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Resumen

El desarrollo y la progresion del cancer de colon es la consecuencia de
la acumulacion de multiples mutaciones genéticas. Actualmente se aceptan
dos mecanismos patogénicos diferentes en la aparicién de estos tumores. La
primera via, denominada la via APC/Bcatrina estad caracterizada por la exis-
tencia de una inestabilidad cromosémica que da lugar a la acumulacién de
mutaciones en diferentes oncogenes o genes supresores y ocurre a través de
una serie de cambios morfoldgicos identificables. La segunda via esta carac-
terizada por una lesidén en los genes «<KADN mismatch repair genes» y se
caracteriza por la acumulacién de multiples mutaciones, pero los genes afec-
tados son diferentes y no hay una correlacion morfolégica.

Presento un estudio utilizando tissue-array sobre el valor predictivo de la
presencia de metéastasis hepatica en pacientes con cancer colo-rectal que se
encuentran en estadio T2 NO de distintos marcadores moleculares. Nuestros
resultados muestran que un aumento en la expresidon de survivina, CDK,
MIBI y Topoisomerasa Il se asocian con la presencia de metastasis en este
tipo de tumores.

Abstract

Tumor development and progression is driven by the accumulation of
somatic genetic alterations. Two major pathways have been suggested in
colon tumorigenesis. The first one, The APC/B-catenin pathway consists of
chrosomal imbalance (Instability) and therefore accumulation of different
oncogenes and tumor supressor genes mutations associated with morphologi-
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cal changes. The second one is characterized by «DNA mismatch repair
genes» damage with subsequent accumulation of somatic genetic predictive
markers of distant metastasis using tissue microarrays in T2NO colon cancer.
IN our series, we detected over expression of survivin, CDK1, MIB1 and
topoisomerase lla in metastatic tumors.

En la daltima década se ha producido un incremento exponencial
de nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares que ori-
ginan las neoplasias y que condicionan su posterior comportamiento
bioldgico. A pesar de ello, la repercusion en la practica clinica de di-
chos avances nosoldgicos es actualmente escasa. Es por ello necesa-
rio, encauzar los esfuerzos de la investigacion, a conseguir una
mayor proyeccion clinica de dichos conocimientos. Dos retos funda-
mentales deben planteare en el momento actual con el objetivo ulti-
mo de mejorar nuestra funcién asistencial: el diagnostico precoz de
los tumores y la aplicacion de la mejor opcién terapeutica posible en
cada paciente. Hemos hablado en esta Academia, en otras ocasiones,
sobre las aplicaciones de estas técnicas en el diagndéstico precoz de los
tumores. Analizaremos hoy, con mayor detalle, si en el momento ac-
tual los conocimientos moleculares pueden mejorar la especificidad y
eficacia de nuestros recursos terapéuticos, buscando como objetivo,
un tratamiento individualizado «a la carta», de los tumores (10).

Dentro de este tratamiento individualizado, a su vez, se podrian
distinguir dos capitulos: el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas y
la optimizacién de los recursos terapéuticos actualmente existentes.
Dentro de este ultimo punto, la principal aportacidon que podria rea-
lizar la patologia molecular, es distinguir entre casos en los que la
extirpacion quirurgica habria sido curativa, de aquellos en los que
pueden persistir células neoplasicas en el paciente, a pesar, de no
existir evidencia clinica de ello, y que por tanto se beneficiaran de
terapias coadyuvantes como la quimio o radioterapia, o incluso nue-
vas terapias génicas o inmunoterapia. Con ello, se podrian reducir
cortes socio-sanitarios, empleando las terapias mas efectivas en cada
caso e impedir tratamientos coadyuvantes innecesarios en otros casos.

Las nuevas tecnologias estdn permitiendo un acercamiento efi-
caz a los analisis masivos de la expresion génica en los tumores. Los
microarrays de c-DNA son ya hoy un arma eficaz que permite el
estudio de miles de genes en amplias series tumorales. Los analisis
de agrupamientos estdn permitiendo descubrir nuevos perfiles de
expresion génica asociada a tipos tumorales previamente particula-
rizados, 0 nuevos subtipos identificados a la luz de las relaciones
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establecidas entre estos analisis y la situacion clinica de los pacien-
tes. Estos ensayos estan basados en el estudio de los niveles de
expresion del ARN.

De un modo paralelo y con entidad propia, se est4 desarrollan-
do en estos ultimos afios, un método sencillo de analisis de expre-
sidén génica: los «Tissue-array», que se han convertido en un méto-
do efectivo para el estudio, en series tumorales amplias, de estos
perfiles mediante el analisis de ADN con técnicas de hibridacién in
situ o de expresion de proteinas mediante la inmunohistoquimica.
Este método permite el analisis de cientos de marcadores tumora-
les en secciones consecutivos del tumor, con un minimo de reque-
rimiento tisular. Toda la serie tumoral es analizada a la vez, de
modo que se garantiza la homogeneidad de las técnicas entre las
muestras y se evitan los sesgos (8-15).

En la etiologia del cancer colorrectal se considera que participan
maultiples factores. Es posible que exista una interrelacion entre fac-
tores ambientales y constitucionales en su etiologia y que la importan-
cia de unos u otros varia segun los individuos. Por tanto, ni un factor
ni una serie de ellos seran la base en todos los casos de cancer colo-
rectal. El cancer es en dltimo término una alteracion a nivel genético.
La fase inicial puede que en algunos casos sea constitucional, como,
por ejemplo, la herencia de un gen supresor mutado como ocurre en
el sindrome de la poliposis multiple. De forma alternativa, la iniciacion
puede ser adquirida a través o bien de una mutacion espontanea, o por
la accién de mutagenes ambientales. Nuevas mutaciones e influencias
promocionales actuarian en el proceso de «etapas multiples» que con-
ducen a la formacion de una neoplasia maligna.
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INCIDENCIA

En las ultimas décadas la mortalidad por cancer ha mantenido
un aumento progresivo en nuestro pais. A mediados del siglo pasa-
do, se producian anualmente 20.000 muertes por cancer, actualmen-
te este numero se ha cuadriplicado, mientras que las tasas brutas
casi se han triplicado, pasando del 80 por 100.000 habitantes en
1951, a 228 por 100.000 habitantes en 1998. Junto a este incremento
de su incidencia estan cambiando las tasas de mortalidad por los
diferentes tipos de tumores (tabla I). Especialmente preocupante es
el aumento significativo en los varones de las tasas de mortalidad
por cancer, que se han atribuido en gran parte al aumento en la
incidencia del cancer de pulmén. En contraste, en las mujeres esta
disminuyendo ligeramente la incidencia de mortalidad debido en
gran parte a la caida en la mortalidad de canceres como el de Ute-
ro, estbmago y colon (7).

CARCINOGENESIS COLORRECTAL

Practicamente todos los carcinomas colorrectales muestran al-
teraciones genéticas, cuyo estudio estd permitiendo en gran parte,
comprender el mecanismo general de la carcinogénesis como una
alteracion genética no letal. Actualmente se aceptan dos mecanis-
mos patogénicos diferentes en la apariciéon del cancer colo-rectal,
ambos, se caracterizan por la suma de multiples mutaciones. Si
bien, los mecanismos como actlan y los genes que intervienen son
diferentes.

La primera via, denominada la via APC/B-catenina, esti carac-
terizada por la existencia de una inestabilidad cromosémica que da
lugar a la acumulacién de mutaciones en diferentes oncogenes o
genes supresores. La evolucion molecular del cancer de colon por
esta via ocurre a través de una seria de estadios morfoldgicos iden-
tificables. En la etapa inicial hay una proliferacién epitelial locali-
zada que se sigue por la formacién de pequefios adenomas que
aumentan progresivamente de tamafo. Adquieren diferentes grados
de displasia y finalmente se transforman en canceres infiltrantes.
Esta via fue definida por Morson como la secuencia adenoma-car-
cinoma y se basa en las siguientes observaciones (12):
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1. Las poblaciones con una elevada prevalencia de adenomas
tienen también una alta incidencia de cancer colorrectal y vi-
ceversa.

2. La distribuciéon de los adenomas en el colon y el recto es mas
0 menos comparable a la del cancer colorrectal.

3. La incidencia maxima de los polipos adenomatosos precede
en algunos afos al pico de incidencia del cancer colorrectal.

4. Cuando se identifican carcinomas infiltrantes en estadio pre-
coz, suele encontrarse tejido adenomatoso en su alrededor.

5. El riesgo de cancer es directamente proporcional al niamero
de adenomas, de ahi la certeza practicamente total de que los
pacientes con sindromes de poliposis familiar van a desarro-
llar un cancer.

6. En los programas con seguimiento regulares de los pacien-
tes para detectar el desarrollo de adenoma y extirpar todas
los sospechosos reducen la incidencia de cancer colorrectal.

Los procesos genéticos que se producen en esta via son los si-
guientes:

Pérdida de gen supresor de los tumores APC. Se considera como
el suceso inicial en la formacion de los adenomas. En los sindro-
mes de la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el de Gardner,
una mutacion en la linea germinal en el gen APC da lugar a la apa-
ricién de cientos de adenomas que progresan en pocos afos a can-
ceres invasivos. Para que aparezcan los adenomas se necesita que
se pierdan ambas copias del gen APC. Las funciones de la protei-
na APC estan intimamente relacionadas a la B-catenina normal. En
condiciones normales promueve la degradacién de la B-catenina;
cuando hay una pérdida de la funcion del gen APC, la acumulacion
de B-catenina se traslada al nucleo y activa la transcripcion de di-
ferentes genes tales como el MyC y la ciclina D1, que promueven
la proliferacion celular. En el 80 % de los canceres esporadicos de
colon existe una mutacion en el gen APC. Por tanto, se considera
que el primer golpe se produce como consecuencia de una pérdi-
da de una copia normal del gen supresor APC. De hecho, las per-
sonas que nacen con un alelo mutante de este gen son mas pro-
pensas a desarrollar canceres de colon. El segundo golpe sigue con
la pérdida de la copia normal del gen APC . EIl siguiente paso pa-
rece ser una mutacion en el gen K-ras, a los que se suman muta-
ciones adicionales de los genes supresores de los tumores DCC y
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TP53, que conducen a la aparicion de un carcinoma en el que ocu-
rren nuevas mutaciones. Es conveniente sefialar que aunque ésta
parece ser la secuencia temporal, la acumulacién de maualtiples
mutaciones es mas importante que el orden en que éstas se pro-
ducen. /5, 1,14)

El gen K-ras es el oncogen activado que con mayor frecuencia
se observa en los adenomas y en los canceres de colon. El K-ras
activado (cromosoma 12p 12) interviene en la traduccion de la se-
fial intracelular que inicia la mitosis y previene la apoptosis. Se
encuentra mutado en menos del 10 % de los adenomas que tienen
un tamafio menor de 1 cm. En el 50 % de los mayores de 1 cm. y
en el 50 % de los carcinomas.

Una pérdida alélica comun en el cancer de colon que afecta al
cromosoma 18q 21 se produce en el gen DCC (deleted in colon can-
cer). La proteina que codifica este gen, una molécula de adheren-
cia celular, se expresa ampliamente en la mucosa del colon. Sin
embargo, la expresién se reduce o falta por completo en el 70 a
75 % de los canceres, con la consecuencia habitual de pérdida de
heterogeneidad en esta regién del cromosoma 18g.

En el 70 a 80 % de los canceres de colon se encuentran pérdi-
das en el cromosoma 17p, mientras que dichas pérdidas son poco
frecuentes en los adenomas. Estas delecciones cromosdmicas afec-
tan al gen P53, lo que indica que las mutaciones de éste gen apa-
recen tardiamente en la carcinogénesis del colon (17).

La segunda via esta caracterizada por una lesion genética en los
genes «<ADN mismatch repair genes». Esta presente en el 10 al 15 %
de los canceres esporadicos. Se caracteriza, al igual que en la via
anterior, por la acumulacién de multiples mutaciones, pero los ge-
nes afectados son diferentes y no hay una clara correlacion morfo-
logica. El suceso fundamental en ésta via es una reparacién anor-
mal del ADN originada por una inactivacién de los genes DNA
mismatch repair gens. Mutaciones heredadas en estos genes son los
responsables de los carcinomas de colon heredados en paciente sin
poliposis. De estos genes el MMLH-1 es el que afecta de forma mas
frecuente en las formas esporadicas de carcinoma de colon. La pér-
dida de los genes que reparan el ADN conducen a un estado hiper-
mutable en la que los microsatélites son inestables durante la repli-
cacion del ADN y dan lugar a extensas alteraciones en estas
secuencias repetitivas. La sefial que indica un defecto en los DNA
mismatch repair gens, es la aparicion de inestabilidad en los micro-
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satélites, que conducen a la acumulaciéon de mutaciones que culmi-
nan en la aparicion del cancer colorrectal.

Aproximadamente el 50 % de los pacientes que han tenido una
«cirugia curativa» por cancer de colon falleceran debido a una recidiva
de la enfermedad. La explicacién que se admite actualmente como
mas posible, es que en el tiempo de la cirugia, existian ya metastasis
hepaticas. Una de las metas fundamentales al establecer los factores
prondsticos en los pacientes que se someten a una cirugia curativa por
cancer colorrectal, son aquellos que permiten distinguir entre los pa-
cientes que son curados y los que tienen una enfermedad residual
oculta. A este ideal se consigue llegar identificando aquellos variables
que tienen una influencia importante e independiente sobre la super-
vivencia. Los modelos prondsticos que se utilizan actualmente se ba-
san en el grado de diferenciacion de las células tumorales, en el nime-
ro de ganglios linfaticos afectados, en la extension de la invasion
directa, en el caracter de los margenes invasivos y en la presencia de
un infiltrado linfocitico peritumoral (9) (Fig. 1-2).

La clasificacion de Dukes fue introducida en 1928 en el St.
Marcks Hospital de Londres y desde entonces se reconoce su importan-
cia para establecer el pronostico en el cancer colorrectal. El estadio A,
en el que se encuentran el 15 % de los canceres operables, la infiltra-
cion tumoral se extiende a través de la muscular de la mucosa hacia la
pared, pero sin ir mas alla de la muscular propia y sin que se observen

FIGURAS 1y 2.
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metastasis en los ganglios linfaticos. La supervivencia a los 5 afios es
practicamente del 100 %. En el estadio B de Dukes, el 35 % de los ca-
sos operados, el crecimiento invade los tejidos peri-rectales o perico-
licos en continuidad, pero sin que existan metastasis ganglionares.
Alrededor del 75 % de los enfermos en estadio B se curan de su enfer-
medad. En el estadio C, independientemente del grado de infiltracion
de la pared, hay metéastasis en los ganglios linfaticos. En este estadio
del porcentaje de supervivencia a los 5 afios es inferior al 35% vy el
50 % de los enfermos operados se encuentran en este estadio (3).

Una de las lineas de investigacion que estamos siguiendo en el la-
boratorio de Patologia Molecular que dirige el Dr. Sanz Ortega, es el
estudio de «Marcadores Predictores» de metastasis a distancia en el
cancer colorrectal, mediante la determinacién de marcadores molecu-
lares utilizando el método de «Tissue arrays».

La finalidad altima de nuestro trabajo es, mediante el estudio de
marcadores moleculares, establecer dos grupos de pacientes con
canceres de colon que se encuentran en estadio T2 NO, con un ries-
go bioldgico diferente a desarrollar metéastasis.

Hemos hecho un estudio retrospectivo de 85 canceres de colon
que se encontraban en estadio T2 NO; en 52 de estos casos no existia
evidencia de metastasis tras un seguimiento entre 6 y 12 afos, y 33
tenian evidencia de metdstasis a lo largo de su seguimiento. Para la
realizacion del Tissue-array se seleccionaron dos cilindros de 1 mm
de diametro procedentes del tumor y se utilizé6 el método estandar
de nuestro laboratorio para el estudio inmunohistoquimico (Fig. 3).
Seleccionamos 30 proteinas que intervienen en el ciclo celular, que
son factores reguladores de la an-
giogénesis o del crecimiento, mo-
léculas de adhesion o que inhiben
la apoptosis y moléculas que inter- |
vienen en la reparacion celular 2
(Tabla II, 6-13-4) |

En nuestros resultados observa- |
mos que una alta expresién en k e
los tumores primarios de Survivi-
na (>50%), Ki67 (50 %), Topoiso- | '
merasa Il (>50%), CD K1 (> 10 %)

y una baja expresion nuclear de
P16 se asocian estadisticamente
(p <0,05) con la aparicion de me-

FIGURA 3.
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Protein clone Source Dilut Reactiv. Threshold p

Kig7 MIBA1 DAKO 1.100 High/low >50%cells 0.02
Survivin Polycl RD sys 1.1500 | High/low >50%cells 0.05
CyclinA 6E6 Novocastra 1.100 +/- 10%cells 0.75
CyclinB1 7A9 Novocastra 1.25 +/ >10%cells 0.67
CyclinD1 DCS6 DAKO 1.100 +/ >10%cells 0.22
CyclinD3 DCS22 Novocastra 1.10 +/ >10%cells 0.57
CyclinE 13A3 Novocastra 1.10 +/ >10%cells 0.43
CDKA1 1 Transd Lab 1.1500 | +/ >10%cells 0.04
CDK2 8D4 Neomarker 1.500 +/ >10%cells 0.91
P53 DO7 Novocastra 1.50 High/low >80%cells 0.27
P21 EA10 Oncogene 1.50 High/low >50%cells 0.10
P16 POLIC SantaCruz 1.50 High/low >50%cells 0.01
P27 57 Transd Lab 1.1000 | High/low >50%cells 0.36
Hdm2 IF2 Oncogene 1.10 High/low >50%cells 0.59
Rb C3245 BD Ph. 1.250 High/low >50%cells 0.17
Topoisoiso- Ki-s1 Dako 1.50 High/low >50%cells 0.04

merasa ||

VEGF BBiogenex 1.100 High/low >80%cells 0.47
EGFr 13 Novocastra 1.25 High/low >80%cells 0.07
HER2/neu POLY DAKO 1.200 High/low >80%cells 0.91
ECadherin 4A2C7 ZYMED 1.200 High/low >50cells 0.82
P120 98 Trand Lab 1.500 High/low >50%cells 0.39
Bcl2 124 DAKO 1.25 High/low >50%cells 043
Caspase3a C92- Bd PH 1.25 High/low >50%cells 0.76
APOPTAG* INTERG. +/- >20%cells 0.14
G-Catenin 15 Transd Lab 1.1000 | High/low >50%cells 0.34
MLH1 G168 Pharming 1.100 High/low >50%cells 0.37
MSH2 FE11 Oncogene 1.100 High/low >50%cells 0.32
CatepsinD DB200 DAKO 1.25 High/low >50%cells 0.29

TABLA II.
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tastasis. Por que el analisis simultaneo de estos 5 marcadores pue-
de tener una aplicacion potencial como un indicador pronéstico para
determinar que pacientes que estan en un estadio T2 NO tienen un
riesgo mayor de presentar metastasis en el curso de su evolucién
después de la cirugia y por tanto requirirdn una terapia coadyuvante
con quimio o radioterapia. (2-11).
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INTERVENCIONES
Prof. Blazquez Fernandez

Ante todo unas palabras de felicitacion al Prof. Julian Sanz Es-
ponera por su brillante disertacion sobre un tema de gran impor-
tancia y actualidad. Con la aplicacion de técnicas como la hibrida-
cion in situ, inmunocitoquimica, «microarrays» y otras también
relacionadas con la Biologia Molecular al estudio de los tumores, se
esta obteniendo mucha informacién acerca de la expresién génica
de las células tumorales y de las mutaciones de los protooncogenes,
genes supresores de tumores y de otros genes implicados en el ci-
clo y la apoptosis celulares. Dado que para que una célula llegue a
ser cancerigena se necesitan al menos seis mutaciones de genes y
esto requiere un periodo de tiempo significativo, las transiciones que
experimentan estas células hasta su malignizacién son de gran in-
terés para la investigacion cientifica actual. Especialmente la tran-
sicion de la polipomatosis y adenomas hasta cancer de colon de las
que nos ha hablado el Prof. Julidan Sanz Esponera representan un
buen modelo para la investigacion de estas entidades patologicas.
Por ello me gustaria conocer si han realizado estudios en esta di-
reccion o los tienen disefiados para un futuro préximo.

Prof. Lucas Tomas

Debo decir, Prof. Sanz Esponera, que he gquedado fascinado por
llos datos que nos ha proporcionado en esta conferencia, en rela-
cion al cancer colo-rectal.

Especialmente, me ha llado la atencidén su consideracion acerca
de la carcinogénesis o de la etiopatogenia del carcinoma colo-rec-
tal que nos ha presentado. Concretamente cuando demuestra con
sus experiencias que el 85 % de estos tumores siguen la secuencia
adenoma-carcinoma, es decir, polipo-adenocarcinoma, mientras que
solamente el 15 % esta en relacién con la disfuncidon de genes re-
guladores de ADN.
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En este grupo reducido, en el que entran en funcién los genes
reguladores de ADN, es de interés de ver como el Gen KRAS y los
ligados al cromosoma 16, como puede ser el de la P53, tienen un
valor significado en este tipo de tumores.

Si me han llamado la atencion sus consideraciones acerca de la
etiopatogenia del carcinoma colo-rectral, me han interesado mas sus
comentarios acerca de la prospectiva terapéutica y especialmente con
marcadores que puedan identificar la capacidad metastasica de es-
tos tumores. También me parece muy interesante que estos marca-
dores de metéstasis estén en relacion con la P51 y la P16. Todo esto
demuestra que el avance dado no sélo es en la etiopatogenia, sino
también en poder programar el tratamiento especifico o la carta,
como ahora se dice. Es uno de los avances mas interesantes en los
que usted estd involucrado.

Después de estas consideraciones, me gustaria poder oirle si tiene
experiencia o existe alguna relacion sobre la posibilidad de que su-
ceda lo mismo en la parte proximal del tubo digestivo. Al igual de
lo que pasa con el carcinoma colo-rectal, pudiera existir también en
el cancer oro-faringeo una carcinogénesis similar. Recuérdese que en
esta zona proximal del tubo digestivo también hay lesiones precan-
cerosas. Y si la misma secuencia de la carcinogénesis que nos ha
comentado en el cancer colo-rectal pudieran darse en la zona oro-
faringea, es decir, la secuencia leucoplasia-carcinoma epidermoide.

Prof. Espinds Pérez

Me levanto para felicitar al Prof. Julidn Sanz Esponera. Nos ha
presentado una comunicacion de alto nivel cientifico y de una gran
trascendencia y aplicabilidad futura en el campo de la Oncologia.

El Prof. Sanz, en los dltimos afios, nos ha expuesto varias co-
municaciones sobre la moderna «morfopatologia molecular». Sus
trabajos, sus comunicaciones, han ido alcanzando cada vez mayor
nivel, como la que hoy nos ha presentado en la Real Academia. Ha
incorporado tecnologia puntera, que nos llena de satisfaccion a to-
dos por ser un trabajo realizado por un Académico de nuestra Real
Academia.

Nos ha comentado el largo camino de la transformacién malig-
na de las células, pasando por distintas fases, cada vez con mayor
displasia, hasta llegar al punto en el que se alcanza el estado de
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irreversibilidad. Esta célula tiene todos los atributos propios de una
célula maligna, que es su multiplicacion, su capacidad de invasion
y su capacidad de metastatizacion.

Es, quiero sefialarlo, un mensaje de esperanza y de gran tranqui-
lidad el reconocimiento que hace el Prof. Sanz a la aparicion del
cancer en relacidon con determinados estilos de vida. Es evidente, por
tanto, que una prevencidn, una mejora en la calidad del estilo de
vida, como la supresion del tabaco, reduccién de la ingesta de gra-
sas, produce una reduccidn de la enfermedad cancerosa. Por otro
lado, también nos ha puesto de manifiesto como la curabilidad del
cancer va proporcional a la rapidez en el diagnéstico, subrayando
la importancia del «diagnostico precoz» para la lucha frente a esta
grave enfermedad.

Yo le quiero comentar al Prof. Sanz dos aspectos, uno, que es
una pregunta, ;cual cree Vd. que es el papel que juega la inflama-
cion en la determinacidon o en la evolucién de las células hacia la
célula maligna? Porque ya sabemos que la utilizacién de antiinfla-
matorios no esteroideos, tanto los anti-COX-1, como los anti COX-
2 se utilizan como relativo éxito, para la prevencién de la enferme-
dad maligna del colon aparecida sobre los polipos del mismo. ¢Cuél
es su idea sobre este aspecto?

La otra pregunta va en relaciéon al tema importante y trascenden-
tal, que es el nucleo fundamental de su exposicion de esta tarde. Si
el cirujano extirpa la zona del colon afectada por el tumor, ;por qué
unos tienen metastasis al poco tiempo y otros no la tienen? Mi pre-
gunta es: cuando el cirujano realiza la extirpacion de este tipo de
tumor, con estos marcadores de alta malignidad, ¢ya existen las
metastasis o las metastasis aparecen posteriormente como conse-
cuencia de reactivaciones de células de alta malignidad en el tracto
digestivo?

Le felicito por esta interesantisima comunicacion y por el nivel
cientifico que ha alcanzado su grupo, entre los que quiero subrayar
la presencia del Dr. Sanz Ortega.
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Resumen

El primer esbozo de vascularizacion arterial coronaria se establece en
embriones humanos del estadio 14 de O’Rahilly a partir de islas endoteliales
que contienen densas formaciones de eritoblastos, que no presentan conexion
con la cavidad ventricular dispuestos subepicardicos. La presencia de este
primitivo plexo esta en intima dependencia con la Jalea acelular de Davies
y no con el aumento y estructuracién del miocardio.

Cada arteria coronaria se desarrolla a partir de dos anlages: uno distal
que los hace a partir de la red subepicardica, y otro proximal procedente de
la evaginacion del endocardio de los senos Valsalva.

El periodo final del proceso de fusién de ambos anlages y por consiguien-
te la determinacion del patrén vascular coronario, queda establecido en el
estadio 20 de O'Rabhilly.

Abstract

The first sketch of coronary arterial vascularization settles down in human
embryos of the stadium 14 of O’Rahilly starting from endothelial islands that
contain dense eritoblastes formations that don’t present connection with the
cavity ventricular willing subepicardial. The presence of this primitive plexus
is in intimate dependence with the Jelly acellular of Davies and not with the
increase and structuring of the myocardium.

Each coronary artery is developed starting from two anlages: one distal
that makes it starting from the net subepicardial, and another proximal
coming from the evagination of the endocardium of the breasts Valsalva.

The final period of the process of coalition of both anlages, and
consequently the coronary vascular pattern’s determination, it is established
in the stadium 20 of O'Rahilly.
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La regulacion del crecimiento vascular es en la actualidad una
excitante area de la Biologia del Desarrollo; el mecanismo final de
la organogénesis vascular se basa en dos procesos: vasculogénesis y
angiogénesis. Aunque la angiogénesis es para algunos considerada
como determinante en el mecanismo de neovascularizacion, angio-
génesis y vasculogénesis se encuentran integradas en el estableci-
miento de la vascularizacion cardiaca en los iniciales estadios dife-
renciativos del periodo embrionario.

En la vasculogénesis, los precursores endoteliales se integran y
armonizan para formar vasos; los tejidos vascularizados por este
proceso generalmente son de origen endodérmico, mientras que el
proceso de angiogénesis, que en sintesis consiste en la diferencia-
cion de brotes vasculares a partir de vasos preexistentes que vascu-
larizan tejidos de origen ecto-mesodérmico.

La diferenciaciéon morfolégica y bioquimica del corazén aconte-
ce de modo rapido en los estadios iniciales del desarrollo. La for-
macion de un corazon tubular es uno de los eventos mas precoces
de la embriogénesis en los vertebrados con la especifica caracteris-
tica que la adquisicion de la funcion precede a la morfogénesis
completa; no obstante, el desarrollo cardiaco es el resultado conjunto
de multiples procesos fundamentales que no se pueden entender
analizando un Unico instante determinado; por el contrario, los pro-
cesos que determinan y desarrollan la formacién cardiaca, son di-
namicos, secuenciales, progresivos, interrumpidos e irreversibles. Por
ello, la integracion e interrelacién temporo-espacial de los diferen-
tes componentes cardiacos, define la forma y funcion de una estruc-
tura vascular en modo especial adaptada y en gran modo dependien-
te en su dispositivo estructural final a especificos requerimientos
dindmicos.

La «decision» molecular en determinar células embrionarias plu-
ripotenciales a una via cardiogénica, se establece en el inicio de la
gastrulacion coincidiendo con la presencia de la linea primitiva Orts
Llorca, 1963; Jiménez Collado, 1974-1976-1977; Garcia Martinez-
Schoenwolf, 1993; Austin y cols., 1994. En las aves, las células
mesodérmicas con capacidad diferenciadora a células endocérdicas o
miocardicas, se localizan en la mitad rostral de la linea primitiva con
identidad axial en relacién del eje antero-posterior. Orts Llorca, 1964;
Jiménez Collado, 1981-1986; Inagaki y cols., 1993, inmediatamente
por detras del nudo de Hensen, estructura ésta homologa a la region
dorsal del blastoporo de los anfibios y al que se le reconoce como
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«centro organizador de Spemann» (Jacobson y Sater, 1988), ya que
esta regidon o centro, asi como el contacto con el endodermo, es ne-
cesario y llave constante en los mecanismos del desarrollo para diri-
gir células mesodérmicas en fase de gastrulacion a una via cardiogé-
nica (Sater y Jacobson, 1990; Nascone y Mercola, 1995). En
embriones de aves, cuyo abordaje analitico y experimental es facil y
regulable a la vez que presenta similitud en los estadios iniciales con
gran numero de vertebrados (Jiménez Collado, 1981), se ha evidencia-
do como en el estadio de linea primitiva —prolongacién cefélica el
nudo de Hensen libera acido retinoico (Chen y cols., 1992), morfége-
no del que se conoce su influencia sobre los patrones de formacién
y diferenciacion (Dresh y Lile, 1993). La presencia de receptores de
acido retinoico en células mesodérmicas seleccionadas como «linaje
cardiogénico» es consistente con el papel que realiza este morfdogeno
en dirigir o especificar mesodermo a corazén (Smith, 1994). Puesto
que receptores de acido retinoico funcionan como factores de trans-
cripcion (Gabas, 1992), es posible que la individualidad genética re-
gule o0 module parte de este mecanismo aun no dilucidado de la es-
pecificacion del linaje cardiaco.

Una vez establecido el tubo cardiaco, se configura un proceso
morfogénico mediante el cual el miocardio definitivo se organiza
(Vivagh y col., 1989; Coffe y Poole, 1991). El tubo endocérdico apa-
rece ya envuelto por epitelio premiocardico procedente de cada cam-
po de fusioén; el contacto y fusion de estos dos epitelios premiocar-
dicos se establece dorsal y ventralmente, hecho que da como
resultante la formacién del mesocardio dorsal y ventral, este Gltimo
—mesocardio ventral— estructura transitoria de funcién desconoci-
da al contrario que el mesocardio dorsal, del que en gran parte y
conjuntamente con mesénquima extracardiaco dara origen al 6rga-
no preepicardio, estructura mesotelial localizada entre el esbozo
hepatico y seno venoso. Es a partir de este proepicardio cuando se
origina y establece la via por la que el mesénquima extracardiaco
migrara sobre la superficie del tubo endo-miocardico para formar
el epicardio —futuro pericardio visceral— (Urancken Peeters y col.
1995). El mesénquima epicardico emigrado contribuye con progeni-
tores —endotelio y musculo liso— en la vascularizacién coronaria
(Poelmann y col. 1993; Mikawa y Gourdier, 1995); por ello, la fu-
sién de los campos o &reas cardiacas no solo establece el definitivo
tubo cardiaco, sino también actia como fuente de su propio mesén-
quima vasculogénico.
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El tubo cardiaco inflexionado y con dilataciones y estrecheces,
estructuralmente aparece configurado en esta fase del desarrollo por
dos laminas o formaciones concéntricas —endocardio y epimiocar-
dio—, asi como por una matriz extracelular dispuesta no regular-
mente entre ambas formaciones —jalea de Davies o gelatina cardia-
ca—, que en los niveles o segmentos auriculo-ventricular y
cono-truncal aumenta en contenido. Considerada clasicamente ace-
lular con un papel pasivo en la morfogénesis cardiaca, en la actua-
lidad han sido aisladas alrededor de 50 proteinas en los niveles de
mayor condensaciéon mediante electroforesis bidimensional en gel
(Runyan y Markwald, 1983), la mayor parte secretadas por el mio-
cardio, lo que sugiere que la gelatina o jalea de Davies representa
la membrana basal miocardia (Kitten y col., 1995), incluyéndose
entre sus componentes colagenos, fibronectina, hialuronato, fibrina,
proteoglicanos, factores de crecimiento. Durante estos estadios ini-
ciales del desarrollo, la estructura del tuvo cardiaco es simple, por
consiguiente, la presencia de la circulacion coronaria es innecesa-
ria; no obstante, el establecimiento del sistema vascular cardiaco se
realiza en un periodo relativamente temprano del periodo gestacio-
nal, caracterizado por la diferenciacion de células precursoras —
angioblastos—, en elementos formes y células endoteliales. La ulte-
rior definicién de tubos endocéardicos se realiza méas tardiamente,
observdndose en la especie humana en la tercera semana, seguida
o simultanea con la presencia de la jalea acelular de Davies y for-
macion del epimiocardio.

Las células del tuvo cardiaco reciben directamente su nutricién
de la cavidad ventricular, cuando el miocardio inicia su trabeculi-
zacion, no existe una circulacién coronaria y es s6lo a partir de la
cuarta semana cuando los brotes vasculares aparecen constituyen-
do el primer esbozo de la formacién vascular coronaria, proceso, no
obstante, aun hoy en dia no bien conocido.

Por regla general, en los vertebrados la progresiva trabeculizacion
del miocardio da origen a un sistema sinosoidal o laberintico (Lewis,
1904), que adquiere la capacidad de representar y establecer un sis-
tema nutriente para los miocitos y jalea de Davies que van incor-
porandose al primitivo tubo endocardico; sin embargo, este sistema
sinusoidal no constituye en sentido estricto un sistema circulatorio,
su estructura sélo permite la difusion de elementos sanguineos pro-
pulsados por las cada vez mas frecuentes contracciones y ritmos del
miocardio. El desarrollo de canales vasculares se relaciona intima-
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mente con el incremento de la cada vez mas compacta capa mio-
céardica.

Este concepto de sistema sinusoidal temporal seguido del esta-
blecimiento y sustitucién por circulacion coronaria, representa un
avance en la escala filogenética, ya que, por ejemplo, en los peces
se mantiene el sistema sinusoidal que es progresivamente sustitui-
do en los anfibios, en los que ya la formacién trabecular aparece
mejor y més definida a nivel ventricular, aunque los vasos de Te-
besius, vestigio de la circulacién sinusoidal, son constantes a modo
de cortocircuitos entre ambas redes vasculares.

La importancia del epicardio en el establecimiento de la micro-
circulaciéon cardiaca es hoy practicamente aceptada, habida cuenta
que «brotes vasculares» o «nidos vasculares» epicardicos constituyen
la evidencia méas precoz del sistema vascular coronario en el hom-
bre y en otros vertebrados y mamiferos.

No obstante, el criterio que los capilares proceden o son forma-
ciones tubulares originadas del endotelio endocardico se ha mante-
nido tiempo (Rychter y col., 1971; Voboril, A. y col., 1969; Viragh,
S. y Challice, C.E., 1981. Sin embargo, recientemente Mikawa, T.,
y Fischmann, D., 1992, mediante inyecciones de retrovirus han evi-
denciado el origen diferente de estas dos formaciones vasculares
—endotelio coronario y endotelio endocardico—, resultados idénti-
cos a los obtenidos por Viragh, S. y col., con el empleo del anticuer-
po PH, y (Poelmann y col., 1993), mediante el marcaje con anticuer-
pos en las quimeras pollo-codorniz. En embriones humanos en
estadios precoces, Hirakow, R., 1983; Huchchins, G.M., 1988, des-
criben la presencia de conglomerados o islas angioblasticas subepi-
cardicas a distancia y sin conexién con el lumen ventricular, dispues-
tas primero a nivel del 4pex ventricular y en el surco interventricular
y secuencialmente en el surco atrio-ventricular, observaciones éstas
gque coinciden in loco con la disminucion e incluso desaparicion de
la jalea acelular en embriones humanos de 28 a 30 dias.

Relativamente pocos son los estudios realizados sobre la vascu-
logénesis cardiaca en embriones humanos (Tandler, 1908; Yutama,
1940; Orts-Mari, 1944; Vallejo, 1967; Jiménez Collado, 1970; Siss-
man, 1970; Cooper y O’'Rahilly, 1971; Licata, 1959-62; Conte y Pe-
llegrini, 1984; Hirakoff, 1983; Hubchings y col., 1988, frente a la
numerosa informacion detallada de la organogénesis cardiaca ana-
lizada de modo tanto descriptiva como experimental en otras espe-
cies de mamiferos, recogidas en sintesis en las amplias y minucio-
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sas publicaciones de Cooper y O'Rahilly, 1971; Dehann y O’Rabhilly,
1978.

En embriones de 5,5 mm., estadio 14 de O’'Rahilly, hemos des-
crito la presencia constante aunque en namero variable de islotes
sanguineos como estructuras aisladas e independientes sin conexion
con la luz ventricular a nivel del apex ventricular, surco intraven-
tricular y secuencialmente en el surco atrio-ventricular. Su presen-
cia coincide con la desaparicion de la jalea acelular de Davies, he-
cho éste que destacamos, por cuanto sélo Grover, M.; Hutchins, M.
D. y Abigail Kessler-Hanna, M. D., 1988, hacen mencion. En efec-
to, segun nuestras observaciones y como consecuencia de haber
establecido mediciones de las diferentes capas cardiacas y su corres-
pondencia con el estadio del desarrollo embrionario, llegamos a las
siguientes conclusiones.

Estadio Endocardio/ Grosor Grosor

O’Rahilly Tamafio epicardio jalea miocardio
10 2,5+0,8 mm. 98 micras 82 micras 16 micras
11 3,2+ 0,8 mm. 111 micras 89 micras 22 micras
12 3,6 +0,7 mm. 190 micras 138 micras 52 micras
13 49+0,7 mm. 128 micras 70 micras 58 micras
14 6,5+ 0,9 mm. 63 micras 14 micras 59 micras
15 7,8+1,1 mm. 56 micras 0 micras 56 micras
16 9,6 +1,5 mm. 79 micras 0 micras 79 micras
17 12,4+ 1,2 mm. 87 micras 0 micras 91 micras
18 15+ 1,5 mm. 99 micras 0 micras 99 micras

Es, pues, evidente en base a nuestras observaciones en las que
si bien han sido realizadas las mediciones en tres embriones de cada
estadio, existe una precisa correlacion y dependencia entre la des-
aparicion de la jalea acelular de Davies y la presencia de los brotes
o islas de eritroblastos en la superficie cardiaca.

Estudios mediante microscopia electronica confirman cémo es-
tas islas o nidos vasculares estan formados por células precursoras
endoteliales —eritoblastos— (Rongish, B. J., 1994; Obrunick, M.,
1972), caracter que es comuUn en nuestros embriones de 5,5 mm.,
Estadio 14 de O’Rahilly.

Hemos descrito en embriones de 5,5 mm., Estadio 14 de O'Ra-
hilly, la presencia de acimulos subepicardicos primero aislados y
distantes, densos y sin luz, histolégicamente formados por eritoblas-
tos envueltos por una delgada y continua lamina de endotelio, es-
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tan situados primero en el surco interventricular y apex que van
progresivamente aumentando en numero para topograficamente irse
disponiendo en dos sistemas o redes, localizados uno en la porcion
posterior asi como anterior y derecha del surco atrioventricular,
surco interventricular posterior, superficie diafragmética de los ven-
triculos y superficie anterior y derecha del ventriculo derecho y
bulbus, mientras que al otro sistema o red subepicardica, menos
numerosa y diferenciada, se sitla en el surco interventricular ante-
rior, pared anterior ventricular y porcion anterior e izquierda del
surco atrioventricular. En base a esta configuracion, que interpre-
tamos como anlage del futuro patrén arterial coronario, denomina-
mos a la primera red subepicardica derecha-posterior al considerar
que a partir de ella se establecen las ramas de la arteria coronaria
derecha; la segunda red subendocardica la denominamos red sub-
epicardica izquierda-anterior, al considerar que configura el patréon de
distribucion de la futura arteria coronaria izquierda.

En embriones humanos de 7,5-8,9 mm., Estadio 15-17 de O'Ra-
hillY, observamos el inicial crecimiento a partir del truncus de mul-
tiples evaginaciones, tanto a nivel adrtico como pulmonar a nivel de
las cuspides del primordio de las valvulas semilunares. En embrio-
nes de 12,5 mm., Estadio 17 de O'Rahilly, s6lo dos de las evagina-
ciones endoteliales que crecen de las paredes derecha e izquierda
aortica, mantienen y aumentan su ritmo de crecimiento y diferen-
ciacion, conectando en embriones de 15 mm., Estadio 18 de O'Ra-
hilly, con los brotes vasculares subepicardico posterior derecho y
anterior izquiedo para asi completar el desarrollo binodal de las
arterias coronarias.

Existe una observacidon que consideramos no habia sido antes lo
suficientemente comentada y es que el mecanismo o proceso de
conexién aorta-red vascular subepicardica, se realiza y establece
especificamente en un determinado estadio. En efecto, los embrio-
nes de 12 mm., estadio 17 de O'Rahilly, nho mostraron evidencia
alguna de crecimiento endotelial y, por tanto, contacto de la red
subepicardica prearterial coronaria con aorta; sin embargo, en em-
briones de 13,5 mm., Estadio 18 de O’Rahilly, asistimos por vez
primera siempre y de modo constante al origen selectivo de las eva-
ginaciones de los senos de Valsalva y su aproximacidn/conexion con
el plexo coronario subepicardico.

No hemos observado fases intermedias en la formacion de esta
interconexién; existia 0 no existia conexidn, pero no fase puente. Por
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tanto, el mecanismo intimo como la naturaleza anatomica del esta-
blecimiento de este proceso permanece aun incierta y especulativa.

INTERVENCION DEL PROF. ESPINOS PEREZ

El Prof. Jiménez Collado nos ha expuesto una brillantisima y
ademas bonita comunicacion. La iconografia presentada, toda obte-
nida por él y por su grupo de investigacion es realmente excep-
cional. Le felicito por esto y por los conceptos que nos ha desarro-
llado.

Después de oir esta comunicacion yo no puedo dejar de sefalar
la milagrosamente maravillosa organogénesis que hace que los seres,
y concretamente el hombre, se vaya desarrollando a partir de una
sola célula fecundada, unién del 6vulo y del espermatozoide.

Ha centrado su exposicion en el tema de la angiogénesis y vas-
culogénesis. Yo quiero preguntarle si el concepto y la base de la
angiogénesis, tal como lo ha expuesto, referida al miocardio y las
ramas coronarias depende fundamentalmente de la multiplicacién de
las células endoteliales. ;Son los factores estimulantes de la multi-
plicacion endotelial los principales responsables de la aparicidon de
la red vascular coronaria? Porque, indudablemente, tal como nos lo
ha presentado, las células endoteliales, con esa envoltura que poco
a poco va apareciendo de fibroblastos, son las que van a modular
la estructura vascular coronaria, ¢qué factores son los responsables
de este crecimiento y multiplicacion endotelial? Le hago esta pre-
gunta porque actualmente, en el campo de la moderna terapia on-
coldgica, esta, cada vez, adquiriendo mayor auge la terapia antian-
giogénica, por el bloqueo de la formacién de nuevos vasos como
consecuencia de suprimir la accion de los factores estimulantes de
las células endoteliales. En teoria esta terapia, que es totalmente
diferente a la destructiva —citolitica— de la quimioterapia, es muy
prometedora. Esperemos que pronto pueda llevarse a la practica, ya
que al impedir la formacion de neovasos en el tumor conduce a la
necrosis del mismo.

Le felicito nuevamente por esta espléndida y bonita comunica-
cion.
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CONTESTACION DEL PROF. JIMENEZ COLLADO

Es un hecho constatado que el crecimiento y metastizacion de
gran numero de tumores depende de la formacién de nuevos vasos
y también es sabido que la mayoria de los tumores persisten mu-
dos en el sentido de Cao y O’Reilly 1998 en un estado vascular
quiescente, fase que se altera al producirse por factores molecula-
res no definidos, Folkman 1995, el desequilibrio entre reguladores
positivos y negativos de la angiogénesis.

Hoy en dia conocemos, apoyados fundamentalmente en las ex-
periencias inmunohistoquimicas de Tomanek y colaboradores, 1996,
1999; Litlaung y Suvasrna 1999, Hoy Ravatska 2001, como una es-
pecifica «célula progenitora» puede diferenciarse a musculatura lisa
0 célula endotelial segun el factor de crecimiento que en su momen-
to actle, ya que en respuesta a PDGPF-PB se diferencia a muscu-
latura lisa y pericitos, mientras que en presencia de VEGF lo hace
a célula endotelial.

No obstante lo anterior y a nuestra aportacion en esta linea de
trabajo 1997-1999 que en sintesis hemos reflejado en este esquema,
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el tema que hoy hemos traido es la determinacion de cuatro esta-
dios morfodiferenciativos con caracteres especificos en la organogé-
nesis y diferenciacion de las arterias coronarias, teniendo siempre
en cuenta que todos y cada uno de estas fases o periodos no son
estadios cerrados si por tal consideramos que en ellos se establecen
Unicamente los hechos a describir; por el contrario, al ser eslabo-
nes de una cadena biolégica cuya finalidad es estructurar el patrén
arterial coronario, necesariamente han de existir caracteres y pro-
cesos comunes e integrados.

PALABRAS FINALES DEL PRESIDENTE

Importantes las dos conferencias de hoy, de las que hacen re-
flexionar profundamente en los conocimientos que uno tiene o ha
adquirido. Felicidades a ambos comunicantes.

En primer lugar al Prof. Sanz Esponera que, siguiendo una li-
nea que lleva hace afios, y ha presentado aqui alguno de sus im-
portantes trabajos, se introduce en los aspectos importantes de la
biologia molecular, incluso haciendo participar en ese importante
problema de factores proteinicos, de receptores, de la conexion de
ello con el genoma, con los genes, con aquellos elementos supre-
sores y activadores que mantienen el crecimiento vascular. El can-
cer colorrectal, como otros tumores malignos, constituyen los pun-
tos esenciales de investigacion mundial actual de muchas escuelas.
Para explicar lo que hasta hace no muchos afios para algunos gran-
des autores se negaba o se discutia, relacion polipo-adenoma-cén-
cer colorrectal, habia magnificos tratados donde eso se discutia se-
veramente; otras personas creian que habia una secuencia
fundamentada en lo que era la observacion histolégica, histopato-
logica, etc...

He leido comunicaciones multiples sobre antiinflamatorios en
relacién con estos procesos; por ejemplo, la pentoxifilina, potente
antiinflamatorio, tiene mucho que ver en las cuestiones experimen-
tales que he podido leer en factores multietiolégicos existen en todo
carcinoma, y como incluso los antiinflamatorios tienen que ver en
un sentido o en otro sobre la secuencia genoma-genes supresores-
genes activadores.

Le felicito por su comunicacion interesantisima y fundamenta-
da en un trabajo experimental, de investigacion de gran importan-
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cia. Es, una vez mas, motivo de felicitar al Prof. Sanz Esponera por
esta importante actividad.

Si la reflexion de esta ponencia ha sido importante para todos
nosotros, no lo es menos la que ha presentado nuestro Secretario,
el Prof. Jiménez Collado.

Llegar al recuerdo que teniamos de aquella anatomia que estu-
diamos con intensidad y entrever en esas magnificas proyecciones
con que nos ha ilustrado la influencia de la vasculogénesis, de la
angiogénesis, de la génesis vascular y el porqué se hace eso; ésa es
la gran pregunta que todos tenemos en nuestra cabeza. El endote-
lio y el sistema mesenquimal son los que estan actuando para la an-
giogénesis y el desarrollo de las cavidades cardiacas, el desarrollo
de las coronarias, que nutre y constituye la base central del mante-
nimiento y desarrollo de las estructuras cardiacas; por qué mecanis-
mo, qué sustancias son las activadoras permanentes de ese proceso
que lleva al final a la constituciéon maravillosa del corazén, de los
vasos de irrigacion coronaria, etc...

Confieso que ha sido dificil, por lo menos para mi, el seguir esa
explicacién, buscando los nexos de conexion entre lo que indicaba
el Prof. Jiménez Collado y lo que consideramos en el adulto lo que
es la importancia y relacion de la circulacién coronaria y manteni-
miento de la fibra cardiaca.

Gracias a los dos ponentes. Las conferencias han sido extraor-
dinarias. Mi felicitacion mas sincera a ambos.

Se levanta la sesion.



