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Resumen

Introduccion. El crecimiento tumoral es mayor des-
pués de la cirugia abierta que tras la laparoscopia en
estudios experimentales. La interleucina (IL) 6 y la
IL-18 son citocinas proinflamatorias cuya expresion
aumenta mas después de una laparotomia que tras
una laparoscopia. In vitro, la IL-6 y la IL-1B estimulan
la expresion de factores angiogénicos como el fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular y la cicloo-
xigenasa-2. Hipotesis: el marcado aumento de citoci-
nas proinflamatorias tras cirugia abierta estimula en
mayor medida la angiogénesis y el crecimiento tu-
moral.

Métodos. Inducimos un tumor sélido en ratones
mediante inyeccion de 5 x 10° células en la pared ce-
cal. Los ratones fueron aleatorizados en reseccion
cecal abierta y reseccion por laparoscopia. La IL-6, la
IL-1B y el factor de crecimiento del endotelio vascu-
lar se determinaron en suero durante el postoperato-
rio. Los animales se sacrificaron 12 dias después. Se
aplico una puntuacion a la recidiva tumoral en fun-

Este trabajo ha sido subvencionado, en parte, con una beca
para Fellows Internacionales de la American Society of Colon
and Rectal Surgeons (Dr. Pera) y con una Beca posdoctoral
(EX2001-35105008) del Ministerio de Educacién y Cultura
de Espafa (Dr. Pera).

Correspondencia: Dr. Miguel Pera.

Unidad de Cirugia Colorrectal. Servicio de Cirugia General.
Hospital del Mar.

Pg. Maritim, 25-29. 08003 Barcelona. Espafa.

Correo electrénico: mpera@imas.imim.es

Manuscrito recibido el 9-1-2004 y aceptado el 20-2-2004.

300  Cir Esp 2004;76(5):300-6

cion de su extension y se determin6 el peso total del
tumor. La densidad microvascular y la expresion de
la ciclooxigenasa-2 se estudiaron mediante inmu-
nohistoquimica.

Resultados. La puntuacion y el peso del tumor fue-
ron mayores en el grupo de reseccion cecal abierta
(p < 0,01). Los valores séricos de IL-6 (4.157 + 1.297
frente a 2.514 £ 1.417 pg/ml, en los grupos de resec-
cion cecal abierta y reseccion por laparoscopia, res-
pectivamente) y factor de crecimiento del endotelio
vascular (231 + 125 frente a 45 + 9 pg/ml, en los gru-
pos de reseccion cecal abierta y reseccion por lapa-
roscopia, respectivamente) fueron mayores en el
grupo de reseccion cecal abierta (p < 0,01). La angio-
génesis estaba aumentada en el grupo de reseccion
cecal abierta. La densidad microvascular media *
desviacion estandar fue de 34,3 + 11,5 en el grupo
de reseccion cecal abierta frente a 15,5 + 12,5 en el
de reseccion por laparoscopia (p < 0,01). La expre-
sion de ciclooxigenasa-2 también era mayor en el
grupo de reseccion cecal abierta. Los valores séri-
cos de IL-6 se correlacionaron con los del factor de
crecimiento del endotelio vascular (tho = 0,61; p <
0,001). A su vez, los valores de factor de crecimiento
del endotelio vascular se correlacionaron con la
densidad microvascular y con el peso tumoral (rho =
0,63; p < 0,001).

Conclusiones. El aumento de citocinas proinflama-
torias tras la cirugia abierta se asocia con una mayor
angiogénesis y un mayor crecimiento tumoral, en
comparacion con la cirugia laparoscopica en rato-
nes.

Palabras clave: Laparoscopia. Angiogénesis. Cancer de
colon. IL-6. IL-1B. VEGF. Cox-2.
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INFLUENCE OF POSTOPERATIVE ACUTE-PHASE
RESPONSE ON ANGIOGENESIS AND TUMOR
GROWTH: OPEN VERSUS LAPAROSCOPIC-
ASSISTED SURGERY IN AN ANIMAL MODEL

OF COLON CANCER

Introduction. Inflammatory response and tumor
growth are increased after laparotomy compared with
laparoscopy in some animal models. In vitro, the
proinflammatory cytokines interleukin (IL)-6 and IL-
1B up-regulate the expression of angiogenic factors
such as vascular endothelial growth factor (VEGF)
and cyclooxygenase-2 (COX-2). The aim of this study
was to investigate the influence of postoperative in-
flammatory response on angiogenesis and tumor
growth.

Methods. Solid tumor induction was achieved th-
rough injection of 5 x105 B51LiM cells into the cecal
wall of Balb/c mice. The animals were randomized
into two groups: open cecectomy (OC) and laparos-
copic-assisted cecectomy (LC). Serum IL-6, IL-18 and
VEGF levels were determined postoperatively. On
postoperative day 12, the mice were sacrificed. Tumor
load score and weight were calculated. Immunohisto-
chemistry for CD31 and COX-2 was performed on
samples of tumor recurrence.

Results. Tumor load score and weight were signifi-
cantly greater after laparotomy than after laparos-
copy (p < 0.01). Serum IL-6 (OC: 4157 + 1.297 pg/ml
versus. LC: 2.514 + 1.417 pg/ml) and VEGF levels
(OC: 231 % 125 pg/ml vs. LC: 45 + 9 pg/ml) were signi-
ficantly higher in the laparotomy group (p < 0.01). Mi-
crovessel density (mean * SD) was 34.3 £ 11.5 in the
OC group versus. 15.5 + 12,5 in the LC group (p <
0.01). COX-2 expression was also significantly higher
in the OC group. A positive correlation was found
between postoperative serum levels of IL-6 and
VEGF (rho = 0.67; p < 0.001). VEGF levels were also
correlated with microvessel density and tumor
weight (rho = 0.63, p < 0.001).

Conclusions. Increased systemic levels of proin-
flammatory cytokines are associated with greater an-
giogenesis and tumor growth after laparotomy than
after laparoscopy in mice.

Key words: Laparoscopy. Angiogenesis. Colon cancer.
IL-6. IL-1B. VEGF. COX-2.

Introduccion

En varios estudios experimentales se ha demostrado
que el crecimiento tumoral y el desarrollo de metéstasis
se aceleran mas después de una laparotomia en compa-
racién con una laparoscopia'™. Ademas, en un reciente
estudio clinico aleatorizado se observé que los pacientes
con cancer de colon en estadio lll, a quienes se habia
practicado la reseccion por laparoscopia, presentaban
Menos recurrencias y una mayor supervivencia en com-
paracién con aquellos intervenidos mediante cirugia
abierta®. Sin embargo, los mecanismos causales de es-
tas diferencias se desconocen.
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Uno de los componentes esenciales para la recurren-
cia tumoral y el desarrollo de metastasis es la angiogéne-
sis, que consiste en la formacion de nuevos vasos a par-
tir de vasos ya existentes, en cuya ausencia, los tumores®
no pueden alcanzar un diametro superior a 2 mm. El fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es una
de la citocinas angiogénicas mas potentes que se cono-
cen. No solo estimula la proliferacién de células endote-
liales, sino que también aumenta la permeabilidad vascu-
lar, por lo que facilita la diseminacién hematdgena de las
células tumorales. En pacientes con cancer de colon, el
aumento de la angiogénesis tumoral, asi como los valo-
res séricos elevados de VEGF se asocian con un periodo
libre de enfermedad més corto y con una menor supervi-
vencia’. La expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2)
también se ha implicado recientemente en la regulacién
de factores angiogénicos en el cancer de colon. Se ha
observado in vitro un aumento de angiogénesis y de las
citocinas proangiogénicas, como el VEGF o el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, en las células tu-
morales CaCo-2 que sobreexpresan COX-28. Asimismo,
un estudio con muestras de cancer de colon humano
mostré una correlacion significativa entre la expresion de
VEGF y de COX-2 mediante inmunohistoquimica®. Los
tumores con una mayor expresién de COX-2 han mostra-
do también una mayor densidad microvascular (DMV).

Por otra parte, la interleucina (IL) 6 y la IL-1p son cito-
cinas proinflamatorias producidas por diferentes tipos ce-
lulares™. Los valores séricos de IL-6 e IL-1f son marca-
dores tempranos y muy sensibles del dafo tisular porque
se elevan en proporcion con el grado de traumatismo qui-
rargico'®'". Dado que la agresién quirirgica es menos in-
tensa tras la cirugia laparoscépica que después de la ci-
rugia abierta, la respuesta inflamatoria y la activacion de
citocinas son también menos importantes'?'4, Recientes
estudios in vitro, con diferentes lineas celulares de carci-
noma, han demostrado que la IL-6 y la IL-1p estimulan la
expresion de VEGF'. Asimismo, se ha observado, en cé-
lulas humanas de cancer de colon, que el aumento de la
expresion de IL-6 e IL-1B se asocia con una mayor expre-
sién de la COX-28,

La hipétesis de este estudio propone que las diferen-
cias de crecimiento tumoral observadas entre cirugia
abierta y laparoscépica se deben a diferencias en la in-
tensidad de la respuesta inflamatoria y de la angiogéne-
sis durante el periodo postoperatorio.

Material y métodos

Animales

Se han utilizado 47 ratones Balb/c (Laboratorios Charles River, Wil-
mington, Estados Unidos) de entre 6 y 8 semanas de edad, y con un
peso de entre 19y 21 g. Todos los procedimientos descritos fueron revi-
sados y aprobados por el Comité de Cuidados y Manipulacién de Ani-
males (IACUC) de la Clinica Mayo, Rochester, Estados Unidos.

Linea celular tumoral

Hemos utilizado una linea celular de adenocarcinoma de colon
(51BLiM) proporcionada por el Dr. Bresalier, del Henry Ford Health
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Sciences Center, Detroit, Estados Unidos. La linea 51BLiM es singé-
nica con la cepa de ratén Balb/c. Los cultivos celulares se mantuvie-
ron con el medio RPMI 1.640 complementado con suero bovino fetal
al 10%, penicilina y estreptomicina a 37 °C en una atmésfera de CO,
al 5%. La viabilidad de las células utilizadas siempre fue superior al
95%.

Induccidn de un tumor sélido en el colon

Hemos empleado el modelo de tumor sélido en el ciego descrito por
Bresalier et al'”. Los ratones fueron anestesiados mediante una inyec-
cién intraperitoneal de de ketamina y xilacina (100/10 mg/kg). Se practi-
¢, a continuacién, una incision de 5 mm en la linea media y se inyecta-
ron 5 x 10% células en la pared cecal en 0,1 ml de medio de cultivo. A
continuacién, se reintrodujo el ciego en la cavidad abdominal y se cerr6
la pared con puntos sueltos de Vicryl 3-0.

Grupos de estudio y técnica quirdrgica

Dos semanas después de la inyeccion cecal los ratones fueron alea-
torizados en 2 grupos: reseccién del ciego mediante una laparotomia
(CA) y reseccion cecal asistida por laparoscopia (CL). En un estudio pi-
loto realizado previamente habiamos comprobado que después de
2 semanas en el 85% de los animales aparece un tumor en el ciego, de
unos 5 mm de didmetro, sin diseminacién peritoneal ni metéstasis he-
paticas. En los ratones del grupo CA, se practicé una incisiéon de 35 mm
en la linea media, se disecaron las adherencias existentes y el ciego
fue exteriorizado y resecado tras colocar una ligadura de seda 3-0 en
su base. En todos los casos quedd un pequefio mufidén cecal junto a la
unién ileocecal. Durante la intervencion se manipulé el intestino delga-
do, pero no el ciego. La herida se protegié con gasas estériles empapa-
das en povidona yodada. La laparotomia se cerré con una sutura conti-
nua de Vicryl 3-0. La duracion de la intervencion fue de 40 min en todos
los animales.

En los ratones del grupo CL, se practicé una incisién transversa de
5 mm en el vacio izquierdo a través de la que se introdujo un trécar
de 5 mm (Ethicon Endo-Surgery, Inc.) por el que se insuflé CO, hasta
una presion maxima de 4 mmHg. Se colocaron otros 2 trécares en el
area subxifoidea y en el vacio derecho (angiocatéteres de 16y 14 G,
respectivamente). A continuacién, se introdujo una oOptica de 5 mm
(Stryker Corp., Postage, Estados Unidos) a través del trocar del vacio
izquierdo y se procedi6 a inspeccionar el abdomen para descartar la
presencia de metastasis. El neumoperitoneo se mantuvo en todos los
animales durante 30 min. Al igual que en el grupo CA, se manipul6 el
intestino delgado y no el tumor durante la intervencién. Después de va-
ciar el gas a través de los trécares, el ciego se exterioriz6 por la inci-
sién del vacio izquierdo, que se extendi6 en caso necesario. El ciego
fue resecado tal y como se ha descrito previamente. Las heridas se
cerraron con puntos sueltos de Vicryl 3-0. El tiempo operatorio total fue
de 40 min.

Todas las piezas de reseccion quirlrgica se inspeccionaron para
confirmar la presencia o ausencia de tumor. Los animales en los que
no se observaba macroscépicamente una tumoracion cecal se elimi-
naron del estudio. Se procedid, ademas, a medir el diametro maximo
del tumor y a pesar el ciego. Los animales con enfermedad metastasi-
ca en el momento de la cecectomia también fueron eliminados del es-
tudio.

Muestras de sangre y estudio de los valores séricos
de citocinas

Se obtuvieron 0,3 ml de sangre venosa del plexo retroorbitario bajo
anestesia con metoxifluorano antes de la inyeccion cecal, a las 6, 24 y
48 h, y a los 5 dias después de la cecectomia; también en el momento
del sacrificio. Las muestras de suero, obtenidas tras centrifugacién, se
congelaron a =80 °C para estudio posterior de los valores de las citoci-
nas proinflamatorias IL-6 (Opteia mouse IL-6 kit; BD Pharmingen, San
Diego, Estados Unidos) e IL-18 y de VEGF (Quantikinine mouse IL-18 y
VEGF kits; R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos).
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Evaluacion macroscopica y obtencién de muestras
de tejidos

Los animales se sacrificaron 12 dias después de la reseccion cecal.
Un observador, que desconocia a qué grupo pertenecia cada animal,
valord el crecimiento tumoral en la pared abdominal, el mufién cecal, el
peritoneo parietal, el mesenterio, el epiplén, el retroperitoneo, el higado
y el rifién. En cada una de las localizaciones anteriores se aplic el si-
guiente sistema de puntuacién modificado®: 0 = ausencia de tumor; 1 =
diametro inferior a 0,5 cm; 2 = diametro entre 0,5y 1 cm; 3 = diametro
entre 1y 1,5 cm; 4 = diametro entre 1,5y 2 cm; 5 = didmetro mayor de
2 cm. Se calculé la puntuacion total sumando las puntuaciones obteni-
das en cada una de las distintas localizaciones (puntuacién tumoral to-
tal). Ademas, se determind el peso de todo el tumor presente en la cavi-
dad abdominal (peso tumoral total).

Se obtuvieron muestras del mufién cecal y del peritoneo parietal,
que se fijaron con cinc, y se procesaron e incluyeron en parafina para
estudio histol6gico. Se obtuvieron cortes de 4 um de grosor y se tifieron
con hematoxilina y eosina.

Inmunohistoquimica

La angiogénesis se valor utilizando técnicas inmunohistoquimicas
habituales para la identificacién de microvasos tumorales. Las prepara-
ciones de tejido se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos-
frente al antigeno CD31 (Pharmingen) a una dilucién de 1:30. Asimis-
mo, se utilizé un anticuerpo monoclonal frente a la proteina COX-2
(Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos) a una dilucién de 1:1.500.
Se utilizaron muestras procesadas sin el anticuerpo primario como con-
troles negativos.

Calculo de la densidad microvascular y evaluacion
de la expresion de COX-2

Todas las valoraciones fueron realizadas por un patélogo que desco-
nocia a qué grupo pertenecia cada preparacion. Para el calculo de la
DMV, cada preparacion fue examinada a una magnificacion de x100
con el fin de determinar 3 areas en las que se concentran un mayor nu-
mero de vasos, lo que se conoce como puntos calientes o hot spots.
Los microvasos fueron entonces contados en cada una de las 3 areas a
una magnificacién de x400. La DMV se calculé determinando la media
del nimero de vasos en las 3 areas.

Para valorar la distribucion y la intensidad de la inmunorreactividad
frente a la COX-2 utilizamos un sistema de puntuacién semicuantitati-
vo validado previamente'®. La distribucién se valoré asignando una
puntuacion de acuerdo con el nimero de células positivas: ninguna
(no tefidas), 0; focal (menos de un tercio de las células tefidas), 1;
multifocal (menos de 2 tercios de las células tefidas), 2;y difuso (ma-
yoria de células tefidas), 3. La intensidad de la tincion fue valorada
de la siguiente forma: negativa, 0; moderada, 1; positiva, 2. Las 2 pun-
tuaciones, distribucién e intensidad, fueron sumadas dando cada uno
de los siguientes grados de tincién: 0, negativo; 2, intermedio, y 3, 4 y
5, positivo.

Andlisis estadistico

Con 10 animales en cada uno de los 2 grupos de tratamiento debe-
ria haber por lo menos un 80% de posibilidades (poder estadistico) de
detectar una diferencia en la respuesta media que es mayor o igual a
1,4 desviaciones estandar de las mediciones individuales. Por ejemplo,
si la desviacion estandar del VEGF es 10 pg/ml'é, entonces el poder es-
tadistico para detectar una diferencia en el VEGF medio mayor o igual
que (1,4 x 10) 14 pg/ml seria del 80%.

Segun los resultados de un estudio piloto, calculamos que aproxima-
damente un 20% de los animales seria excluido en el momento de la
cecectomia, por la ausencia de tumor macroscépicamente visible o por
la presencia de enfermedad metastasica. Ademas, anticipamos un por-
centaje de mortalidad perioperatoria cercano al 20% segun estudios
previos de reseccion asistida por laparoscopia de tumores sélidos'.
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Asi, el nimero de ratones incluidos en el estudio fue aumentado con el
fin de disponer de 10 animales como minimo en cada grupo para el
andlisis final.

Las variables cualitativas se compararon entre los 2 grupos mediante
el test de la y*. Las variables cuantitativas fueron comparadas entre los
2 grupos mediante el test de Mann-Whitney dada la distribucién no pa-
ramétrica de las variables en este estudio. Una p < 0,05 se consider6
estadisticamente significativa. Para calcular el grado de asociacion
entre las variables, se calculé el coeficiente de correlacion de Spear-
man. Todos los calculos se llevaron a cabo con JMP, SAS Institute (ver-
sién 4.0.4).

Resultados
Hallazgos operatorios y mortalidad postoperatoria

Cuatro de los 47 ratones utilizados en el estudio murie-
ron durante las 48 h siguientes a la inyeccién cecal por
isquemia del ciego. Los 43 ratones restantes se aleatori-
zaron en los 2 grupos del estudio: 23 ratones fueron asig-
nados al grupo CA y 20 al grupo CL. Se excluyeron 8 ra-
tones (18%) después de la aleatorizacion. En 6 casos, 3
en cada grupo, no se encontré tumor en el ciego en el
momento de la reseccion, y en 2 animales, 1 en cada
grupo, se encontraron implantes peritoneales. Los res-
tantes 35 ratones fueron intervenidos tal y como se ha
descrito en la seccion de “Material y métodos”.

La longitud de la laparotomia media en todos los rato-
nes del grupo CA fue de 35 mm frente a 6,9 = 1,8 mm en
el grupo CL. No encontramos diferencias en el tamarfio
medio (4,5 £ 2 frente a 4,4 £ 1,5 mm, en los grupos CA 'y
CL, respectivamente) ni en el peso medio (43,4 + 33,3
47,2 £ 20,9 mg, en los grupos CA y CL, respectivamente)
de los tumores de los 2 grupos (fig. 1).

No observamos diferencias estadisticamente significa-
tivas en la mortalidad intraoperatoria y postoperatoria en-
tre los 2 grupos (el 21 frente al 25%, en los grupos CA y
CL, respectivamente). La principal causa de muerte fue
la insuficiencia respiratoria durante la operacion, seguida
de la peritonitis secundaria a perforacion intestinal. En to-

Fig. 1. Imagen microscdpica (x10) de uno de los tumores de ciego
del grupo CA con una didmetro maximo de 4 mm. Se aprecia infil-
tracion y rotura de la capa serosa.
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tal, 27 animales sobrevivieron hasta el dia 12 tras la ope-
racién, cuando fueron sacrificados: 15 ratones en el gru-
po CAy 12 en el grupo CL.

Recurrencia tumoral

No encontramos diferencias en la incidencia de recu-
rrencia tumoral entre los 2 grupos (el 80 frente al 77%,
en los grupos CA y CL, respectivamente). Sin embargo,
la puntuacién tumoral total y el peso tumoral total fueron
significativamente mayores en el grupo CA en compara-
cién con el grupo de laparoscopia (fig. 2). La localizacion
mas frecuente de la recurrencia en los 2 grupos fue el
mufioén cecal seguida de la herida de la laparotomia me-
dia y el peritoneo. Sélo 1 de los 12 ratones del grupo CL
presentd una metastasis en uno de los orificios de los
trocares. En 3 de los ratones del grupo CA (20%) se en-
contraron metéstasis hepéticas, mientras que esto no
ocurrié en ninguno de los ratones del grupo CL (p <
0,05). Las metastasis del grupo CA eran intraparenqui-
matosas en 2 ratones, mientras que en el tercer caso se
encontraban en la superficie.

Densidad microvascular intratumoral y expresion
de COX-2

La angiogénesis estaba aumentada significativamente
en el grupo de cirugia abierta. La DMV media en el grupo
CA fue de 34,3 + 11,5 vasos por campo comparada con
15,5 £ 12,5 en el grupo CL (p < 0,01). Las células tumo-
rales y el endotelio que las rodea mostraron expresion de
COX-2 mediante inmunohistoquimica en los 2 grupos.
Sin embargo, el grado de la tincién fue significativamente
mayor en el grupo CA en comparacién con el grupo CL
(4,3 +1,2frentea2,1+0,9;p<0,05).

Valores séricos de IL-6, IL-18 y VEGF

Los valores séricos de IL-6 alcanzaron un pico maximo
6 h después de la intervencion quirurgica en los 2 gru-
pos. Cuando comparamos los valores de IL-6 entre los
2 grupos, observamos que fueron significativamente mas
elevados en el grupo de cirugia abierta (fig. 3a). Asimis-
mo, los valores séricos de IL-1B 24 h después de la re-
seccion también fueron significativamente méas elevados
en el grupo CA (fig. 3b). Los valores séricos de VEGF
12 dias después de la operacién también estaban mas
elevados de forma significativa en el grupo CA (fig. 4).

Encontramos una correlacion positiva entre los valo-
res séricos de IL-6 a las 6 h de la intervencion y los va-
lores pico de VEGF (rho = 0,67; p < 0,001). No observa-
mos correlacion entre los valores pico de IL-1B y de
VEGF (rho = 0,15; p = 0,7). Finalmente, encontramos
una correlacion positiva entre los valores séricos pico
de VEGF vy el peso tumoral, asi como con la puntuacién
tumoral total (rho = 0,6; p < 0,001). Los valores séricos
de VEGF también se correlacionaron con la DMV (rho =
0,55; p < 0,01).
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Discusion

Los resultados de los estudios aleatorizados multicén-
tricos actualmente en curso son los que permitiran co-
nocer finalmente la influencia del abordaje quirdrgico
sobre las metastasis en las heridas de la pared abdomi-
nal, la recurrencia y la supervivencia en pacientes con
cancer de colon®2'. En los Ultimos afos, se han realiza-
do varios estudios experimentales en los que se ha
investigado el efecto del neumoperitoneo sobre el creci-
miento tumoral y el desarrollo de metastasis en compa-
racién con la laparotomia’™. De acuerdo con el resulta-
do de otros modelos animales, el presente estudio ha
demostrado que el crecimiento tumoral y el desarrollo
de metastasis estan aumentados después de una lapa-
rotomia en comparacion con la laparoscopia. Otros es-
tudios, sin embargo, no han conseguido demostrar dife-
rencias entre las 2 vias de abordaje?*? o incluso han
demostrado un mayor crecimiento tumoral asociado a la
laparoscopia®+®. Estos resultados contradictorios pue-
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Fig. 3b. Valores séricos de interleucina (IL) 18 en cada uno de los
2 grupos del estudio. Se observan diferencias estadisticamente
significativas a las 24 h después de la cirugia. *p < 0,05.

-= CA
-o-CL

400~ .

VEGF (pg/ml)

Dia postoperatorio

Fig. 4. Valores séricos de factor de crecimiento del endotelio vas-
cular (VEGF) después de la cirugia en cada uno de los 2 grupos.
*0 < 0,01.
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den explicarse por varias razones. En primer lugar, el
uso de modelos de suspension celular produce un nd-
mero muy elevado de células intraperitoneales libres no
comparable con la realidad y que puede eliminar o redu-
cir diferencias entre procedimientos. En segundo lugar,
la reseccidn completa de tumores por via laparoscopica
en animales pequefos es técnicamente dificil y puede
ser mas traumatica que la reseccion abierta y dar lugar
a la diseminacion de células tumorales en la cavidad pe-
ritoneal®. A pesar de la disparidad de resultados entre
alguno de estos estudios, creemos que los modelos ani-
males de tumores solidos constituyen una buena herra-
mienta para comprender las bases del crecimiento tu-
moral después de la cirugia.

De acuerdo con los resultados de otros estudios clini-
cos y experimentales, hemos observado que los valores
séricos de IL-6 e IL-1B no sélo fueron més altos sino
que permanecieron elevados durante mas tiempo des-
pués de cirugia abierta que después de cirugia laparos-
copica*'2'4, Estas citocinas proinflamatorias son los
principales mediadores de la respuesta de fase aguda y
estan considerados como marcadores de la lesién tisu-
lar después de la cirugia'®'". Por tanto, nuestros resulta-
dos confirman que la respuesta inflamatoria es mayor
después de cirugia abierta que después de laparosco-
pia. Si la menor respuesta inflamatoria tras cirugia on-
coldgica por laparoscopia se correlaciona con un menor
crecimiento tumoral, es algo que no ha sido investigado
hasta ahora.

Se ha sugerido que la respuesta inmunitaria estd mejor
preservada después de cirugia laparoscépica que des-
pués de cirugia abierta?®%. En teoria, la mayor inmunosu-
presién después de una laparotomia podria facilitar el cre-
cimiento tumoral y explicaria las diferencias observadas
en algunos modelos animales. Sin embargo, los efectos
beneficiosos de la laparoscopia sobre el sistema inmuni-
tario no se han demostrado de forma consistente, espe-
cialmente cuando se ha investigado la inmunidad local in-
traperitoneal®®, por lo que deben estudiarse otros factores
implicados en el crecimiento tumoral. En este sentido, los
resultados del presente estudio demuestran que la angio-
génesis, valorada mediante los valores séricos de VEGF y
la DMV intratumoral, estd aumentada después de la ciru-
gia abierta en comparacién con la laparoscopia.

La angiogénesis esta regulada tanto por inductores
como por inhibidores de la proliferaciéon y migracion de
las células endoteliales, que son producidos por las cé-
lulas tumorales y por otras células dentro del microam-
biente que rodea el tumor. Cambios en el equilibrio
entre inductores e inhibidores pueden activar el denomi-
nado interruptor angiogénico (angiogenic switch) me-
diante la estimulacion de la formacién de nuevos vasos
que son esenciales para el crecimiento tumoral®. Uno de
los factores proangiogénicos mas potentes que conoce-
mos es el VEGF, que estimula in vitro la proliferacién y
quimiotaxis de las células endoteliales®. En pacientes
con cancer colorrectal, los valores séricos elevados de
VEGF y el aumento de la DMV intratumoral se correla-
cionan de forma significativa con un menor periodo libre
de enfermedad’ y una menor supervivencia global®. Por
otra parte, la ciclooxigenasa, enzima responsable de la
conversion del &cido araquidénico en prostaglandinas,
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presenta una forma inducible denominada COX-2 que
sblo se expresa tras la estimulaciéon por determinados
factores de crecimiento, citocinas y mitégenos. Se ha
observado un aumento de la expresion de la COX-2 por
las células epiteliales de los tumores colorrectales® v,
recientemente, se ha demostrado que esta enzima esti-
mula la angiogénesis probablemente mediante la induc-
cién de VEGF.

Muchos factores diferentes pueden alterar el balance
entre citocinas proangiogénicas y antiangiogénicas'®. Se
ha demostrado que la IL-6 y la IL-1B estimulan la expre-
sién del ARNm del VEGF en diferentes lineas celulares
de carcinoma'®. Otras evidencias apoyan el papel de la
IL-6 en la angiogénesis y el crecimiento tumoral. En pa-
cientes con cancer avanzado de mama, ovario y colon,
los valores séricos de IL-6 se correlacionan con los valo-
res de VEGF®'. En un estudio sobre 208 pacientes con
cancer de colon, la elevacién preoperatoria de IL-6 en
suero se asocid con un estadio tumoral avanzado y un
mal prondstico®. Asimismo, se ha observado reciente-
mente que la expresién de IL-6 y la IL-1B en células de
cancer de colon se asocia con una mayor expresion de
COX-26,

Los resultados de nuestro estudio han demostrado una
correlacién positiva significativa entre los valores séricos
postoperatorios de IL-6 y VEGF y también entre los del
VEGF, la DMV y el crecimiento tumoral, lo que sugiere
que la expresion aumentada y continuada de citocinas
proinflamatorias podria activar la formacién de nuevos
vasos durante el periodo postoperatorio. Se ha demostra-
do que la presencia de una respuesta de fase aguda
3 meses después de cirugia curativa por cancer colorrec-
tal se asocia con un mayor porcentaje de recurrencia tu-
moral®. Mediante la estimulacion de la angiogénesis, una
respuesta inflamatoria aumentada puede proporcionar el
microambiente en el que células tumorales viables resi-
duales presentes dentro de la luz intestinal, en el lecho
quirdrgico y en sangre venosa tienen una mayor probabi-
lidad de sobrevivir y desarrollar una recurrencia local o
una metastasis a distancia.

Podria discutirse que el tiempo entre el valor pico de
IL-6 a las 6 h de la intervencién y el aumento de los valo-
res séricos de VEGF a los 12 dias de la reseccién no
permite explicar una relacion causal a pesar de la corre-
lacién positiva observada entre los niveles séricos de
ambas citocinas. Sin embargo, este periodo prolongado
podria explicarse por la intervencion de otros mediadores
en el aumento de la expresién de VEGF inducida por la
IL-6, como la COX-28. En este sentido, se ha demostrado
in vitro que la IL-6 aumenta la expresion de COX-2 en cé-
lulas humanas tumorales®. La observacion mediante in-
munohistoquimica de una mayor expresion de COX-2 en
el grupo de cirugia abierta apoya esta hipétesis.

En conclusién, los resultados de este estudio de-
muestran que los valores aumentados de citocinas
proinflamatorias después de cirugia abierta se asocian
con una mayor expresion de VEGF y una mayor angio-
génesis en comparacion con la cirugia laparoscopica, lo
que podria explicar, al menos en parte, el mayor creci-
miento tumoral observado después de una laparotomia
comparado con la laparoscopia en algunos modelos ex-
perimentales.
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