).

En la Figura 7 se pueden observar los resultados correspondientes al LLD. En el
grupo control se observo una superficie ocupada por metéstasis correspondiente al 33
+ 29% mientras que en el grupo en el que se realizd hepatectomia, la superficie
ocupada fue del 45 + 34%. Pese a tener 1,36 veces mas de superficie ocupada por

metastasis no se alcanzo una significacion estadistica entre el area cuantificada en

cada uno de los grupos.
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Control Hepatectomia
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Figura 8. Diagrama de barras con el porcentaje medio de la superficie del LC invadida por metastasis
del grupo control (azul) y el grupo experimental sometido a hepatectomia (rojo)

Respecto a los resultados del LC, Figura 8, en el grupo control se evidencié una

superficie metastasica correspondiente al 36 + 36 %, en cambio, en el grupo con RH
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parcial del 40%, se observd un area correspondiente al 71+ 31%, siendo, las

diferencias entre ambos grupos, estadisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 9. Diagrama de barras con el porcentaje medio de la superficie del LPM invadida por metastasis
del grupo control (azul) y el grupo experimental sometido a hepatectomia (rojo).

En el LPM, Figura 9, fue donde mayores diferencias se encontraron en cuanto al
ATR (%) entre el grupo control y el grupo hepatectomizado. E1 ATR (%) en este

ultimo fue 7 veces superior respecto al grupo control (40 £ 30% vs. 5.9 £ 3.2%)

(p<0,05).
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6. DISCUSION

6.1. MODELO DE INDUCCION DE METASTASIS HEPATICAS

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de una RH del 40% en el grado de
desarrollo de MHCCR. Para recrear de la manera mas fiable posible el desarrollo
natural de la enfermedad metastasica, se apostd por un modelo de induccién tumoral

mediante inyeccion intraesplénica de células tumorales de la linea CC531.

No cabe duda que el mejor modelo para estudiar este fenomeno es el humano, pero
por razones obvias, este extremo no es posible. Por lo que el uso de modelos
animales de CCR contintla siendo imprescindible en muchos aspectos de la

investigacion en el momento actual (104).

Entonces, el modelo animal mdas semejante seria aquel que, de motu propio,
desarrolle un CCR a partir del cual deriven MHCCR que puedan ser eliminadas
quirargicamente mediante RH y, posteriormente, haya una recurrencia de la
enfermedad y, asi, se estudie el area hepatica colonizada por las micrometéstasis que
se activan tras la RH. Esto seria posible empleando cepas animales que, bien de
forma natural o bien porque estan genéticamente predispuestos a ello, desarrollen un
tumor primario y metastasis posteriores. Sin embargo, esto presenta unos grandes
inconvenientes como son los elevados costes de mantenimiento y produccion de
estos animales y bajas tasas de desarrollo de metastasis en el lugar deseado, hecho
que algunos autores reflejan que ocurre con incidencia menor al 1% (105), por lo que
no son modelos muy empleados en planteamientos experimentales similares al

propuesto en este trabajo.

Por otro lado, también se podria inducir el desarrollo de tumores primarios, y sus
posteriores metastasis, empleando agentes carcinogénicos como la dimetilhidrazina
(DMH) y sus metabolitos N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanina (MNNG), N-metil-N-
nitrosourea (MNU) y Azoximetano (AOM) (106). Sin embargo, presenta el
inconveniente de que las metastasis originadas por el empleo de estos compuestos
tienen una historia natural diferente (106) y no son aptos para el estudio de sus
procesos de formacion, ademés también tardan mucho en desarrollarse y se dan con

poca frecuencia, por lo que en general precisan del uso de un elevado niimero de
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animales. Ademads hay que afiadir el riesgo que corre el investigador al exponerse a

sustancias susceptibles de ocasionarle lesiones neoplasicas.

Otro modelo validado, e incluso también empleados de forma habitual en nuestro
Grupo, es la inyeccion subcapsular directa en el parénquima hepatico de células de
CCR (implantacién heterotopica)(15,107,108). Esta técnica es mucho maés sencilla,
tanto a nivel de procedimientos como del tiempo empleado en realizar la inyeccion,
pero no resulta adecuada para este estudio, ya que no se consigue un pool de células
circulantes en el arbol vascular, que imiten a las micrometastasis que pudieran
quedar o liberarse tras la RH de MHCCR vy, tampoco ocurren los procesos

implicados en la implantacion de las células tumorales (109).

Por todo lo anteriormente expuesto, el modelo elegido y empleado en este trabajo, la
inyeccion intraesplénica, es uno de los mas validados para la inducciéon tumoral.
Mediante esta via de administracion, el porcentaje de animales en los que se
consigue provocar el desarrollo MHCCR es muy heterogéneo, desde apenas el 20%
hasta el 100% de los casos, segtin autores (110,111). En nuestro caso, el 100% de los
animales a los que se indujo el desarrollo tumoral, resultaron portadores de MHCCR.
Este modelo de administracion heterotopica de células tumorales emula de una forma
adecuada los procesos implicados en la diseminacion hematogena por vena porta de
las células metastasicas del CCR, asi como los posteriores procesos de extravasacion,

anidamiento y desarrollo de los implantes tumorales.

Hay que tener en cuenta, si se recurre a modelos de induccion tumoral por
implantacion de células tumorales, bien sea de forma orto o heterotopica, realizar una
correcta seleccion de linea celular a emplear, que sea bioldgicamente compatible con
el modelo animal (110). A este respecto podremos optar entre isotrasplantes,
referidos a modelos desarrollados mediante la inoculacion de células o tejidos
tumorales de origen animal en otro animal con idéntico fondo genético (112) o

xenotrasplantes (distinto origen genético entre células y animal, diferente especie).

En el presente estudio se ha trabajado con células de CCR de rata de la linea CC531,
singénicas con la cepa de ratas usada como modelo animal, WAG/RijHsd. El injerto
rara vez es rechazado y son rentables y convenientes en estudios con un

planteamiento similar al nuestro (113). Sin embargo, estos modelos carecen de la
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heterogeneidad genética de los tumores humanos (114). Sin embargo, segin
Robertson et al, la precision bioldgica de un modelo de cancer que usa células de
CCR humano para desarrollar metéstasis en un higado de rata debe ser cuestionada
(115), ya que las diferencias entre arquitectura hepatica y mecanismos homeostaticos
en una rata y un ser humano es probable que produzca una imagen distorsionada del

desarrollo metastasico.

6.2. EFECTO DE LA RH PARCIAL SOBRE EL DESARROLLO DE
METASTASIS HEPATICAS

En el presente estudio se ha demostrando como la reseccién hepatica tuvo efecto
potenciador del desarrollo de MHCCR. Estos resultados guardan relaciéon con los
obtenidos por Panis et al, en un modelo de induccion intraportal, en los que tres
veces mas de ratas desarrollaron MHCCR en el grupo sometido a RH del 70%, en
comparacion con el grupo control no hepatectomizados (20% vs. 60%, p<0,05%)

(116).

En la misma linea, estudios previos realizados por investigadores de nuestro Grupo,
empleando células de rabdomiosarcoma, revelaron que la realizacion de una
hepatectomia parcial del 40% en ratas que recibieron una inyeccion intraesplénica de
las células tumorales, similar a la realizada en el presente estudio, indujo un mayor
crecimiento tumoral en comparacion a aquellas en las que no fueron sometidas
tratamiento quirGrgico alguno. Analizado el porcentaje de éarea invadida por
metastasis en cada uno de los 16bulos hepaticos, se pueden observar resultados
similares a los obtenidos en nuestro estudio. Se aprecia un incremento
estadisticamente significativo en los LPM y LC y un aumento no estadisticamente

significativo en el LLD, al igual que en el presente trabajo (117).

Krause et al. trabajando con el mismo modelo animal y la misma linea celular,
obtuvieron el mismo incremento al comparar el ATR (%)hepatectomizado (2,8 vs

2,5) (118).

En otro estudio realizado por Harun et al., se analiz6 el efecto de una hepatectomia
del 40 o 70% tras la inoculacion intraesplénica de células de CCR. La induccién se

realizé en el momento de la hepatectomia o 6 dias después, para evaluar los efectos
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de tanto la fase temprana como tardia de la regeneracion hepatica. La RH del 40% no
interfiri6 significativamente en el desarrollo metastasico, no asi con la RH del 70%,
que si que presento diferencias significativas. Este estudio evidencié que los factores
de la regeneracion hepdtica que principalmente influyen en el desarrollo de
metastasis (tanto intra como extrahepaticas), son aquellos implicados en las fases

tardias de la misma (64).

Finalmente, en otro estudio realizado por el mismo grupo demostraron que, tras una
RH del 70%, el incremento de la masa tumoral se debia a una sobrerregulacion de c-

met en el area circundante a las metéstasis hepaticas (5).

Estos resultados apoyan la validez de nuestro modelo y confirman los datos

observados en el presente trabajo experimental.

6.2.1.CONTROL DE LAS RUTAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DE
METASTASIS HEPATICAS

Como se ha podido ver tras la revision bibliografica realiza, son multiples las
moléculas y rutas de sefalizacion celular implicadas en el desarrollo de la
enfermedad metastasica. Estos factores estdn intimamente relacionados con la
regeneracion hepatica, tan necesaria tras la RH con intencién curativa. Hoy en dia la
cirugia de las metastasis es el Unico tratamiento curativo y por lo tanto necesario,
pero, como se ha observado, también parece favorecer el crecimiento de metastasis

subclinicas.

Es por ello que se hace necesario el desarrollo de opciones terapéuticas que limiten
este efecto no deseado de la cirugia. Numerosos agentes antiangiogénicos se han
desarrollado contra diversos tipos de tumores, y muchos otros estan bajo
investigacion clinica. Por ejemplo, el bevacizumab (Avastin(R), un anticuerpo
monoclonal, estd aprobado para el tratamiento de CCR metastasico y el sunitinib, un
inhibidor de la TK, para tumores del estroma gastrointestinal (48). Sin embargo,
parece que los farmacos actuales de esta categoria muestran una eficacia limitada en
régimen de monoterapia, ademds de producir distorsion en el resto de tejidos sanos

del organismo (119).
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Estos tratamientos actian sobre moléculas implicadas en los primeros estadios de la
regeneracion hepdtica. Pero, sin embargo, son las etapas finales de la regeneracion
hepatica las que estimulan en mayor medida el crecimiento de MHCCR, y contra
estas etapas ain no existen terapias desarrolladas (64). Tales factores podrian ser las
MMP, especificamente MMP-2 y MMP-9 (120). Las MMP estan involucradas en la
descomposicion y remodelacion de la MEC durante la regeneracion hepatica. Se
liberan al final de la fase inicial y la reestructuracion de MEC continua hasta la
ultima fase. Se ha demostrado, en estudios previos, que estas proteinas enzimaticas
participan en la promocion de metéstasis hepaticas y el crecimiento tumoral, ya que
el proceso de remodelacion puede proporcionar el andamiaje para la implantacion de

células tumorales.

Cabe destacar también la redundancia de muchas de las rutas de sefalizacion que
intervienen en la regeneracion hepatica, y también en el control de las metastasis, y,
por tanto, no hay un solo factor que en caso de ser anulado impida el desarrollo
metastasico (48). Es por ello que, en caso de querer limitar la estimulacion de
metastasis, habra que hacerlo desde diferentes frentes utilizado terapias dirigidas
contra mas de un factor implicado en las rutas de sefializacion estimuladas durante el

acto quirurgico de reseccion de las metastasis.

Por ultimo, destacar otros factores perioperatorios no analizados en el presente
estudio que también se han visto que podrian contribuir a la progresion de las
micrometastasis ya presentes en el parénquima hepatico. Entre ellos destacan la
estimulacion del sistema inmune como respuesta al estrés, liberacion de
prostaglandinas antiinflamatorias, la inmunosupresion postquirtrgica, la anestesia,

anticoagulacion (121), analgesia y la hipotermia (122).
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7. CONCLUSIONES

A tenor de lo expuesto en este trabajo, podemos concluir que:

e En nuestro modelo experimental se ha observado que la RH para el
tratamiento de las MHCCR favorece el crecimiento de micrometastasis

circulantes.

e A pesar de que multiples estudios han mostrado que ciertos aspectos de la
regeneracion hepatica tienen efecto en la recidiva tumoral post-hepatectomia,

muchos procesos subyacentes siguen siendo poco conocidos.

e Muchos de los factores implicados en la regeneracion hepatica tras la RH son
comunes a las rutas de sefializacion celular implicadas en el desarrollo

metastasico.

e Ha quedado claro la importancia de las moléculas que regulan la fase tardia
de la regeneracién hepatica y su papel clave en la progresion de la
enfermedad metastasica de asiento hepatico y, por lo tanto, las aplicaciones
terapéuticas deben dirigirse a ellas, sin afectar la fase temprana del proceso

regenerativo.
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