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INTRODUCCION

INTRODUCCION *:

El cancer es un importante problema de salud midtista enfermedad la padecen mas
de 14 millones de personas en todo el mundo, sieadsa de mortalidad en més de 8
millones de personas segun los ultimos datos dedgém 2012 (IARC, 2014).

En funcién de la localizacion, la incidencia mumdia cancer la encabeza el cancer de
pulmén, seguido de cancer de mama vy, en tercer,lggasitia el cancer colorrectal
(Figura 1).

Atendiendo a la mortalidad, el cancer de pulmémesigcupando el primer lugar, sin
embargo, el cancer de mama desciende en ese listd@ncer de colorrectal ocupa el
cuarto puesto (Figura 2).

World: Baoth sexes
Estimated number of cancer cases, all ages (total: 14080 149)

Lung: 1824 701
(13.0%)

Other; 4 968 278

(35.3%) i Breast: 1,676 633

(11.9%)

Colorectum: 1 360 602
9.7 %)

Bladder: 429 793

(3.1%)\—
Cesophagus: 455 784

Prostate: 1,111 B89

{3.2%) (7-9%)
Carvix uteri: 527 524 Stomach: 951 594
(3.7%) (6.68%)

Liver: 782 451
(5.6%)

GLOBOTAN 2012 (JARC) - 29.4.2014

Figura 1. Incidencia mundial de cancer
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World: Both sexas
Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 5201,030)

Lung: 1,589,800

19.4%)
Other 2 623,336
(32.0%)
Liver: 745 517
(9.1%)
Cervix uteri: 265 653
(3.2%) Stomach: 723 027
Prostate: 307 471 (5.8%)

(3.7%) s ;
Pancreas: 330,372 - e e éogij;sﬂum' sl
i o 5
R _ \4-0_ %) Breast: 521 817
Oesophagus: 400,156 (5.4%)

(4.9%)

GLOBOCTAN 2012 (IARC) - 29.4 2014

Figura 2. Mortalidad por cancer en el mundo

Segun esta misma fuente de datos, en Europa cdasmilones de personas son
diagnosticadas de cancer y 1.7 millones de perdali@asen por el mismo.

Segun el asiento tumoral, el cancer de mama esneigal localizacion, seguido del
cancer colorrectal y el cancer de prostata (Fig)raSin embargo, atendiendo a la
mortalidad, el cancer colorrectal sigue ocupandselgunda posicion, pero por detras
del cancer de pulmon (Figura 4).
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Europe: Both sexes
Estimated number of cancer cases, all ages (total: 3442 276)

Breast: 464 202
(13.5%)

Other: 1,093,078

(31.8%)
Colorecturn: 447 136
A (13.0%)

Melanoma of skin: 100 442

(2.9%)

Pancreas: 103 845
(3.0%)

Kidney: 115 252

o,
@.3%) Lung: 410,220

Stomach: 1?35% . A — (11.9%)
Bladder: 151 297

{4.4%)

Prostate: 417 137
(12.1%)

GLOBOCAN 2012 (JARC) - 24 82014

Figura 3. Incidencia por cancer en Europa

Europe: Both sexes
Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 1755 786)

Lung: 353 723
(20.1%)

Other: 583,459
@3.2%

U Colorectum: 214 814
I (12.2%)
Bladder: 52 395

(3.0%)\_'
Leukaemia: 53 796

(3.1%)

Liver: 62,175

(3.5%)

Prostate: 92 318

(5.3%)

Breast: 131 257
(7.5%)

Stomach: 107 314
P R L]

Pancreas: 104 535
{6.0%)

GLOBOCAN 2012 (JARC) - 24.5.2014

Figura 4. Mortalidad por cancer en Europa
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En nuestro pais, los tumores son la principal cdesauerte en ambos sexos, con una
Tasa Estandarizada (TE) de 2.07 por mil habitafiieda primera causa de mortalidad
en varones (TE 2.55/mil) y la segunda en mujer&s ib6/mil) tras las enfermedades
cardiovasculares (Tabl&1)

Tablal. Causas de mortalidad en Espafa, 2012

CAUSAS DE MORTALIDAD EN ESPATNA, 2012 Ambes Hombres Mujeres
TE ifmil} TE {fmil) TE {{mil}
Todas las canzas 6,87 7,25 6,39
Enfermedades mfecciosas y parasitarias (1) 0,11 0,12 0,11
Tumores 2.07 . 2.55 1,56
Enfermedades de sangre ¥ de drganos hematopoyéticos, ¥ ciertos trastornos que afectan al
mecanizmo de la inmunidad 0,03 0,02 0,03
Enfermedades endocrinas, nutricionales v metabdlicas 0,21 0,18 0,24
Trastornos mentales ¥ del comportamiento 0,26 | 0,18 . 033
Enfermedades del sis.:tema nerviose ¥ de los organos de los sentidos 0,36 | 0,28 . 044
Enfermedades del sis.:tema circulatorio 1,59 | 1,88 . 2,08
Enfermedades del sis.:tema rEspifat_orio 076 0.83 0,63
Enfermedades del sis.:tema digestive 0,34 0,38 0,30
Enfermedades de la piel 7 del tejido subcutaneo 0.02 0,m 0,03
Enfermedades del sistema ssteomuscular ¥ del'téjido conjuntive 0.06 . 0,04 . 0,08
Enfetmedades del sistema geﬁitourma.rio 012 0,17 0.2
Embataze, parto ¥ pusrperio 0 . 0
Afecciones originadas en el periodo perinatal 0,02 0,02 0,01
Malformactones congénitas, deformidades v anomalias cromosémicas 0,02 . 0,02 . 0,02
Sintomas, signos v hallazgos anormales clintcos ¥ de laboratorio, no elasificados en otra parte (27 0,17 0,18 0,16
Cauzas externas de mortalidad 0.26 0,35 0,17

Segun datos de Globocan 2012, en Espafia se pro2is€)00 casos de cancer (Figura
5) y fallecen por esta causa 100.000 personasrég-&)u

18



Spain: Both sexes
Estimated number of cancer cases, all ages (total: 215 534)

— Colorectum: 32 240
. {15.0%)

Cither: 62 941
(29.2%)
Prostate: 27 853
12.9%)
MNon-Hodgkin lymphoma: 6,130

{2.8%)
Pancreas: 6367
_ (3.0%) Lung: 26 715
Kidney: 6,474 (12.4%)

(3.0%)

Stomach: 7 810 _~ Breast: 25 215

(3.6%) 2
Bladder: 13 789 (11.7%)

(5.4%)

GLOBOCAN 2012 (JARC) - 24.5.2014

Figura 5. Incidencia por cancer en Espafa

Spain: Both sexes
Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 102 762)

Lung: 21,118

20.6%

Gther: 31524 yi
(30.7%) ;

Colorecturn: 14 700

Leukasmia: 3 212 {14.3%)

(3.1%)
Liver. 4 536 Breast: 6,075
(4.4%) (5.9%)

Bladder: 5 007 ) Pancreas: 5,720
(4.9%) (5.6%)
Stomach: & 389 .~ Prostate: 5 481
{5.2%) {5.3%)

GLOBOCAN 2012 (lARC) - 2482014

Figura 6. Mortalidad por cancer en Espafia
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1- EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumoredigmos mas frecuentes en los
paises occidentales. La gran mayoria son adennoaras y parece que su incidencia
esta en aumento en los ultimos afios, debido enmgeaiida a la influencia de factores
ambientales, asi como al progresivo envejecimidatta poblaciéh

Incidencia

Se estima que se producen en el mundo mas de Ibhesilde casos nuevos de cancer,
ocupando la localizacién colorrectal el tercer pué€sl,6 millones casos) (Figura 1).

La incidencia de cancer colorrectal es ligeramsaogeerior en varones; sin embargo, en
el grupo de los hombres ocupa la tercera posicidnneidencia y, en mujeres, la
segunda. Los tumores mas frecuentes entre los lesnsbn el cancer de pulmon y de
préstata, seguidos del cancer colorrectal. Poraste pentre las mujeres el cancer mas
incidente es el de mama, seguido del cancer cotairgFigura 7).

World: Male World: Female
Estimated number of cancer cases, all ages (total: 7427,148) Estimated number of cancer cases, all ages (total: 6663 001)

Lung: 1,241 601
(16.7%)

" B Breast: 1 676 633
Cther 1.924710 ooy

Cther: 2055343
Q7% 3.9%)

Prostate: 1,111,689
| / (15.0%)
‘

Colorectum: 746 298
(10.0%)

Kidney: 213 824

Nen-Hodgkin lymphema e
9.2%)
(esaphagus
r . Lung: 583,100
©.8%)
Ceri uter 527 624
7.9%)

B fp— Stomach. 531 29
Liver: 554,369 (8:5%)
5%)

A B

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 24.8 2014 GLOBOCAN 2012 (IARC) - 2482014

Figura 7. A, incidencia mundial por cancer en hasbB, en mujeres.

Su incidencia tiene clara variacion en relacién éosas geograficas. De modo que
zonas con un nivel mayor de desarrollo, como esasb de Norteamérica o Europa
occidental, tienen tasas de incidencia mas eleyatéentras que zonas de bajo
desarrollo, como Asia y Africa, las tasas de incade son menorés

Algunos estudios demuestran que individuos prodedette zonas de baja incidencia,
cuando emigran a zonas de incidencia mas elevadajesen el riesgo del pais de
destino, lo que sugiere que estas diferencias eméinadas por factores ambientdles

En Europa, la incidencia de cancer colorrectal aelgsegundo puesto tras el cancer de

mama. Se estima que se producen 447.136 casosakr calorrectal, representando el
13% de todos los casos de cancer en Europa (RByura

20
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Afecta a 241.813 varones, ocupando en estos elrtpuesto, tras el cancer de prostata
y el cancer de pulmon. Por el contrario, en muje@ga el segundo puesto, tras el
cancer de mama; sin embargo afecta a un numerorrmdenmujeres que de varones,

205.323 mujeres (Figura's)

Europe: Male Europe: Female
Estimated number of cancer cases, all ages (total 1830,541) Estimated number of cancer cases, all ages (total: 1611,735)
- Prostate: 417 137 I
Other: 457 474 & e .
" @28%) Otherhadtrr, Breast; 464,202
@7.3%) b (88%)
Melanoma of skin: 47,290 :
26%) ’ Pancreas: 51 883 |
(3.2%)
Y / Mzlanoma of skin: 53,152 )
o Yy lung 290304 3 3%)\—
(15.9%) Stomach: 55 441
Kidney: 71,790 — 34%) ™ Colrectum: 205,323
(39%) ; Cenix uteri: 58,373 (12.7%)
Storacly, BA 278, Calorectum: 241 813 i} Lung 119316
] (132%) 74%)
Bladder 118,365
B5%) Carpus uteri: 98,984
6.1%)
GLOBOCAN 2012 (IARC) - 24.8 2014 GLOBOCAN 2012 (IARC) - 2482014

Figura 8. A, incidencia por cancer en Europa, enlires. B, en mujeres.

En Espafia se diagnostican unos 215.000 casos dercdhafo, siendo el cancer
colorrectal el més frecuente de todos los tumonegieminos absolutos. Le siguen en
frecuencia el cancer de prostata, el cancer de@wuinel cancer de mama (Figurab).

Atendiendo al sexo, el cancer colorrectal es aletetumor mas frecuente entre los
varones, tras el cancer de prostata y el cancgrutieén, representando un 15% de
todos los tumores en los hombres (19.261 casosnhugeres, es el segundo tumor mas
frecuente, tras el cancer de mama, representa®¥olde todos los tumores en féminas,
afectando a 12.979 mujeres (Figura 9)
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Spain: Male Spain: Female

Estimated number of cancer cases, all ages (total: 128 550) Estimated number of cancer cases, all ages (total: 86 984)
Gither: 28,140 Prostats: 27 853 .
@19%) 21.7%) Other: 24,053 Breast: 26215
@7.7%) h——
Pancreas: 3,335 1}
(26%) 1
Nan-Hodgkin lympharma 3,379\ i Melanoma of skin: 2718

e i § Nor-Hadgkin lymph \3317;/?\ A :‘

ver: 4,00 { on-Hodgkin lymphoma. 2; )

u uﬁa.w‘ w;jj e i et 2 :%)\_‘ 4 /

 (16.3%) o
Kidney: 4,346 _—— (- Stomach: 2944 xﬁ‘
4% # (34%) N\, & Colorectum: 12,979
Stomach: 4,866/ Pancrsas: 3032 & —(l4.9%)
o .

sty Calarectum: 19,261 _ “:’//—x\l i
s ) T Coan 92 vy C:a;po/:‘s uteri 5,121
@0%) ) 57%) \
Lung 4%
5.7%
GLOBOCAN 2012 (IARC) - 24.8.2014 GLOBOCAN 2012 (IARC) - 2¢8.2014

Figura 9. A, incidencia por cancer en Espafia, endnes. B, en mujeres.

Mortalidad

La mortalidad por cancer colorrectal se sitla eoualto puesto en el mundo, tras el
cancer de pulmén, el cancer de higado y el careestbmago. Representa el 8.5% de
las muertes por cancer, cobrandose la vida de m&90.000 personas en el mundo
(Figura 2).

En varones produce mas de 370.000 muertes, mieqiigen mujeres es causa de
320.000 fallecimientos. Aunque en numeros absoldéosmortalidad por cancer
colorrectal en el mundo es mayor en varones, reptada cuarta causa de muerte por
cancer; mientras que en mujeres, representa keréecausa de muerte tras el cancer de
mama y el cancer de pulmén (Figura'10)

World: Male World: Female
Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 4653 132) Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 3547,898)
T Breast. 821 817
Cithar: 1 154,078 5 Lung: 1,098,606 i (14.7%)
FeTE T e— i (236%) ther 1,042,993
(29.4%)
5 Lung: 431,194
Bladder. 123,043 (13.8%)
26%) ™\
Leukasmia: 151,317 Liver: 521,031 Ciesaphagus: 118944 |
B3%) (11.2%) (3.4%) N
Pancreas: 173812 % E ' Cvary: 151 905 «___ Colorectum: 320 250
gry 43%) 8.0%)
Ossophagus: 281212 Stomach: 468231 Pancreas: 156,560 65 653
0% —(101%) T —
Prostata: 307 471 e Colorectur: 373631 | h: 254
EE%) B.0%) 7.2%)
GLOBOCAN 2012 (IARC) - 248 2014 GLOBOCAN 2012 (IARC) - 2482014

Figura 10. A, mortalidad por cdncer en el munddy@mbres. B, en mujeres.

22



INTRODUCCION

En Europa, el cancer colorrectal es la principakaade muerte por cancer tras el cancer
de pulmén. Representa el 12.2% de todos los falieatos por cancer; cerca de
215.000 las personas fallecen por cancer colotrect&uropa (Figura 4).

Es la segunda causa de muerte por cancer tantarenes, tras el cancer de pulmén,
como en las mujeres, tras el cancer de mama. Repae®l 11,6% de todos los
fallecimientos por cancer en varones y el 13% ejeras (Figura 11)

Europe: Male Europe: Female
Estimated number of cancer deaths. all ages (total: 976 621) Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 779,165)

Breast: 131 257
(18.8%)

Other. 258,120 Lung: 254 610
(@55% 26.1%)

TR E

Cther: 236 487
(30.4%)

Corpus uter: 23,733 /
(3.0%) |

Calorectum: 113238 Leukaemia: 24,285 </

(116%) B.1%)°™ y

Canvix uleri. 24,386 .
Frualsiang2,18 v \P;r\ ra“!s 51919
Ll o 273 crea 919
95%) vary % oS

n
%) < 5%) (B:7%)
Stomach: 63 541 Stomach: 43673/
(55%)

Calarectum: 101 576
T (13.0%)

Lung: 99,113

65%)

A B

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 24.8 2014 GLOBOCAN 2012 (IARC) - 2482014

Figura 11. A, mortalidad por cAncer en Europa,@nlires. B, en mujeres.

En los dltimos afos, la mortalidad por cancer mraast patron favorable en los paises
desarrollados, concretamente, en la Unién Eurogéa @descenso en mortalidad por
cancer se observa a partir del afio 1988 en varsieeslo anterior en mujeres (1970).

El cancer colorrectal sigue esa misma tendencimaieera que en hombres la tendencia
descendente se observa a partir de los afos 9@traseque en las mujeres esta
tendencia es favorable en todo el periodo estudpiceste grupo de autores (1970-
2003), aunque es a partir de los afios 90 cuaridmpatto es mayér

En la figura 12 se representa la tendencia de fidathpor cancer colorrectal en

hombres y en mujeres; la curva inferior represesta tendencia en todas las edades v,
la superior, sélo para las edades comprendidas 86t64 afios.
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Hombres Mujeres
= all
# _.-l-"_""""-‘l-.-l‘-\"'J'l-lqI S -
. 1] PR .-.-|--l':-'--'-.._:--_.__"__.,_...l...___.l_.."-.l-...L\_I . | 7 -.._..--r,'l-.. l"'_"""'-—h
g e [ — - .“‘r"‘-'-..q‘_
g
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10
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5 .
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Figura 12. Tendencia de mortalidad por cancer colorrectal en Europa, 1970-2003°.

La incidencia del cancer colorrectal se ha vistwsémentada en los ultimos afios como
demuestran las publicaciones al respecto. En esiids, la mortalidad en niumeros
absolutos, también ha sufrido un aumento; sin egabda tendencia es descendente,
como demuestran los andlisis publicados por Feslgyor Bosetfi®. Estos autores

explican esta tendencia descendente de mortalimfach@dificaciones de los factores de

riesgo, aunque el diagnéstico precoz y las innovess terapéuticas tendrian efecto
sobre estas tendencias.

En Espafia, la mortalidad por cancer colorrectapada segunda posicion tras el cancer
de pulmoén. Representa el 14.3% de las muertesgpmec, falleciendo por esta causa
14.700 personas (Figura 6).

Atendiendo al sexo, el cancer colorrectal es lasdg causa de muerte por cancer en
varones, tras el cancer de pulmén y, en mujeras,dar cancer de mama. En términos
absolutos, fallecen por céncer colorrectal, 8.74#nlbres (13.7% de todos los
fallecimientos por cancer en varones) y 5.958 negj¢t5.2% de las muertes por cancer
en mujeres) (Figura 13)

Spain: Male Spain: Female
Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 3 579) Estimated number of cancer deaths, all ages (total: 39,183)
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Figura 13. A, mortalidad por cancer en Espafa,oenbines. B, en mujeres.
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La mortalidad por cancer en Espafa ha sufrido soateso en ambos sexos de 1980 a
2007, debido fundamentalmente a la caida en nudemuertes desde la mitad de los
afos 90 en adelante.

Las principales contribuciones a este descenso atalidad por cancer en varones

corresponden a la caida mayor al 3% anual eniimsad 10 afios del cancer de préstata
y del cancer de estdbmago. En mujeres, este desesngwincipalmente, debido a la

caida de la mortalidad por cancer de mama y parecamlorrectal.

Respecto al céncer colorrectal en Espafia, la teradele mortalidad en varones es
ligeramente descendente a partir del afio 1998;ahastonces la tendencia era
ascendente (tasa de 3% anual). Por el contrarimugeres, la tendencia es descendente
desde el afio 1996, con una tasa anual de desceris4%; previamente a este periodo,
la tasa anual de ascenso era del 1.3% (Figufa 14)
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Figura 14. Tendencia de mortalidad por céncer en Espafia, 1980-2007.

Supervivencia

La supervivencia de los pacientes con cancer, raemdicho la proporcion de casos que
logran sobrevivir un tiempo preestablecido (gemeealte 5 afios), es el indicador mas
importante de la eficacia del sistema asistenamlaelucha contra el cancer. Este
indicador refleja en qué medida los casos son detgrados en un estadio

potencialmente curable y el grado de eficacia dg@tocedimientos terapéuticos.

En Europa el proyecto EUROCARE (European CancerisRggBased Study on
Survival and Care of Cancer Patients), cuya Ultaatualizacién corresponde a la
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version 5, proporciona informacién sobre la supemncia global de los pacientes
diagnosticados de cancer.

Ante la dificultad en muchos casos de determinaia snuerte de un paciente con
diagnostico de cancer esta relacionada con el gpoottenoral, EUROCARE establece
comparaciones en términos de supervivencia relaBa trata, por tanto, de un
estimador ajustado por otras posibles causas detande que permite establecer
comparaciones entre regiones y periodos de ti€mpo

Los resultados del EUROCARE-5 muestran datos dergiyencia hasta 2007, analiza
datos de 107 registros de mas de 10 millones s cis29 paises europeos, entre 1999
y 2007, con seguimiento hasta diciembre de 2008ni&so, muestra la tendencia de
supervivencia por edad y periodos de tiempo pdoneg europeas para los 10 tipos de
cancer mas comun, entre los que se encuentraadroéwiorrectal.

La supervivencia media a 5 afios para el canceolda se sitla en 57% (IC 95% 56.8-
57.3), sin diferencias significativas entre sextsta supervivencia fue similar en todas
las regiones europeas, excepto en los paises del yEReino Unido, donde fue
ligeramente inferior (Figura 15). La tendenciasdg@ervivencia ha aumentado en los
altimos afios, pasando de 54.2% (53.9-54.6) enraédue 1999-2001, a 58.1% (57.7-
58.4) en 2005-07 (Figura 16).

En Espafa, los datos son superponibles a lo queeode media en Europa, aunque la
cobertura de los registros incluidos en el estediosolamente del 17% de la poblacion
espafola. Teniendo en cuenta esta limitacion, da@sdde supervivencia relativa media
estandarizada por edad en Espafia para canceromeseasitia en 57.1% (56.1-58.1).

En el proyecto EUROCARE se incluyen 46 localizae®tumorales, atendiendo a la
Clasificacion Internacional de Enfermedades; pade @sotivo, los datos relativos al
cancer de recto aparecen separados del cancerectédr La supervivencia en cancer
de recto es ligeramente inferior que en cancerottndFigura 15). En este sentido la
supervivencia relativa media estandarizada por ed&dafnos es de 55.8% (IC 95%
55.5-56.1) en Europa. En Espafa, los datos sonlasg®j estimandose una
supervivencia de 56.4% (55.0-57%7)
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Figura 15. Supervivencia relativa a 5 afios estarat#a por edad para pacientes
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adultos con cancer diagnosticados en 2000-26@nte: De Angelis R, Sant M, Coleman
MP et al. Cancer survival in Europe 1999-2007 hynty anda ge: results of EUROCARE-5 — a

population-based study. Lancet Oncol 2014; 15:23-34
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Figura 16. Supervivencia relativa a 5 afios estaratda por edad para pacientes

adultos con cancer en los periodos de tiempo 1999,2002-04 y 2005-0Fuente:
De Angelis R, Sant M, Coleman MP et al. Cancerigahin Europe 1999-2007 by country anda ge:
results of EUROCARE-5 — a population-based studydet Oncol 2014; 15:23-34.

Prevalencia

La prevalencia hace referencia al nimero de paserdn cancer en una determinada
poblacién, independientemente del momento en efupren diagnosticados. Depende
de la frecuencia de aparicion de la enfermedadd@ncia) y de la letalidad de la misma
(mortalidad).

La prevalencia de cancer en el mundo a 5 afos) efice2012, era de mas de 32
millones de personas, de las cuales mas de 3 wesllgn medio correspondian a
pacientes diagnosticados de cancer colorrectahdidado al sexo, la prevalencia de
cancer en mujeres es superior a la de hombresi(lbhes de mujeres y 15 millones de
hombres). Respecto al cancer colorrectal, la peec# se invierte, siendo mayor el
namero de hombres con cancer colorrectal (casi IBbbmas) que de mujeres (1.6
millones).

En Europa, la prevalencia de cancer a 5 afios ek @@lde 9 millones de personas,
estando 1.2 millones personas afectadas de camtemectal. La prevalencia de
personas con cancer en Europa atendiendo al sexaimilar (4.5 millones); sin
embargo, cuando analizamos el cancer colorredtagual que ocurre a nivel mundial,
la prevalencia de hombres (650.000) es mayor qde taujeres (550.000)

En Espafia, la prevalencia de cancer a 5 afios e 2fH de 581.688 casos,

correspondiendo 89.705 a personas con cancer ecialrPor sexos, la distribucion es
similar a lo que ocurre a nivel mundial, con cifdesprevalencia por cancer de 326.493
hombres y 255.195 mujeres. La prevalencia a 5 déasancer colorrectal en 2012 fue
de 53.691 hombres y 36.014 mujérdabla 2.
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Tabla 2. Prevalencia a 5 afios de cancer y, espeqiira
cancer colorrectal, en funcion de sexo para el muBkdropa y

Espafa. Datos: Globocan 2012.
Mundo Europa Espafa
Céancer global
Ambos sexosg 32.455.179 9.078.918 581.688
Hombres 15.296.119 4,570.958 326.493
Mujeres 17.159.060 4.507.960 255.195
Cancer colorrectal
Ambos sexosg 3.543.582 1.203.943 89.705
Hombres 1.953.431 656.384 53.691
Mujeres 1.590.151 547.559 36.014
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2- ETIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

La etiologia del cancer colorrectal es compleja@reto implicados factores ambientales
y genéticos. Estos factores interaccionan de modopgoducen una transformacion de
la mucosa colénica normal a lesiones premalignadlipge adenomatosos) v,
finalmente, a cancer colorrectal, en el transcdestos afios

i) Edad

La incidencia del cancer colorrectal estd marcadgran medida por la edad, siendo
este el factor que mas influye por encima de cualapiro factor demogréfico.

El 90% de los diagndsticos ocurren en mayores deafifs, siendo el riesgo de
desarrollar CCR en la poblacién general (sin rissgbreafiadidos) a lo largo de la vida
del 5%, segun datos de EEUU.

Recientemente se esta observando un aumento denoi@ entre los menores de 50

afos y un ligero descenso entre los mayores, plkebabte debido a los programas de
cribado; aunque la magnitud sigue siendo mucho meryonayores de 50 afid§

i) Factores Ambientales

Diversos estudios han demostrado que sujetos pergeties a zonas de baja incidencia
de cancer colorrectal al emigrar a zonas con aftaléncia asumen la incidencia del

pais de destino. Este hecho pone de manifiestada ignportancia que tienen los

factores ambientales a la hora de desarrollar & CC

Desde hace muchos afios, los estudios epidemiofdgatire los habitos nutricionales y
las pautas de emigracion, asi como estudios expetaies realizados en animales, han
puesto de manifiesto que el CCR es causado o pidmoyor factores
medioambientales, especialmente por factores itiesétjue afectan al microambiente
intestinal.

Uno de los estudios poblacionales que recientemeamtevaluado factores de riesgo

para CCR, el Women’s Health Initiative, que recdg®s prospectivos de casi 160.000
mujeres postmenopausicas, de las que 1.210 désarc@ncer de colon y 282 son

diagnosticadas de céancer de recto, ha descritact@rés de riesgo asociados de forma
significativa con la aparicion de cancer de colosdio 3 de ellos tuvieron asociacion

independiente con el cancer de recto. De forma auegue se consideran como una
misma entidad, el cancer de colon y el cancer dmo,r@ueden ser consideradas dos
entidades diferentes con etiopatogenia distirita

A continuacion se describen los factores de riestfis evidenciados en la literatura,
como implicados en el desarrollo de CCR.
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1- Dieta

Existen numerosos estudios que intentan constatainfluencia del consumo de
determinados nutrientes en el desarrollo del caomerrectal; sin embargo, aun no ha
sido posible determinar de manera precisa cualedasoprincipales causantes, dado
que es dificil aislar los diferentes componenteRadkieta.

a) Grasas

Diversos estudios epidemiolégicos muestran quedasta de grasa se relaciona con
aumento del riesgo de CCR.

En 1990 Willet y colaboradores publicaron los regids de un estudio sobre la salud
de las enfermeras de EEUU, realizando el seguimidat88.751 mujeres de edades
comprendidas entre los 34 y 59 afios, sin canaemfermedad inflamatoria intestinal al
reclutamiento. Tras ajustar la ingesta total degtacel consumo de grasas animales se
asocidé con un aumento del riesgo de cancer de .calmriendencia fue altamente
significativa (p 0.01), con un riesgo relativo d89(IC95%, 1.13-1.15). No se encontrd
asociacion con las grasas de origen vegetal.

Sin embargo, el estudio Women’s Health Initiatigage incluye casi 50.000 mujeres,
fue incapaz de demostrar reduccion en el riesgoC@IR al disminuir la ingesta grasa de
la dieta, incluyendo grasa animal, tras 8 afioedaimientd”.

b) Carne Roja

El consumo de carne roja o carne procesada dypantelos prolongados de tiempo se
han asociado con un incremento en el riesgo derddancancer colorrectal.

En 2015, la IARC (International Agency for Reseaath Cancer) ha clasificado a la
carne roja como posible carcindbgeno (grupo 2A) yYaacarne procesada como
carcindgeno (grupo 1) para humanos en base aderaia cientifica disponible en la
literaturd™ *°

Estas conclusiones estan basadas en estudios atieaates y los datos de algunos
estudios no son consistentes al relacionar el coosde carne roja o procesada y el
CCR.

Ademas, la abstinencia total de consumo de cafjaenmesta claro que disminuya el
cancer colorrectal, existiendo resultados conttadis en este sentitloEs posible que
el exceso de riesgo asociado al consumo de cajaeseovea balanceado por una
variedad de potenciales beneficios como la repmside hierro y vitamina B12.

Por otro lado, se ha sefialado que algunas formasodear la carne pueden estar
implicadas en el proceso de carcinogénesis, tale® da coccion a alta temperatura o
en contacto directo con el fuego (ej. barbacoapn@a la carne es cocinada de esta
manera se generan productos de la pirdlisis (anmiegsociclicas, hidratos de carbono
aromaticos policiclicos y compuestos nitrosos) gueden incrementar el riesgo de
cancer colorrectal; especialmente en personas igam&nte predispuestas a

transformar estos componentes en productos intéosiednas activos. Esta
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predisposicidon genética también podria influir émiesgo asociado con la ingesta de
carne roja o procesada.

c) Fibra, fruta y vegetales

Algunos datos epidemioldgicos sugieren que cidifss defibra de la dieta pueden
reducir el riesgo de este tipo de cancer al dismiauexposicion de la mucosa a los
carcindgends; sin embargo, el grado de proteccién no estd cjados estudios
prospectivos al respecto concluyen que el aporfécea la dieta no supone un efecto
protector significativd.

Lo mismo ocurre con la ingesta de frutas y verduwasos estudios epidemiolégicos
muestran asociacion entre el consumo de estosrdbmg la proteccion frente al CCR;
no obstante, los datos publicados también son miantes.

El resultado de un metandlisis en el que se inohuy&4 estudios prospectivos con un
seguimiento entre 6 y 20 afios muestra que el camglenfrutas y verduras se asocia
con una reduccién, aunque no significativa, delggede CCR, siendo mas importante
la reduccion de cancer de colon distal

Recientemente se ha evaluado el papel de la detigtarranea (rica en fruta y verdura
entre otros componentes), encontrando un efecteqton de la misma (disminucion de
riesgo de CCR 8-11% entre los que presentan grharewkcia a esta dieta frente a
quienes no la siguetl)

En este mismo sentido, en 2015 se publicé un estqgde evaluaba los distintos
patrones de dieta vegetariana, concluyendo querimdicantes de dieta vegetariana
tienen menor riesgo de CCR que los no vegetarfanos

d) Leche, productos lacteos

Los estudios epidemioldgicos referentes al consdenteche y productos lacteos vy el
riesgo de CCR, muestran resultados contradictorios.

Un metanalisis que incluye 19 estudios de cohadesluye que una dieta rica en leche
y productos derivados tiene una asociacion sigxtifia con la reducciéon del riesgo de
CCR; aunque este beneficio no se observa con sbguetros productos y, sélo sobre
el cancer de colon y no de retto

e) Micronutrientes

Son muchos los micronutrientes que se han reladmman el riesgo de CCR; sin
embargo, los datos epidemiolégicos son poco corol@g, como se ocurre con los
productos de la dieta.

Los principales componentes se detallan a contibnac
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- Calcio:

Un metanalisis que incluyé 3 ensayos clinicos cgplesnentos de calcio en la
prevencion de recurrencia de adenomas colorrec{alég85), concluyé con un
riesgo significativamente mas bajo de recurreneiadenoma en aquellos sujetos a
los que se les paut6 suplementos de cdlcfopesar de estos resultados, atn no se
ha probado dicha eficacia en la prevencion de C&Rinico ensayo clinico que
randomizaba mujeres postmenopausicas a recibir umeraento de calcio y
vitamina D o placebo, no mostro diferencias sigaifivas en la deteccion de CCR
durante un seguimiento de 7 affos

- Vitamina D

La vitamina D ha mostrado capacidad para inhibirptaliferaciéon celular y
aumentar la apoptosis in vitro y su déficit se abgr® un importante factor de
riesgo para algunos tipos de cancer.

En un metandlisis de 18 estudios prospectivosigesta de vitamina D y los niveles
plasmaticos de 25-OH colecalciferol se relacionanmersamente con el riesgo de
CCR. Sin embargo, estudios con suplementos de vitaim@ han mostrado
descenso en la incidencia de CER, recientemente, se ha publicado un estudio
clinico que evalua la eficacia en el contexto deptavencion de adenomas
colorrectales con suplementos de calcio y/o vitanincon resultados similares.
Los autores concluyen que los suplementos no radacescurrencia de adenomas
colorrectales durante el tiempo de seguimient@stldio (3-5 afio$).

-  Folato:

El papel del folato en el desarrollo del CCR esentio; mientras que algunos datos
con animales han demostrado que el folato inhibpal@génesis del cancer en
algunos tejidos, incluido el colon, estudios epit#dgicos han evaluado el papel
protector de los suplementos de folato en el dedaie CCR 0 en la prevencion de
adenomas colorrectales, sin encontrar beneficaso, parece que incrementa el
riesgo de CCR y de recurrencia de adenéfifis

- Magnesio

Un metanalisis evalla la influencia de los suplaosnle magnesio demostrando
una reduccién modesta del riesgo de desarrollar, G@Rdo mayor el beneficio en
cancer de colon que en cancer de recto. Esta asntipersiste incluso ajustando
los datos por la ingesta de caftio

f) Otros componentes de la dieta

- Café

Existen datos ambiguos respecto al factor protectek café en el CCR.
Recientemente se ha reportado un beneficio ensuprcia y riesgo de recurrencia
en pacientes con CCR estadio Ill que consumiandggrcantidades de café
respecto a aquellos que no tomaban€afé
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Asimismo, un estudio prospectivo de cohortes araedcque incluyo 489.706
sujetos, con una mediana de seguimiento de 10.5, afe@mostréo que aquellos
bebedores de 4 o mas tazas de café tuvieron uneciéd de riesgo en el desarrollo
de CCR, especialmente de tumores proximales, fr@raquellos que no tomaban

A

café

- Pescadoy Ajo

El consumo de acidos grasos omega 3, presentes @edoadosse ha relacionado
con una reduccién en la incidencia de CCR en esgughservacionalés

Igualmente, elajo parece reducir el riesgo de adenomas coldnicosiginos
estudios observacionales; sin embargo, la evidenmiaes muy limitada y estudios
epidemiolégicos no prueban su factor protectdr

2- Estilo de vida

a) Actividad Fisica

La inactividad fisica se ha asociado con el riedg@CR, mas con el cancer de colon
gue con el de recto. Un estilo de vida sedentaydrip explicar un aumento del riesgo
de CCR, aunque el mecanismo no esta claro.

Datos mas recientes sugieren que la actividachftéspués del diagnostico de CCR en
estadios iniciales podria disminuir el riesgo decea relacionado y de mortalidad
global y que la cantidad de ejercicio aerdbico @eetaciona con un descenso en el
riesgo de recurrencia tras la reseccion del CCéseio I17.

En un metanalisis de 21 estudios, se observé uhae®n del riesgo de cancer de
colon proximal del 27%, cuando se comparan lost@sljeas y menos activos (RR
0.73, 1C95% 0.66-0.81) y resultados similares seiobron para el cancer de colon
distal (RR 0.74, IC 95% 0.68-0.88)

b) Obesidad

La obesidad y el consumo total de calorias sowfestde riesgo independientes para el
cancer colorrectal, observado tanto en estudiamhdertes como en estudios de casos y
controles.

Una revision sistematica de la literatura y datesud metanalisis publicado en 2015
muc;géra gue la ganancia de peso se asocia corciamiento modesto del riesgo de
CCR™.

Asimismo, la distribucién de la grasa también tieglacion con el riesgo de CCR, entre
otros tumores. El estudio European Prospectivestigagion into Cancer and Nutrition
(EPIC) muestra que el perimetro abdominal y el cedcintura-cadera, como
indicadores de obesidad abdominal, se asocianlc@sgo de CCR en ambos seXos
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c) Tabaco

El consumo de tabaco se ha asociado al incrementa mcidencia y mortalidad de
CCR. Un metanalisis de 106 estudios observacioregdman un incremento en el
riesgo de desarrollo de CCR de 1.18 (IC 95% 1.2%)lentre los fumadores respecto a
los no fumadores. Se encontr6 un aumento en relacid la dosis (numero de
paquetes-afio y cigarrillos por dia), pero las diferas estadisticamente significativas
aparecen después de 30 afios de habito. El riesgudede también fue mayor en el
grupo de fumadores (RR: 1.25, IC95% 1.14-1.37).td@amcidencia como mortalidad
fue mayor para cancer de recto que de ¢8lon

El tabaco también se ha postulado como un factaiedgo del desarrollo de poélipos
colonicos de cualquier histologia, asi como dalgiede adenomas avanzados.

d) Alcohol

La asociacion entre el consumo de alcohol y ejoede CCR ha sido demostrada en
varios estudios. Un metandlisis publicado en 20l igcluye 27 estudios de cohortes y
34 caso-control concluye que, comparado con nodmebs, la ingesta de alcohol se
asocia a un incremento en el riesgo de CCR, inauaslos poco bebedores (>1 bebida
al dia). El incremento en el riesgo tiene una rétadosis repuesta, de modo que en
bebedores moderados (2-3 bebidas/dia) el riesgte els21 (IC95% 1.13-1.28) y en
grandes bebedores (>4 bebidas/dia), es de 1.583%a®7-1.81F.

El efecto del alcohol en la carcinogénesis no es bonocido, pero se postula como un
déficit en la ingesta y absorcion de folato y suahelismo.

iii) Patologia Coldnica previa

Se han descrito algunas patologias que afectaracibtgastrointestinal inferior que
presentan un mayor riesgo de desarrollar cancerreotaf.

1- Enfermedad Inflamatoria Intestinal:

- Colitis ulcerosael riesgo aumenta con el tiempo de evolucion seleeridad de
la enfermedad. Después de los 10 afios de evolatri@sgo es del 10-20%.

- Enfermedad de Crohrel aumento del riesgo es minimo, pero en paderde
inicio precoz de la enfermedad (<21 afios) puedenalr hasta 20 veces el
riesgo poblacional.

2- Pdlipos: el riesgo depende del tamafio y del tipopdipo. Los polipos
hiperplasicos que son los mas frecuentes, tienemomeotencial de
malignizacioén. ElI adenoma velloso o el adenomaoseltubular son los que
mas potencial maligno presentan (20 y 10%, resmeuognte). Los polipos
mayores de 2 cm se asocian también con un altagiatenaligno; asi como los
polipos multiples, que tienen un potencial de nmatigcion 2 veces mayor que
un polipo aislado.
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3- Cancer colorrectal: en pacientes con una histaiagmal de CCR, el desarrollo
de cancer colorrectal metacronico en los primeradds de seguimiento es del
1.5-3%.

4- RT abdominal: se ha observado un aumento del rieeg&€CR en adultos
supervivientes a tumores infantiles que precisaetioterapia abdomin&t*:
Asimismo, el tratamiento con RT sobre la prostaaha asociado con un
incremento en el riesgo de cancer de fécto

5- Ureterosigmoidostomia: tiempo de latencia de 1% afdos, sobre todo si es
distal.

iv) Otras Enfermedades y Farmacos

- Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus se postula como un factonesgo para el desarrollo de CCR.
Numerosos estudios relacionan estas dos entidablesnetanalisis publicado en
2013 concluye que la DM es un factor de riesgo @R § de mortalidad cancer
especific’’. Recientemente se ha publicado un metanalisis dest&dios que
muestra una relacién positiva entre la DM tipo @l yiesgo de CCR (RR 1.21, IC
95% 1.02-.147Y.

Algunos datos sugieren que el uso de insulina (coante del tratamiento de la DM
tipo 2) tiene un efecto nocivo sobre el riesgo @RCaunque estos datos deben de
explorarse en estudios mas consisténtéssin embargo, el uso de metformina
(antidiabético oral-ADO), se postula como protedtente al desarrollo de CCR, lo
gue no se observa con otros ABO

- Transplante de 6rganos sélidos

Se ha relacionado con un incremento en CCR, asoa@htiempo prolongado de
inmunosupresion. Algunos autores recomiendan avibdd CCR en pacientes
trasplantados renales, empezando a los 40 afiagiassdespués del transpldfifé

- Acromegalia

Algunos estudios sugieren el aumento de adenomasnger colorrectal en
pacientes con acromegalia, especialmente cuandoenf@rmedad no esta
controlada’.

- Farmacos

Algunos farmacos se han relacionado con el canmerrectal, algunos de ellos

como factores de riesgo y otros como factores pimtes, incluso como posibles
agentes quimiopreventivos en determinadas circncisis
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a) Aspirina y otros anti-inflamatorios

En el CCR la aspirina al igual que otros agentdsnflamatorios no esteroideos
(AINEs) han mostrado su papel en la prevencion ade pélipos adenomatosos
esporadicos, en la prevencion del CCR hereditarenyla prevencion del CCR
esporadico; aunque siguen existiendo interrogastanp la dosis o el tiempo de
tratamiento, para lo que existen estudios en marcha

Por otro lado, diversos estudios randomizadosfidd®ms para evaluar el beneficio
vascular de la aspirina, han puesto de manifies® lgs dosis bajas reducen la
incidencia del CCR en un 50%, lo que también ha safialado para otros tipos de
cancer. Todo lo anterior sugiere un efecto antiedgeno de la aspirina. Su accién
seria aun mas compleja ya que incluso podria reél@recimiento tumoral y el
desarrollo de metasta3is’.

Tal es asi, que, recientemente, el grupo de trgi@g la prevencion de EEUU (US
Preventive Services Task Force) recomienda el esasgirina para la prevencion
cardiovascular y de cancer colorrectal en dosiashaara la poblacién entre 50 y 59
aflos con un riesgo cardiovascular de mayor al 10% < siguientes 10 afios. En
otros grupos de edad, la recomendacion deberandetidualizada atendiendo al

balance riesgo-beneficid

b) Terapia de deprivacion androgénica

Una revision de la base de datos americana SEERadale 100.000 pacientes con
cancer de prostata, sugiere que el tratamientomgado con terapia de deprivacion
androgénica podria elevar el riesgo de CCR. Loeptes tratados con analogos de
la gonadotropina o con orquiectomia tuvieron maigago de CCR. El mecanismo

por el cual se produce no esta claro, aunque del@da resistencia a la insulina

producida por el tratamiento hormonal como posiblatribuyentg®®

c) Terapia hormonal sustitutiva (THS):

Se ha evaluado el papel de la terapia hormonalitigiist en mujeres
postmenopausicas y el riesgo de cancer colorregtdips hallazgos no son
concluyentes. La terapia hormonal basada soOlo @&dgesos no parece tener
asociacion con la incidencia y mortalidad de GCRin embargo, cuando se evalia
la combinacién de estrégenos y progesterona, lddncia de CCR disminuye, pero
no tiene impacto en la mortalidad, ya que los twsatiagnosticados cuando se
utilizé la THS eran mas avanzafo¥®

d) Estatinas:

Algunos estudios sugieren que el uso de estatmasacia con un efecto protector
del CCR. El estudio caso-control Molecular Epiddogy of Colorectal Cancer
(MECC) demuestra una asociacion estadisticamegtefisativa entre el uso de
estatinas de forma prolongada y la reduccién asigd de CCR. En 2014 se
publicé un metanalisis de 40 estudios que sugiergeneficio de las estatinas como
factor protector del CCR, aunque los estudios ylaiss son heterogénéds
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Si atendemos a los pacientes diagnosticados de €ICEs0 de estatinas antes o
después del diagnostico se relaciona con una regfmervivencia global y cancer
especific&’.

e) Bifosfonatos:

Uno de los medicamentos mas comunmente usados dratemiento de la
osteoporosis, han mostrado efectos antiprolifesativ antiangiogénicos y
proapoptoéticos en estudios preclinicos. Los estudmdemioldgicos realizados con
estos farmacos muestran resultados contradictoB8as. embargo, en 2013 se
publicaron dos metanalisis que muestran una redinicadstadisticamente
significativa del riesgo de CCR con el uso de lifoato§”®2

f)  IECA:

Algunos datosn vitro ein vivo sugieren que la angiotensina Il esta implicadalen
desarrollo del cancer y que hay una relacion dosgr¢dECA y el crecimiento celular

en el CCR. Sin embargo, numerosos estudios obsenees y el andlisis de estos
estudios no han demostrado dicha relacion, exceptestudio caso control que
muestra un modesto efecto protector del farfitaco

v) Factores Genéticos

Los factores genéticos cobran gran importancial elesarrollo del cancer, aunque son
muchos los interrogantes que quedan aun por aclarar

Existen dos formas fundamentales de la implicadénlos factores genéticos en el
desarrollo del cancét

1) Polimorfismos: son pequefias variaciones en la secuencia del DR Arag
de mutaciones muy frecuentes en la poblacion geneom un incremento
moderado del riesgo. El riesgo individual se in@grta poco, pero el nUmero de
canceres atribuibles a estas caracteristicas gaséi alto.

Los polimorfismos del DNA condicionan diferentestemracciones entro los
agentes externos y los genes. Cuando se produaggmnen que codifican enzimas
de metabolizacion se originan proteinas con difeeencapacidades para
metabolizar carcindgenos.

2) Sindromes Hereditarios:en estos casos el riesgo acumulado a lo largo de la
vida en portadores de mutacion es muy alto (50-908%) embargo, tales
mutaciones son raras en la poblacion general, pogue so6lo una pequefia
fraccion de los canceres puede ser atribuida @teaes heredados.

Respecto al CCR, entre un 75-80% de todos los @hagaosticados son de tipo
esporadico. El 20-25% restante agrupa a individdestos con cancer de colon en
los que aparece un componente familiar; es deeiren familiares de primer y/o

segundo grado con CCR. Sin embargo, tan solo 5%sdeimores colorrectales

tienen una predisposicién hereditaria medianteairop mendelian.
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Los sindromes hereditarios que conllevan aumentoesgo de CCR se pueden
clasificar como cancer de colon asociado a pol§osuyo paradigma es la
poliposis adenomatosa familiar (PAF), y canceralerchereditario no poliposico
(Sindrome de Lynch).
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3- BASES CLINICAS DEL CANCER COLORRECTAL

Anatomia y Localizacidir "2

El cancer colorrectal se localiza en la parte Hid&h tubo digestivo, en el intestino
grueso que tiene una longitud aproximada de 1.5osmefe define como la parte de
intestino comprendida desde la valvula ileocecatahal ano. La funcién del colon es la
de absorber nutrientes, electrolitos y agua daliosentos, y el recto tiene funcion de
reservorio de las heces antes de su expulsion.

Anatomicamente, el colon se divide en colon asaiede derecho, colon transverso,
colon descendente o izquierdo, sigma y recto. Esiones, la divisidn se realiza en
colon proximal (incluye colon ascendente y transogly colon distal (incluye colon
descendente, sigma y recto) (Figura 17). Estaidivisene su base en la localizacién
retro o extraperitoneal del segmento, asi comaideascularizacion. El drenaje venoso
y linfatico es paralelo al circuito arterial.

El mesocolon, que el la parte de mesenterio endarge fijar el colon a la pared
abdominal, alberga los ganglios linfaticos de dgenaiguiendo el trayecto vascular
antes citado. La extension de la reseccion quicargiel CCR se define por la
vasculatura asi como por la necesidad de resexgalmlios linfaticos regionales.

Colon
transverso

Colon
ascendente

Figura 17. Anatomia del colon.

Las capas que forman la pared del colon son: mumgamucosa, capa muscular
(interna circular y externa longitudinal) y serosa.

Considerando en conjunto el CCR, la localizaciéedpminante es rectosigma (45%
recto y 25% sigma). Cuando se tiene el cuentalehade forma aislada, el orden de
frecuencia es: colon descendente > colon transvergmon ascendente; aunque existe
una creciente progresion hacia areas mas proximales
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En el 3% de los casos de CCR se diagnostican tsn&reronicos y en el 2%
metacronicos; este hecho hace necesaria la coaeaiizacion de todo el colon antes de
proceder al tratamiento. Si no es posible realezaxploracion endoscépica completa al
diagnostico (por ejemplo: estenosis neoplasicaioppéde el paso del endoscopio), es
importante realizarla lo antes posible para detgusibles tumores sincrénicés*

Histopatologia®>:

Méas del 95% de los carcinomas colorrectales somamdecinomas (ADC). Otros

tumores epiteliales (carcinomas) incluyen los cemtias adenoescamosos, los
carcinomas escamosos Yy los indiferenciados. Otrs®ldgias que nos podemos
encontrar en las neoplasias colorrectales son:omas linfomas, tumores

neuroendocrinos o melanoma de la union anorrecadlg 3).

Tabla 3. Clasificacion histolégica CCR (mod. OMS)

Tumores epiteliales Tumores no epiteliales
- Adenocarcinoma (ADC)
* tubular o glandular - Sarcoma
* mucinoso - Linfoma
* células anillo de sello - T. neuroendoosn
* medular - Melanoma
- Carcinoma escamoso - Otros

- Carcinoma adenoescamoso
- Carcinoma indiferenciado
- Carcinoma no clasificable

Las principales caracteristicas de los adenocar@socolorrectales se describen a
continuacion:

- ADC tubular o glandular es el mas frecuente. Es un tumor maligno glamdula
epitelial, formado por estructuras tubulares y/dlogas. Puede producir algunas

sustancias, como la mucina, pero en cantidadesefiagucuando el componente de
moco es menor del 50%. El ADC de colon puede disedde acuerdo con el grado de
diferenciacion histolégico, es decir, de acuerdo ebporcentaje tumoral formado por

glandulas; de esta manera un tumor bien difereacesl aquel que en su mayoria
(>95%) esta formado por estructuras glandularesntmas que si es menor del 50%,
hablariamos de tumores pobremente diferencfados

- ADC mucinoso o coloidenuchos tumores producen mucina, que puede gquedars

el interior de las células o ser secretado. Losotesique producen gran cantidad de
mucina extracelular (mas del 50% de la masa tumamah clasificados como
adenocarcinomas mucino$dsEsta histologia aparece en el 11-17% de todos los
canceres colorrectales. Estos tumores tienen poeitih por la localizacion derecha v,

a presentarse en estadios mas avanzados. Aungdattssson controvertidos, podria
jugar un papel prondstico independiente y ciertstencia a los tratamientos; sin
embargo y, hasta la fecha, no hay aval suficiente spporte estas premisas y la
histologia mucinosa no cambia el abordaje terapgutle los pacientes que lo
presentaff.
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- ADC células en anillo de selleen algunos casos, la mucina intracelular es la
caracteristica histologica predominante, de foroa ésta desplaza al nucleo celular, lo
que da un aspecto de anillo de sello (de ahi slbbre)nmEste subtipo es poco frecuente,
corresponde al 1-2 % de los canceres colorrecyadesasocia con diseminaciéon difusa
extensa y carcinomatosis peritoneal, estando cerasld como una variante de peor
pronésticd>"”.

- ADC medular es un subtipo de adenocarcinoma caracterizaddapausencia de
glandulas, frecuentemente infiltradas por linfogitdGe asocia a tumores con alta
inestabilidad de microsatélites, incluidos los tuescasociados al Sindrome de Lynch, y
presentan mejor pronostico. Una reciente revisistermatica y metanalisis, concluye
gue es un subtipo de CCR mas frecuente en mujeoadizado en colon derecho y con
caracteristicas moleculares y comportamiento diteral ADC convencional (mayor
tasa de inestabilidad de microsatélites, mayordasautaciones BRAF y menor tasa de
mutaciones KRAS}"®

Historia natural

La secuencia adenoma-carcinoma representa la rsi@uii@n patoldgica externa de las
alteraciones genéticas secuenciales que promueVerreeimiento celular, la
supervivencia y la invasiéh Este proceso se desarrolla a lo largo de 10-15,af
estando acortado en determinadas circunstanciasp quueden ser los sindromes
hereditarios de predisposicion al CER

A nivel histologico, la expresion mas incipiente lasaparicion de focos de criptas
aberrantes, que dan lugar a la formacion de foeoadénomas microscopicos. Con el
tiempo, estos cambios avanzan a lo largo de |ggasripara llegar al epitelio de la
superficie y crear una lesion elevada, el denomuinaidipo adenomatoso. Al principio,
las células que cubren la superficie de los polipastienen una diferenciacion similar
a las células colénicas normales. Sin embargo, ebrpaso del tiempo, esta
diferenciacion se pierde y aparecen displasiasmas,tarde, adquieren la capacidad de
invadir las capas de la pared del colon. Inclusolaeetapa invasora, de carcinoma, la
progresion de este se hace de forma ordenadagrdarticia al crecimiento circular y a
estenosar la luz y, en profundidad, hacia las cdpak pared colénica. Por ultimo,
ocurre la diseminacién ganglionar que suele sucdéal®mbién de forma ordenada,
primero los ganglios paracolicos y pararrectalésego se extiende a los mesentéricos
(en funcién de la localizacion del tumor colorréckas estaciones de drenaje linfatico
seran distintas, como vimos con anterioridad).

Patréon de diseminacién y estadificacion

La diseminacion hematogena se realiza desde lasi@sts ganglionares afectadas. Lo
mas habitual es el drenaje via portal y, por taekq@rincipal asiento de metastasis el
higado, seguido de pulmoén, huesos y otras locadi@es; sin embargo, los tumores
distales (principalmente recto) pueden dar lugaresastasis pulmonares de inicio, ya
gue el drenaje se hace a través de la vena careimfin pasar por el sistema portal.

42



INTRODUCCION

La primera clasificacion prondstica del cancer geltal, fue propuesta por Dukes en
1932; posteriormente, fueron Astler y Coller loscagados de modificar dicha
clasificacion que ha sido utilizada hasta hace pagms (Tabla ).

Tabla 4. Clasificacion de Astler y Coller (Dgkmodificada).
Estadios Extension tumoral

A Tumor limitado a mucosa

Bl Tumor invade hasta muscular propia

B2 Tumor atraviesa la capa muscular hasta la serosa
C1 Igual que B1 con afectacion metastasica ganglionar
C2 Igual que B2 con afectacion metastasica ganglionar
D Metastasis a distancia

Actualmente, el sistema de clasificacion TNM (tummode, metastasis) de la AJCC
(American Join Committee on Cancer) es el mas amelnte usado (Tablas 5 V6)

Tabla 5. Clasificacion TNM para el CCR, 72 Ed. AJCC
Tumor primario (T)

TX
TO
Tis
T1
T2
T3
T4a
T4b

No puede ser valorado

No hay evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ (intraepitelial/invasion laminapia)
Invade submucosa

Invade muscular propia

Invade tejidos pericolorectales

Penetra peritoneo visceral

Invade organos/estructuras adyacentes

Ganglios regionales (N)

NXx
NO
N1

N2

Nla
N1b
Nlc

N2a
N2b

No puede ser valorado

No evidencia de afectacion ganglionar regional

Metastasis en 1-3 ganglios regionales

Metéastasis en 1 ganglio regional

Metastasis en 2-3 ganglios regionales

Depdsito en subserosa, mesenterio o tejido perrealal no ganglionar
Metéastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regianale

Metéastasis en 4-6 ganglios regionales

Metéastasis en 7 o mas ganglios regionales

Metastasis a distancia (M)

MO
M1

No evidencia de metastasis a distancia
Metastasis a distancia

Mla Metéstasis confinada a un érgano/sitio
M1b Metéastasis en mas de un organo/sitio o peritoneo
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Tabla 6. Clasificacion por estadios (TNM, 72 Ed 8&)del CCR.

Estadio T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1, T2 NO MO
Estadio Il
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
lIc T4b NO MO
Estadio Il
A T1, T2 N1/N1c MO
T1 N2a MO
1B T3-T4a N1/N1lc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
lHnc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
Estadio IV
IVA Cualquier T Cualquier N Mla
VB Cualquier T Cualquier N M1b

Factores prondsticos clinicos y moleculires

El factor prondstico mas importante es la extend®ta enfermedad en el momento del
diagnéstico, atendiendo a la clasificacion por dietade la AJCC, de manera que a
estadios mas avanzados, la supervivencia dismigalg 7).

Tabla 7. Supervivencia por estadios

Estadio Supervivencia 5 afos

Estadio | 97%

Estadio II1A 87%

Estadio 11B 71%

Estadio IlIA 87%

Estadio 111B 68-75%
Estadio IlIC 27-50%
Estadio IV 7%

Los principales factores prondsticos descritos an literatura se describen a
continuacion:

Grado histologica

El grado histolégico muestra el grado de difereriéiatumoral y ha demostrado ser un
factor prondstico independiente, existiendo ciggtado de subjetividad debido a la
variabilidad interobservador. No obstante, los tremopobremente diferenciados
estadio Il son considerados de alto riesgo en tagipales guias clinicas (ESMO,
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ASCO y NCCN). Sin embargo, esto solo es cierto patgellos tumores con expresion
conservada de las proteinas del sistema mismaiair’fé>%°

N° ganglios afectos

Esta claramente establecido que es necesario exanmmumero adecuado de ganglios
locorregionales, para realizar un correcto estadiajesto que lo contrario podria dar

lugar a un infraestadiaje. El nUmero de gangliesdgbe ser examinado para considerar
que el tratamiento quirdrgico es 6ptimo se ha padtuen 12 a 15 ganglios segun el

consenso del colegio americano de patdlogos. Cuandes asi, debe de tenerse en
cuenta para la toma de decisiones terapéuticas.

Por otro lado, la ratio de ganglios afectos esaatof prondstico independiente y asi
esta recogido en el sistema de clasificacion TNNadeICC, recogido previamente. De
modo que, a mayor niimero de ganglios de afectasiplrvivencia es mendf.

Micrometéastasis ganglionarLa mejora en las técnicas y la incorporacion de
métodos con mayor sensibilidad como la IHQ o la P@&miten detectar afectacion
ganglionar micrometastasica que no seria detectadnldos medios convencionales.
Varios son los trabajos que recogen estos dattizantlo diferentes técnicas y los
resultados, en cuanto a la influencia en supereigeson controvertidos. Actualmente,
la clasificacion TNM no tienen en cuenta este cptwe pero algunos autores
consideran este parametro para la decisién tefiapéadyuvante

Analisis ganglio centinela Esta técnica esta claramente implantada en el
manejo del melanoma cutadneo y del cancer de masspeRto al cancer de colon la
técnica fue descrita por Saha y cols. en el afi@.2D8sde un punto de vista técnico, la
diseccion del ganglio centinela puede realizarsel emomento de la reseccién del colon
y el ganglio centinela ser identificado con premisisin embargo, la utilidad de esta
técnica no esta bien establecida y se requieremnmesyestudios para conocer su papel
en el estadiaje del CCK.

Invasion vasculo-linfatica

La invasion vascular y linfatica se ha postuladon@oun factor prondstico
independiente. La heterogeneidad en la metodoldgiaestudio por parte de los
patélogos, ha hecho que existan recomendacionesifisps, como es el estudio de, al
menos, tres bloques de tumor para su detecciénmpartancia de la deteccion de
invasion vasculo-linfatica y su valor prondsticotak que las principales sociedades
cientificas lo incluyen en la definicion de CCRaelsb Il de alto riesgo con las
consecuentes posibles modificaciones en la indinagé tratamiento complementario a
la cirugid>%>%8

Tipo histologico:

Como ya se ha descrito previamente, algunos subtipstologicos pueden tener
implicaciones prondsticas per se, sin embargo, paickatos son controvertidos y es
posible que juegue un papel ain mas importantpatebn molecular subyacente o el
grado de diferenciacion tumoral. En este sentil&D&C células en anillo de sello esta
asociado a peor pronéstico y el ADC medular, a n@jonésticé® 8
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Inestabilidad microsatélites (MSI):

Los microsatélites son regiones del ADN con unaiesecia corta de nucleotidos que se
repiten multiples veces. La situacion de inestdadide microsatélites ocurre cuando un
microsatélite ha ganado o perdido unidades repetidpor tanto, tiene un cambio en el
marco de lectura, resultando en una mutafriéme shift. Aproximadamente el 15% de
los CCR tienen lugar por esta via.

Los tumores con elevada inestabilidad de micrasee€IMSI-H) tienen caracteristicas
diferentes respecto a los que no tienen inestablilde microsatélites. Estos tumores
tienden a localizarse en colon derecho, son de gi&wlo histoldégico y de tipo
MuCinoso; caracteristicamente se asocian a imiiftnalinfocitica peritumoral y suelen
ser diploides. En el momento del diagnostico suplesentarse con un gran tumor sin
afectacion ganglionar. En estos estadios inicidtes pacientes con tumores con
inestabilidad de microsatélites tienen mejor prtinosque aquellos con tumores
similares pero sin inestabilidad de microsatélites.

Watanable y cols. evaluaron el estado de MSI entres factores moleculares

potencialmente involucrados en el pronostico deRCEI! estudio se realizé en base a
los pacientes con tumores estadio Il y Il de alesgo que fueron tratados con
quimioterapia adyuvante (5FU); de ellos, el 21%sentaban MSI-H. En este analisis la
inestabilidad de microsatélites se postula comtaator prondéstico favorable, ya que la
SLP fue mayor en los pacientes con tumores MSI-la $G presentaba tendencia
favorable al grupo MSI-#.

Un estudio mas reciente muestra datos mas predsosiodo que, cuando se evalla
globalmente el CCR con MSI, no se demuestra imppadadstico significativo; sin
embargo, atendiendo por el factor localizacion tdehor, se encuentran diferencias
estadisticamente significativas, de manera quepkdentes con tumores MSI y
localizados en colon derecho tienen mejor prondstadgo que no ocurre con los
tumOé%s MSI localizados en colon izquierdo; lasores de estas diferencias no estan
claras".

BRAE:

La mutacion de BRAF esta presente en 10-20% dE€EGR, generalmente se asocia a
tumores proximales con MSI-H y confiere peor praicoS'. Posteriormente, se ha
confirmado como factor pronéstico adverso en tusiereestadio 1%

Sin embargo, recientes estudios sugieren que laadat de BRAF podria tener
diferente significacion prondstica en funcion defaedlio tumoral al que vaya asociada,;
asi, no inferiria en el pronéstico de estadiosiales, pero si seria factor pronéstico
adverso en estadios avanzados de la enferrfiedad

La frecuencia de mutaciones de BRAF en los tumooksrectales es variable, como se

recoge en los diferentes estudios que lo evaltarersbargo, todos ellos coinciden en
encontrar una mayor frecuencia entre los tumoresrestabilidad de microsatélités
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LOH 18q:

La pérdida de heterocigosidad en 18g ocurre en deata mitad de los tumores

colorrectales; generalmente afecta al gen DCC, faenbién otros genes localizados en
esta region como Smad2 y Smad4 podrian ser rebs/amt el desarrollo de CCR. Se
han publicado numerosos trabajos que incluyen L8&#iehtre los factores prondsticos
a estudio, entre ellos el trabajo de Watanablely, cue concluyen que estadios Il de
CCR la presencia de LOH18q se asocia a peor svpenid®®,

Respuesta linfoide en el huesped

La infiltracion linfocitica se ha establecido comp factor prondstico favorable; sin
embargo, no esta claro que sea un factor prondastiependiente, ya que esta asociada
de forma importante con los tumores con inestalide microsatélites (un factor
prondstico favorable).

Por otro lado, se ha evaluado la ratio neutrofitfetito como factor prondstico,
llegadndose a la conclusién de que una ratio elewaadiere peor prondstico a los
tumores. Este hallazgo es dificil de explicar, aienge postula que podria representar
una medida de la inmunidad innata adaptativa sdaetiestrés con linfopenia relativa
como marcador de inmunidad mediada por célulasrdejw, lo que le conferiria una
desventaja en superviventia

Configuracion del borde tumoral:

La configuracion del borde tumoral (infiltrativorgels expansivo) se ha mostrado como
un factor prondstico independiente. Un borde wdiivo caracterizado por ser irregular,
también conocido como desdiferenciacion focalumor budding presagia un peor
prondéstico que aquellos tumores con un borde sexgvansivd™®

CEA:

Se recomienda realizar una determinacion de CEmigiee la intervencion quirdrgica

de CCR, puesto que la elevaciéon de este marcagmssela como un factor prondstico
adverso. Los pacientes que presentan un CEA elegadano se normaliza tras una
cirugia con intencién curativa se consideran paegecon tumores de alto rieSgo

No hay otros marcadores tumorales que hayan deadodtal particularidad.

Obstruccion, perforacion:

Los pacientes que debutan en el diagnéstico de €&@Rperforacion u obstruccion
tienen peor prondstico, independientemente deldiesttumoral. Esta caracteristica
también la incluyen las guias para clasificar 216R estadio Il de alto riesg'd™

Otros factores prondsticos:

Se han postulado muchos otros factores; sin empaugevidencia no esta claramente
demostrada. Entre estos factores se encuentran:
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- Invasion perineural parece que la capacidad del tumor de invadirsph@&o
perineural le confiere peor prondstico; sin embatge analisis multivariantes
no han demostrado tal eventualidad.

- Tabaquismo: parece no solo ser un factor de riesgo sino tambi@ factor
pronostico adverso. Este hecho, aun no bien dad6, podria tener que ver con
caracteristicas moleculares del CCR, como sondsepcia de inestabilidad de
microsatélites y las mutaciones en BRAF, donde geague los fumadores
tendrian peor supervivencia.

- IMC, DM, Sexo, localizacion del tumor primario, pobrfismos y otros

marcadores molecularesetc. han sido estudiados sin demostrar, hasta el
momento, su relevancia clinica en el pronosticdOfeR.
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4- BASES MOLECULARES DEL CANCER COLORRECTAL

En el cancer colorrectal se han postulado dos medde carcinogénesis bien
diferenciados, por un lado el modelo de intestaddli cromosomica (ocurre en el 80-
85% de los tumores colorrectales, cuyo principgllicado es el gen APC) y el modelo
de intestabilidad de microsatélites (ocurre en%eR0% de los tumores colorrectales
esporadicos y es el mecanismo de carcinogénesi€Been sindrome de Lynch).

El conocimiento del modelo de carcinogénesis ecénter colorrectal ha partido del
estudio de los dos sindromes hereditarios de pesidon al CCR, la poliposis

adenomatosa familiar y el sindrome de Lynch. Laestigacion en estos y su
extrapolacion al CCR esporadico han permitido éstab una clasificacion en base al
modelo de tumorogénedis

Volgestein y cols. fueron los primeros en describita cascada de alteraciones
moleculares como responsables del desarrollo de, GSRblecieron la secuencia
adenoma-carcinoma que llega hasta nuestros dias la ebase del modelo de
carcinogénesis del CCR maés frecuéhte

En nuestros dias, ese primer modelo explica la meayte tumores colorrectales; sin
embargo, otros no presentan esas caracteristiqgas ello se han postulado otros
modelos de carcinogénesis como la inestabilidadlideosatélites (paradigma del CCR
asociado al Sindrome de Lynch) y la via del femotigetilador, que comparte muchas
caracteristicas con la inestabilidad de microge&i®®

El CCR invariablemente surge de lesiones precussopmdlipos, que muestran
proliferacion, displasia, diferenciacion anormalen ocasiones, invasion focal. Los
polipos pedunculados son las lesiones precursoess significativas, especialmente
cuando alcanzan un tamafio superior a un centirtlgifé riesgo de progresar a CCR a
lo largo de 10 afos).

Adenomas no clasicos, como polipos hiperplasices,cansideraban sin potencial
maligno, pero, en la actualidad, se reconocen &mdmmo precursores del CCR.

Los adenomas serrados con displasia evolucionasioobedmente a CCR con
inestabilidad cromosOmica y mutaciones en K-Ragnimis que los adenomas sesiles
serrados con ausencia de displasia pueden coseedir CCR con inestabilidad de
microsatélites, mutaciones en BRAF e hipermetilacio

Modelo de Inestabilidad Cromosdmica (CIN)

La inestabilidad cromosOmica parece ser un fenagpecifico de CCR vy, los tumores
con CIN muestran frecuentes anormalidades en @tipar (pérdidas y ganancias de
cromosomas). Las pérdidas alélicas son bastantarmsren el CCR y la inestabilidad
cromosémica es considerada promotor de la caromesi® a través de la pérdida de
genes supresores y la ganancia en nimero de d#p@sogenes.
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La inestabilidad cromosdmica ha sido comunmentéeraénada por el analisis de la
ploidia del DNA o por el andlisis de la pérdidahdgerocigosidad (LOH) a partir de
marcadores microsatélites. Para el analisis de L@&tcadores de la region 18q han
mostrado ser suficientemente sensibles comparamostmos en otros cromosomas; sin
embargo, no hay criterios ni marcadores normaligagara determinar la CIN.

Recientemente, se han utilizado difererdesys para mejorar la determinacién de
inestabilidad cromosémicta

El factor presumiblemente iniciador de esta vidaskr pérdida de un gen supresor de
tumores como es el geAPC. De ahi la denominacibn de via supresora de
carcinogenesis colorrectal, al ser este gen de& sippresor (relacionado con la
regulacion negativa del ciclo celular), aunque teémise observen, como se ha dicho,
ganancias en el nimero de copias de oncogenes

La CIN es una caracteristica del 80% de los tumaasrrectales y se asocia,
frecuentemente, con mutaciones activadoras debpdmtcontrol K-Ras y pérdida de
funcidon de regiones que afectan a p53 y otros gsupsesores de tumores en 18q y
17p, aunque no necesariamente en este orden (Rigura

Modelo de Inestabilidad de Microsatélites (MSI)

La inestabilidad de microsatélites se refiere @ratfiones en la longitud de una
secuencia corta de nucleoétidos repetidos (micriitesiéen el DNA tumoral, comparada
con DNA normal.

Desde 1993 Thibodeau y cols. sugirieron la MSI ceimanecanismo de carcinogénesis
alternativo a la inestabilidad cromosémica y, eastiws dias, ya se establece como un
modelo diferente a la CIN (generalmente, mutualmentluyentes en el CCRj

El modelo de carcinogénesis MSI se ha ido complicaa medida que avanza el
conocimiento y, actualmente, se diferencian dos dif@rentes:

1- La MSI propiamente dicha, también conocida como RiRlication
error) o comoFenotipo Mutador

2- La via CIMP (CpG Island Methylator Phenotypefrenotipo Metiladoy
que, en la actualidad se la considera una via deinogénesis
alternativa.

Ambos modelos, comparten caracteristicas clinichgolgicas, como la preferencia

por el colon proximal, o la pobre diferenciacién Ide tumores, pero difieren en el
mecanismo iniciador (Figura 18).
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Fenotipo Mutador

La IMS es reflejo de la existencia de una alteradél sistema de reparacion de errores
de emparejamiento del DNA, que esta encargado megiolos fallos que se producen
durante la replicacion del DNA y es controlada yemios genesMLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2 entre otros). La alteracion de este sistema amndu la acumulacion de
alteraciones en los microsatélites que estan hlistios a lo largo de todo el genoma.

Hoy en dia los tumores con IMS se refieren a agsi€jle presentan IMS alta (2 6 mas
marcadores de microsatélites segun el panel dee8dsh y esta presente en un 15% de
los CCR, pudiendo producirse de dos formas difeaeas:

a) la que sucede en los casos de sindrome de Lynga,base molecular
serian mutaciones a nivel germinal de cualquiera lake genes
relacionados con el sistema de reparacion del DNA.

b) en el que se hallan los casos esporadicos con dibi®le la causa es la
hipermetilacion a nivel de la regién promotora dg ¢lenes del sistema
de reparacion del DNA (con mayor frecuencia a nileMLH1).

Entre los genes que se ven implicados en la aparge mutaciones en las secuencias
repetidas de mononucleétidos codificantes (micébisas codificantes) se encuentran

distintos genes supresores tumorales, como soreleRéceptor para el Factor de

Crecimiento Tranformadds-tipo 2 TGFBR3J o el gerBAX

Fenotipo Metilador

Las islas CpG son regiones del DNA que estan presem aproximadamente el 40%
de los promotores de los genes de mamiferos. Spanes donde existe una gran
concentracién de pares de Citosina y Guanina ahbazpor fosfatos. Estos sitios CpG
se encuentran desmetilados si los genes estansagpeey, por tanto, la metilacion de
los dichos sitios CpG en los promotores de los genede inhibir la expresion del gen.

Esta via de carcinogénesis colorrectal surgiriairtke lesion precursora serrada (cuya
caracterizacion histolégica engloban los polipgeeiplasicos, pélipos serrados sesiles,
y adenomas serrados) y parece no seguir los metasibabituales de la secuencia
clasica de adenoma-carcinoma. También se la caumgevia serrada

El mecanismo de los CCR que surgen a través devi@sparece iniciarse mediante una
mutacion que activa el g88RAF, lo que ocasiona una inhibicion de la apoptosivel

de las células epiteliales del colon. A partir de2esuceso, las lesiones serradas pueden
dar lugar a polipos hiperplasicos o pélipos sersasesiles. Estas lesiones son muy
propensas a la metilacion de islotes CpG de regipn@motoras de multiples genes vy,
por tanto, provocaria un silenciamiento epigenéiewarios genes, siendo en principio
aleatorio los genes especificos que se alteran.

En el caso de la metilacion del promotor MéH1, muy frecuente en estos casos,
originan los CCR esporadicos con IMS. Sin embapgwece ser un evento tardio a

51



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

partir del cual se produce una rapida adicion deaomnes de otros genes, como sucede
también en el sindrome de Lynch y, por tanto, tgesion tumoral es mas rapita.

Los polimorfismos de u(nico nucledtido (SNPs) sormguedias variaciones en la
secuencia de DNA que ocurren en un gran numerondi®iduos y se consideran
variantes de la normalidad; sin embargo, son muldsosstudios que se llevan a acabo
para buscar posibles asociaciones con patologidenotipos. EI SNP -93G>A
localizado en el promotor del gen MLH1 se ha pastolcomo una alteracion que
interviene en la predisposicion al desarrollo dendres con inestabilidad de
microsatélites asociado a la metilacion del gen °H

Mutacion de Pérdida 18q
K-Ras DCC, DPCA
> Adenoma Carcmoma
Inactlva(:|on de Defecto Inactlvacmn de
APC (pérdida 5c CIN p53 (pérdida 17p)

Via Familiar
MSI-H (CCHNP)

Fenotipo | Mutacién (pS3)
que .
@ MMR

APC Mutacion de
B-catenina  K-Ras S . ;
Axin2 Inactivacion mutacional de genes que contienen

microsatélites susceptibles: TAR, BAX

APC Mutacién de

-catenina BRAF

] Axin2 (>K-Ras)
Inactivacion ::

. epigenetica
Fenotipo de MMR

Metilador (MLH1)

|:>|::>|::> Carcinoma

Via Esporadica Inactivacion de genes supresores por
MSI-H (fenotipo hipermetilacién del promotor
B metilador)

Figura 18. Vias de carcinogénesis del cancer euitat.
A: Via de inestabilidad cromosdmica. B: Via derlastabilidad de microsatélites
(imagen adaptada de De Vita, et al. Cancer: Prirggme practice of oncology, titlfd.)
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Muchas son las clasificaciones que se estableddD@R (localizacion, histopatologia,
etc.), pero cada vez con mayor frecuencia sefickasil cancer colorrectal en diferentes
fenotipos atendiendo a su perfil molecular.

La clasificacion molecular de los tumores colomkxs se confecciona a partir de los
eventos celulares globales predominantes: via sogreen el caso de CIN; via
mutadora en el caso de MSI o via metiladora erldFenotipo Metilador.

Para resolver la inconsistencia entre las clasificees del CCR basadas en la expresion
génica y facilitar la traslacion a la clinica, senfié un consorcio internacional dedicado
a compartir y analizar muchos datos entre grupg@ertas. De esta forma, surge la
clasificacibn molecular de consenso o “El ConsedsoSubtipos Moleculares del
Cancer Colorrectal”. Este consorcio internaciooksifica a los tumores colorrectales
en 4 grupos con caracteristicas moleculares dif&xéoras, los subtipos moleculares de
consenso (CMS$¥2

» CMS1: denominado también como grupo de inestabilata microsatélites
inmune. Representa el 14% de todos los tumores.

» CMS2: denominado también canonico o epitelial. Begmta el 37% de los
canceres colorrectales.

» CMS3: denominado también metabdlico, represent8% de los tumores.

» CMS4: denominado también mesenquimal, represer3%lde los CCRs.
El consorcio identifica un 13% de tumores no ciealfles y no representan un quinto
grupo independiente; esto podria deberse a laachtld la muestras de expresion génica

en estos tumores.

Las principales caracteristicas de los cuatro sytogy moleculares de consenso se
recogen en la figura 19.
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CMS2 CMS3 CMS4
Candnico Metabdlico Mesenquimal

14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP alto, SCNA alto MSI mixto, bajo SCNA alto
hipermutacion SCNA, bajo CIMP
Mutaciones BRAF Mutaciones KRAS
Infiltracién y Activacion WNT Desregulacion Infiltracién estromal,
activaciéon Inmune y MYC metabdlica activacion TGH3,
angiogénesis
Peor Peor SLP y SG

supervivencia tras
la recaida

Figura 19. Clasificacion Molecular de consenso@IeR (adaptada de Guinney J, Dienstmann R, et
al. Nat Med 2015)

MSI: inestabilidad de microsatélites. CIMP: CpGaitsl Methylator Phenotype. SCNA : alteracion nlinueqmias somatico.
SLP : supervivencia libre de progresion. SG : suipencia global.

Teniendo en cuenta todos los datos, podemos deeipartimos de una clasificacion

basica, sencilla, donde los tumores se clasificairsp modelo de carcinogénesis (CIN o
MSI), que, posteriormente, el mayor conocimientdenaar de los tumores, llevo a

clasificarlos en base al evento predominante (wpresora, via mutadora o via
metiladora) y, en la actualidad, cobran importanardo unos como otros y entran en
juego la gendmica, la epigendmica, la trascriptémét sistema inmune, el estroma y la
clinica (figura 20), estableciendo un nuevo mod#oclasificacion molecular de los

tumores colorrectales.
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Gendémica Epigenémica Tramygtomica  Inmune Estroma Genes ‘driver’  Clinica
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Figura 20. Clasificacion del CCRdaptada de Guinney J, Dienstmann R, et al. Nat20&8)
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5- SINDROMES HEREDITARIOS DE PREDISPOSICION AL CCR

Sindromes no polipdsicos

El sindrome no polipdsico de predisposicion al eéancolorrectal es el, también
denominado, sindrome de Lynch. Es el sindrome haredasociado al cancer de colon
mas frecuente y representa el 1-5% de todos losemé colorrectales que se
diagnostican en la actualidad. Se define por lageia de mutaciones germinales en
los genes del sistema reparador de bases desagmréald ADN (mismatch repair-
MMR) y sigue un patrén de herencia mendeliano &mdso dominante.

Poliposis

Las poliposis gastrointestinales se caracterizanlgp@resencia de mdltiples lesiones
polipoideas con afectacion preferente del arearmatal. Constituyen un grupo de
patologias de escasa incidencia pero con muy \eriearacteristics.

En la tabla 8 se exponen los principales sindrodeegoliposis gastrointestinal con
riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

Tabla 8. Poliposis gastrointestinal heagthtasociada a CCR
Poliposis Adenomatosa

+» Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF)
s Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA)
+ Poliposis Adenomatosia Asociada a MYH (PAM)

Poliposis Hamartomatosa

X/
L X4

Sindrome de Peutz-Jeghers
Poliposis Familiar Juvenil

L X4

Otras Poliposis

Poliposis Mixta Familiar
Poliposis Hiperplasica Familiar

X/ X/
L X X4

- Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF):

La poliposis adenomatosa familiar es la poliposiés nmportante. Se trata de una
enfermedad con patrén de herencia mendeliano antogs6édominante con una
prevalencia de 1 de cada 10.000 individuos y coa mmtidencia estimada en la
poblacién espafiola de 2.8 por 100.000 habitantgmr® menos del 0.5% de todos los
canceres colorrectales; pero es muy importanteddedique presenta una penetrancia
del 100%.
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La manifestacion mas importante de la PAF es lai@pa de mas de 100 pdlipos
(cientos o miles) adenomatosos en el colon y ébréticiandose a una edad muy joven
y con un riesgo de cancer colorrectal cercano @%d8i el paciente no es tratado de
forma precoz.

Ademas de la patologia colorrectal, dado que la Béistituye un desorden genético
complejo, puede asociarse con gran cantidad deacibees en otros 6rganos, como
son: osteomas, quistes epidérmicos, tumores desmofblipos gastroduodenales,
tumores en intestino delgado, hipertrofia congémgiaepitelio pigmentario de la retina,
tumores hepatobiliares, tiroideos y del sistemaioso central.

La Poliposis Adenomatosa Familiar se produce portaoones del gen APC
(Adenomatous Polyposis Cplilocalizado en el cromosoma 5q, que codifica una
proteina con mdltiples dominios que juegan un papgortante en la via de
sefalizacion Wnt y en la adhesion intercelular.

El 80% de los individuos con PAF se deben a mutasiale linea germinal y, por tanto,
con historia familiar; mientras que cerca del 2@ sutaciones producidae novoy,

en estos casos, los padres y hermanos del paoemiesentaran la enfermedad (no asi
sus hijos, que tendran un 50% de posibilidadesdadar la enfermedad).

- Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA):

La variante atenuada de la PAF difiere de la fooldaica en que existe un namero
menor de polipos (generalmente mas de 15 y mend9@ey que, ademas, tiende a
desarrollarse en el colon derecho. La edad decafarie los pdélipos o el cancer suele
retrasarse unos 15 afos en relacion a la PAF aldsa existen diferencias en cuanto a
la aparicion de lesiones en el tracto gastroimtaktsuperior, si bien presentan una
limitada expresion de manifestaciones extracol@nica

La PAFA se origina por mutaciones en el gen suprd®, al igual que la clasica,
pero en regiones diferentes del gen.

- Poliposis Adenomatosa Asociada a MYH (PAM):

La poliposis adenomatosa asociada al gen MYH reptasel 30% de las poliposis
adenomatosas familiares atenuadas. Difiere enti€impee herencia mendeliano, que es
recesivo y, se deriva de mutaciones bialélicad gereMYH.

- Sindrome de Peutz-Jeghers:

El Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) es una enfairaatizsémica dominante con una
elevada penetrancia y una incidencia estimada die tada 120.000 nacimientos.
Aproximadamente el 50% de los casos son familiaedgesto esporadicos.

El sindrome se caracteriza por la aparicion deiptét pélipos hamartomatosos en el
tracto gastrointestinal asociados con manchas makmmucocutaneas y un riesgo
elevado de padecer neoplasias (intestino delgaidémeago, colon, pancreas, mama y
ovario entre otros). Hasta un 95% de los paciezdasSPJ tienen manchas de melanina,
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generalmente en los labios o0 en la mucosa bucafjugutambién pueden aparecer en
otras localizaciones.

Los carcinomas del tracto gastrointestinal sonuieates en el SPJ, siendo el riesgo de
cancer gastrointestinal 15 veces mayor que endapion general.

El gen responsable del SPJ es el gen supresomuwds LKB1/STK11, que aparece
mutado o presenta deleciones en hasta un 80-9086 dasos de SPJ.

- Poliposis Familiar Juvenil:

El sindrome de Poliposis Familiar Juvenil es etligime de poliposis hamartomatosa
mas frecuente. Se hereda mediante un patron decmerenendeliano autosémico
dominante con un penetrancia variable. Dependieledtas series, el 20-50% de los
afectos presentan historia familiar. La edad mddiaicio son los 18 afios.

Existe asociacion con anomalias congénitas en % d& los casos, siendo las mas
frecuentes la malrotacion intestinal, las altenaeso genitourinarias y los defectos
cardiacos.

En la poliposis juvenil el riesgo de cancer dettivagastrointestinal, principalmente del
cancer colorrectal, es muy elevado (20-70%) y atieneon la edad.

Se han descrito mutaciones de linea germinal egednes SMAD4 (18g21) y BMPR1A
(10921-22) que estan en la via del TGF-beta, iragbs en el desarrollo de la poliposis
juvenil, aungque un tercio de los casos no muestiarbios detectables en dichos genes.

- Poliposis Mixta Familiar:

El sindrome de Poliposis Mixta Familiar se caraztepor la presencia de una variedad
de diferentes tumores colorrectales entre los guenduyen pdlipos adenomatosos,
hiperplasicos y hamartomatosos, y carcinomas. Pafectar solo al colon y no se han
descrito manifestaciones extraintestinales.

AUn no se ha descrito el gen responsable de lareefiad.
- Poliposis Hiperplasica Familiar:

La Poliposis Hiperplasica Familiar se caracterizar pa presencia de poélipos
hiperplasicos inusuales (inicio precoz y/o grandamy/o localizacion en el colon
proximal y/o multiples) en el colon y en el rediicialmente se consideré que era una
entidad infrecuente sin potencial maligno. Postaremte, se ha podido comprobar que
algunos casos de poliposis hiperplasica se asamanun mayor riesgo de cancer
colorrectal tanto para los pacientes como pardesnsiares.

Existen dudas sobre su patron de herencia y ase rmonoce el gen implicado en su
patogénesis.

58



INTRODUCCION

6- SINDROME DE LYNCH

El cancer de colon hereditario no polipésico (CCHNfmbién conocido como
sindrome de Lynch (SL), representa entre el 1 y5%l de todos los canceres
colorrectales, siendo el sindrome hereditario @glipposicién al cancer de colon mas
frecuente.

La primera familia con sindrome de Lynch fue deacpor Warthin, patélogo de la
Universidad de Michigan, en 1913, tras estudiarlkebl genealdgico de una chica que
fallecio a edad temprana de cancer de endometitiastasico. En 1895, su costurera le
dijo que ella probablemente falleceria debido acéncer de colon, estémago o
ginecoldgico, ya que en su familia se daban corhmfrecuencia (desafortunadamente,
como habia predicho sufri6 un cancer de endometetastisico a edad temprana).
Warthin publicé esto, junto a otras familias proggnal cancer. En 1925 actualiz6 los
datos de esta familia y, desde entonces, se laceammno familia &*1%

Sesenta afios mas tarde, Henry Lynch y Ann Kruslabzaron los datos sobre esta
familia'®. A lo largo de los siguientes 25 afios, Henry Lyfoh, practicamente, el

Unico investigador que siguio describiendo estdreine y del que toma su nombre.

En 1990 se cred el Grupo Colaborativo Internacipagah promover la investigacion del
Sindrome de Lynch a nivel internacional. La coopiérainternacional en esta area del
conocimiento ha facilitado el estudio de este simdr y ha permitido la identificacion
de las alteraciones genéticas responsables delofiism

Caracteristicas Clinicas

El cancer de colon hereditario no polipdsico sadariza por varios rasgos clinicos
especificos. En la figura 21 se muestra un arbokgégico de una familia con SL
clasico.

El SL presenta un patron de herencia mendelianoséntico dominante, con una
penetrancia del 80%. Las mutaciodesnovcose han encontrado con poco frecuencia.

El tumor mas frecuentemente asociado al SL esnalecacolorrectal; sin embargo, se
han descrito multitud de tumores extracolonico<iaslos al SL. El riesgo de padecer
CCR en el SL se desconoce, ya que casi todosflmsnies sobre el riesgo de CCR son
sesgados, ya que las familias se seleccionan evasib el agrupamiento de CCR.

Los tumores extracolonicos que mas frecuentemenkeus descrito asociados al SL se
describen en la tabla 9; no obstante, la frecuesteiaparicion de cada uno de ellos es
variable y las diferencias clinicas fenotipicas 8l tienen que ver tanto con la
alteracion molecular en cada caso, asi como c@en@trancia variable que presenta
este sindronté®.
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Figura 21. Arbol de una familia con Sindrome dedty@Unidad de Consejo Genético
- Servicio de Oncologia Médica del CAUSA)

Tabla 9. Riesgo de tumores en sindrome de Lynch.

Colorrectal (varén) 65-80%
Colorrectal (mujer) 30-70%
Endometrio 40-60%
Ovario 9-12%
Gastrico 2-13%
Vias urinarias 4-6%
Cerebral 4%
Vesicula biliar y vias biliares, pancreas 2%
Intestino delgado 5%
Tumores glandulas sebaceas 0-40%

Una de las caracteristicas principales del SL esdbd temprana de aparicion de los
tumores.

El CCR en menores de 45 afios representa un 118 derhores de colon y el 18% de
los tumores de recto, y muchos de ellos no asdoiestabilidad de microsatélites.
Algunos estudios que se estan llevando a cabotarpeblacién de pacientes sugieren
diferentes subtipos de CCR en base a la localiagaidoral con correlacion molecular
y, frecuentemente, no asociado a sindromes heieditde cancer colorrectal. No
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obstante, es fundamental la valoracion en una dnika consejo genético de los
pacientes con CCR a edad temprana atendiendo difeyentes escenarios que nos
podemos encontrar y el potencial beneficio de agribstico y cribado acertddd'*°

El CCR asociado al SL tiene unas caracteristicastif@cas definidas: predomina en
colon derecho (70% region proximal a la flexural@sipa), son a menudo pobremente
diferenciados y, con frecuencia, presentan diféeaeman mucinosa o con células en
anillo de sello. La OMS ha descrito un subtipo digiico que aparece casi
exclusivamente en tumores con inestabilidad deasatélites, el carcinoma medular
que, por tanto, también esta asociado al SL. Pw@aseason frecuencia reaccion tipo
Crohn o presencia de infiltracion linfocitica penitoral. Se suelen diagnosticar en
estadios mas precoces que el CCR esporadico yepgrec son de mejor prondstico,
probablemente asociado a la IMS de estos turtféres

Otra caracteristica de los tumores asociados absSla alta incidencia de tumores
sincrénicos (CCR multiples diagnosticados en losn@ros seis meses del primer
diagndstico) o metacronicos y de tumores asociados.

En el CCHNP tiene lugar una aceleracion de la wagénesis, de modo que la
transformaciéon de un diminuto adenoma a carcinoeme tlugar en 2-3 afios, en lugar
de la evolucién poblacional donde el paso adenaangiroma puede llevar 10 afith

El diagndstico de Sindrome de Lynch es, a difeeer® la poliposis adenomatosa
familiar, complejo dado lo heterogéneo del sindromer este motivo, el Grupo

Colaborativo Internacional sobre CCHNP (ahora cmimcomo International Society

of Gastrointestinal Hereditary Tumours — INSIGHTpmuso en 1990 un conjunto de
criterios para detectar a los sujetos con Sindmbeneynch conocidos como criterios de
Amsterdam””.

Estos criterios permitieron utilizar la misma temgibgia por todos los investigadores;
sin embargo, también fueron criticados por ser de&ada estrictos, de modo que
excluian a familias con pocos miembros, no incliuisnores extracolénicos y tampoco
las caracteristicas de los tumores colorrectalas. €ste motivo, en 1999, se
establecieron unos nuevos criterios, denominadtesios de Amsterdam modificados
(donde se incluyen los tumores extracol4nitds)

A lo largo de los afios se han desarrollado muchiterios para la identificacion del
SL. En 1996, se propusieron las guias de Bethempa®,describen casi todas las
condiciones clinicas en las que existe sospech&iddrome de Lynch. Diversos
estudios han puesto de manifiesto que estos osteresultan Uutiles para la
identificacién de familias que deberan someterestadios genéticos para la deteccion
de CCHNP. Recientemente, los criterios de Bethdstasido actualizadts™**>

En las tablas 10, 11 y 12, se recogen los critedesAmsterdam, Amsterdam
modificados y los criterios de Bethesda revisados.
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Tabla 10. Criterios de Amsterdam | de SL.

CRITERIOS DE AMSTERDAM |

Debe haber al menos tres parientes con cancerectiai:

un familiar debe ser pariente en primer grado deotoos dos,

al menos dos generaciones sucesivas deberan fectdas,

al menos un tumor debe ser diagnosticado antessdsdlafnos de edad,

debera excluirse la poliposis adenomatosa familiar,

los tumores deben ser confirmados mediante eshistiopatologico.

Tabla 11. Criterios de Amsterdam Modificados de SL.

CRITERIOS DE AMSTERDAM Il (modificados)

Debera haber al menos tres parientes con canaarexihl o con un cancer asociad
al sindrome de Lynch: cancer de endometrio, dstinte delgado, de uréter o pelvis
renal.

un familiar debe ser pariente en primer grado detoos dos,

- al menos dos generaciones sucesivas deberan Yectadas,

- al menos un tumor debe ser diagnosticado antessdgdlafios de edad,

- la poliposis adenomatosa familiar debera ser edalan el caso de cancer
colorrectal si hubiese alguno,

- los tumores deben ser confirmados mediante eshistiopatologico.
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Tabla 12. Criterios de Bethesda revisados de SL.

CRITERIOS DE BETHESDA REVISADOS

A. Cancer colorrectal diagnosticado en un pacienteomi® 50 afios de edad,

B. Presencia de tumores colorrectales sincronicosariticos, u otros
tumores asociados al Sindrome de Lynch*, indepeteheente de la edad;

C. Cancer colorrectal con una histologia IMS-H** diagticado en pacientes

menores de 60 anos;

-

D. Pacientes con cancer colorrectal y un parientaideepgrado que presenta
un tumor asociado con el sindrome de Lynch, y cande los canceres
diagnosticados antes de los 50 afos; y

E. Pacientes con cancer colorrectal con dos o masmpesi de primer o
segundo grado con un tumor asociado al sindronhgruzh,

independientemente de la edad.

*Tumores asociados con el sindrome de Lynch incluydorrectales, endometrio, estbmago, ovario, 1g@sc uréter y pelvis
renal, conducto biliar y cerebrales y, adenomagi@edula sebacea y queratoacantomas (en sindroMaid&orre) y de
intestino delgado.

*MSI-H: alta inestabilidad de microsatélites.

Caracteristicas Moleculares

1- Mecanismos de reparacion del DNA®

El DNA nuclear esta continuamente expuesto a fastenddgenos y exdgenos que le
pueden originar dafios. Para evitar las mutaciorssD#NA, junto a mecanismos
extremadamente precisos de replicacion del DNA hsemesarios otros mecanismos que
reparen las lesiones que se producen constantesrertdONA.

Se han descrito cuatro mecanismos principalespieaeion del DNA, los tres primeros
reparan lesiones que afectan a una sola cadenandontomo ventaja la redundancia
inherente a la doble hélice:

1- Reparacion de errores por desapareamiento- Mismagghair (MMR)
protege la estabilidad del DNA al corregir los enepmmientos de bases
que se producen de forma erronea durante la repitay la
recombinacion.
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2- Reparacion por escision de bases (BE#t)mina las bases nitrogenadas
dafadas. En este sistema de reparacion se incly& B Unico gen de
este sistema de reparacion con predisposicion iteiadal cancer.

3- Reparacion por escision de nucledtidos (NE®)encarga de reparar las
lesiones inducidas por la radiacion UV y los adscite DNA
secundarios a multiples compuestos quimicos, etite el tabaco.

4- Reparacion de rotura de doble cadensste mecanismo utiliza dos
posibles vias de reparacion:
= Recombinacion homologa: esta forma es muy exadta. [fiede
llevarse a cabo en determinadas fases del cicldacglras la
replicacion, cuando dispone de la cromatide hermguma le
servira como molde.
= Recombinacion no homologa: es mas rapida pero déaeofa
aparicion de nuevos errores, ya que se limita alagiextremos
rotos, perdiendo la secuencia entorno a la rotidemas, si la
unién se produce entre secuencias de dos cromostfaantes,
puede dar lugar a la aparicion de translocaciones.

2- Sistema de reparacion de errores por desapareamien{MMR) **’

Durante la replicacion del DNA, se producen de frespontanea emparejamientos
errdneos, inserciones y deleciones de bases queosmyidos mediante MMR. Este
mecanismo bloquea, ademas, la recombinacion no Iogmadinterviene en puntos de
control del ciclo celular y en la muerte celulaognamada en respuesta a ciertos dafios
del DNA.

Mutaciones en alguno de los genes implicados esisedma de reparacion de bases
desapareadas del DNA (sistema Mismatch Repair- MMBY) las responsables de la
aparicion del Sindrome de Lynch o de Cancer de rCélereditario No Polipdsico
(CCHNP).

La importancia del sistema MMR para mantener lab#é&lad del genoma bacteriano se
demostré hace mas de 40 afios con la observaci@ualalefectos en estas vias se
asociaban a una alta tasa de mutaciones espont®uosasriormente, se identifico este
sistema en las células humanas, lo que signifieaegta altamente conservado a través
de la escala evolutiva.

El primer organismo donde se descubrié este sistiEmraparacion fue eBscherichia
coli y a los genes que codificaban las proteinas eadasgde la reparacion se les
denomind “Mut” debido a que su inactivacion genarhlpermutabilidad. MutS se une
al error del DNA, MutL se une al complejo MutS-DNAeste complejo, activa MutH.
De esta forma se procede a la reparacion de losesrde bases desapareadas.

Aunque, como hemos dicho, el sistema de reparae®run proceso muy bien
conservado a lo largo de la evolucion, existerrdifeias significativas. No obstante, en
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los organismos eucariotas se han encontrado pastdiomologas a las proteinas
implicadas en el sistema de reparacion de los gens procariotas.

En mamiferos se han descrito cinco homélogos deSMMSH2, MSH3, MSH4,
MSH5, MSH6. Estas proteinas ejercen su funciona@md de heterodimeros. Los
heterodimeros formados por MSH2-MSH6, también demado Mut®x; y MSH2-
MSH3, Mut3, son necesarios para el reconocimiento del emolaesecuencia del
DNA durante la reparacion. Estos dos complejosemos actian frente a errores
diferentes, de modo que MutSeconoce emparejamientos erréneos o bucles d& 1 o
nucleodtidos, mientras que Myi®lentifica bucles que afectan a mas de dos nudtedt

Asi mismo, se han descrito cuatro homélogos de Mutleucariotas: MLH1, MLH2,
MLH3 y PMS2 (en mamiferos) o PMS1 (en otros orgaos). Al igual que los
homologos de MutS, estos también actian como likteenos. Mutla esta formado
por la interaccion de MLH1 y PMS2 y, Milesta formado por MLH1 y MLH3. Estos
complejos tienen actividad ATPasa y actlan coma rae unién con las proteinas
responsables de la escision y sintesis.

3- Efecto de las mutaciones en el sistemnaismatch repair

Los defectos del sistema MMR producen un aumentéadaestabilidad de todo el

genoma, dando lugar a la aparicion del denomin&@odtipo Mutador’, es decir, la

deficiencia en el sistema de reparacién provocaaumento en la frecuencia de
mutaciones. Estas mutaciones se producen, sobre @d unas zonas altamente
repetitivas de unos pocos nucleétidos, denominadesosatélites, en las que la
insercion o eliminacion de una base puede, facilepgroducir un coddén de parada vy,
en consecuencia, una proteina no funcional.

Cuando aparecen estas mutaciones en las zonas alesaiglites, se produce el
fendmeno conocido como inestabilidad de microgatglieste hecho supone un buen
marcador de los fallos en el sistema de reparacion.

La inestabilidad de microsatélites puede producaimsesélo en el cancer colorrectal
hereditario no polipdsico, sino también en el céncelorrectal esporadico. Sin
embargo, el mecanismo por el que aparece es d#ereomo hemos comentado
anteriormente.

En el Sindrome de Lynch, la inestabilidad de m&r@lges se produce por una
mutacion germinal de alguno de los genes que fonpaate del sistema MMR. En el

90% de los casos la mutacion tiene lugar en MLHUSH2, mientras que el 10%

restante se debe a mutaciones en MSH6, siendo mfimeguentes las mutaciones en el
resto de genes implicados.

En el cancer colorrectal esporadico, la inestadulide microsatélites, se produce por
pérdida en la expresion correcta de alguno de éoeg del sistema MMR, debido a
cambios epigenéticos del DNA, siendo lo mas fremudam metilaciéon de la regiéon
promotora de MLHY***18
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La evidencia clinica ha llevado a concluir que $ogetos con CCR esporadico que
comparten mecanismos moleculares con el canceolda asociado a sindrome de
Lynch, también comparte caracteristicas clinicemdsticas y de tratamiefito

La inactivacion de los genes MLH1 y MSH2 se expresalos tumores como
intestabilidad de microsatélites de alto grado (H$lsin embargo, la inactivacién de
MSH6 no va asociada a tal inestabilidad.

En la actualidad se acepta como definicion de CCR-M la dada por el Instituto
Nacional del Cancer americano, que lo define coquellos tumores en los que aparece
inestabilidad en dos o mas microsatélites de losocide los que consta el panel
estandar; en el caso de que sélo haya inestabdidatho de ellos se hablara de baja
inestabilidad de microsatélites (MSI-L) o estalasiidde microsatélites (MSS) cuando no
afecta a ninguno.

Esta bateria de cinco microsatélites se determasdrealizar varios estudios y son los
que se aceptan en la actualitddSe recogen los siguientes:

- BAT25 (4q12)

- BAT26 (2p16.3-p21)

- D5S346 (5021-22)

- D17S250 (17q11.2-q12)
- D2S123 (2p16)

El test genético es el método diagndstico que wuoafio descarta la presencia de
Sindrome de Lynch; sin embargo, se necesitan muetossos para su determinacion
y, por tanto, no puede ser una técnica de cribBdopor esto por lo que se estan
perfeccionando los algoritmos diagndsticos incapdo nuevas técnicas como la
inestabilidad de microsatélites o la determina@ndnuno-histoquimica de las proteinas
codificantes para los genes del sistema MMR.

Esta ultima técnica tiene ciertas ventajas sobmeelstabilidad de microsatélites; por un

lado es capaz de detectar defectos en la exprpsideica de los genes MMR que no

dan lugar a inestabilidad de microsatélites, comedp ocurrir en las mutaciones de
MSH6 vy, por otro lado, permite conducir la estreteg seguir para el test genético,

haciendo innecesario determinar las mutacionesdostlos genes implicados en la ruta
de la reparacion del DNA, cuando solo existe altéraen la expresion de la proteina

codificante de uno de ellos, de forma que se ar&@izl gen con ausencia de expresion
de su proteina.

Existen diversos estudios que demuestran que ladel@s proteinas producidas por
los genes del sistema MMR es un método de cribapida, coste-efectivo, sensible y
extremadamente especifico para estudiar los defectgenes reparadores del DRPA

En un estudio publicado por Hampel, se muestralaueterminacion por IHQ de las
proteinas de expresion de los genes reparadoree gee de similar efectividad que la
estrategia mas compleja de genotipado por inestatliide microsatélites. Ademas, en
este eg}udio se proporciona una estrategia dedoripara pacientes con Sindrome de
Lynch™~.
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En la actualidad, las guias de manejo de cancerreotal hereditario, incorporan la

determinacion IHQ de las proteinas codificantedodegenes reparadores del DNA
como parte de la estrategia diagndstica d&’St3
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7- POLIPOSIS ASOCIADA A MYH

La poliposis asociada a MYH es un sindrome henéditasponsable de la aparicion de
cancer colorrectal a edad temprana, con una bas&icg diferente de la poliposis
adenomatosa familiar y del sindrome de cancer ieltal hereditario no polipésico.

Este sindrome hereditario, descrito por primera eez el afio 2002, comparte
caracteristicas clinicas con la poliposis famiditgnuada y con el Sindrome de Lynch,
lo que hace que la poliposis asociada a MYH se ideres una entidad

diferenciad&**?°

Caracteristicas Clinicas

El sindrome de poliposis asociada a MYH (MAP) sedariza por la presencia de
multiples polipos adenomatosos en el colon, siemdponsable del 30-40% de los
casos de poliposis adenomatosa en los que no sergren mutaciones en APC. Sin
embargo, estudios recientes muestran que el fenptipde variar.

La MAP es el primer sindrome hereditario de prembgpdn al cancer colorrectal que
sigue un patron de herencia mendeliano autosoramsivo; por tanto, no comparte la
teoria del ‘segundo golpe’ porque los dos aleldanemutados desde el nacimiento.
Tiene una penetrancia casi completa con una expreariable.

Los individuos con MAP desarrollan habitualmentegeed0 y 100 pdlipos entre los 40-
50 afios; sin embargo, la presentacion clinica pwedar y los portadores de MAP
pueden tener s6lo unos pocos palipos (<10) e, socldesarrollar CCR en ausencia de
polipos.

Aunque los pdlipos clasicamente asociados a la & adenomas, se han asociado
también pélipos hiperplasicos y/o serrddds

El riesgo de CCR a lo largo de la vida de los imlies con MAP es muy alto, con una
penetrancia casi completa a los 60 afios. Ademéspdotadores de un solo alelo
mutado del gen MYH (portadores heterocigotos) mareener un incremento en el
riesgo de CCR, aunque no son claras las evideacerga de la magnitud del riesgo,
pudiendo ser relevante el tipo de mutacién, conmeseribe en algunos articult’s'*®

El sindrome de poliposis asociada a MYH tambiérasacteriza por la aparicion de
manifestaciones extracolénicasunque estas son menos frecuentes que en lagslip
adenomatosa familiar (PAF). Asi, se describe larigipa de pOdlipos gastricos vy
duodenales en un 20-25% de portadores de MAP. dlgzos de glandulas fundicas del
estbmago son, incluso, menos frecuentes (a diferate lo que ocurre en la PAF).
Otras manifestaciones de la PAF, son muy rarasaeNMAP, como la hipertrofia

i:?%ngénita del epitelio pigmentario de la retina, dsteomas o los tumores desmoaitfes

El riesgo de otros tumores en la MAP no esta mew bieterminado, si bien algunos
casos descritos recientemente indican que el eepee tumores extracolonicos
asociados a la MAP difiere de la PAF y, sin embasggarecen mas a lo que ocurre en
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el sindrome de Lynch. Se ha descrito un incrememoel riesgo de tumores de
duodeno, ovario, vejiga y piel y, algunos autodescriben también un incremento en el
cancer de endometfig >3

Algunos autores, también describen una correlagenotipo-fenotipo en la poliposis
asociada a MYH, aunque son necesarios estudiopquidgs para validar estos
hallazgos.

El diagnostico de sospecha de MAP debe realizauteel@ presencia en un individuo de
10 o més adenomas colorrectales o historia de at®@n combinacion con otras
manifestaciones extracoldnicas asociadas. El dsigoode certeza debe ser siempre
genético.

Caracteristicas Moleculares

El gen MYH esta localizado en el cromosoma 1 (1p@éntiene 16 exones que
codifican una proteina de 535 aminoacidos y padicjunto con otros genes, en el
sistema de reparacion del DNA por excision de b@3ER).

La oxidacion del DNA conduce a la formacion de &-@@-dihidro-2’-deoxiguanosina
(8-0x0G), uno de los productos mas estables del daitlativo del DNA. MYH es una
glicosilasa que reconoce bases de guanina con @ddativo (8-0xoG). Estas bases
tienden a emparejarse de forma incorrecta con maede modo que un par de bases
que fuese inicialmente G:C, se convertiria en 83Roy, tras la replicacion, se puede
incorporar una timina en oposicion a la adenindgim@ndose una transversion
G:C>T:A. MYH es Unica entre las DNA glicosilasasquee reconoce la base dafiada
(8-0x0G) pero no la elimina, sino que elimina lasdbacon la que se empareja
erroneamente (adenina). La pérdida de funcion déiMYa subsiguiente aparicion de
transversiones G:C>T:A originan mutaciones siniderque, con frecuencia, afectan a
K-Ras y a APC. La presencia de estas transversiemd&Ras permite distinguir los
poélipos asociados a mutaciones en MYH de aquebb#&dds a mutaciones iniciales en
APC ya que estos Ultimos rara vez las presétitati

Por tanto, el gen supresor APC puede estar mutadegrios mecanismos durante la
oncogénesis colonica: de forma congénita en la RIBForma somatica en el CCR
esporadico y de forma secundaria a la inactivadéhgen MYH en la poliposis
asociada a MY},

Se han comunicado dos mutaciones del gen MYH casonsables de la mayoria de
casos de poliposis asociadas a este gen en pablegiicasica. Son las mutaciones
Y179C (ex6n 7) y G396D (exén 13), aunque hay atrashas descritas.

La penetrancia de CCR en individuos con mutacidmaglicas en MYH es alta, pero

incompleta. La penetrancia de pélipos colonicoslesconocida; mas de un tercio de
portadores de mutaciones en homocigosis del gen M&d4rrollan cancer colorrectal

en ausencia de polipos, lo que sugiere una perararcompleta.

Recientemente se ha sugerido que los pélipos akxscela MAP no tienen porqué ser
adenomas; de esta manera, en pequefias seriesodedeaportadores de MAP, se
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describe la presencia de polipos serrados. Ensestélo, las transversiones G:C>T:A
tienen lugar en el gen APC cuando aparecen pd&iigesomatosos, mientras que tienen
lugar en el gen K-Ras cuando los pélipos son sestgubr o que podrian diferenciarse
dos grupos de MAP en funcién del analisis molectésaios pélipos®.

Los tumores colorrectales asociados a mutacionesVi¥i tienen, a menudo,
inestabilidad baja de microsatélites, lo que segisma asociacion funcional entre el
sistema BER y el sistema MMR,
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8- IMPLICACIONES CLINICAS DEL DESARROLLO MOLECULAR ENCCR

Hasta hace pocos afios, la Unica terapia dispopiske el tratamiento del CCR era la
quirdrgica y la supervivencia dependia, fundamergate, del estadio del tumor al
diagndstico; en nuestros dias, el estadio siguglgiel principal factor pronéstico del

CCR, siendo la supervivencia del 97% cuando eHdestss inicial (estadio ) y menor

del 7% cuando la enfermedad diagnosticada estenitiad4.

En los afios 70, el unico tratamiento disponible paenfermedad avanzada era el 5FU,
tratamiento sistémico que sigue siendo un pilaicbadel tratamiento médico del CCR
en nuestros dias; con este farmaco y el tratamigoiairgico, se conseguia una
supervivencia global del CCR del 50%.

Durante los ultimos afios, con la entrada del nusigbo, hemos asistido a un
incremento en la supervivencia global del CCR,dfep al 65%, debido a varias
razones, entre las que se encuentran:

1- Aparicién de nuevos farmacos
2- Mejora en los tratamiento de soporte
3- Programas de cribado o diagnéstico precoz

Aparicion de nuevos farmacasn el tratamiento habitual de la enfermedad aadaze
incluyen farmacos de quimioterapia, como Oxaliplate Irinotecan y derivados del
5FU, y también farmacos biolégicos o ‘terapiasgiliias’, antiangiogénicos y anti-
EGFR. Todos ellos han demostrado beneficio en superiaeen el tratamiento de
CCR avanzado y, mas aun, sabemos que cuando ernoglgaas farmacos para el
tratamiento de un paciente el beneficio es mayersijempleamos menos farmacas

Mejora en los tratamientos de soporta:toxicidad de la quimioterapia es un hecho vy,
en ocasiones, puede condicionar no sélo la calddida de los pacientes, sino
también el adecuado cumplimiento terapéutico y, taato, puede redundar en una
ausencia de beneficio de los farmacos. En estedeern los dltimos afios hemos
asistido a un desarrollo en terapias de soporteocgn los antieméticos, factores de
crecimiento de colonias y otros.

Programas de cribado o diagndstico precaxisten estudios que demuestran el
beneficio de los programas de cribado en el CCpoblacion de moderado-alto riesgo,
motivo por el que la OMS lo propone como una recuiaeion de peso en el Cadigo
Europeo Contra el Cancét El programa de deteccion precoz del cancer aaitat no
solo es un elemento prioritario en prevencion seatia, sino también en la prevencion
primaria del CCR, ya que es capaz de detectarirfyinglr) lesiones premalignas, los
pblipog’, y evitar (prevenir) la aparicién del cancer. Bsr tanto, una prioridad en
nuestra sociedad hacer llegar el programa a togaliacion de riesgo.

Hasta ahora, los marcadores predictivos de respugs se usan para el empleo de
terapias dirigidas, se han caracterizado de maretraspectiva; es decir, primero
usamos el farmaco y luego buscamos porque funcag@qgue no; sirva de ejemplo el
uso de fArmacos anti-EGFR y la determinacion gredgeina RAS* 4’
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Sin embargo, en la busqueda de estos marcadoaesossempezando a conocer que los
tumores colorrectales no son una Unica enfermedaskyla clasificacion moleculdf
puede ser clave a la hora de tratar a los paciemas futuro préximo, sirva como
ejemplo en este sentido el uso de la inmunoterapiaun subgrupo definido de
tumores*

Otro avance relevante en el estudio y conocimialgb CCR es el de la biopsia
liquida*®**® que, posiblemente, sea una herramienta basica gdar@tamiento de
nuestros pacientes, permitiendo el conocimiento diderminados marcadores
moleculares a lo largo de la evolucion de la engglan y de la exposicion a terapias.

Por otro lado, a pesar de que la mayoria de diséignésson de CCR esporadico, existe
alrededor de un 25% de casos donde se objetivagagyoe familiar; sin embargo,
solamente el 5% son debidos a sindromes hereditanioocidos de predisposicion al
cancer.

El asesoramiento genético o consejo genético enecés una actividad sanitaria
relativamente reciente que surge por la identifisag caracterizacion de las bases
genéticas de predisposicion al cancer, junto catoebcimiento de sus implicaciones
clinicas™ que permiten avanzar hacia una medicina predigtipeventiva. Es, por
tanto, una actividad preventiva en continua evolaiebido a su juventud y a los
avances cientificos y tecnoldgicos que se suceden.

El estudio del CCR hereditario, que representa ancemtaje pequeiio de todos los
tumores colorrectales, ha sido y sigue siendcegtara indagar en el conocimiento del
modelo de carcinogénesis colorrectal, de forma lggealteraciones moleculares y
genéticas que conducen a la aparicion de tumonesuca predisposicion hereditaria
estd sirviendo de modelo para su extrapolacibn mores esporadicos con
caracteristicas bioldgicas similares.

La incidencia del CCR esta marcada en gran mediddapedad, siendo habitual en
mayores de 50 afios, pero no en menores de esabstiadriterio, la edad temprana de
diagndstico, es un marcador para detectar sindrovexeslitarios de predisposicion al
CCR; sin embargo, la incidencia de CCR en joverieshsstoria familiar y sin
diagndstico de sindromes hereditarios va en aumgrdgs, por tanto, una prioridad
detectar y definir este subgrupo de pacientes eque) probablemente, sus tumores
tengan un comportamiento diferefife**’

La investigacién actual en el cancer colorrectaemaaminada a buscar agrupaciones,
clasificaciones, marcadores moleculares que, podgamanifiesto las semejanzas y
diferencias entre los distintos tumores que padacestros pacientes con el fin dltimo
de poder seleccionar aquellos sensibles a una@srieitos y resistentes a otros y, asi,
hacer una medicina personalizada que redunde emejuaia de la supervivencia y de
la calidad de vida, evitando toxicidades de farreammeficace§**°?
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor con unaagla incidencia y prevalencia en
nuestro medio, siendo la edad y la interaccion ambigen los principales factores de
riesgo.

El conocimiento de las caracteristicas molecularegenéticas que conducen a la
aparicion de tumores con una predisposicion hemglily su extrapolacién a tumores
esporadicos con caracteristicas biolégicas sinsijafe permitido avanzar en el
diagndstico, el tratamiento y el pronostico del CCR

Este trabajo pretende caracterizar clinica y biokigente a los pacientes
diagnosticados de CCR en el Complejo Asistencialvéisitario de Salamanca
mediante el empleo de la historia clinica persdaahjstoria de agregacion familiar de
cancer y el empleo de herramientas de biologiacutzle con el fin de contribuir en la
busqueda del conocimiento cientifico en cancerroedtal.

Por ello, analizaremos las caracteristicas clibiotbgicas de los pacientes

diagnosticados de CCR y realizaremos un estudi@rarpntal prospectivo en una

poblacion seleccionada para determinar caractasstimoleculares. Finalmente,

estudiaremos el papel de la IHQ de las proteingfidatlas en la ruta de reparacion de
bases desapareadas del DNA, como cribado poblader&ndrome de Lynch.

Como obijetivos especificos se plantean los sigesent

1- Analizar las caracteristicas clinico-patologicaslate pacientes diagnosticados
de cancer colorrectal en el Complejo Asistencialvehsitario de Salamanca en
base a la expresion inmunohistoquimica (IHQ) detefmas del sistema

mismatch repailMMR) — MLH1, MSH2 y MSHS6.

2- Estudiar las mutaciones germinales en los genes MIMEH2 y/o MSH6 en
aquellos pacientes portadores de tumores con edprdsficiente de alguna de
las proteinas del sistema MMR estudiadas por IHQ.

3- Analizar la frecuencia de deteccién de Sindroméyteh mediante el cribado
poblacional atendiendo, exclusivamente, a la debtewion IHQ de proteinas
del sistema MMR y correlacionarlo con los criteratimicos de Amsterdam y/o
Bethesda.

4- Estudiar el gen MYH en aquellos pacientes conravgeclinicos de Sindrome
de Lynch y expresion normal de las proteinas détisia MMR por IHQ.

5- Analizar la presencia del polimorfismo c.-93A>G deh MLHL1 en la poblacion
diagnosticada de CCR, tanto en individuos con tesy@sporadicos como en
aquellos con agregaciéon familiar de CCR o con simés hereditarios de
predisposicion al CCR.

6- Estudiar la mutacion V600E de BRAF en pacientesdiagnostico de CCR con

expresion deficiente de alguna de las proteinasideima MMR y estudiar su
correlacion clinico-patolégica.
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MATERIAL Y METODQOS:

1- Pacientes y Muestras:

Se incluyeron en el estudio 348 pacientes diagraaiis de cancer colorrectal (CCR) en
el Complejo Asistencial Universitario de SalamafCAUSA) durante el periodo de
Mayo de 2008 a Diciembre de 2011 que cumpliani¢pgsentes criterios de inclusion:

1- Los pacientes debian de tener realizado el estlgliexpresion de los genes
MMR (MLH1, MSH2, MSH6) mediante técnicas de inmuistquimica (IHQ)
en la pieza tumoral.

2- Se disponia de la historia oncologica personahyiliar del caso diagnosticado
de CCR, bien por revision de la historia clinica gbr entrevista personal con el
paciente.

Se establecieron como criterios de exclusion [psisntes:

1- Pacientes que no cumplian con los criterios deignah
2- Pacientes que denegaron su consentimiento pairackedos en el estudio

El periodo de estudio se escogid asi porque ma@d0d@ es la fecha en la que comenzod
a realizarse en el Complejo Asistencial Univergitde Salamanca de forma sistematica
la IHQ de MLH1, MSH2 y MSH6 en la pieza tumoral@ER.

Las principales variables que se recogieron sstragia continuacion:

Variables demograficas:
0 Sexo
o Edad de diagnéstico

Variables clinicas
0 Localizacion tumor primario
o Estadio clinico

Variables histoldgicas:
o Tipo histologico
o Grado histoldgico
o Estadio patolégico
o IHQ de genes reparadores

Variables familiares
o Numero de familiares de primer y segundo gradota$ede cancer
o0 Tipo de tumores entre los familiares
o Edad ala que se diagnosticaron los tumores eiahodiares
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Los criterios clinicos de Sindrome de Lynch utiti@aa en nuestro estudio fueron los
criterios de Amsterdam, Amsterdam modificados teaos de Bethesda.

El estadio clinico y patoldgico fue recogido ené® variables de estudio; sin embargo,
no se tuvo en cuenta en el andlisis posterior placgentes incluidos en el estudio tenian
gue tener resultado de la IHQ de los genes repasdi@cnica que se realiza de forma
sistematica en todos los pacientes con diagnédddoCR, pero, a priori, de los que se
dispone de pieza tumoral, es decir, aquellos sd®t intervencion quirdrgica, por lo

que un grupo de pacientes metastasicos de iniciosenvan a recoger. Por tanto,
nuestros resultados estarian sesgados en cuaesiadio tumoral y, por eso, no se
recogen en el analisis posterior de los datos.

Las caracteristicas histologicas del tumor fuenmalizados sobre la pieza tumoral, tras
la intervencion quirdrgica o biopsia endoscopianitida al Servicio de Anatomia
Patoldgica fijada en formol al 10%. Se realizéadlatlo de la muestra, procesamiento
del bloque de forma automatica, fijacion en pagafircorte con microtomo en laminas
de 3-4 micras. Se tifié la muestra con hematoxémsina y se procedio a la seleccion
de la muestra. Una vez seleccionada, se procediliaar las tinciones precisas para su
estudio de forma automatica y, finalmente, el madllas visualizo.

Los pacientes fueron estudiados segun el siguagbeitmo (Figura 22):

Diagnésticos de CCR
Inclusion:
- Determinaciéon IHQ MMR
- Historia familiar y personal de can

IHQ MMR (+) : IHQ MMR (-)

A 4

Criterios Clinicos | .| Determinacion

Sindrome Lynch | | gen MYH 1- Mutacion germinal
2- Mut V60OE BRAF

NO Criterios Clinicos N )
Sindrome Lynch Todos: SNPs promotor MLH1

Figura 22. Algoritmo de estudio.
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A los pacientes que presentaban ausencia de exprésilos genes reparadores se les
realizd el estudio diagndstico de Sindrome de Lynwdiante el analisis del gen
correspondiente en linea germinal; asimismo, seektsdié en linea somatica la
mutacion V600E de BRAF.

Por otra parte, aquellos pacientes con expresidogervada de los genes reparadores en
la IHQ, fueron clasificados en base a la preseteieriterios clinicos de SL, de manera

.....

A todos los pacientes incluidos en el estudio y d@eon su consentimiento, se les
realizé el estudio del polimorfismo -93G>A situado la region promotora del gen
MLH1.

Para el andlisis molecular, en el caso de estaadds (segun el algoritmo de estudio),
se entrevistd a los pacientes vy, previa firma deseotimiento informado (Anexos 1y
2), se extrajo muestra de sangre periférica.

El consentimiento informado de aquellos pacientes ariterios clinicos de sindromes
hereditarios e indicacion de test genético fue ebelo estandar de la Unidad de
Consejo Genético (Anexo 1) y, en aquellos casoscstarios de valoracién en la
Unidad de Consejo Genético, se utilizé el modelcogalo en el Anexo 2, para
utilizacion de muestras de sangre periférica parastigacion.

Como grupo control, para los estudios de asociasaanilizé DNA de sangre periférica

obtenida de pacientes no oncolégicos mayores deafi@s, previa firma de
consentimiento informado.

2- Estudio de IHO de MLH1, MSH2 y MSH6

El estudio de IHQ se realizé en el Servicio de Anmda Patologica del Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca.

Una vez seleccionada la muestra adecuada, el praeesincion se realiz6 de forma
automatica en el aparato Vision BioSystem, el tii@ las muestras y las procesa de
manera que quedan preparadas para ser vistasrakotipio por el patdlogo.

Se utilizd6 una muestra control de mucosa colonaranal para asegurar que la técnica
esta bien realizada.

Los anticuerpos monoclonales utilizados fuerorsigaientes:

- MLH1 - dilucién 1:15, BD Pharmingen
-  MSH2 - prediluido, Biocare Medical
- MSHG6 - prediluido, Biocare Medical

Se considera positivo el test de inmunohistoquinsicando se tifie la muestra, esto
significa que la proteina codificada por el gerregpondiente esta presente en el tumor.
Mientras que el resultado negativo aparece cuamdgentiiie la muestra, es decir,

cuando no existe expresion de dicha proteina tmedr.
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3- Analisis de mutaciones germinales de genes distsma MMR v del gen MYH

a) Extraccion de DNA de sangre periférica:

El DNA gendmico de alto peso molecular se extragmoalmente a partir de muestras
de sangre periférica de los pacientes recogidasbes con EDTA.

Tras centrifugar las muestras de sangre se aishdddase de células leucocitarias, las
cuales se suspendieron en tampon Fornace (0.250Mosa¢ 50mM Tris-HCI pH 7.5;
25mM KCI; 5mM MgCh); EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0.5 pH 8§;
proteinasa K 20 mg/L y SDS (dodecil sulfato sédiab)0%. El EDTA es un quelante
de iones divalentes que posibilita la inactivacd las nucleadas, la proteinasa K
degrada las proteinas y, el SDS es un detergepi&z ade romper las membranas
celulares. Esta mezcla se incub6 a 55° durante @6asoras, tras lo cual se
purifico/centrifugd el DNA tratandolo con una mezae fenol tamponado y CIAA
(cloroformo: alcohol isoamilico 24:1). EI DNA conido en la fase acuosa se limpi6 de
residuos proteicos y detritus celulares mezclandoto CIAA y centrifugando. Con la
adicién de etanol absoluto a la fase acuosa, sipfteel DNA. El DNA precipitado se
lavd con etanol al 70% vy, finalmente, se resusgeadiddHO. La muestra de DNA se
almacenoé en tubos Eppendorf® a -20° C, con el éineditar tanto la degradacién
progresiva del DNA como la posible contaminacion.

La concentracion y el grado de contaminacion pecatdel DNA asi obtenido se calcula
tras medir la absorbancia a 260 y 280 nm sigui¢amélarmula:

ug de DNA/mI = D.0.260 x (factor de dilucién) x 50

El valor 50 es un factor de correccién introducigibgue una unidad de densidad Optica
con una luz incidente de 260 nm es el valor derbbsgia que tienen 50g/mol de
DNA.

El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para deteaniel grado de contaminacién
proteica. Se consideran valores aceptables los remmiiplos entre 1.6 y 2.0; siendo el
Optimo 1.8. Los valores inferiores a los sefialaddEan contaminacion por proteinas o
solventes organicos. Los valores superiores indicaexceso de RNA en la muestra
(Sambrock et al., 1989).

b) Andlisis de mutaciones puntuales en los genes MIL, MSH2, MSH6 y MYH:

i- Amplificacion por PCR de los genes MLH1, MSH2SM6 vy MYH

Los exones y las secuencias intronicas flanqueaetéss genes MLH1, MSH2, MSH6
y MYH de las muestras de DNA fueron amplificadas medio de la técnica de PCR
(Polymerase Chain Reactipria amplificacion se llevo a cabo en un volumer28pul,
cuyos componentes son idénticos para todos loseexon
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= 10ul de MasterMix 5'Prime Eppendorf® (contiene TRmjymerase, KCI,
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Mgy el detergente Igepal®-CA360)

= 10pl de agua libre de nucleasas

= 1ul de cada oligonucleétido cebador

= 1pl de adicional de M

= Como DNA molde se afadieron 100ng la muestra dekepte obtenido a

través del protocolo anteriormente descrito.

Como control negativo se utilizé un tubo de réatccon todos los componentes

excepto el DNA molde.

Para la amplificaciéon por PCR de los exones quéocamran los genes MLH1, MSH2,
MSH6 y MYH respectivamente, se utilizaron variosgramas derivados del estandar y

adaptados a las exigencias de cada exon.

Programa disefiado para amplificar todos los exaleetos genes MLH1, MSH2 y
MSHS6, excepto el exdon 1 del gen MSH6 (figura 23):

| 35 ciclos |
I Anillamientc I
95°CI 95°C 72°i 72°C
5 I 307 X 307 I 7 4°C
| |
I 45 I 0
Desnaturalizacic¢ Extensiol

Figura 23. Programa de amplificacion utilizado plEramplificacién de la mayoria de los exones de
MLH1, MSH2 y MSH6. X: temperatura de anillamientargp cada par de cebadores que aparecen
especificadas en las tablas.
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Programa disefiado para amplificar el exon 1 delM@BHI6 (figura 24):

| 40 ciclos |
Anillamientc

95°C I 95°C 72°J 72°C

[ [
5 | 307 550 vl 7 40C

| |

I T I ©
Desnaturalizacic¢ Extensiol

Figura 24. Programa de amplificacién utilizado daramplificacion del exén 1 del gen MSH6.

Programa disefiado para amplificar todos los exdeegen MYH, excepto el exén 3
(figura 25):

| 35 ciclos |
Anillamientc

95°C I 94°C 72°J 70°C

[ [
5 | 307 570 s 10 4°C

| |

I 45~ I 0
Desnaturalizacic¢ Extensiol

Figura 25. Programa de amplificacién utilizado garamplificacion de la mayoria de los exones @el g
MYH.
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Programa disefiado para la amplificacién del exdal@en MYH (figura 26):

I 35 ciclos I
Anillamientc

95°C I 94°C 7203 70°C

[ [
5 | 307 540 vl 10 40C

| |

I 1 I 0
Desnaturalizacic¢ Extensiol

Figura 26. Programa de amplificacién utilizado daramplificacion del exén 3 del gen MYH.

Los oligonucleotidos utilizados en este trabajadunedescritos previamente por Hedge
y colaboradores (2005), excepto los de los exorey 13 de MSH2, que fueron
disefiados en nuestro laboratorio a partir de laeseta gendmica. En las tablas 13, 14,

15y 16 se recogen los oligonucledtidos utilizagas la amplificacion de cada gen.
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Tabla 13. Oligonucleottidos tomados de Hedge y galga la amplificacion de los exones del gen MLH1.

. Temperatura
Tamafno ) )
anillamiento

o)

Cebador sentido Cebador antisentido

(pb)

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

AGG TGA TTG GCT GAA GGC AC

ATG TAC ATT AGA GTAGTT
GCAGAC TGATAAATT
CAA GAA AAT GGG AAT TCA
AAG AGA T

CCTTTG GTG AGG TGA CAG TGG

TTT TCC CCT TGG GAT TAG TAT
CTATC

GGACATCTT GGG TTT TATTTT
CAAG

GGG CTC TGA CAT CTAGTG TGT

GTT
TCTGATTCT TTT GTAATG TTT
GAG TTT TG

CTG AGG TGATTT CAT GAC TTT

GTGT

GTGGGCTTTTTICTCCCCCT

TTTTTT AAT ACAGAC TTT GCT
ACC AGG AC
CCA AAATGC AAC CCA CAA
AAT T
GGT GTC TCT AGT TCT GGT GCC
TG

CCCATTTTG TCC CAACTG GTT

TGG GAATTC AGG CTT CAT TTG

GCA CTG GAG AAATGG GAT
TTG

GCC CGT TAAGTC GTAGCC CT

AGT TTC CAG AAC AGA GAA AGG
TCC
CTA ACA AAT GAC AGA CAATGT
CAT CAC
CAG GAT TAC TCT GAG ACC TAG
GCAA
CCC TGA AAA CTT AGA AGC AAT
TTTATTT
TGT TCA ATG TAT GAG CAC TAG
AAC ACA
AAA ATA ATG TGA TGG AAT GAT
AAA CCA

CAT AAAATT CCC TGT GGG TGT TTC

GAG GAG AGC CTG ATA GAA CAT
CTGT

CTC TCACGT CTG GCC GG

GTT TTATTA CAG AAT AAA GGA
GGT AGG CTG

AAC CTT GGC AGT TGAGGC C

TGC CTG TGC TCC CTG GA

GAG AGC TAC TAT TTT CAG AAA
CGATCAG

GCA CCC GGC TGG AAATT

CCT CCAGCACACATGCATG

AGT CTGTGATCT CCG TTT AGA TTG TAT GAG GTC CTG TCC TAG TCC

ATG AG

CAT CAG CCAG GAC ACCAGT G

T

CGG AAT ACA GAG AAA GAA GAA

CACA

231

221

241

221

227

235

417

241

251

128

346

282

271

203

292

221

242

288

62

57

55

56

53

56

56

55

59

58

55

58

58

57

58

59

57

58
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Tabla 14. Oligonucledtidos tomados de Hedge y qalga la amplificacion de los exones del gen MSH2.

*Los oligonucleodtidos 5Rb, 12F, 12R y 13F fuerosefiados a partir de la secuencia gendémica.

. Temperatura
: ) ) Tamafo ) )
Cebador sentido Cebador antisentido (ob) anillamiento
p
(°C)
1 TTC GAC ATG GCG GTG C GTC CCT CCCCAG CAC G 285 59
5 GAA GTC CAG CTA ATACAG AAA CAC AAT TAAATT CTT CAC ATT 301 53
TGCTTGA TTTATTTT
AGA GTT TGG ATT TTT CCT
K] TCA TGT CAATTA AAG AGC CTT TCC 241 57
TTT TGC
o TTCATTTTTGCTTTTCTT ATT  ATATGA CAG AAA TAT CCT TCT AAA 316 50
CCTTTT AAG TCACTAT
GCT TCT TCA GTA TAT GTC AAT GAA
ACT GGA TCC AGT GGT ATA 53
5 AAC A 285
GAAATC TTC 55
b* AAA GGT TAA GGG CTC TGA CT
GCG TAG TAAGGT TTT CAC
6 CAT GTG GGT AAC TGC AGG TTACA 251 56
TAA TGA GC
. TGA GAC TTA CGT GCT TAG GCA CAT TGC CAA GTATAT ATT GTA o =
TTG ATAAATTT TGA G
. TGATGC TTG TTT ATC TCA AAT CTACAAACT TTC TTA AAG TGG 275 53
GTC AAAATT CCTT
. GTC TTT ACC CAT TAT TTA GTA TAG ACA AAAGAATTATTC CAA i =
TAG GATTTT GTC A CCT CC
- ATT GAA AAA TGG TAG TAG CAC ATC ATG TTA GAG CAT TTA GGG 274 54
GTATTT ATG GAA A
1 ATATGT TTC ACG TAG TAC TCA AAT ATC ATGATT TTT CTT CTG . =
ACATTG CTT CTA TTACC
*GGG TTT TGA ATT CCC AAA
12 TG * ACA AAA CGT TAC CCC CAC AA 393 46
TGG GGG TAA TAT GGG CAG
13 o *TCC TTC TCA CAG GAC AGA GAC A 442 48
14 TGT GGC ATATCC TTC CCA AAT AAT TTATAC TAACTT AGA ATA 452 55
ATG AGG CAATTACTG AT
15 TAC ATA AAT TGC TGT CTC AAA AAC CTT CAT CTT AGT GTC CTG il =
TTC TCATGC TTT
TAA TTA CTA ATG GGA CAT
16 TAC CTT CATTCCATTACT GGG ATT T 230 55
TCACATGTGT

La secuencia flanqueante al exon 5 del gen MSH2iem una repeticion de 27
adenosinas que imposibilita la correcta amplifiéacy secuenciacion. Para poder
analizar la secuencia exonica y la secuencia imt@ése disefiaron un par de cebadores
gue amplificaban el exén entero. Ademas se diséfd adigonucledtido anti-sentido

(reverse)gue evitaba la repeticion de adenosinas problemati
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Tabla 15. Oligonucleétidos tomados de Hedge y gaga la amplificacidon de los exones del gen MSH6.
*El ex6n 4 del gen esta dividido en 7 fragmentdsidie a su gran tamafio.

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

10

Cebador sentido

TGT TGA TTG GCC ACT GGG

TAA CTG CCT TTA AGG AAACTT
GAC CA

CTG GTC TTG AAC TGC TGG GAT

TGC ACG GGT ACC ATT ATA AAG
TCA

GAA GGA AAC GCC CTC AGC

CCA CAT GGA TGC TCT TAT TGG
A
TTT GTT GAT ACT TCA CTG GGA
AAGTT
CTC TAG GTG GTT GTG TCT TCT
ACCTC
CGA AGT TGT AGA GCT TCT AAA
GAA GCT
AGC CTC CTG GAA TAC CTA GAG
AAAC
CAC TTA GGC TGA TAA AAC CCC
C
AAG ACA AAA GTT TAT GAA ACT
GTTACTACC A
TAA CCT AGA AGA TGA ATT TAT
GTAATATGATTT
TGA GTT ACT TCC TTATGC ATA
TITTACT
TGC TAG CAC ATG TAT CGC TAA
TAT T
GAA GGG ATG ATG CAC TAT
GAA AAA

Cebador antisentido

CAACCCCCTGTGCGAGCCTC

TCA TAT AGA AAA AAG TCT GCC
TGT CTG

CCCCTTTCT TCC CCC ATC

GTATTC TTG GTT TCT GAT GAA ATG
CTAG

CAG TTG CCT TTC ATG AAT ACC AG

TCATCT GAA AAC TGA CCT ATG
AAA AACT
CTC CTG ATC AAT AAG GCATTT TTT
G
TGA GTA GCC TCT CAA GAT CTG
GAA

GTC CTACAG CCAATTCTGTTGC

ACT TAT TTT TAG GGA TAA TAT ACA
GCT GGC

GTATGT TAT TCC TAATGT CAC AAA
TGACTTT

AGA AGC AAATAT CTT TTATCA CAT
CTAAAT G

TTC AGA TAA TCT TCT ATA AAA ATA

GTT ATT TGT
AAT ATT AGC GAT ACATGT GCT
AGC A

GCATCATCCCTT CCCCTT TTA

GTA GAA GGT AGA TAA GAATTA
AAA GGG TTT AATTT

Tamano

(pb)

463

330

289

450

420

420

420

420

480

420

386

250

224

275

320

296

Temperatura
anillamiento
(°C)

55

60

58

58

58

58

57

57

57

58

57

56

53

57

56

52
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Tabla 16. Oligonucleodtidos para la amplificacionaeexones del gen MYH.

10

11

12

13

14

15

16

Cebador sentido

GAA GCT GCG GGA GCT GAA A

CTGCTTTGGCTGGGTCTTT

AGG GAT GAT TGC TGA GTF TC

CTC ATC TGG GGT TGC ATT GA

GGG CAG GTC AGC AGT GTC

TAC TTT GGG GTG GGT GTA GA

GGG ACT GAC GGG TGA TCT CT

CCAGGAGTCTTG GGT GTCTT

AAC TCT TTG GCC CCT CTG TG

GTG CTT CAG GGG TGTCTG C

TAA GGA GTG ACT CTG CCC
TAT G

AGC CCT CTT GGC TTG AGT A

AGG GCA GTG GCA TGA GTA
AC

TTG GCT TTT GAG GCT ATA
TCC

TGA AGT TAA GGG CAG AAC
ACC

AGG ACA AGG AGA GGATTC

TCTG

Cebador antisentido

ATC CCC GAC TGC CTG AAC C

CGC ACC TGG CCC TTC GTA AG

CAA TGC AAC CCC AGA TGA GG

GGG TTG GCA TGA GGA CAG

TAC ACC CAC CCC AAA GTA GA

AAG AGA TCA CCC GTC AGTC

TTG GAG TGC AAG ACT CAAGAT T

AGA GGG GCC AAAGAG TT&C

GAA GGG AAC ACT GCT GTG AAG

TGT CAT AGG GCA GAG TCAIC C

GCC AAG AGG GCT TTA GG

TGC CGATTC CCTCCATICT

GGC TAT TCC GCT GCT CACTT

CAT GTA GGA AAC ACA AGG AAG TA

GTT CAC CCAGACATTCGTTAG T

GGA ATG GGG GCT TTC AGA

132

259

268

166

189

185

186

240

196

262

251

297

242

256

207

224

Temperatura

anillamiento

o)

57

57

54

57

57

57

57

57

57

57

57

57

57

57

57

57
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ii- Electroforesis en gel de agarosa

El tamafio del producto amplificado y su intensideth sido analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa preparados aod%ampon TBE (Tris 0.044 M,
acido borico 0.044 M, EDTA 1.0mM pH=8.3). Las muastmigraron en paralelo a un
marcador de tamafio de DNA derivado del DNA del fag¢-174 cortado por la
endonucleasHae Ill. Los fragmentos que esta endonucleasa generaDdhletlel fago
®X-174 se corresponden con los siguientes tamafi®s3,11.078, 0.872, 0.603, 0.310,
0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118, 0.072 Kb. Latedoresis se llevo a cabo con un
potencial constante de 120 voltios durante 40 rogut

Para la monitorizaciéon de la electroforesis, el DN& mezclé con dos colorantes
incorporados al tampdn de carga: el xyleno ciagoé migra dentro del rango de los
fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.88bayul de bromofenol, que migra

con los fragmentos de 0.5 Kb.

Posteriormente a la migracion, los geles de agafwman tefiidos con bromuro de
etidio (0.Jug/ml). El bromuro de etidio tiene la capacidad mtercalarse entre las bases
nitrogenadas de la molécula de DNA y emite fluores@ durante la exposicion a la

luz ultravioleta (245nm).

iii- Andlisis de los fragmentos amplificados porP@ediante CSGE (Electroforesis en

gel sensible a la conformacion)

Los fragmentos amplificados fueron sometidos a né@isis por CSGE siguiendo la

técnica descrita por Orita, con algunas modificaeso(Orita et al., 1989).

Esta técnica requiere una desnaturalizacion prelMalos fragmentos de DNA
amplificados por PCR a 95°C y una lenta re-natzaeion posterior, para permitir la
formacion de heteroduplex (combinacion entre urmehde DNA mutada y otra hebra
de DNA no mutada) en el caso de los individuos rbeigotos y homoduplex en
individuos portadores de una mutacion en heters@giigura 27). Heteroduplex y
homoduplex presentan un patron de migracion diferen una electroforesis en un gel

de acrilamida.
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Alelo Alelo Heterodulplex Homoduplex
normal mutado
* - i
AT GC A C G T AT G
1

Figura 27. Formacion de heteroduplex tras la desal@acion y posterior re-naturalizacién
del producto de PCR en un individuo heterocigoto.

Los geles para electroforesis fueron hechos con MbEX (AT Biochem, Inc. USA),
un polimero de acrilamida modificado derivado dell. Se utilizaron las siguientes

cantidades para preparar cada gel:

- Agua destilada: 7.705mL

- Formamida 99%: 5.98mL

- Etilenglicol 99%: 4.025mL

- TBE 10X: 2.415mL

- MDE TM 2X: 20.125mL

- TEMED (N, N, N, N’ Tetrametilendiamina): 368
- APS 25% (Persulfato de amonio): 138

La electroforesis se llevo a cabo a 180 voltiosadta, aproximadamente, 21 horas (el

tiempo varia en funcién del tamafio del fragment®GR).

El gel fue tefildo con nitrato de plata. Para elaislizo un kit comercial DNA Silver
Staining Kit de Amershan Pharmacia®, con un volurden250 mL, siguiendo las
instrucciones del comerciante. Posteriormente,fi@agmentos de DNA con patrones

diferentes de migracion fueron secuenciados.
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Esta técnica fue utilizada inicialmente, ya quetrsgaba de la técnica empleada
habitualmente para el diagnostico de sindrome deh.yPosteriormente, la técnica

utilizada fue la secuenciaciéon mediante la técde&anger (descrita a continuacion).

iv. Purificacion de fragmentos amplificados de DNA:

La muestra amplificada de DNA se purificd con el die eliminar cualquier resto de
cebadores, dNTPs o iones que puedan inhibir laci@aale secuenciacion. Para la
purificacién se utilizé el kit comercial PureLink®CR Purification Kit de invitrogep

by life technologie§" siguiendo las instrucciones del comerciante.

Este reactivo se basa en la capacidad del DNA dlseua membranas de silice en
presencia de sales caotrépicas. En primer lugamoelucto de PCR o el fragmento de
agarosa que lo contiene se disuelven en una soluaidpén con isotiocianato de
guanidina; el DNA gueda retenido en la superfigesilice de la matriz, mientras que el
resto de los componentes son eluidos a través dd@umna al centrifugar. Después el
DNA se lava con un tampon que contiene etanol ngalfiente, se eluye con una

solucion tampdn de baja concentracion salina.

v- Secuenciacion automatica por la técnica de Sange

Todos los productos de PCR fueron secuenciadosapatear la posible existencia de
mutaciones. Cuando se empled la técnica de hegemdulos productos de PCR

secuenciados fueron aquellos que mostraban umpdéréigracion diferente.

La secuenciacién de los productos purificadosesg|b cabo en un secuenciador ABI
377 (Applied Biosystems) en el Servicio CentralSg#euenciacion de la Universidad de
Salamanca y en un secuenciador ABI 3100 (Appliedsyitems) en la Unidad de
Gendmica y Protedmica del Centro de InvestigaceEinGancer (CSIC-Universidad de

Salamanca).
Se prepar6 una muestra con el cebador senfmwgrd) y otra con el cebador

antisentido leversg a una concentracion de 3 pmol en un volumen de El DNA se

prepard a una concentracion de 40-60 ng para wmeol final de §iL.
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4- Estudio de polimorfismos de la reqiéon promotorade MLH1: discriminacion

alélica mediante sondas TagMan (Genotipado)

En la PCR con sondas TagMan o sondas de hidrdbsiggrocesos de amplificacion y
deteccion se producen de manera simultanea erseianiial cerrado, sin necesidad de
ninguna accion posterior. Ademas, mediante detecpr fluorescencia se pueden
medir durante la amplificacion la cantidad de DNAtetizado en cada momento, ya
qgue la emision de fluorescencia producida en laeciéa es proporcional a la cantidad
de DNA formado. Los termocicladores para llevambhocla PCR con sondas TagMan
incorporan un lector de fluorescencia y estan dides para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno deviales donde se realice la

amplificacion.

Para la discriminacion alélica hemos empleado sorekpecificas marcadas con
fluorocromos. Estas sondas de hibridacion espac#an oligonucledtidos marcados
con un fluorocromo donador en el extremo 5 queesfhiorescencia al ser excitado vy,
un aceptor en el extremo 3" que absorbe la flueresa liberada por el donador. Para
gue esto ocurra, las moléculas donadora y acegétren estar espacialmente proximas.
Ademas, el espectro de emision de la primera sdehaolapar con el espectro de
absorcion de la segunda. En todos nuestros endaytiscriminacion alélicas mediante

PCR con sondas TagMan los fluorocromos empleadwsri/IC y FAM.

Mientras la sonda esta intacta la fluorescencidiganpor el donador es absorbida por
el aceptor. Sin embargo, durante la amplificaciéh@NA diana, la sonda se hibrida
con su cadena complementaria. Al desplazarseado de la cadena, en su accion de
sintesis, la DNA polimerasa de Thermus aquiatiqus, tiene actividad 5 exonucleasa,
hidroliza el extremo libre 5" de la sonda, prododizse la liberacion del fluorocromo
donador. Como donador y aceptor estan, ahora, iafpaate alejados, la fluorescencia

emitida por el primero es captada por el lectguifa 28)

El incremento de DNA en cada ciclo se correspomheun aumento de hibridacion de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la migroporcion de fluorescencia
emitida. El empleo de estas sondas garantiza kciisidad de la deteccidn y permite

identificar polimorfismos 0 mutaciones puntuales.
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Figura 28. Mecanismo de la PCR con sondas TagMan

Esta técnica nos permitié analizar rapida y eficaie la distribucion del polimorfismo
€.-93G>A localizado en el promotor del gen MLH1.ligamos para ello la sonda
C_7535141 1 de Applied Biosystem. Nuestro estudiaoeslizé en el termociclador
StepOnePlus de Applied Biosystems, que disponeadesvcanales de lectura y permite
detectar la emision de distintos fluorocromos &da. De esa manera, se pueden usar
varias sondas marcadas con distintos fluorocropars, identificar los diferentes alelos

descritos en cada uno de los genes estudiados.

5- Estudio de mutacidén soméatica V600E de BRAF: te€2obas®

Para el estudio de la mutacion somatica V600E dAMBRe utilizo el test Cobas®
4800, Roche Molecular Systems. Mediante esta taécsie pueden detectar las
mutaciones de BRAF V600, a partir de DNA extraiddeajido tumoral fijado en formol

e impregnado en parafina. Se trata de una PCRhadieeal disefiada para tal fin.
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De manera que, tras recuperar la muestra diagaédécCCR de cada uno de los
pacientes seleccionados, se les aplica el tesgnienido los posibles resultados:
deteccion de mutacion V600E o no deteccidon de nartacc00E.

Durante el proceso de validacion de la técnica leatmostrado tener mas sensibilidad
que la secuenciacion directa mediante método Sanger

Los pasos llevados a cabo para aplicar la técnadatgner resultados se describen en el

siguiente diagrama (figura 29).

L

. (1) H&E Staining il 3
& —p & Tumor Content | =t
. Determination — 3 ) = —P —
= e $ s
FFPE Tumor Genomic DNA E)E;
Block Sections ; Macro dissect if Isolation

Quantification

<50% Tumor

(2) PCR

BRAF Test Resulis

—

—_— e cobas® 4800 v2.0 PCR Setup
Standardized Automated Analysis

Reporting

Figura 29. Diagrama del Test de Cobas®aida de Halait et al, Diagn Mol Pathol).

6- Analisis estadistico de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultadosisempleado la base de datos Excel y el

paquete estadistico SPSS v. 23

Para analizar la asociacidén entre dos variablebtatinzas se ha utilizado el test Chi-
Cuadrado, para la comparacion de medias de edatgselT-Student para datos
independientes y, para medianas de edad en logermtiés grupos se ha utilizado el test

no paramétrico de la U de Mann-Whitney.
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Los estudios inferenciales sobre los OR, se llewacabo mediante contrastes de
hipotesis con el test Z, y/o con el calculo derirgks de confianza, utilizando el
log(OR), ya que el OR tiene una distribucion muymaésrica y su logaritmo sigue

aproximadamente una ley Normal. La expresion d&trwalo de confianza seria:

log©OR)%Z,, E+%+}+é(siendo a, b, c y d, las frecuencias que aparenelase
a c

celdas de las tablas 2x2).

La significacion estadistica se ha fijado en p+wvdd5; en este caso se declara
asociacion entre las variables estudiadas. En @igalgaso, se ha tenido en cuenta si la

significacion es al 1% (p-valor 0.01), en cuyo ces@specifica en los resultados.

Finalmente, se ha utilizado la técnica estadisticétivariante conocida como analisis
de segmentacion o arbol de decision. El objetivoedas técnicas es detectar la
existencia de interaccion en un modelo de predic@perando de un modo secuencial
y tratando de dividir el conjunto de individuos &tlj de estudio en grupos homogéneos
(segmentos) mutuamente excluyentes y exhaustimo®secuales se pueda describir la
relacion entre los predictores y la variable respasin que ésta sea enmascarada por el

efecto interaccion.

Hay varios métodos descritos en la literatura, eeettos esta el algoritmo CHAID
pensado para cuando la variable dependiente esatival y que utiliza el test Chi-
Cuadrado para contrastar la independencia dedtistds fases del proceso.

El resultado final de este andlisis suele reprassaten un diagrama de arbol en el que
se muestra graficamente el proceso de las sucesdgmentaciones. Este diagrama
ofrece un resumen parsimonioso de los datos. Ea nado del arbol se indica el
predictor que produce la segmentacion, en cada sanralica la categoria que define el
subgrupo y dentro de cada rectangulo se indicastaldicion porcentual de la variable

dependiente en ese subgrupo.
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RESULTADOS

RESULTADOS:

Se llevo a cabo el estudio de las caracteristiiago-bioldégicas de pacientes
con cancer colorrectal, en todos los pacienteqo®lian ambos criterios de inclusién
descritos en material y métodos:

1- IHQ de proteinas codificantes para los genes d&ma MMR
2- Historia personal y familiar de eventos oncol6gicos

En la siguiente figura (figura 30) se describeiajchma de flujo:

Total pacientes: 4.

Excluidos: 72
- Desconocimiento de la historia
personal y familiar de cancer: 71

- IHQ de MMR no valorable: 1

\ 4
Pacientes Evaluables: 348

Estado IHQ MMR:
Normal: 306 (88%)
Alterada: 42 (12%)

A 4

Figura 30. Diagrama de flujo del estudio
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1- Descripcion General de la Muestra

Inicialmente, los pacientes incluidos en el estudieron todos los pacientes
diagnosticados de cancer colorrectal, a los qudomea consecutiva, se les realizé el
estudio de la expresion proteica de los genes MUW3IH2 y MSH6 por medio de
técnicas de inmunohistoquimica en la pieza tumoral.

El 86% de los pacientes estudiados presentaba BH@aleinas reparadoras del

DNA (MLH1, MSH2 y MSH6) normal. La distribucion pesexos puede verse reflejada
en la tabla 17.

Tabla 17. Caracteristicas clinicas de los paciesgegrimer criterio de inclusion

Varones Mujeres Todos

N (%) 249 (59) 171 (41) 420 (100)
Edad diagnostico

Media (afios) 72 69 71

Mediana (afios) 73 72 73

Rango (afos) 25-91 18-96 18-96
Estado IHQ MMR

Normal (%) 225 (62) 136 (38) 361 (86)

Alterada (%) 20 (42) 28 (58) 48 (11)

No Valorable (%) 4 (36) 7 (64) 11 (3)

Por el contrario, el 11% de los pacientes presantdguna alteracién en la
expresion IHQ de estas proteinas. La distribucetadilteracion en la expresion, segun
la proteina afectada puede verse en la figura 31.

MSH6
10%

MSH2
8%

MLH1
82%

Figura 31. Distribucidon de la ausencia de expreBip.
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En dos pacientes coexistia la pérdida de expredSH2 y MSH6; asimismo,
en otro de ellos se observo ausencia de expresitasgroteinas MLH1 y MSH2.

Se encontraron 11 pacientes en los que la téceidBl@ no fue valorable, 7 de
estos pacientes tenian expresiéon no valida paprdseina MLH1 (4 mujeres y 3
varones). En 4 pacientes no pudo valorarse la siprede MSH6 (en uno de ellos
coexistia con la expresion no valorable de MLH19irdismo, encontramos un paciente
en los que la técnica de IHQ no fue valida pardrisproteinas, motivo por el cual fue
excluido del estudio.

Posteriormente, se excluyeron aquellos pacientdesdique no conociamos la
historia personal y familiar de cancer (ante laosipilidad de realizar la entrevista
personal y la ausencia de estos datos en la laistidmica hospitalaria del paciente).

Las caracteristicas clinicas de los pacientesiabbds se definen en la tabla 18.
La distribucion pone de manifiesto un leve predamide varones sobre mujeres
(58/42%), con una mediana de edad de 71 afos (1&@0 tumores localizados en
colon derecho y colon izquierdo (37 y 40% respeactgnte), con histologia de
adenocarcinoma tipo entérico (83%), bien o modenadde diferenciados (83%).

En estos pacientes, la expresion de proteinasadmas del DNA se distribuyd de la
siguiente forma (figura 32):

- IHQ MMR normal (expresion conservada): 298 packente

- IHQ MMR alterada (expresion ausente): 42 pacientes
0 Ausencia expresion MLH1: 37 pacientes
0 Ausencia expresion MSH2: 3 pacientes
0 Ausencia de expresion MSH6: 4 pacientes
En 2 pacientes coexistia la ausencia de expresidSH2 y MSH6

- IHQ MMR no valorable (fallo de la técnica en algymmateina): 8 pacientes

QA no
valorable

2% HQ Ausencia de expresion de IHQ
alterada

12% 40

\ 0 [ ¥

20 —

10—
3 4

ILH1 MISH2 IMSHG

Figura 32. Expresion IHQ de genes del sistema MMR
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Tabla 18. Caracteristicas clinicas de los pacieimigsidos en el estudio,
por cumplir ambos criterios de inclusion.

N (%)
Sexo
Hombre 203 (58)
Mujer 145 (42)
Edad diagnostico
Media (afos) 69
Mediana (afios) 71
Rango (afnos) 18-90
Localizacion tumor 1°¢
Colon derecho 128 (37)
Colon izquierdo 139 (40)
Colon transverso 17 (5)
Recto 48 (14)
Varias 16 (4)
Tipo histologico
Entérico 289 (83)
Mucinoso 40 (11)
C. anillo sello 2 (1)
Mixto 11 (3)
Otros 2 (1)
Desconocido 4 (1)
Grado histologico
Bien diferenciado 121 (35)
Mod. diferenciado 167 (48)
Pobre. Diferenciado 27 (8)
Desconocido 33 (9)

Respecto a los criterios clinicos de Sindrome dechy utilizando los criterios de
Amsterdam, Amsterdam modificados y Bethesda, el 68%os pacientes no cumplen
ninguno de los criterios (239 pacientes), mient@s el 31% de ellos cumple alguno de
ellos, distribuidos de la siguiente forma (figu):3

- Amsterdam: 11 pacientes

- Amsterdam modificados: 17 pacientes

- Bethesda: 109 pacientes. En funcién del criteriBdtéhesda se desglosan
en:
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A: 16 pacientes
B: 28 pacientes
C: 1 paciente
D: 7 pacientes
E: 32 pacientes
Combinacién de varios: 25 pacientes. Las distintasbinaciones y

sus frecuencias se describen en la tabla 19; asb correlaciéon
con los criterios de Amsterdam.

Tabla 19. Distribucion de los pacientes que cumpléerios clinicos de SL. Resumen

de los distintos criterios de Bethesdaterio A: CCR diagnosticado en un paciente mends@afios.
Criterio B: Tumores CCR sincronicos, metacronicos rosoumores asociados a SL, independientemente ettald.
Criterio C: CCR con histologia IMS-H, diagnosticadoneenores de 60 afios. Criterio D: Paciente con CCR y un
pariente de primer grado con un tumor asociado ,auBt de ellos diagnosticado antes de los 50 &Ciiterio E:
Pacientes con CCR con 2 o mas parientes de primergonde grado con un tumor asociado a SL,

independientemente de la edad

Criterio de Bethesda

Numero de pacientes

A

CriterioAmsterdam

16

B

28

1

D

\l

E

32

A+B

A+C

A+D

A+E

A+C+D+E

A+D+E

A+B+C+D+E

B+D

B+E

B+D+E

HHNNI—\NI\JNI—‘I—‘

D +E

[ERN
o

N« =1IY I IN](=li=l[=]ll=]] Nl{=}{=] ] )

Criterios

CRITERIOS:

Figura 33. Criterios clinicos de SL
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Como un subgrupo especial, se han analizado lésrptas que, Unicamente, cumplen el
criterio A de Bethesda, diagnostico de CCR en péeienenor de 50 afos; es decir,
pacientes jévenes con diagndstico de CCR sin aidetes familiares. En estos
pacientes no ha habido ningun diagndstico de Simelrde Lynch y las caracteristicas
de los tumores de este subgrupo de pacientes debsesen la tabla 20.

Solamente 16 pacientes han sido diagnosticados detéos 50 afios y no presentan
antecedentes familiares. Dos tercios de los pasesun mujeres, con mediana de edad
de 44 anos (18-49). Los tumores se localizan gratciente en colon izquierdo y recto,
siendo la mayoria adenocarcinomas de tipo entéb@n o moderadamente
diferenciados. Solamente un paciente mostré ausetei expresion IHQ de genes
reparadores, siendo la proteina MLH1 la no expeesash este paciente no hubo
confirmacién de Sindrome de Lynch tras el estudizégico en linea germinal.

Tabla 20. Caracteristicas de los pacientes con @€dres de 50 afos.

N (%)
Sexo
Hombre 6 (37)
Mujer 10 (63)
Edad diagnostico
Media (afios) 39
Mediana (afios) 44
Rango (afos) 18-49
Localizacién tumor 1¢
Colon derecho 1(6)
Colon izquierdo 8 (50)
Colon transverso 2 (12)
Recto 5 (32)
Tipo histologico
Entérico 15 (94)
Mixto 1(6)
Grado histologico
Bien diferenciado 6 (38)
Mod. diferenciado 7 (44)
Pobre. Diferenciado 2(12)
Desconocido 1(6)
IHQ MMR
Presente 15 (94)
Ausente 1(6)
MLH1 1
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RESULTADOS

Las figuras 34 y 35 muestran las principales car@ticas de los pacientes en el grupo
global de estudio y en el grupo de pacientes comR @@nores de 50 afios sin
antecedentes familiares (AF), respectivamente.

Localizacion tumor

120
"lﬂﬂ
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-
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Figura 34. Caracteristicas de los pacientes, pidiniagobal de estudio.

Sexo Localizacion tumor
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C. Trans Recto

Tipo histolégico
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Figura 35. Caracteristicas de los menores de 50 SifiAF.

105



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

2- Andlisis de las caracteristicas clinico-biol6gas en base a la expresion IHO de
MMR

De los pacientes elegibles para el estudio, agejlee cumplian los dos criterios de
inclusion, se analizaron en funcién de la exprepionlHQ de las proteinas del sistema
MMR (figura 36).

- Pacientes con IHQ MMR normal: 306.
- Pacientes con IHQ MMR alterada: 42.

IHQ alterada
12%

o N

'

IHQ normal
88%
Figura 36. Distribucién del resultado IHQ.

Las caracteristicas clinico-biologicas se descrieria tabla 21, asi como el analisis
estadistico de asociacion entre variables.

Los pacientes gque tienen tumores con expresiorecoada de genes reparadores en la
IHQ son ligeramente predominantes los varones (6066) una mediana de edad de 71
afios (18-88), con tumores localizados en coloniézda o derecho (42 y 33%,
respectivamente), adenocarcinomas tipo entéricdbo)86bien o moderadamente
diferenciados (36 y 50%, respectivamente). El 7X%camplen criterios clinicos de
sindrome de Lynch vy, del 29% que los cumple, satenel 11% cumple criterios de
Amsterdam.

Respecto a los pacientes que presentan ausenei@sion de estos genes en la IHQ,
predominan ligeramente las mujeres (55%), con uediana de edad de 72 afos (26-
90), con tumores localizados principalmente en rcoterecho (62%) y, aungue
predominan los adenocarcinomas tipo entérico (60%g, proporcion de
adenocarcinomas mucinosos es del 31%. Lo mismoreocaon el grado de
diferenciacion, predominan los tumores bien o mademente diferenciados (24 y 36%
respectivamente), pero la proporcion de tumoresgooénte diferenciados es del 21%.
El 45% de estos pacientes cumplen criterios clindmsindrome de Lynch y el 37% de
estos cumple criterios de Amsterdam.

El analisis comparativo entre estos dos grupos trauekferencias estadisticamente
significativas en la localizacion tumoral, el tipistologico y el grado de diferenciacion,
asi como en la proporcién de pacientes que cungl&arios clinicos de sindrome de
Lynch (figura 37).
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Tabla 21. Caracteristicas clinico-biol6gicas degdasientes y asociacion, en base a la
expresion IHQ genes reparadores.

IHQ normal IHQ alterada P -VALOR
N (%) 306 (88) 42 (12)
Sexo
Hombre 184 (60) 19 (45) 0.066 NS
Mujer 122 (40) 23 (55)
Edad diagnostico
Media (afos) 69 68 0.860 NS
Mediana (afios) 71 72 0.748 NS
Rango (afos) 18-88 26-90
Localizacion tumor 1°
Colon derecho 102 (33) 26 (62) 0,004 **
Colon izquierdo 129 (42) 10 (24)
Colon transverso 17 (6) 0
Recto 45 (15) 3(7)
Varias 13 (4) 3(7)
Tipo histologico
Entérico 264 (86) 25 (60) 0,000**
Mucinoso 27 (9) 13 (31)
C. anillo sello 1(0.3) 1(2)
Mixto 8 (3) 3(7)
Otros 2 (0.7) 0
Desconocido 4 (1) 0
Grado histologico
Bien diferenciado 111 (36) 10 (24) 0,000**
Mod. Diferenciado 152 (50) 15 (36)
Pobre. Diferenciado 18 (6) 9 (21)
Desconocido 25 (8) 8 (19)
Criterios clinicos Sd. Lynch
No 216 (71) 23 (55) 0,05 *
Si 90 (29) 19 (45)
Amsterdam 6 (7) 5 (26) 0,030*
Amsterdam mod. 10 (11) 7 (37) 0,014*
Bethesda 90 (100) 19 (100)

* p<0.05; **p<0.01; NS: no significativo
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Localizacién tumoral Tipo histolégico

07
0.6 100%
0,5 80%
04 60%
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Figura 37. Diferencias entre expresion normal @acis. de expresion en alguna
proteina codificante de los genes reparadores Nél. D
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RESULTADOS

De los 42 pacientes con ausencia de expresiorHi@rde proteinas del sistema MMR,
37 pacientes tienen alteracion en MLH1 y 5 pacgtignen alteracion de MSH2 y/o
MSH®6. Las caracteristicas de estos pacientes sgarcen las tablas 22 y 23. No es
posible el analisis comparativo entre ellos dadmeguefio tamafio muestral.

Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes condzehdQ de MLHL1.

N (%)
Sexo
Hombre 15 (41)
Mujer 22 (59)
Edad diagnostico

Media (afos) 68

Mediana (afios) 72

Rango (afnos) 26-83

Localizacion tumor 1°¢

Colon derecho 25 (68)

Colon izquierdo 9 (24)

Recto 2 (5)

Varias 1(3)

Tipo histologico

Entérico 25 (68)

Mucinoso 9 (24)

C. anillo sello 1(3)

Mixto 2 (5)

Grado histoldgico

Bien diferenciado 10 (27)

Mod. diferenciado 11 (30)

Pobre. Diferenciado 9 (24)

Desconocido 7 (19)

Criterios clinicos Sd. Lynch

No 22 (59)

Si 15 (41)
Amsterdam 4 (27)
Amsterdam mod. 5 (33)
Bethesda 15 (100)
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Tabla 23. Caracteristicas de los pacientes condzetQH de MSH2 y/o MSH6.

So6lo MSH2 negativo (n=1)
Sexo
Edad diagnéstico
Localizacién tumor 1°
Tipo histologico
Grado histoldgico
Criterios clinicos SL

MSH2 neg y MSH6 neg (n=2)
Sexo
Edad diagnéstico
Localizacion tumor 1°
Tipo histologico
Grado histologico
Criterios clinicos SL

So6lo MSH6 negativo (n=2)
Sexo
Edad diagnéstico
Localizacién tumor 1°
Tipo histologico
Grado histoldgico
Criterios clinicos SL

Paciente 1 Paciente 2

Hombre
51 anos
Recto
Mucinoso
Desconocido
Si (Bethesda-B)

Hombre Mujer
66 58
Varios (D+T) Varios (R+T)
Mucinoso Mixto (enterio+anillo)
2 2

Si (A-mod y Bethesda

Hombre Hombre
90 73
Derecho lzquierdo
Mucinoso Mucinoso
2 2
No Si (Bethesda- E)
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RESULTADOS

Se ha llevado a cabo un andlisis multivarianteodedhtos. Solo se ha considerado para
este analisis aquellas variables del estudio qnephesentado, previamente, asociacion
significativa: histologia, localizacion del tumor grado histologico. Ademas se ha
puesto un filtro de tamafio de muestra para quegtapos terminales (segmentos
finales) obtenidos no tuviesen un tamafo de muggeaor a 20 individuos.

Del total de pacientes del estudio (348) un 87.5cpresentaron alteracion en la
expresion IHQ, frente a un 12.5 que si la tenideradla. Esta sera nuestra variable
dependiente que pretendemos explicar con las diessevariables del estudio (variables
independientes: histologia, localizacion tumoreddg de diferenciacion).

En la figura 38 se representa el arbol de segmeéntaesultante.

En el primer paso, el predictor con mayor podecrdisnante resultd ser la histologia,

diferenciandose dos grupos, aquellos que presentana histologia mucinosa, de

células en anillo de sello o mixta (histologia-frtgnte al grupo de pacientes con
histologia de tipo entérico, otros o desconocidetdlogia-2). En esta primera

segmentacion, de los 53 pacientes que presentastoiogia-1, un 67.5% no tenian

alteracion de la IHQ, mientras que un 32.1% temiasencia de expresion. En el otro
grupo de individuos (histologia-2), de los 295 mgeale este grupo, el 91.5% no tenian
alteracion de la IHQ y s6lo un 8.5% si.

El siguiente predictor con capacidad explicativgug aporta informacion clasificatoria
de interés resulté ser el siguiente:

A) Para aquellos pacientes del grupo histologiatlmejor predictor resultdé ser la

localizacion del tumor, dividiendo a los pacien&s dos grupos, 31 individuos con
tumores localizados en colon derecho o en var@adiaciones (Loc-1), y 22 pacientes
con tumores localizados en colon izquierdo, rectiaosverso (Loc-2). La clasificacion

mostro en el grupo Loc-1 un 41.9% con alteraciars€acia) en la expresion IHQ de
genes reparadores. Por el contrario, en el grupe2l.@asi todos los pacientes tenian
expresion conservada de la IHQ (s6lo un 18.2% tenfeerada la expresion). Estos
grupos son grupos terminales, ya que no existeunmgtra variable con capacidad
discriminatoria; dado que en este caso el algori@maitilizado un filtro de tamafio de

muestra, que impide segmentar mas estos grupos.

B) En el grupo de pacientes con histologia-2, laiabéee con mayor poder
discriminatorio resulté ser el grado de diferendadga diferencia del grupo anterior
gue era la localizaciéon de tumor). En este casceapa dos grupos, aquellos pacientes
con tumores bien o moderadamente diferenciadodgdgtpfrente a aquellos pacientes
con tumores pobremente diferenciados (grado-2)Jo®295 pacientes pertenecientes al
grupo histologia-2, se repartieron de la siguiem@era: De los 22 pacientes con grado-
2, un 36.4% presentaban alteracion en la exprési@y mientras que soélo ocurria eso
en un 6.2% de los 273 pacientes pertenecientesupb ggrado-1. El porcentaje de
individuos con alteracion en la IHQ es 6 veces sapen el grupo grado-2, frente al
grupo grado-1. El grupo grado-2, es un grupo teampor el pequefio tamafio muestral,
no ocurre esto en los pacientes del grupo grado-1.
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Los 273 pacientes del grupo grado-1 (es deciryiddds con tumores cuya histologia
es tipo entérico, desconocido u otros, bien o namtenente diferenciados), se dividen
de nuevo en dos grupos de comportamiento diferaatiera si, atendiendo a la
localizacion tumoral.

El primer segmento esta formado por 87 pacientespgesentaban una localizacion del

tumor en colon derecho y, los 186 pacientes resfanmuestran tumores en otras
localizaciones. La diferencia fundamental entr@®sios nuevos grupos es que en los
pacientes con localizacién en colon derecho, dé%1Ilpresentan alteracion IHQ, frente

al 3.5% de pacientes con tumores en otras loc#iizes.

Estos dos grupos ya son terminales, puesto quest de variables predictoras no
presentaban significacion estadistica previa.

En sintesis, para detectar un pacientes con pliaserausencia de expresion por IHQ
de genes reparadores, se deberia de atender esr fpugar a la histologia del tumor,
diferenciando entre histologia mucinosa, con célela anillo de sello o mixta, ya que
en estos casos la probabilidad de encontrar alberas 4 veces superior a cualquier
otra histologia. Si, efectivamente, la histologia de este grupo (histologia-1),
tendremos en cuenta la localizacion tumoral yaeg@ veces mas probable encontrar
alteracion IHQ si la localizaciéon es en colon dheeo muestra varias localizaciones
que si el tumor aparece en otras localizaciones.

Sin embargo, si la histologia es de tipo entédesconocida u otra, la primera variable

a la que tenemos que atender es el grado, ya dueexes superior la probabilidad de

encontrar alteracion IHQ de genes reparadores @amas con tumores con histologia-

2, cuando presentan tumores pobremente diferersci&shoeste Gltimo caso, habria que
prestar atencion después a la localizacion tum@siliitando, al igual que antes, ser tres
veces mas probable encontrar alteraciones en lacl@do los tumores se localizan en
colon derecho frente a otras localizacién, a pdsague en esta rama del arbol hay
pocos pacientes con alteraciones en la IHQ.
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RESULTADOS

3- Andlisis de las caracteristicas clinico-biologis en base a los criterios clinicos de
Sindrome de Lynch

El global de pacientes elegibles para el estudi®48), fueron también analizados en
base a la presencia o ausencia de criterios ciimiedsindrome de Lynch. Los pacientes
con presencia de criterios son aquellos que cunglerenos un criterio (Amsterdam o

Bethesda) (Figura 39). Todos los pacientes conepois de criterios cumplen algun

criterio de Bethesda (dado que estos criteriosnsenos estrictos y los pacientes que
cumplen criterios de Amsterdam cumplen tambiériids de Bethesda).

- Pacientes con criterios clinicos de SL: 109.
- Pacientes sin criterios clinicos de SL: 239.

Con Criterios

31%
Sin Criteriosg

69%

Figura 39. Distribucidén de pacientes segun criteciinicos de SL.

La distribucion por sexos entre los pacientes casgncia de criterios clinicos de
Sindrome de Lynch muestra una distribucion simdatre hombres y mujeres. La
mediana de edad se sitla en los 68 afios (18-85)2Unde pacientes presenta tumores
en varias localizaciones. El 17% presentan auselecexpresion por IHQ de genes del
sistema MMR.

En relacién con los pacientes que no tienen avgeciinicos de Sindrome de Lynch,

predominan los varones (62%), con una mediana ai& @el 73 afios (50-90), solamente
un 1% presentd tumores en varias localizacionesausencia de expresion de genes
reparadores por IHQ se observo en el 10% de lasmgas.

El resto de caracteristicas estan descritas abla 24.
Teniendo en cuenta el analisis de asociacion deblas entre ambos grupos, se

demuestran diferencias estadisticamente signifecmtien relacion con la edad, la
localizacion tumoral y la expresion IHQ de gengmradores.
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Tabla 24. Caracteristicas clinico-biolégicas defasientes en funcién de los criterios
clinicos de Sindrome de Lynch.

N (%)

Sexo
Hombre
Mujer

Edad diagnostico
Media (afios)
Mediana (afios)
Rango (afios)

Localizacién tumor 1°
Colon derecho
Colon izquierdo
Colon transverso
Recto
Varias

Tipo histologico
Entérico
Mucinoso
C. anillo sello
Mixto
Otros
Desconocido

Grado histoldgico
Bien diferenciado
Mod. Diferenciado

Pobre. Diferenciado

Desconocido

IHQ MMR
Presente
Ausente
MLH1
MSH2 y/o
MSHG6

Presencia de
criterios

109 (31)

56 (51)
53 (49)

63
68
18-85

36 (33)
39 (36)
6 (5)
15 (14)
13 (12)

89 (82)
13 (12)
0
6 (5)
0
1 (1)

38 (35)
53 (49)
9(8)
9(8)

90 (83)
19 (17)

15 (79)
4 (21)

*p<0.05; *p<0.01; NS: no significativo
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Ausencia de
criterios

239 (69)

147 (62)
92 (38)

72
73
50-90

92 (38)
100 (42)
11 (5)
33 (14)
3(1)

200 (84)
27 (11)
2(1)
5(2)
2(1)
3(1)

83 (35)
114 (48)
18 (7)
24 (10)

216 (90)

23 (10)
22 (96)
1(4)

p-valor

0.075 NS

0.000 **
0.000 **

0.000 **

0.451 NS

0.957 NS

0.038 *

0.236 NS
0.236 NS



RESULTADOS

Al elegir unicamente a los pacientes que preseritarios clinicos de sindrome de
Lynch, analizamos las diferencias entre los quegmtan y no presentan alteraciones en
la expresion IHQ de las proteinas MMR. En la té&llase recogen las caracteristicas de
estos subgrupos de pacientes.

Como valores estadisticamente significativos seuamtcan diferencias en el tipo
histoldgico, predominando el adenocarcinoma tip@reao entre los que conservan la
expresion en la IHQ y, aunque el mas frecuente iteardss el tipo entérico entre los que
tienen expresion ausente de alguna proteina, ebadecinoma mucinoso se encuentra
en un 32% de los pacientes.

Tabla 25. Caracteristicas de los pacientes coeriost clinicos de SL, en
funcion de IHQ MMR.

IHQ normal IHQ alterada p-valor

N (%) 90 (83) 19 (17)
Sexo
Hombre 50 (56) 6 (32) 0.057 NS
Mujer 40 (44) 13 (68)
Edad diagnostico
Media (afos) 63 63 0.899 NS
Mediana (afios) 67 71 0.848 NS
Rango (afios) 18-85 26-80
Localizacién tumor
10
Colon derecho 27 (30) 9 (47)
Colon izquierdo 35 (39) 4 (21)
Colon transverso 6 (7) 0 0.354 NS
Recto 12 (13) 3 (16)
Varias 10 (11) 3 (16)
Tipo histologico
Entérico 78 (87) 11 (58)
Mucinoso 7 (8) 6 (32) 0.016 *
C. anillo sello 0 0
Mixto 4 (4) 2 (10)
Otros 0 0
Desconocido 1(2) 0
Grado histoldgico
Bien diferenciado 31 (34) 7 (37)
Mod. Diferenciado 47 (52) 6 (32) 0.107 NS
Pobre. Diferenciadc 5 (6) 4 (21)
Desconocido 7 (8) 2 (10)

*p<0.05; *p<0.01; NS: no significativo
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Por otro lado, si tenemos en cuenta los pacientesnq cumplen criterios clinicos de
SL en el momento del estudio y realizamos el misgm@rcicio de analisis, nos
encontramos con diferencias estadisticamente Eigtivas entre los que expresan y no
expresan las proteinas MMR en los siguientes pdramda localizacion del CCR
(mayoritariamente derecho entre los que muestraenain de alguna proteina), la
histologia (mayor proporcion de tumores mucinosgs gunque no es la principal, si es
importante entre los que no expresan alguna peotdiMR) y el grado de
diferenciacion histologica (mayor proporcion de twes bien diferenciados (grado 1)
en los pacientes con presencia de expresion ei@. ITodas las caracteristicas
analizadas se muestran en la tabla 26.

La siguiente figura 40 muestra las caracteristiesiadisticamente significativas en
funcion de si cumplen o no criterios clinicos delsbme de Lynch.

Con Criterios Sin Criterios
A Localizacién tumor 1°

50% 1

40%

30% T

20% +—

10% 1T—

0% : . [T ; '

C. Dcho C. lzg C. Trans Recto Varias

OCon Criterios  BSin Criterios

IHQ IHQ
alterada alterada
17% 10%

g -

IHQ normal IHQ normal
83% 90%

Figura 40. Diferencias clinicas entre cumplir yaniberios clinicos de SL.
A) Localizacion del tumor primario. B) ExpresionQHle genes reparadores.
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Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes queaeaseptan critérios clinicos de SL, en

funcién de la IHQ MMR.

N (%)

Sexo
Hombre
Mujer

Edad diagnostico
Media (afos)
Mediana (afios)
Rango (afos)

Localizacién tumor 1¢
Colon derecho
Colon izquierdo
Colon transverso
Recto
Varias

Tipo histologico
Entérico
Mucinoso
C. anillo sello
Mixto
Otros
Desconocido

Grado histologico
Bien diferenciado
Mod. Diferenciado
Pobre. Diferenciado
Desconocido

IHQ MMR

Ausente
MLH1

MSH6
*p<0.05; p<0.01; NS: no significativo

IHQ normal

216 (90)

134 (62)
82 (38)

72
73
50-88

75 (35)
94 (44)
11 (5)
33 (15)
3(2)

186 (86)
20 (9)
1 (0.5)
4(2)
2 (1)
3 (1.5)

80 (37)
105 (49)
13 (6)
18 (8)
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IHQ alterada

23 (10)

13 (57)
10 (43)

74
78
61-90

17 (74)
6 (26)
0
0
0

14 (61)
7 (31)
1 (4)
1 (4)
0
0

3 (13)
9 (39)
5 (22)
6 (26)

23 (100)

22 (96)

1(4)

p-valor

0.605 NS

0.267 NS

0.288 NS

0.005 **

0.012*

0.001 **
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Analizando a los pacientes que presentan expred@énproteinas reparadoras,
comparamos aquellos que cumplian criterios conlagugue no cumplian criterios
clinicos de Sindrome de Lynch (Tabla 27).

Cuando la expresion de proteinas MMR esta consarya® cumplen criterios de SL,
se observa una proporcién de mujeres y hombretasjia mediana de edad se sitla en
los 66 afios (18-85), el 30% de los tumores prinsa@sitian en colon derecho, el 39%
en colon izquierdo y, cabe destacar, un 11% decpts que presentan tumores en
varias localizaciones. El tipo histoldgico que mmaiha es el entérico, con un grado
bien o moderadamente diferenciado en el 86% dedess.

En el caso de la expresion conservada en pacigneeso cumplen criterios de SL, la
proporcion de hombres es ligeramente superior algeres (62%), con una mediana
de edad de 73 afios (50-88); la localizacion masiérete del tumor primario es el colon
izquierdo (44%), seguido del colon derecho (35%)p@centaje de pacientes con
tumores en varias localizaciones fue del 1%. H tigstologico también predominante
el entérico bien o moderadamente diferenciado.

Las diferencias estadisticamente significativageeambos grupos se observan en la
edad (66 versus 73 afios de mediana) y en la lacaiz del tumor primario (mas
frecuente la aparicion de tumores en varias logailines en aquellos pacientes con
criterios clinicos de SL (11 Vs 1%).
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Tabla 27. Caracteristicas de los pacientes coresipr IHQ de MMR conservada, en
funcion de los criterios clinicos de SL.

Con Criterios Sin Criterios p-valor
N (%) 90 (29) 216 (71)
Sexo
Hombre 50 (56) 134 (62)
Mujer 40 (44) 82 (38) 0.291 NS
Edad diagnostico
Media (afios) 63 72 0.000 **
Mediana (afios) 67 73 0.000 **
Rango (afios) 18-85 50-88
Localizacién tumor 1°
Colon derecho 27 (30) 75 (35)
Colon izquierdo 35 (39) 94 (44)
Colon transverso 6 (7) 11 (5)
Recto 12 (13) 33 (15) 0.001 **
Varias 10 (11) 3(1)
Tipo histologico
Entérico 78 (87) 186 (86)
Mucinoso 7 (8) 20 (9)
C. anillo sello 0 1(0.5) 0.687 NS
Mixto 4 (4) 4(2)
Otros 0 2 (1)
Desconocido 1(2) 3 (1.5)
Grado histoldgico
Bien diferenciado 31 (34) 80 (37)
Mod. Diferenciado 47 (52) 105 (49) 0.954 NS
Pobre. Diferenciado 5 (6) 13 (6)
Desconocido 7 (8) 18 (8)

*p<0.05; *p<0.01; NS: no significativo
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Siguiendo el mismo esquema anterior, analizamosllagupacientes que presentaban
ausencia en la expresion de proteinas MMR en base presencia 0 ausencia de
criterios clinicos de Sindrome de Lynch (tabla 28)

Los pacientes que cumplen criterios (y tienen IH@rada) son mayoritariamente
mujeres (68%), con una mediana de edad de 71 a@6eR0], con tumores localizados
en colon derecho (47%). Predominan los adenocan@edipo entérico (58%), pero
también son frecuentes los tumores mucinosos (32%).

Aquellos pacientes que no cumplen criterios climide SL pero tienen IHQ alterada,
muestran una proporcion similar entre hombres yeragj (57 y 43% respectivamente),
con una mediana de edad de 78 afios (61-90), carésrfocalizados en colon derecho
(74%), principalmente adenocarcinomas tipo enté(&t), pero con un 30% de
tumores mucinosos.

Las diferencias estadisticamente significativaseeatbos subgrupos se encuentran en
la edad (66 Vs 78 afios de mediana) y en la locafimade los tumores. Estas mismas

diferencias se encontraban en aquellos pacientesxqresion conservada de proteinas
MMR, en base a la presencia o ausencia de critelillisos de SL.
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Tabla 28. Caracteristicas de los pacientes comeiasde expresion de IHQ de MMR,
en funcion de los criterios clinicos de SL.

Con Criterios  Sin Criterios p-valor
N (%) 19 (45) 23 (55)
Sexo
Hombre 6 (32) 13 (57) 0,106 NS
Mujer 13 (68) 10 (43)
Edad diagnostico
Media (afios) 61 63 74 0.011**
Mediana (afios) 66 71 78 0,009**
Rango (afios) 26-80 61-90
Localizacién tumor
10
Colon derecho 9 (47) 17 (74)
Colon izquierdo 4 (21) 6 (26)
Colon transverso 0 0 0,036*
Recto 3 (16) 0
Varias 3 (16) 0
Tipo histologico
Entérico 11 (58) 14 (61)
Mucinoso 6 (32) 7 (30)
C. anillo sello 0 1(4.5) 0,705 NS
Mixto 2 (10) 1(4.5)
Otros 0 0
Desconocido 0 0
Grado histoldgico
Bien diferenciado 7 (37) 3 (13)
Mod. Diferenciado 6 (32) 9 (39)
Pobre. Diferenciado 4 (21) 5 (22) 0,265 NS
Desconocido 2 (10) 6 (26)
IHQ MMR - Ausente 19 23
MLH1 15 (79) 22 (96) 0,226 NS
MSH2 1(5) o e
MSH6 1(5) 1(4) 0,466 NS
MSH2 y MSH6 2 (11)

*p<0.05; p<0.01; NS: no significativo
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4- Estudio molecular en pacientes con alteracion ela expresion IHO de genes
MMR

En todos los pacientes con ausencia de expresioiH@nde alguno de los genes
reparadores del DNA, MLH1, MSH2 y MSH6, se llevacabo el estudio genético
diagndstico de Sindrome de Lynch, es decir, sediestn en linea germinal los genes
anormalmente expresados en la IHQ.

En este subgrupo de pacientes también se llevib@ elaestudio molecular en linea
somatica, es decir, en la pieza tumoral, de la outav600E de BRAF.

i Determinacion de mutacion germinal en genes del s#gsna MMR

Los 42 pacientes que presentaban alteracion expteson IHQ fueron seleccionados
para llevar a cabo el estudio genético diagnostec8indrome de Lynch.

De ellos, solamente 36 pacientes pudieron seriashsl Los 6 pacientes restantes no

pudieron ser estudiados por fallecimiento en etquesatorio inmediato o por rechazo
de los mismos a realizar el estudio genético.

- Ausencia de expresion de MLH1: 37 pacientes.

El estudio genético en linea germinal de MLH1 s&dla cabo en 31 pacientes. De
ellos, solamente 2 fueron diagnosticados de SinelerLynch.

Se trata de 2 pacientes con pérdida de expresida #tQ de MLH1 y con criterios
clinicos de Sindrome de Lynch.

El primero de ellos es un vardn diagnosticado detes metacrénicos de colon y recto
a la edad de 45 y 51 afios, respectivamente. Sgpomemos de datos histopatologicos
del segundo tumor, que fue un adenocarcinoma tipgérieo de recto, grado 1 de
diferenciacion, con estadio tumoral | (pT2NOMO). nplia criterios clinicos de
Amsterdam y de Bethesda (los 5 criterios).

En este paciente se identificd la mutacion c. 67MBRArg226STOP (exdn 7-8), esta
mutacion es una mutacion sin sentido que genemddn de parada prematuro, dando
lugar a una proteina mas corta y carente de dosimportantes para su funcion.

En este mismo paciente se identific6 un polimorfisque afecta al mismo exén
(c.655A>G/p.lle219Val) y que esta asociado con maigsgo de desarrollar CCR no
hereditarid®,

El segundo paciente diagnosticado de Sindrome deh,yes una mujer diagnosticada
de adenocarcinoma de endometrio a los 51 afios stemmrmente, de tumores

metacronicos de colon y recto. Fue diagnosticadADIE de colon derecho a los 52

afios, de ADC de colon izquierdo a los 63 afloss & Boafios tuvo una recidiva sobre la
anastomosis en colon derecho y a los 74 afos umoeaieinoman situ de recto.

124



RESULTADOS

La mutacidn que se encontr0 en esta paciente & dea una mutaciomissensge
localizada en el exon 16 de MLH1 (c.1780G>T/p.GHIE®), que afecta a la funcidén
de la proteina.

Por otro lado, en 15 de los 31 pacientes a lossques estudio el gen MLH1 en linea
germinal, se identific6 un polimorfismo (c.655A>Qlg219Val) asociado con a un
aumento de riesgo de desarrollar CCR (el mismosguencontro también en el primer
paciente diagnosticado de Sindrome de Lynch).

- Ausencia de expresion de MSH2: 1 paciente.

Se llevd a cabo el estudio de MSH2 en linea gelneimaste paciente, encontrandose
una mutacion patogénica y, por tanto, diagnosticnde Sindrome de Lynch.

El paciente es un varén que presentaba tumoresmeizos en colon y recto a los 51y
57 afos respectivamente. Las caracteristicas histogicas del segundo diagndstico
fue de un adenocarcinoma mucinoso de recto, estawfioral Il (pT3NOMO). Cumplia
criterios clinicos de Sindrome de Lynch, concretameel criterio B de Bethesda
(presencia de tumores colorrectales sincronicosaer@icos u otros tumores asociados
a SL, independientemente de la edad).

La mutacion identificada se trata de una mutacesplicing, localizada en el exon 5 de
MSH2 (c.942+3A>T, IVS5+3 A>T) que afecta al progasgnto de la proteina.

- Ausencia de expresion de MSH6: 2 pacientes.

El estudio de estos dos pacientes en linea gerniuglnormal, no mostrando
mutaciones patogénicas y, por tanto, no fueromdisticados de SL.

- Ausencia de expresion de MSH2 y MSH6 de formarémica: 2 pacientes.

En estos dos pacientes pudo llevarse a cabo ai@egjanético, mostrando en ambos
una mutacion patogénica en MSH2 diagnostica der@imelde Lynch.

En el primero de los casos, el estudio se realipartir de la informacion familiar, ya
gue previamente se habia descrito una mutaciérggritta que fue, posteriormente,
encontrada en el sujeto objeto de estudio.

Se trataba de un varon diagnosticado a los 66 @ios adenocarcinoma mucosecretor
de colon izquierdo que a los 74 afios fue diagraxdbicde 2 tumores sincrénicos en
colon derecho y transverso, cuya histopatologia daeadenocarcinoma mucinoso
moderadamente diferenciado, con estadios tumotbhed (pT4 y pT2 NOMO). El
paciente cumplia criterios clinicos de Amsterdage \Bethesda (B, D y E).

La mutacion encontrada es una mutacion sin sengide,produce la aparicion de un

coddén de parada prematuro con las consecuentecti@dua una proteina mas corta
carente de dominios importante para su funciorl@&C>T/p.Arg389STOP, exon 7).
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El segundo de los pacientes, es una mujer diagadsti con 48 afios de un
adenocarcinoma de endometrio y a los 58 afios derésnsincronicos de recto y colon
transverso, cuya histologia fue de adenocarcinomacélulas en anillo de sello
moderadamente diferenciado y adenocarcinoma eotéidgen diferenciado,
respectivamente. El estadio tumoral fue | y Il (yTZT3 NOMO).

La paciente cumplia ambos criterios clinicos de #ndam y de Bethesda (los 5
criterios).

La mutacion identificada en MSH2 es una mutacion sgpécing que afecta al
procesamiento de la proteina, localizada en el 8x@042+3A>T, IVS5+3 A>T).

En la siguiente tabla (tabla 29) se recogen lascjmales caracteristicas de las
mutaciones encontradas en los 5 pacientes diagadset de Sindrome de Lynch.

Tabla 29. Mutaciones encontradas en los 5 pacieidgaosticados de SL.

MLH1 SI MLH1 c.676C>T/ 7-8 Sin sentido
p.Arg226X
MLH1 Sl MLH1 c.1780G>T/ 16 Missense
p.Glu594Ter
MSH2 SI MSH2  ¢.942+3A>T/ 5 Splicing
IVS5+3 A>T
MSH2 y MSH6 SI MSH2  ¢.1165C>T/ 7 Sin sentido
p.Arg389X
MSH2 y MSH6 Sl MSH2  c.942+3A>T/ 5 Splicing
IVS5+3 A>T
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il Determinacion de mutacion V600E de BRAF

A los tumores que presentaban ausencia de expreoalguna de las proteinas
codificantes de los genes reparadores del DNA (MLNISH2, MSHG6) se les
determind la mutacion soméatica V600OE de BRAF.

De los 42 casos elegibles, se estudiaron 38 (figlya
- BRAF mutado (mutacién V600E): 16 pacientes.

- BRAF nativo: 21 pacientes.
- Estudio no valido: 1 paciente.

No valido
3%

Mutado
42%

Figura 41. Distribucion de mutacion BRAF.

El 42% de los casos estudiados correspondian arésncon mutacion de V600E del
gen BRAF. Si tenemos en cuenta los casos elegibepacientes), la proporcién de
mutados es del 38%.

Se han analizado los pacientes estudiados en fudeida presencia de BRAF nativo o
con mutacion V600E en sus tumores. Las caractasstie estos pacientes se muestran
en la tabla 30.

Se han encontrado diferencias estadisticamentdicagivas entre los tumores nativos
y mutados en las siguientes variables: los tumooesBRAF mutado aparecen a edad
mas avanzada, se localizan casi exclusivamentelen derecho y son , con mayor
frecuencia, pobremente diferenciados (Figura 42).
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Tabla 30. Caracteristicas de los pacientes endd@&stado mutacional de BRAF.

Normal Mutado p-valor
N (%) 21 (57) 16 (43)
Sexo
Hombre 11 (52) 6 (37) 0,3682 N.S.
Mujer 10 (48) 10 (63)
Edad diagnostico
Media (afos) 66 75 0,011*
Mediana (afios) 69 78 0,044*
Rango (afos) 35-90 61-82
Localizacién tumor 1°
Colon derecho 11 (52) 14 (87)
Colon izquierdo 8 (38) 0
Colon transverso 0 0 0,0269*
Recto 1(5) 0
Varias 1(5) 2 (13)
Tipo histologico
Entérico 13 (62) 9 (56)
Mucinoso 5 (24) 6 (38)
C. anillo sello 0 1(6) 0,2387 N.S.
Mixto 3 (14) 0
Otros 0 0
Desconocido 0 0
Grado histologico
Bien diferenciado 7 (33) 2(12)
Mod. Diferenciado 11 (52) 4 (25) 0,0205*
Pobre. Diferenciadc 1(5) 6 (38)
Desconocido 2 (10) 4 (25)
IHQ MMR - Ausente 21 16
MLH1 18 (85) 15 (94) 0,435 N.S.
MSH2 0 0
MSH6 2 (10) 0
MSH2 y MSH6 1(5) 1(6) 0,843 N.S.

*p<0.05; p<0.01; NS: no significativo
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BRAF nativo

A Localizacion tumor 1°

100%
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OBRAF nativo BBRAF mutado

B Grado histolégico

60%

50%
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30%
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| OBRAF nativo BBRAF mutado|

Figura 42. Caracteristicas segun estado mutacienBRAF.
A) Localizacion tumor primario. B) Grado histolégic
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iil. Estudio de pacientes con expresion IHO no valorablde alguna de las
proteinas reparadoras del DNA

Ocho pacientes presentaban expresion IHQ no védoidd alguna de las proteinas
MMR. (MLH1: 6 pacientes; MSH6: 3 pacientes; en tipate coexistia la expresion no
valorable de MLH1 y MSH6).

De estos pacientes, aquellos que ademas cumpiliarosr clinicos de SL, se realizo el
estudio genético en linea germinal de aquella firatecorrectamente expresada.

Fueron 3 pacientes los incluidos en este apartado:

- Un paciente con expresion no valorable de MSH6,aqueplia criterio E de
Bethesda. No se encontré ninguna mutacion patageénic

- Un paciente con expresion no valorable de MLH1 curaplia criterios de
Amsterdam y Bethesda (criterios D y E). No se etréoninguna mutacion
patogénica.

- Un paciente con expresion no valorable de MLH1 qumplia el criterio B
de Bethesda. No se encontré ninguna mutacion paitagden esta paciente,
se detectd el polimorfismo en MLH1 c.655A>G/p.lIe¥Al (exdon 7-8),
descrito como asociado a aumento de riesgo de G@dtalico.
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5- Estudio molecular en pacientes con criterios clicos de CCR hereditario y
expresion IHO de MMR normal

Las caracteristicas de los pacientes con critetingos de SL y expresion IHQ de las
proteinas reparadoras conservada se describenand®5.

Estos pacientes no tienen indicacion de test gendgé Sindrome de Lynch, puesto que
al tener la expresion IHQ normal, los genes qudficad no pueden estar alterados. Por
tanto, son pacientes con historia personal y/olfande CCR.

En estos casos, dado que no disponemos de lospatmales y familiares de pélipos

y presentan carga familiar de CCR, teniendo entaugure las caracteristicas clinicas de
la poliposis atenuada asociada a MYH puede confsmaion el SL, fueron propuestos

para estudio de mutaciones germinales de MYH.

Determinacion de mutaciones frecuentes del gen MYH

Las mutaciones que se analizaron en estos pacfeetes las dos mutaciones descritas
como mas frecuentes del gen MYH:

- C.494A>G/p.165Tyr>Cys (exdn 7)
- €.1145G>A/p.382G>D (exo6n 13)

De los 90 pacientes que cumplian los criterios patadiar este gen, fueron estudiados
63 casos. Del resto de pacientes no disponiamosrdentimiento para llevarlo a cabo,
bien por fallecimiento e imposibilidad de solicitao por denegacion del mismo.

No se detectd ninguna mutacion en ninguno de Ieescastudiados, salvo en un
paciente, al que se encontrd la mutacion del e8dnlheterocigosis; posteriormente se
secuencio todo el gen MYH, sin encontrar otras oioites.

Este paciente es una mujer diagnosticada a lo$id® @e ADC de colon derecho tipo

entérico moderadamente diferenciado, con estadigpM4N2MO0), que cumplia el
criterio A de Bethesda (CCR diagnosticado antdesi&0 afios).
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6- Estudio del polimorfismo ¢.-93G>A de la regién mmotora de MLH1

Se ha llevado a cabo el estudio del polimorfism@36G>A de MLH1 en 129 pacientes
de los que disponiamos muestra de DNA para llevardabo y de 149 controles. La
figura 43 muestra la imagen resultante del gendtipa

Allelic Discrimination Plot
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Figura 43. Resultado de la discriminacion alélic@3G>A MLH1

132



RESULTADOS

La tabla 31 muestra la distribucion de genotiposeetos diferentes subtipos de
pacientes con CCR analizados.

En nuestro estudio hemos observado mayor frecuéetigenotipo normal (GG) entre
los controles frente a los pacientes con diagnostie CCR (poblacion total), sin
embargo las diferencias no son significativas (O899; IC 0,452-1,12; p 0.13). Sin
embargo, la proporcion de pacientes que presehigenetipo mutado en homocigosis
(AA), es mayor en la poblacion con CCR que en pmbiacontrol, con diferencias
estadisticamente significativas (OR: 2,68; IC 1616#; p 0.013).

Por otro lado, la proporcion de pacientes con geoaatormal (GG) es menor en el
grupo de pacientes con CCR sin criterios de SLgaeimo se observan diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupatrol (OR: 0,62; IC 0,34-1,13; p

0.12). Igualmente, si tenemos en cuenta el gemotiptado en homocigosis (AA), se
encuentran diferencias altamente significativaseealt grupo de pacientes sin criterios
clinicos de SL y la poblacién control (OR: 3,42;1(33-8,74; p 0.0072).

Por tanto, en nuestro estudio, se demuestra uenegrto del riesgo para el diagndstico
de CCR cuando esta presente el genotipo AA endipa -93 del gen MLH1,; siendo
este riesgo mayor entre la poblacién sin agregdeitiliar de CCR.

Tabla 31. Distribucién de los genotipos del polifisono ¢.-93G>A de MLH1

Distribucion de genotipos Agrupacion | Agrupacion
mut. mut.
Recesivo Dominante
GG (%) | AG (%) | AA (%) AG, AA GG, AG
(%) (%)
CCR total 63 (48.9) | 47 (36.4) 19 (14. 66 (51.2) 110 (85.3)
(n:129)
Criterios SL 35(51.5)| 25(36.8) 8(11.7 33 (48.5) 60 (88%)
(n:68)
No Criterios 28 (45.9)| 22(36.1) 11 (18) 33 (54.1) 50 (82%)
SL (n:61)
Controles 86 (57.7) | 54 (36.2) 9(6.1) 63 (42.3) 140 (93.9)
(n:149)

Hubo 2 pacientes que presentaban criterios clinieoSL que tuvieron confirmacién
diagndstica molecular de Sindrome de Lynch a lessgules estudio el polimorfismo,
ambos mostraron alelo normal (GG).

En la figura 44 se muestra la distribucién del gigaolo en los distintos subgrupos.
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Distribucion genotipo SNP ¢.-93G>A de MLH1
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Figura 44. Distribucion del genotipo SNP ¢.-93G>AMLH1.

Se analizaron las caracteristicas de los tumordesepacientes con genotipo normal
(GG) frente al genotipo mutado (AG, AA), asi comm Ids pacientes con genotipo
mutado en homocigosis (AA) frente al resto de gepnst y no se encontraron
diferencias significativas en ninguna variable.
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DISCUSION

DISCUSION:

Profundizar en el conocimiento de las caractedstidinico-bioldgicas y moleculares
del CCR nos permitird avanzar en el manejo de ragegiacientes, contribuyendo al
conocimiento cientifico con el fin Gltimo de mejota supervivencia y calidad de vida
de los individuos con CCR o con predisposicion titsea a desarrollar CCR.

Como se ha descrito en material y métodos, seyieadn en el estudio los pacientes
diagnosticados de cancer colorrectal en el Comphgestencial Universitario de
Salamanca durante el periodo de Mayo de 2008 @mimie de 2011. Partimos de una
muestra amplia de pacientes, 420 pacientes con@ltigo de CCR a los que se les ha
realizado el estudio IHQ de genes reparadores Nél €n pieza tumoral; sin embargo,
la muestra final de pacientes incluidos en el éstad de 348 de los que, ademas de la
IHQ, tenemos la historia personal y familiar derdgge oncolégicos.

A pesar de tener que excluir pacientes por no depde todos los datos requeridos
para el andlisis, el sexo, la edad y la frecueteialteracion de la IHQ fueron similares
en el grupo inicial de 420 pacientes y en el griipal de estudio de 348 pacientes. El
59% y el 58%, respectivamente, correspondian anearda mediana de edad fue igual
(71 anos) y la frecuencia de IHQ alterada (ausedei@xpresion) fue del 11% en el
grupo inicial y 12% en el grupo final.

Los criterios clinicos de sindrome de Lynch haro sidsiguen siendo el pilar basico
para sospechar la presencia del sindrome de posdign hereditaria al cancer
colorrectal mas frecuertté*'> Sin embargo, en los Udltimos afios la determinadi®n

inestabilidad de microsatélites y, mas aun, lalpldad de estudiar la expresion de
proteinas codificadas por los genes involucradoslaenruta de reparaciéon de
desapareamientos del DNA y asi dirigir el estudaguidstico de SL (la determinacion
de mutacion germinal en alguno de los genes densess MMR) han modificado el

algoritmo de estudig***>

En el afio 2005 Hampel y cb18 publicaron el algoritmo diagnéstico de screenieg d
CCHNP que es la base de los algoritmos diagndstleosstudio de SL que se estan
empezando a proponer de forma universal en todadrnimlades de Consejo Genético.

De los 348 pacientes incluidos en nuestro estuslid,2% presentaban ausencia de
expresion en IHQ de alguna de las proteinas repasddel DNA. En estos 42
pacientes se llevo a cabo el estudio diagnosticdiramatorio de sindrome de Lynch
(test genético en linea germinal) y el estudicedmlitacion V600E de BRAF.

Podemos decir que los pacientes con IHQ alteradaosesponden con aquellos
pacientes con tumores producidos por el modelondstabilidad de microsatélites,
cuyas caracteristicas clinicas son diferentes a tlomores que surgen como
consecuencia de otros modelos de carcinogéfisis

Los tumores con inestabilidad de microsatélites, som mayor frecuencia, tumores

mucinosos, con células en anillo de sello, pobreéendiferenciados y se localizan, de
forma preferente, en colon derecho o colon proxieatre otras caracteristicas’

137



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

Nuestros datos muestran que las caracteristicdssdgacientes con inestabilidad de
microsatélites incluidos en nuestro trabajo sonlaies a las publicadas en la literatura,
aparecen con mayor frecuencia en localizacion pralko colon derecho, presentan con
mayor frecuencia histologia mucinosa o con cél@asanillo de sello y son mas
indiferenciados, mostrando diferencias estadisecaesignificativas con los tumores
sin inestabilidad de microsatélites (tabla 21).

Por otro lado, como cabria suponer, nuestros daflegan que los pacientes que tienen
tumores con inestabilidad de microsatélites preserton mayor frecuencia, criterios
clinicos de SL (tanto de Bethesda como de Amstexdam

Dado el pequefio tamafio muestral de los tumoresHQralterada, no ha sido posible
realizar estudios de asociacion en funcion del dipalteracion que presentan (del gen
afectado) y, por tanto, tampoco podemos extraeclgsiones contrastadas entre las
diferencias clinico-biol6gicas de los pacientes aosencia de expresion de MLH1,
MSH2 o MSH6.

El estudio genético confirmatorio de SL se llevéaho en 36 pacientes de los 42 con
alteracion IHQ del sistema MMR y confirmé el diagtico de 5 pacientes con
sindrome de Lynch, lo que representa un 14% decdgsss estudiados con alguna
deficiencia en la expresion IHQ.

Segun la proteina no expresada, los resultaddasstejenético muestran que, cuando la
IHQ muestra ausencia en la expresion de MSH2,d4#arde forma Unica o acompafiada
de ausencia de expresion de MSHB6, el diagnosticiradizome de Lynch por mutacion
en MSH2 es del 100%; mientras que si solo hay &isem la expresion de MSH6 no
encontramos mutaciones en linea germinal.

Respecto a MLH1, encontramos un 6.5% de pacieotesiaodrome de Lynch entre los
que presentaban déficit en la expresion IHQ; alge demuestra que el modelo de
inestabilidad de microsatélites incluye a los paes con SL y, también aquellos con
cambios epigenéticos, siendo lo més frecuente taatién del promotor de MLH?.

En nuestro estudio no hemos podido analizar lalawo&in del promotor de MLH1, pero

estamos convencidos de que un alto porcentaje denpes con inestabilidad de
microsatélites medido por la falta de expresion BEMLH1, corresponden a tumores
metilados en el promotor de este gen.

La frecuencia poblacional de Sindrome de Lynchuasto estudio fue del 1.4%, en el

limite bajo de lo publicado, donde siempre queas hreferencia al SL se habla de que
es responsable del 1-5% de todos los tumores eotates. En el estudio de Hampel y
cols.*?! la frecuencia fue del 2%.

Todos los pacientes diagnosticados de SL cumplgama de los criterios clinicos de
SL, bien de Amsterdam o de Bethesda, por lo queigimds concluir que el cribado
universal sélo seria valido para aquellos pacieqies cumplan algun criterio; sin
embargo, cuando analizamos el tipo de criterioaqumeplen vemos que en dos de ellos
(representan el 40% de los diagnosticos de SLhieblcriterio que presentaban era el
B de Bethesda (CCR sincrénicos o metacronicos,res dumores asociados a SL,
independientemente de la edad), lo que nos haade@reque estos pacientes se
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hubieran diagnosticado de Sindrome de Lynch tratiaginostico del primer caso de
cancer si hubiéramos tenido disponible el estuditHf) en aquel momento.

Por tanto, al igual que recomiendan las guias pagule expertos, nosotros creemos
que el cribado universal de SL mediante el empetadHQ de las proteinas que son
codificadas por los genes reparadores del DNA asnedida de cribado eficaz, rapida
y coste-efectiva.

Sin embargo, no podemos dejar de sefialar que, awuescasa frecuencia, aparecen
casos de sindrome de Lynch (mutacion germinal ginagen del sistema MMR) con
expresion conservada en la IHQ (con o sin estadilde microsatélites). En el estudio
de Moreira y col$>®, describen un 3.8% de pacientes (12/312) con d&igo de SL en
los que la expresion de genes reparadores en laylbl@| estudio de microsatélites,
mostré tumores con IHQ normal y/o MSS. Estas fawjlique son pocas, podrian
escaparse de un cribado universal por medio dé(Qa ¢on lo que tendremos que seguir
valorando los criterios clinicos en la busqueddadeilias con SL. En nuestro estudio
no hemos detectado ningun caso de Sindrome de Lgoehexpresion normal de
proteinas reparadoras.

El estudio de la mutacién V60OE de BRAF, se hagmdlevar a cabo en 38 de los 42
pacientes con inestabilidad de microsatélites (99%@ ha encontrado mutacion en el
42% de los casos estudiados.

Sabemos que las mutaciones en BRAF no se encuemagoritariamente en los
tumores colorrectales; se ha descrito en el 10%sleaso¥’. Sin embargo, también
sabemos que esa frecuencia cambia cuando nosmes$ea poblacion seleccionada por
inestabilidad de microsatélites, llegando a dessebmutacion en BRAF en el 40-70%
de tumores MSf-*°¢

El meta-andlisis publicado por Cheng y cols. en4X)lrecoge las principales
caracteristicas clinico-bioldgicas en pacientesrmatacion de BRAF. Esta publicacion
describe que los pacientes con tumores con BRARdouson, con mayor frecuencia,
mujeres de edad avanzada, con tumores mucinosdserpente diferenciados y
localizados en colon derecho. Asimismo, la mutadénBRAF se correlaciona con
mayor frecuencia con tumores con inestabilidad drasatélites y con metilacion del
promotor del gen MLH1.

En nuestro estudio observamos resultados bastemilares, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los paciecw@stumores BRAF mutado y BRAF
nativo en los siguientes parametros: edad mas adara diagnostico (mediana 78 Vs
69 afos), localizacion proximal casi en la totalidke los tumores mutados y grado
histolégico pobremente diferenciado (38% Vs 5%)spgeeto al sexo, no se alcanza la
significacién estadistica, pero numéricamente vempas entre los tumores BRAF
mutados el porcentaje de mujeres es mayor que lestiiemores BRAF nativo (63%
Vs 48%). Lo mismo ocurre con la histologia, donadese alcanza la significacion
estadistica, pero numéricamente son mas los tumaresosos o con células en anillo
de sello en el grupo BRAF mutado (tabla 30).

Varios autores incluyen la determinacién de BRAFekalgoritmo diagnéstico de SL,
ya que la presencia de mutaciones BRAF en paciadessindrome de Lynch es
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practicamente nuld’; por tanto, serfa una manera de discriminar apgigicientes con
IMS debida a fenotipo metilador antes de realit@sadio genético en linea germinal
en busca de SE#1°81%0

En nuestro trabajo, de los 16 pacientes con mutandéBRAF, 15 tenian alteracion en
la expresion IHQ de la proteina MLH1 vy, solo unodia de expresion de MSH2 y
MSH6. Ninguno de los pacientes con IHQ ausente pHrH1 fue diagnosticado de

sindrome de Lynch, por lo que podemos concluir guestros datos apoyan los
recogidos en la literatura.

Desde 1991, afio en que se publicaron los primeitsios de Amsterdatfl’ para
discriminar familias con predisposicion hereditagiacancer de colon, estos han ido
cambiando con el paso de los afios y la incorpanad@nuevo conocimiento acerca de
las familias con sindrome de Lynch hasta disponerlat guias de Bethesda
modificada$™. El objetivo de las modificaciones que han suftio® criterios, no es
otro que el de no dejar a ninguna familia con simdr de Lynch sin estudiar y, por
tanto, sin un potencial beneficio del diagnodstide.esta manera, los primeros criterios
de Amsterdam era muy estrictos y, por tanto, qum cumple tiene una alta
probabilidad de tener SL, mientras que los ultidesBethesda, mas laxos, no tenian
tanta especificidad, pero aumentaba la sensibilidad

Por tanto, los criterios clinicos de SL son una enarme “medir” la agregacion familiar

de cancer colorrectal y, aunque en este momentenpasl disponer de herramientas
mas sensibles y especificas para el diagnosticBLdeno podemos dejar de lado la
agregacion familiar de CCR, que puede ser debimtaoa sindromes de predisposicion
hereditaria al cancer y que puede conllevar ali@nas genéticas aun no descritas.

Cuando analizamos nuestros datos en busca dendifeseentre los pacientes y sus
tumores en base a si cumplen o no criterios clénilosindrome de Lynch, observamos
que las diferencias con significacion estadisticeoin porque son parte del criterio en si
mismo. En este sentido los pacientes que presenitanios clinicos de SL son mas

jovenes al diagnostico de su tumor, aparecen coomfeecuencia tumores en varias

localizaciones (CCR sincronico o metacronico) yC&IR presenta inestabilidad de

microsatélites con mayor frecuencia que en aquelasentes sin criterios clinicos de

SL.

En los pacientes que presentan agregacion farddiaCCR pero en cuyos tumores la
expresion IHQ de los genes reparadores estabanpgeskecidimos estudiar las dos
mutaciones mas frecuentes de MYH (encontradas 808%Ide los casos de MAP}

ya que el sindrome de poliposis asociada a MYHhesentidad recientemente descrita,
cuya correlacion fenotipo-genotipo no esta totatmestablecida.

La MAP se describié por primera vez buscando altengs genéticas que pudieran
explicar un fenotipo atenuado de la poliposis adetosa familia* y se la hace
responsable del 30-40% de casos de PAFA en los@@ese encuentran mutaciones en
el gen APC. Sin embargo, en los ultimos afios senedtscribiendo mutaciones en el
gen MYH que son responsables de la aparicion deresnextracolénicos con un
fenotipo méas parecido a lo que ocurre en el sindrdenLynch®**® Es por tanto, un
sindrome hereditario de predisposicién al canceogcretamente, al CCR del que adn
nos quedan muchas cosas por aprender.
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Sin embargo, no hemos encontrado ninguna mutadaéliba en el gen MYH vy, por
tanto, ninguna de nuestras familias con criterlosans de SL y expresion conservada
en IHQ de MMR tienen diagnostico de MAP.

No obstante, una paciente con CCR, en la que sotanse cumplia el criterio A de

Bethesda (diagndéstico antes de los 50 afios), gadsenna mutaciéon en heterocigosis
del gen MYH (G396D); el estudio completo del gennmastro otras alteraciones. Esto
también nos lleva a pensar, en consonancia conicpaiines recientes, que las

mutaciones de un soélo alelo del gen MYH puedenementar el riesgo de
CCR127,128,161

Los pacientes diagnosticados de CCR antes de la§id&f) pero sin historia familiar de
cancer, han sido incluidos en los criterios clinide Bethesda para el diagnéstico de SL
en base a una de las caracteristicas principaleSL*'?, el diagnéstico de los tumores a
edad temprana; sin embargo, varios autores seeawrefed CCR de inicio temprano como
una entidad diferente, con caracteristicas pragu&s frecuentemente, no esta ligada al
CCR hereditario.

Nosotros hemos querido analizar los pacientes dagados antes de los 50 afios, en
busca de caracteristicas propias y, aunque la rauestpequefia (16 pacientes) y no
permite extraer conclusiones contrastadas, obseswammo la mayoria de pacientes
son mujeres (63%), con tumores localizados en calguierdo y recto (82%), bien o
moderadamente diferenciados (82%) y, solamentepaanente tuvo ausencia en la
expresion IHQ del gen MLH1. Parece que nuestrossdat pesar del tamafio muestral,
definen un subgrupo de tumores colorrectales, eoacteristicas clinicas diferenciadas
y del que, muy posiblemente subyacen caractersticaleculares diferentes, como
estan definiendo otros grupgds

Finalmente, para completar el algoritmo de nuestabajo, hemos estudiado la
frecuencia del SNP -93G>A de la region promotordvddd1l en todos los pacientes
con CCR de los que disponiamos muestra y consemiminformado (129 pacientes) y
en un grupo control (149 sujetos).

Este polimorfismo ha sido descrito como una aliéraque interviene en la aparicion
de tumores con inestabilidad de microsatélitesiadoca la metilacion del gen MLH1,
por tanto, asociado a tumores esporadicos conipenmitetilador.

Nosotros concluimos con nuestros datos que la meesalel alelo mutado A en
homocigosis en la posicién -93 del gen MLH1 repnésain aumento del riesgo de
cancer colorrectal esporadico, siendo este riesggomentre la poblacidon que no
cumple criterios clinicos de SL, es decir, entrpdalacion sin agregacion familiar. No
obstante, nuestros datos no muestran diferenctadigticamente significativas entre
los diferentes genotipos (AA, AG, GG) en cuantasadaracteristicas clinico-biolégicas
de los tumores. Por tanto, no encontramos cordlamn el fenotipo MSI.
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Limitaciones del estudio:

Respecto a los pacientes, se han elegido aquelescgmplian los dos criterios de
inclusion recogidos en material y métodos, de fogua se pierde parte de la muestra
poblacional para el cribado de Sindrome de Lynch.

A todos los pacientes intervenidos de CCR se k&zéeel estudio de IHQ de los genes

reparadores de forma rutinaria; pero no todos #&mseptes diagnosticados de CCR se
les interviene quirdrgicamente, por lo que aqugtiasientes diagnosticados en estadio
IV que no precisan reseccion del tumor primariotianen estudio IHQ, salvo que se

solicite expresamente.

En el momento en el que comenzd a realizarse la, IEQresultado no era
imprescindible para el manejo del paciente, pajue solo en algunos casos de los que
Unicamente se disponia de biopsia, se solicitabatetlio.

Igualmente, es preciso disponer de historia pefsofemiliar de eventos oncolégicos,

y estos datos no estan siempre recogidos en lagriass clinicas, esta limitacion
asociada al hecho de que algunos pacientes fatbecpoco después del diagndstico y
no fue posible recoger estos datos en la entrepéstsonal, hace que se pierda parte de
la muestra.

En algunas ocasiones no dispusimos de DNA del pi@cpara los estudios posteriores.
En otros casos, fue el propio paciente quien dedin participacion en el estudio,
incluso, algunos rechazaron el estudio genéticgndistico de Sindrome de Lynch,
indicado en practica clinica asistencial.

Otra limitacion del estudio referente a los pa@sritie la ausencia de datos referentes a
los antecedentes personales y familiares de poliddss pacientes, fueron
diagnosticados de poliposis familiar por mutacianAC, uno de ellos clasica vy, otro
atenuada. Fueron diagnosticados, fundamentalmamteus antecedentes personales al
encontrarnos multiples polipos al diagndstico. 8mbargo, los datos referentes al
namero, tipo de polipos, edad de aparicion de dip@s, etc., en la historia familiar de
los pacientes no estaba recogida. Por tanto, awsgaguellos pacientes que presentan
criterios clinicos de SL se les estudié el gen M¥id, estdn estudiados en base a
criterios de poliposis y, ademas, existen otrosegeasociados a poliposis que pueden
no estar estudiados.

Respecto a los métodos técnicos utilizados tengu@seseriar lo siguiente:

- IHQ MMR: se han obtenido algunos resultados norahles en la tincion IHQ,
hecho que puede estar asociado con la curva dedsgage por dos motivos; el
primero de ellos es que el mayor nimero de resdtatb valorables se
encontraron en el primer afio de estudio y, el sgyodria estar en relacion
con la técnica IHQ utilizada, encontramos mas tadak no valorables en
MLH1 ya que para la tincion de MLH1 se utiliza umtiauerpo monoclonal que
hay que diluir en oposicion a MSH2 y MSH6 que y@egrediluidos.

- Test genético en linea germinal de genes repamsideee ha utilizado como
método diagnostico, principalmente, la secuenamdidecta por el método de
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Sanger; pero en algunos pacientes, los primerdsidos en el estudio, el test
genético utilizado fue el heterodiplex que, es memensible que la
secuenciacion directa.

- Test genético en linea germinal de MYH: solamemeestudiaron las dos
mutaciones mas frecuentes del gen MYH, pero saleserito otros cambios del
gen MYH asociados con la poliposis atenuada qusgtrms no hemos analizado
salvo en el caso donde encontramos una mutacibieterocigosis.

- Analisis de la mutacion V600OE de BRAF: se ha llevadcabo en todos los
pacientes que presentaban IHQ ausente de algulss geoteinas del sistema
MMR, sin embargo, no ha sido posible realizar didsiudio en toda la
poblacion de estudio; algo que, sin duda, nos kebaportado mas datos en
relacion a las caracteristicas clinico-molecula®&sCCR. No obstante, nuestro
estudio muestra los datos en una poblacion seled# donde, sin duda, el
estudio de BRAF es fundamental. Por otra parte, late 42 pacientes
seleccionado para el estudio de BRAF, solo pudinaa®er el analisis en 38, el
resto de muestras no estuvieron disponibles, hgabadambién limita nuestros
datos.

Nuestro estudio contribuye a profundizar en el con@nto de las bases clinicas y
moleculares del cancer colorrectal. La determimacié tumores con inestabilidad de
microsatélites esta siendo fundamental a la horelatgficar el CCR; es, en nuestros
dias, el unico subtipo molecular de consenso quosible definir con los medios que
tenemos a nuestro alcance.

Esta clasificacion molecular no habia sido desanitando decidimos iniciar en este
proyecto y, nos alegra conocer que nuestra irgastn y nuestros datos estan en
consonancia con los datos del mayor trabajo desiigazion en este campo, la
clasificacion molecular de consef%o

Por tanto, desde nuestro punto de vista, la detewiin de la inestabilidad de
microsatélites medida por la expresion inmunohisimica de las proteinas que son
codificadas por los genes reparadores del DNA anélisis del estado mutacional de
BRAF son claves para mejorar el conocimiento y @hejo de los pacientes con CCR,
nuestros datos apoyan esta teoria y creemos qugiaedstablecerse como rutina en
todos los pacientes con CCR.

El cribado poblacional de sindrome de Lynch por imet técnicas de IHQ es una
estrategia rapida, sencilla y coste-efectiva coemuwkstra la literatura cientifica, pero
ademas es posible realizarla de forma universaéhe dde ser adoptada por toda la
comunidad cientifica.

Sin embargo, no debemos de abandonar el uso deritesos clinicos de SL que
permiten identificar familias con agregacion faarilide cancer que representan un
porcentaje importante de casos (20-25% de casos $aditeratura, en nuestro estudio
representan un 31%). En estos casos y sus famstiasmportantes las medidas de
prevencion primaria y secundaria acorde a la hésfmrsonal y familiar, precisando un
seguimiento endoscopico mas intensivo que en pdblgeneral.
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En resumen, a pesar de ser una muestra relativarpequefna y de un solo centro, el
estudio de los pacientes y sus tumores en baseesplasion IHQ de los genes del
sistema MMR en estos, muestra datos muy interesarigehora de clasificar el CCR y
a la hora de establecer una estrategia universailzido de SL. Nuestros datos parecen
suficientemente robustos para poder extraer caodes ya que el andlisis de la
literatura muestra resultados en la misma direccion
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CONCLUSIONES:

El andlisis de los resultados de este estudio agehmitido, a nuestro juicio, formular
las siguientes conclusiones:

1°- Los tumores con ausencia de expresion de protéiglasistema MMR son de
predominio en colon derecho, con elevada frecuesheihistologia mucinosa y
pobremente diferenciados, y es mayor el porcertaj@acientes que cumple
criterios clinicos de SL, a diferencia de lo queurce en los tumores con
expresion IHQ conservada; por lo que la expreditip dle proteinas reparadoras
del DNA define un subgrupo de CCR.

2°- La ausencia de expresion IHQ de proteinas repaaaddel DNA solo se

corresponde con mutacion germinal del gen afectanebd% de los casos. Este
porcentaje es del 100% cuando el gen que no sesxps MSH2. Estos datos
sugieren que los tumores sin expresion de MSH2 ggusér diagndsticos de
Sindrome de Lynch, no siendo asi cuando la altamaltiQ aparece en otra

proteina del sistema MMR.

30

El Sindrome de Lynch es responsable de 1.4% duautosres colorrectales de
nuestro estudio. Todos los pacientes con diagmdstec sindrome de Lynch
cumplian algun criterio clinico de Bethesda y/o #erdam, lo que sugiere que
la agregacion familiar de cancer sigue siendo inanoe en el estudio del CCR
hereditario.

40

Los criterios clinicos de sindrome de Lynch no einpara cribar poliposis

asociada al gen MYH. Los pacientes con IHQ de géfld&R conservada que

presentaban algun criterio clinico de SL, no priedsm alteraciones en el gen
MYH.

50

La mutaciéon dominante AA en la posicion -93 del d¢bH1 representa un
incremento del riesgo de cancer colorrectal esparabh que sugiere que puede
ser util su incorporacion al estudio de riesgo @&R@sporadico.

6°- La incorporacion de la determinacion de la mutackOOE de BRAF al

diagnostico del CCR podria definir un subgrupo wadres con caracteristicas
clinico-biolégicas diferenciadas; siendo los tunsaren mutacion de BRAF mas
indiferenciados, localizados casi exclusivamente caton derecho, y se

desarrollan a edad mas avanzada que los tumore§ BR#VO.

147






BIBLIOGRAFIA






BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA:

1-

10-

11-

12-

13-

15-
16-

17-

18-

19-

20-

21-

Ferlay J, Soerjomataram |, Ervik M, et al. GLOBOCAMN12 v1.0, Cancer
Incidence and Mortality Worldwide: IARCh{tp://globocan.iarc.fraccesed on
24.8.2014)

Causas de mortalidad en Espaiia, 2042%.ine.e$.

E. Fonseca, L.M. Navarro: Cancer de colon y reEtw. Cruz Hernandez JJ,
Rodriguez Sanchez CA, del Barco Morillo E: Oncado@linica, 52 Ed. Aula
meédica. Madrid 2012; pp 461-77.

Boyle P y Langman LS. ABC of colorrectal canceridemiology. Br Med J
2000; 321:805-808.

Libutti SK, Saltz LB and Willet CG and Levine RA:a@cer of the Colon. En:
De Vita VT, Hellman S and Rosenberg SA: Cancemdipies & Practice of
Oncology. 18 Ed. Wolters Kluwer Health. Philadelphia 2015; §8®812.
Bosetti C, Bertuccio P, Levi F, et al. Cancer mldstan the European Union,
1970-2003, with a joinpoint analysis. Ann Oncol 2009:631-40.

Ferlay J, Autier P, Boniol M et al. Estimates o tbancer incidence and
mortality in Europe in 2006. Ann Oncol 2007; 18:58%1

Ferlay J, Parkin DM and Steliarova-Foucher E. Estés of cancer incidence
and mortality in Europe in 2008. Eur J Cancer 2@1B)765-81.

Cabanes A, Vidal E, Aragones N et al. Cancer migytakends in Spain: 1980-
2007. Ann Oncol 2010;21 Suppl 3:iii14-20.

Esteve J, Benhamou E, Raymond L. Statistical mathodancer research, vol
IV: Descriptive Epidemiology. Lyon: IARC Scientifieubl No 128, 1994.

De Angelis R, Sant M, Coleman MP et al. Cancerigahin Europe 1999-2007
by country and age: results of EUROCARE-5 — a pah-based study.
Lancet Oncol 2014; 15:23-34.

Jemal A, Siegel R, Xu J, Ward E. Cancer statis@,0. Ca Cancer J Clin
2010; 60:277-300.

Hartz A, He T, Ross JJ. Risk factors for colon esndn 150.912
postmenopausal women. Cancer Causes Control 261539-1605.

Beresford SA, Johnson KC, Ritenbaugh C, et al. lfatndietary pattern and risk
of colorrectal cancer: the Women’s Health InitiatiiRandomized Controlled
Dietary Modification Trial. JAMA 2006; 295-643.

IARC: International Agency for Research on Caneem{.iarc.fr).

Bouvard V, Loomis D, Guyton KZ, et al. Carcinogetyiof consumption of red
and processed meat. Lancet Oncol 2015; 16:1599-600.

Park Y, Hunter DJ, Spiegelman D, et al. Dietaryefibntake and risk of
colorectal cancer: a pooled analysis of prospecl®rte Studies. JAMA 2005;
294-2849-57.

Asano T, McLeod RS. Dietary fibre for the preventwf colorrectal adenomas
and carcinomas. Cochrane Database Syst Rev 20003230.

Koushik A, Hunter DJ, Spiegelman D, et al. Frutsgetables, and colon cancer
risk in a pooled analysis of 14 cohort Studiesafl Bancer Inst 2007; 99:1471-
83.

Bamia C, Lajiou P, Buckland G, et al. Mediterranélgat and colorectal cancer
risk: results from a European cohorte. Eur J EpideB013; 28:317-28.

Orlich MJ, Singh PN, Sabaté J, et al. Vegetariatady patterns and the risk of
colorectal cancers. JAMA Intern Med 2015; 175:767-7

151



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

22

23-

24-

25-

26-

27-

28-

29-

30-

31-

32-

33-

35-

36-

37-

38-

39-

Aune D, Lau R, Chan DS, et al. Dairy products aontbrectal cancer risk: a
systematic review and meta-analysis of cohort sgidAnn Oncol 2012; 23:37-
45,

Shaukat A, Scouras N, Schinemann HJ. Role of soqgpiwal calcium in the
recurrence of colorectal adenomas: a metaanalysimmaomized controlled
trials. Am J Gastroenterol 2005; 100:390-4.

Wactawski-Wende J, Kotchen JM, Anderson GL, eCalcium plus vitamin D
supplementation and the risk of colorectal candeEngl J Med 2006; 354:684-
96.

Baron JA, Barry EL, Mott LA, et al. A trial of calon and vitamina D for the
prevention on colorectal adenomas. N Engl J Med2813:1519-30.

Choi SV, Mason JB. Folate and carcinogenesis: tegiated scheme. J Nutr
2000;130:129-32.

Lee JE; Willett WC, Fuchs CS, et al. Folate intakel risk of colorectal cancer
and adenoma: modification by time. Am J Clin Nu@d 2;93:817-25.

Cole BF, Baron JA, Sandler RS, et al. Folic acidtifi@ prevention of colorectal
adenomas: a randomized clinical trial. JAMA 200972351-9.

Chen CG, Pang Z, Liu QF. Magnesium intake and cslorectal cancer: a
meta-analysis of prospective Studies. Eur J Clitr R012; 66:1182-1186.
Guercio BJ, Sato K, Niedzwiecki D, et al. Coffedake, recurrence, and
mortality in stage Il colon cancer: results fronAIGGB 89803 (Alliance). J
Clin Oncol 2015; 33:3598-607.

Sinha R, Cross AJ, Daniel CR, et al. Caffeinated dacaffeinated coffee and
tea intakes and risk of colorectal cancer in adgpspective study. Am J Clin
Nutr 2012; 96:374-81.

Wu S, Feng B, Li K, et al. Fish consumption andooettal cancer risk in
humans: a systematic review and meta-analysis. Madl2012; 125:551-9.
Ngo SN, Williams DB, Cobiac L, et al. Does garleduce risk of colorectal
cancer? A systematic review. J Nutr 2007; 137:2264-

Hu JY, Hu YW, Zhou JJ, et al. Consumption of gadied risk of colorectal
cancer: an updated meta-analysis of prospectividiestuWorld J Gastroenterol
2014; 20:15413-22.

Boyle T, Keegel T, Bull F, et al. Physical activiand risks of proximal and
distal colon cancers: a systematic review and rae#dysis. J Natl Cancer Inst
2012; 104:1548-61.

Karahalios A, English DR, Simpson JA. Weight chamage risk of colorectal
cancer: a systematic review and meta-analysis. Apidemiol 2015; 181:832-
45.

Pischon T, Lahmann PH, Boeing H, et al. Body size sk of colon and rectal
cancer in the European Prospective Investigatida @ancer and Nutrition
(EPIC). J Natl Cancer Inst 2006; 98:920-31.

Botteri E, lodice S, Bagnardi V, et al. Smoking adorrectal cancer: a meta-
analysis. JAMA 2008;300:2765-78.

Fedirko V, Tramacere |, Bagnardi V, et al. Alcoldrinking and colorectar
cancer risk: an overall and dose-response metgsasabf published studies.
Ann Oncol 2011; 22:1958-72.

Henderson TO, Oeffinger KC, Whitton J, et al. Sefmg gastrointestinal
cancer in childhood cancer survivors: a cohort wtushn Intern Med 2012;
156:757-66.

152



41-

42-

43-

46-

47-

48-

49-

51-

52-

53-

54-

55-

56-

S57-

58-

BIBLIOGRAFIA

Nottage K, McFarlane J, Krasin MJ, et al. Secondaigrectal carcinoma after
childhood cancer. J Clin Oncol 2012; 30:2552-8.

Baxter NN, Tepper JE, Durham SB, et al. Increassld of rectal cancer after
prostate radiation: a population-based study. Gasterology 2005;128:819-24.
De Brujin KM, Arends LR, Hansen BE, et al. Systemaeview and meta-
analysis of the association between diabetes melihd incidente and mortality
in breast and colorectal cancer. Br J Surg 2016;1421-9.

Guraya SY. Association of type 2 diabetes melldas the risk of colorectal
cancer: a meta-analysis and systematic review. WarlGastroenterol 2015;
21:6026-31.

Yin S, Bai H, Jing D. Insulin therapy and coloréatancer risk among type 2
diabetes mellitus patients: a systematic review raeth-analysis. Diagn Pathol
2014; 9:91.

Deng L, Gui Z, Zhao L, et al. Diabetes mellitas &né incidente of colorectal
cancer: an update systematic review and meta-amalyDig Dis Sci 2012;
57:1576-85.

Singh S, Singh H, Singh PP, et al. Antidiabetic itatibns and the risk of
colorectal cancer in patients with diabetes mallita systematic review and
meta-analysis. Cancer Epidemiol Biomarkers Pre\8202:2258-68.

Safaeian M, Robbins HA, Berndt SI, et al. Risk olocectal cancer after solid
organ transplantation in the United States. Amah3plant 2016; 16:960-7.
Kato T, Kakuta Y, Abe T, et al. The benefits of canscreening in kidney
transplant recipients: a single-center experieGegcer Med 2016; 5:153-8.
Calderon MD, Delgado E, Garcia Campos F. Acromegalyl associated
tumours: what should gastroenterologists know? rGasterol Hepatol 2016;
S0210-5705(16)00027-3.

Burn J, Gerdes AM, Macrae F, et al. Long-term effeaf aspirin on cancer risk
in Carriers of hereditary colorectal cancer: an lyms from the CAPP2
randomised controlled trial. Lancer 2011; 378:2081-

Burn J, Bishop DT, Chapman PD, et al. A randomipdéacebo-controlled
prevention trial of aspirin and/or resistant stairtlyoung people with familial
adenomatous polyposis. Cancer Prev Res 2011; £5655-

Rothwell PM, Wilson M, Elwin CE, et al. Long-ternifect of aspirin on
colorectal cancer incidente and mortality: 20-yiedlow-up of five randomised
trials. Lancet 2010; 376:1741-50.

Rothwell PM, Fowkes Gr, Belch JJ, et al. Long tesfiect of aspirin on deaths
due to cancer: pooled analysis of data from randedhcontrolled trials. Lancet
2011; 377:31-41.

Rothwell PM, Price JF, Fowkes FG, et al. Short-teffects of daily aspirin on
cancer incidente, mortality and non-vascular deattalysis of the time course
of risks and benefits in 51 randomised controligmld. Lancet 2012; 379:1602-
12.

Rothwell PM, Wilson M, Price J, et al. Effect ofilgaaspirin on risk of cancer
metastasis: a study of incident cancers during aanskd controlled studies.
Lancet 2012; 379:1591-601.

Thun MJ, Jacobs EJ, Patrono C. The role of aspiricancer prevention. Nat
Rev Clin Oncol 2012; 9:259-67.

Bibbins-Domingo K; U.S. Preventive Services TaskcEo Aspirin use for the
primary prevention of cardiovascular disease antbreotal cancer: U.S.

153



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

59-

60-

61-

62-

63-

64-

66-

67-

68-

69-

70-

71-

72-

73-
74-

76-

77-

Preventive Services Task Force Recommendation ris¢ate Ann Intern Med
2016. doi: 10.7326/M16-0577.

Gillessen S, Templeton A, Marra G, et al. Risk oliocectal cancer in men on
long-term androgen deprivation therapy for prostatecer. J Natl Cancer Inst
2010; 102:1760-70.

Lin JH, Giovannuicci E. Sex hormones and colorectaicer: what have we
learned so far? J Natl Cancer Inst 2010; 102:1746-7

Lavasani S, Chlebowski RT, Prentice RL, et al. &gn and colorectal cancer
incidence and mortality. Cancer 2015; 121:3261-71.

Chlebowski RT, Wactawski-Wende J, Ritenbaugh C,aletEstrogen plus
progestin and colorectal cancer in postmenopausaien. N Engl J Med 2004;
350:991-1004.

Simon MS, Chlebowski RT, Wactawski-Wende J, eEalrogen plus progestin
and colorectal cancer incidente and mortality.id Oncol 2012; 30:3983-90.
Poynter JN, Gruber SB, Higgins PD, et al. Statind the risk of colorectal
cancer. N Engl J Med 2005; 352:2184-92.

Lytras T, Nikolopoulos G, Bonovas S. Statins anal sk of colorectal cancer:
an updated systematic review and meta-analysis Qfstidies. World J
Gastroenterol 2014; 20:1858-70.

Cai H, Zzhang G, Wang Z, et al. Realationship betwd® use of statins and
patient survival in colorectal cancer: a systematiciew and meta-analysis.
PL0S One 2015; 10:e0126944.

Singh S, Singh AG, Murad MH, et al. Bisphosphonaies associated with
reduced risk colorectal cancer: a systematic revéew meta-analysis. Clin
Gastroenterol Hepatol 2013; 11:232-9.

Thosani N, Thosani SN, Kumar S, et al. Reducedafstolorectal cancer with
use of oral bisphosphonates: a systematic reviesv raata-analysis. J Clin
Oncol 2013; 31:623-30.

Makar GA, Holmes JH, Yang YX. Angiotensin-convegtienzyme inhibitor
therapy and colorectal cancer risk. J Natl Canastr2014; 106:djt374.

T. Martin, E. del Barco y JJ. Cruz: Epidemiologé cincer. Factores de riesgo.
En: Cruz Hernandez JJ, Rodriguez Sanchez CA, debBdorillo E: Oncologia
Clinica, 52 Ed. Aula médica. Madrid 2012; pp 37-58.

P. Pérez Segura: Alteraciones moleculares en CCHRP. Alonso MA,
Balmafa J, Benavides M, et al, Eds. Cancer HergglitaEd. SEOM 2010; pp.
479-497.

Libutti SK, Saltz LB and Willet CG and Levine RAa@cer of the Rectum. En:
De Vita VT, Hellman S and Rosenberg SA: Cancemdipies & Practice of
Oncology. 18 Ed. Wolters Kluwer Health. Philadelphia 2015; @38!1.

NCCN Guidelines: Colon Cancemiyw.nccn.org

Maurel J, Gravalos C, Rivera F, et al. SEOM clihgnaidelines for the adjuvant
treatment of colorectal cancer 2013. Clin Transt@2013; 15:991-5.

Jass JR, Sobin LH. Histological typing of intestihamours. 2nd ed. Berlin,
Germany: Springer-Verlag, 1989.

Warschkow R, Tarantino |, Huttner FJ, et al. Priddéc value of mucinous
histology in colon cancer: a population-based, pngity score matched
analysis. Br J Cancer 2016 ;114:1027-32.

Psathakis D, Schiedeck TH, Krug F, et al. Ordinaslprectal adenocarcinoma
vs. primary colorectal signet-ring cell carcinorstudy matched for age, gender,
grade, and stage. Dis Colon Rectum 1999; 42:1618-25

154



78-

79-

80-

81-

82-

83-

84-

86-

87-

88-

89-

91-

92-

93-

BIBLIOGRAFIA

Pyo JS, Sohn JH, Kang G. Medullary carcinoma incthlerectum: a systematic
review and meta-analysis. Hum Pathol 2016; doi: 1006/j.humpath.
2016.02.018.

Shivdasani RA: Molecular biology of colorectal cancEn: De Vita VT,
Hellman S and Rosenberg SA: Cancer: Principles &tRre of Oncology. 10
Ed. Wolters Kluwer Health. Philadelphia 2015; ppy-&.

Vogelstein B, Fearon ER, Hamilton SR, et al. Genetiterations during
colorectal-tumor development. N Engl J Med 1988:8325-32.

Astler VB, Coller FA. The prognostic significancd direct extension of
carcinoma of the colon and rectum. Ann Surg 1939;846-52.

Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al (Eds): AJCC éhcan Joint
Committee on Cancer) Cancer Staging Manual, 7th Sfulinger. New York
2010; pp 173-206.

Kuijpers CC, Sluijter CE, Von der Thisen JH, etistierlaboratory variability in
the histologic grading of colorectal adenocarcinsfimaa nationwide cohort. Am
J Surg Pathol 2016; 2016 Mar 11. [Epub ahead ot]pri

Hamilton SR, Bosman FT, Boffetta P, et al. Carciaawhthe colon and rectum.
In: WHO Classification of tumous of the digestiwstEm, 4 ed, Bosman FT,
Carneiro R, Hruban RH, Theise ND (eds), Internatigkgency for Research on
Cancer, Lyon 2010. pp. 134-46.

Labianca R, Nordinger B, Beretta GD, et al. Earlgldd Cancer: ESMO
Clinical Practice Guidelines. Ann Oncol 2013; 284Avi72.

Benson AB, Schrag D, Somerfield MR, et al. Americaociety of Clinical
Onocology recommendation on adjuvant chemotherapy stage 1l colon
cancer. J Clin Oncol 2004; 22:3408-19.

Saha S, Wiese D, Badin J, et al. Technical detisentinel lymph node
mapping in colorectal cancer and its impact onistagAnn Surg Oncol 2000;
7:120-124.

Betge J, Pollheimer MJ, Lindtner RA, et al. Intraalutand extramural vascular
invasion in colorectal cancer: prognostic significa and quality of pathology
reporting. Cancer 2012; 118:628-38.

Watanable T, Wu TT, Catalano PJ, et al. Moleculadigtors of survival after
adjuvant chemotherapy for colon cancer. N Engl d [2@01; 344:1196-1206.
Sinicrope FA, Mahoney MR, Smyrk TC, et al. Progioshnpact of deficient
DNA mismatch repair in patients with stage Ill aoloancer from radomized
trial of FOLFOX-based adjuvant chemotherapy. J Clincol 2013; 31:3664-72.
Ogino S, Shima K, Meyerhardt JA, et al. Predictared prognostic roles of
BRAF mutation in stage Il colon cancer: resulnirintergroup trial CALGB
89803. Clin Cancer Res 2012; 18:890-900.

Douillard JY, Oliner KS, Siena S, et al. Panitumbr®LFOX4 treatment and
RAS mutations in colorectal cancer. N Engl J Medl2®369:1023-34.

Chen KH, Lin YL, Liau JY, et al. BRAF mutation magve different prognostic
implications in early- and late-stage colorectalasa. Med Oncol 2016; 33:39.
Chen D, Huang JF, Liu K, et al. BRAF V600E mutatard its association with
clinicopathological features of colorectal can@esystematic review and meta-
analysis. Plos One 2014; 9:e90607.

Morikawa T, Kuchiba A, Qian ZR, et al. Prognostigrsficance and molecular
associations of tumor growth pattern in colorectalcer. Ann Surg Oncol 2012;
19:1944-53.

155



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

96- Hase K, Shatney C, Johnson D, et al. Prognostigevaf tumor “budding” in
patients with colorectal cancer. Dis Colon Rectl#83 36:627-35.

97- Park 13, Choi GS, Lim KH, et al. Serum carcinoenolnig antigen monitoring
after curative resection for colorectal cancernichl significance of the
preoperative level. Ann Surg Oncol 2009; 16:3087-93

98- Ogino S, Goel A. Molecular classification and ctates in colorectal cancer. J
Mol Diagn 2008; 10:13-27.

99- Perea J, Lomas M, Hidalgo M. Molecular basis oboedtal cancer: Towards an
individualizad management? Rev Esp Enferm Dig 2008;29-35.

100- Thibodeau SN, Bren G, Schaid D. Microsatellite abgity in cancer of the
proximal colon. Science 1993; 260:816-9.

101- Martinez-Uruefia N, Macias L, Perez-Carbonero L,aletIncidence of -93
MLH1 promoter polymorphism in familial and sporadioolorectal cancer.
Colorectal Dis 2013; 15:118-23.

102- Guinney J, Dienstmann R, Wang X, et al. The coreensolecular subtypes of
colorectal cancer. Nat Med 2015; 21:1350-6.

103-1. Blanco, A. Teulé, S. Gonzélez: Aspectos clinicds los sindromes
polipdsicos. En: Alonso MA, Balmafna J, Benavides &fl,al, Eds. Cancer
Hereditario 1l Ed. SEOM 2010; pp. 559-90.

104- Warthin AS. Heredity with reference to carcinomashewn by the study of the
cases examined in th pathological laboratory of thmversity of Michigan,
1895-1913. Arch Intern Med 1913; 12: 546-55.

105- Warthin AS. The further study of a cancer familfCancer Res 1925; 9:279-86.

106- Lynch HT, Shaw MW, Magnuson CW, et al. Hereditaagtbrs in cancer: study
of two large midwestern kindreds. Arch Intern M&b&; 117:206-12.

107- Vasen HF, Mecklin JP, Khan PM, Lynch HT. The Intdfonal Collaborative
Group on Hereditary Non-polyposis Colorectal Can@&G-HNPCC). Dis
Colon Rectum 1991; 34:424-5.

108- Lynch HT, Lynch PM, Lanspa SJ, et al. Review of thgich symdrome:
history, molecular genetics, screening, differdndi@gnosis, and medicolegal
ramifications. Clin Genet 2009; 76:1-18.

109- Perea J, Cano JM, Rueda D, et al. Classifying @arbet colorectal cancer
according to tumor location: new potencial suboatieg to explore. Am J
Cancer Res 2015; 5:2308-13.

110- Mork ME, You YN, Ying J, et al. High prevalence tiereditary cancer
syndromes in adolescents and young adults withrectal cancer. J Clin Oncol
2015; 33:3544-9.

111- Lynch HT and Chapelle de la A. Hereditary coloreci@ncer. N Engl J Med
2003; 348:919-32.

112- Vasen HF, Watson P, Mecklin JP and Lynch HT. Neimial criteria for
hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCghdh syndrome) proposed
by the International Collaborative Group on HeraditNonpolyposis Colorectal
Cancer. Gastroenterology 1999; 116:1453-6.

113- Rodriguez-Bigas MA, Boland CR, Hamilton SR, et Al.National Cancer
Institute Workshop on Hereditary Nonpolyposis Cetdal Cancer Syndrome:
meeting highlights and Bethesda guidelines. J Naticer Inst 1997; 89:1758-
62.

114- Pinol V, Castells A, Andreu M, et al. Accuracy efvised Bethesda guidelines,
microsatellite instability, and immunohistochemysfor the identification of

156



BIBLIOGRAFIA

patients with Hereditary Nonpolyposis Colorectal nGar. JAMA 2005;
293:1986-94.

115- Umar A, Boland CR, Terdiman JP, et al. Revised 8sia guidelines for
Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (Lynch nd@gme) and
microsatellite instability. J Natl Cacner Inst 2008:261-8.

116- Castro E. Mecanismos de reparacion del ADN. Aplmaes en el tratamiento
del cancer. FMC Oncologia 2012; 7:9-19.

117- Fukui K. DNA mismatch repair in eukaryotes and bdat J Nucleic Acids
2010; doi: 10.4061/2010/260512.

118- Soreide D, Janssen EA, Soéiland H, et al. Microbtgehstability in colorectal
cancer. Br J Surg 2006; 93:395-406.

119- Boland CR, Thibodeau SN, Hamilton SR, et al. A blaél Cancer Institute
Workshop on Microsatellite Instability for canceretection and familiar
predisposition: development of International créefor the determination of
microsatellite instability in colorectal cancer.rCar Res 1998; 58:5248-57.

120- Lindor NM, Burgart LJ, Leontovich O, et al. Inmunstochemistry versus
microsatellite instability testing in phenotypinglarectal tumors. J Clin Oncol
2002; 20:1043-8.

121- Hampel H, Frankel WL, Martin E, et al. Screening fbe Lynch Syndrome
(Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer). N EddgVled 2005; 352:1851-
60.

122- Guillen-Ponce C, Serrano R, Sanchez-Heras, AB, l.etChnical guideline
SEOM: hereditary colorectal cancer. Clin Trans| Qr&015; 17:962-71.

123- Balmaiia J, Balager F, Cervantes A, et al. Familskrcolorectal cancer: ESMO
Clinical Practice Guidelines. Ann Oncol 2013; 2&:3+80.

124- Al-Tassan N, Chmiel NH, Maynard J, et al. Inheritedriants of MYH
associated with somatic GZT:A mutations in colorectal tumors. Nat Genet
2002; 30:227-32.

125- Lindor NM. Hereditary colorectal cancer: MYH-assatedd plyposis and other
newly identified disorders. Best Pract Res Clint@ssterol 2009; 23:75-87.

126- Bopari KS, Dekker E, Van Eeden S, et al. Hyperpiapblyps and sessile
serrated adenomas as a phenotypic expresion of kddeiated polyposis.
Gastroenterology 2008; 135:2014-8.

127- Khalaf R, Jones C, Strutt W, Williamson P. Coloa¢écancer in a monoallelic
MYH mutations carrier. J Gastrointest Surg 2013;500-2.

128- Theodoratou E, Campbell H, Tenesa A, et al. A lmgge meta-analysis to
refine colorectal cancer risk estimates associatil MUTYH variants. Br J
Cancer 2010; 103:1875-84.

129- Aretz S, Uhlhaas S, Georgens H, et al. MUTYH-asgedi polyposis: 70 of 71
patients with biallelic mutations present with attemuated or atypical
phenotype. Int J Cancer 2006; 119:807-14.

130- Bolocan A, lon D, Stoian RV, Serban MB. Map syndeofMYH associated
polyposis) colorectal cancer, etiopathological amtions. J Med Life 2011;
15:109-11.

131- Vogt S, Jones N, Christian D, et al. Expanded egtomic tumor spectrum in
MUTYH-associated polyposis. Gastroenterology 20(E,:1976-85.

132- Nielsen M, Franken PF, Reinards TH, et al. Mulapyi in polyp count and
extracolonic manifestations in 40 Dutch patienthhwilYH associated polyposis
coli (MAP). J Med Genet 2005;42:e54.

157



Caracterizacion clinico-bioldgica del CCR. Crib&iadrome Lynch

133- Barnetson RA, Devlin L, Miller J, et al. Germlineutation prevalence in the
base excision repair gene, MYH, in patients witdanetrial cancer. Clin Genet
2007; 72:551-5.

134- David SS, Williams SD. Chemistry of glycosylases andonucleases envolved
in base-excision-repair. Chem Rev 1998; 98:1221-62.

135- Cheadle JP, Sampson JR. Exposing the MYtH abowd bssision repair and
human inherited disease. Hum Mol Genet 2003; 2:FEE:9

136- Jones S, Emmerson P, Maynard J, et al. Biallelismjiee mutations in MYH
predispose to multiple colorectal adenoma and son@iC>T:A mutations.
Hum Mol Genet 2002; 11:2961-7.

137-Jones S, Lambert S, Williams GT, et al. Increaseduency of the kras G12C
mutation in MYH polyposis colorectal adenomas. Brahcer 2004; 90:1591-3.

138- Lefevre JH, Colas C, Coulet F, et al. MYH bialletrutation can inactivate the
two genetic pathways of colorectal cancer by AP®MbaH1 transversions. Fam
Cancer 2010; 9:589-94.

139- Sieber OM, Lipton L, Crabtree M, et al. Multiplelogectal adenomas, classic
adenomatous polyposis, and germ-line mutations YHIVN Engl J Med 2003;
348:791-9.

140- Boparai KS, Dekker E, Polak MM, et al. A serratedocectal cancer pathway
predominates over the classic WNT pathway in ptdiemith hyperplastic
polyposis syndrome. Am J Pathol 2011; 178:2700-7.

141- Venesio T, Balsamo A, D’Agostino VG, et al. MUTYHsociated polyposis
(MAP), the syndrome implicating base escision rejpainherited predisposition
to colorectal tumors. Front Oncol 2012; 2:83.

142- Grothey A, Sargent D, Goldberg RM, Schmoll HJ. $talof patients with
advanced colorectal cancer improves with the abgitha of fluorouracil-
leucovorin, irinotecan, and oxaliplatin in the ceairof treatment. J Clin Oncol
2004; 22:1209-14.

143- Armaroli P, Villain P, Suonio E, et al. European d@oagainst Cancer,"4
Edition: Cancer screening. Cancer Epidemiol 20855339-52.

144- Van Cutsem E, Kéhne CH, Hitre E, et al. Cetuximath @hemotherapy as initial
treatment for metastatic colorectal cancer. N Bngled 2009; 360:1408-17.

145-Van Cutsem E, Lenz HJ, Koéhne CH, et al. Fluorolydeucovorin, and
irinotecan plus cetuximab treatment and RAS mutatim colorectal cancer. J
Clin Oncol 2015; 33:692-700.

146- Douillard JY, Siena S, Cassidy J, et al. Randomizedase Il trial of
panitumumab with infusional fluorouracil, leucovari and oxaliplatin
(FOLFOX4) versus FOLFOX4 alone as first-line treatrnhin patients with
previously untreated metastatic colorectal cantiee: PRIME study. J Clin
Oncol 2010; 28:4697-705.

147- Douillard JY, Oliner KS, Siena S, et al. Panitumbr@®LFOX4 treatment and
RAS mutations in colorectal cancer. N Engl J Meti2369:1023-34.

148- Le DT, Uram JN, Wang H, et al. PD-1 blockade in dusnwith mismatch-repair
deficiency. N Engl J Med 2015; 372:2509-20.

149- Crowley E, Di Nicolantonio F, Loupakis F, BardelA. Liquid biopsy:
monitoring cancer-genetics in the blood. Nat Rew Cincol 2013; 10:472-84.

150- Van Krieken JH, Rouleau E, Ligtenberg MJ, et al. R#esting in mestastatic
colorectal cancer: advances in Europe. VirchowhA&2@16; 468:383-96.

151- Genetic counselling. Am J Hum Genet 1975; 27:240-2.

158



BIBLIOGRAFIA

152- Perez-Villamil B, Romera-Lopez A, Hernandez-Pri&pet al. Colon cancer
molecular subtypes identified by expression pnodiland associated to stroma,
mucinous type and different clinical behaviour. BNd@ncer 2012; 12:260.

153- Nejda N, Iglesias D, Moreno Azcoita M, et al. A MILHbolymorphism that
increases cancer risk is associated with betteroout in sporadic colorectal
cancer. Cancer Genet Cytogenet 2009; 193:71-7.

154- Boland CR, Shike M. Report from the Jerusalem wwokson Lynch syndrome-
hereditary nonpolyposis colorectal cancer. Gastavelogy 2010; 138:2197.
el-7.

155- Moreira L, Balaguer F, Lindor N, et al. Identifieat of Lynch syndrome among
patients with colorectal cancer. JAMA 2012; 308 3-&5.

156- Parsons MT, Buchanan DD, Thompson B, et al. Cdrogleof tumour BRAF
mutations and MLH1 methylation with germline misotatepair (MMR) gene
mutation status: a literature review assessingyutf tumour features for MMR
variant classification. J Med Genet 2012; 49:151-7.

157- Thiel A, Heinonen M, Kantonen J, et al. BRAF mudatin sporadic colorectal
cancer and Lynch syndrome. Virchows Arch 2013; @63:21.

158- Vasen HF, Blanco I, Aktan-Collan K, et al. Reviggddelines for the clinical
management of Lynch syndrome (HNPCC): recommenastimy a grour of
European experts. Gut 2013; 62:812-23.

159- Syngal S, Brand RE, Church JM, et al. ACG clinigaldeline: genetic testing
and management of hereditary gastrointestinal camsgmdromes. Am J
Gastroenterol 2015; 110:223-62.

160- Loughrey MB, Waring PM, Tan A, et al. Incorporatiai somatic BRAF
mutation testing into an algorithm for the inveatign of hereditary non-
polyposis colorectal cancer. Familial Cancer 2@301-310.

161- Garre P, Bricefio V, Xicola RM, et al. Analysis betoxidative damage repair
genes NUDT1, OGG1, and MUTYH in patients from miacmatepair proficient
HNPCC families (MSS-HNPCC). Clin Cancer Res 2017:1701-12.

159






ANEXOS






ANEXO 1

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO UTILIZADO EN LA UNIDAD
DE CONSEJO GENETICO- SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA- CAUSA.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO GENETICO EN
INDIVIDUOS QUE CUMPLEN CRITERIOS CLINICOS DE CANCER COLON
HEREDITARIO NO POLIPOSICO.,

Yo,
He escuchado la informacidn que se me ha aportado.
He podido hacer preguntas y aclarar todas las dudas.

He recibido suficiente informacién, tanto oralmenie como por escrilo, sobre las
caracleristicas, beneficios ¥ problemas que plantea el estudio penético en el cincer,

He hablado con .

Comprendo que mi participacién es voluntaria,
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin iener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mi atencion médica

Por lo anterior, OTORGO LIBREMENTE MI CONSENTIMIENTO para que se
proceda al estudio de factores genéticos predisponentes af cdneer de colon hereditario

no polipdsico.
SALAMANCA a de de 201

Fecha Firma del participanie
SALAMANCAa de de 201

Fecha Firma del médico

AUTORIZO para que las personas abajo indicadas puedan ser informadas sobre los
resultados ¢ implicacioncs del estudio.
Mombres v apellidos:

Teléfonos:
Fecha:

REVOCACION:

En el egjercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado,
manifiesto mi voluntad de revocarlo y solicito la destruccidn de las muestras de
sangre obtenidas y de la informacidn que se haya derivado de las mismas, I

Firma Fecha J
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ANEXO 2

ANEXQO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION

HOSPITAL
UNIVERSITARIO
B SALAINVIANDIA
Paseo de San Vicente, 58-182

37007 Salamanca

Sacyl

SANIDAD DE CASTILLAY LEON

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Apellidos

Nombre

UTILIZACION DE SANGRE, LIQUIDOS BIOLOGICOS Y
TEJIDOS PARA IDENTIFICACION DE LAS CELULAS QUE
MANTIENEN Y PROPAGAN EL CANCER HUMANO

A lo largo de la evolucion de su enfermedad deberemos obtener

muestras de sangre, liquidos bioldgicos o tejidos.

e [Estas muestras son necesarias para establecer el diagnodstico y valorar
la respuesta al tratamiento.

e Para establecer dicho diagnodstico y valorar la respuesta no suele ser
necesario emplear todo el material obtenido, y la parte de las muestras
no utilizada es almacenada o destruida.

e Para un adecuado avance en la Investigacidn Biomédica es
fundamental el poder estudiar muestras de sangre, liquidos bioldgicos
y tejidos de pacientes con diversas enfermedades. Por ello, seria de
gran utilidad que nos permitiera una pequefia cantidad extra ,
aproximadamente 10cc, para el estudio o parte del tejido que se le va a
extirpar.

e En caso de autorizarnos podemos garantizarle que:

1. Todo el material se tratara con la mayor confidelidad posible.

2. Nunca se le sometera a punciones o biopsias con la tinica finalidad
de obtener material para la investigacion; se empleara (inicamente
el material sobrante.

3. Entodo momento nos ajustaremos a la legislacion vigente sobre la
materia.
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HOSPITAL
UNIVERSITARIO - CONFIDENCIAL - ‘. Sacyl

B SALANMANCA

Paseo de San Vicente, 58-182
37007 Salamanca

SANIDAD DE CASTILLA Y LEON

UTILIZACION DE
SANGRE, LIQUIDOS BIOLOGICOS Y TEJIDOS PARA
IDENTIFICACION DE LAS CELULAS QUE MANTIENEN Y
PROPAGAN EL CANCER HUMANO

Declaracion del Paciente

Yo,
diagnosticado de , a la edad de
certifico que:

¢ He hablado con el investigador,
el cual me ha informado sobre :
- La finalidad de los estudios a realizar con las muestras de
sangre, liquidos bioldgicos y tejidos de mi obtenidos.
- Las garantias que se me ofrecen para asegurar su correcta

utilizacion.
- Que en cualquier momento puedo revocar mi
consentimiento.

* He comprendido la informacién recibida y podido formular todas las
preguntas que he creido oportunas.

Firma del paciente Fecha:

Firma del Investigador Fecha:

Declaracion del familiar, persona allegada o representante legal, en su caso,
de que han recibido la informacién por incapacidad del paciente.

Firma: Fecha:

Declaracién de testigo, en su caso

Firma : Fecha:

166




5FU
ADC
ADO
AINE
AJCC
APC
ASCO
BER

CAUSA
CCHNP
CCR
CEA
CIMP
CIN
CMS
CSGE
DM
DNA
ESMO
EUROCARE

IARC
IHQ
IMC
INE
MAP
MLH1
MMR
MSH2
MSH6
MSI
MSI-H
MSI-L
MSS
MutH
MutL
MutL o
MutL B
MutS

MutSa

ANEXO 3

ANEXO 3: GLOSARIO

5-Fluorouracilo.

Adenocarcinoma.

Antidiabético Oral.

Anti-Inflamatorio No Esteroideo.

"American Join Committee on Cancer".

"Adenomatous poliposis coli". Gen supresor de tumores.

"American Society of Clinical Oncology".

"Base excision repair". Mecanismo de reparacion del DNA por escision de
bases.

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Cancer de Colon Hereditario no polipdsico.

Cancer colorrectal.

Antigeno Carcinoembrionario.

“CpG Island Methylator Phenotype”.

Inestabilidad Cromosémica.

“Consensus Molecular Subtypes”.

Electroforesis en gen sensible a la conformacion.

Diabetes Melitus.

Acido desoxirribonucleico.

"European Society for Medical Oncology".

"European Cancer Registry Based Study on Survival and Care of Cancer
Patients".

"International Agency for Research on Cancer”.

Inmunohistoquimica.

Indice de Masa Corporal.

Instituto Nacional de Estadistica.

Poliposis Adenomatosa asociada a MYH.

"MutL homolog 1". Proteina implicada en la ruta de reparacion de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

“Mismatch Repair". Mecanismo de reparacion de desapareamientos del
DNA.

"MutS homolog 2". Proteina implicada en la ruta de reparacion de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

"MutS homolog 6". Proteina implicada en la ruta de reparacion de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

Inestabilidad de microsatélites.

Alta inestabilidad de microsatélites.

Baja inestabilidad de microsatélites.

Estabilidad de microsatélites.

Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos de DNA en
organismos procariotas.
Proteina implicada en la ruta de reparaciéon de desapareamientos de DNA en
organismos procariotas.

Complejo heterodimérico formado por proteinas de la ruta de reparacién de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

Complejo heterodimérico formado por proteinas de la ruta de reparacién de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

Proteina implicada en la ruta de reparacién de desapareamientos de DNA en
organismos procariotas.

Complejo heterodimérico formado por proteinas de la ruta de reparacién de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.
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MutSp Complejo heterodimérico formado por proteinas de la ruta de reparacién de
desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

MYH Homdlogo de MutY. Implicado en la ruta de reparacion del DNA por escision
de bases.

NCCN "National Comprehensive Cancer Network".

NER "Nucleotide excision repair”. Mecanismo de reparacion del DNA por escision
de nucleétidos.

OMS Organizacion Mundial de la Salud.

p53 (TP53 "Tumor protein 53"). Proteina supresora de tumores que regula en
ciclo celular.

PAF Poliposis Adenomatosa Familiar.

PAFA Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada.

PCR "Polymerase chain reaction": Reaccién en cadena de la polimerasa.

PMS1 "Postmeiotic segregation increaded 1". Proteina implicada en la ruta de
reparacion de desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

PMS2 "Postmeiotic segregation increaded 2". Proteina implicada en la ruta de
reparacion de desapareamientos del DNA en organismos eucariotas.

RER “Replication Error”.

RT Radioterapia.

SEER "Surveillance, Epidemiology, and End Results Program": Programa
Americano de informacion estadistica del cancer.

SEOM Sociedad Espafiola de Oncologia Médica.

SG Supervivencia global.

SL Sindrome de Lynch.

SLP Supervivencia libre de progresion.

SNP "Single nucleotide polymorphism". Variacién en la secuencia del DNA que
afecta a un solo nucleétido.

SPJ Sindrome de Peutz-Jeghers.

TGF-B "Transforming growth factor beta".

THS Terapia Hormonal Sustitutiva.

TNM Sistema de clasificacion y estadiaje basado en la situacion del tumor (T),

ganglios ("node":N) y metastasis (M).
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ANEXO 4

ANEXO 4: COMUNICACIONES EN CONGRESOS

1- INCORPORACION DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN LA
DETECCION DE FENOTIPO MUTADOR EN CANCER
COLORRECTAL . Presentado en el | Simposium Nacional SEOM, catkb

en Madrid en Octubre de 2010.

INCORPORACION DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN LA DETECCION DE FENOTIPO
MUTADOR EN CANCER COLORRECTAL

AUTORES

R. Vidal Tocino, I. Martin Garcia*, R. Seijas Tamayo, A. Amores Martin. C. Lopez Ordonez. L. Lopez
Bernal. T. Martin Gémez, E. del Barco Morillo. R. Gonzalez Sarmiento, JJ. Cruz Herndndez.

Servicio de Oncologia Médica. Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca.

*Servicio de Radiodiagndstico. Hospital Virgen de la Concha. Zamora.

INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) representa el 15%
de los diagnoésticos de cancer. siendo el tumor
maligno mas frecuente en nuestro pais.

Las mutaciones o cambios epigenéticos en los
genes que forman parte del sistema Mismatch
Repair (MMR) provocan la aparicion del
denominado fenotipo mutador (RER+) y. son
responsables del desarrolle de cancer colorrectal
(hereditario o esporddico). con implicaciones
prondsticas y predictivas.

OBJETIVOS
- Detectar ausencia de expresidn de los
genes MLHI, MSH2 y MSHG6, por

medio de técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ). en
pacientes diagnosticados de CCR
durante un afio en el Hospital
Universitario de Salamanca.

- Analizar caracteristicas clinico-

patolégicas de los pacientes RER+.

MATERIAL Y METODOS

Se realiza analisis molecular por IHQ de la
expresion proteica de los genes MMR a los
pacientes con diagnostico de CCR.

Se realiza una busqueda de caracteristicas
clinico-patologicas  de  pacientes  RER+
detectado por THQ.

RESULTADOS

Se incluyen 110 pacientes. con una mediana de
edad de 72.5 afios y 54.5% varones.

El 18.8% presenta fenotipo mutador, RER+.
Figura 1.

La edad mediana fue 72.5 afos. 45% varones.
La localizacion proximal representa el 75%. El
adenocarcinoma entérico predomina con 16
casos. 9 pacientes presentan grado 2. Un
paciente presentd fumores sincronicos en sigma.
Se encontraron 19 alteraciones MLH]1 frente a
una MSH6.

Dos pacientes presentaron criterios clinicos de
Sindrome de Lynch segin Amsterdam v uno
mas de Amsterdam modificados. Criterios de
Bethesda cumplian 8 pacientes. Figura 2.

CONCLUSIONES

1. El 18.8% presenta fenotipo mutador.
RER+ detectado por téenicas de THQ.

2. Predominantemente son ADC tipo
entérico en colon proximal
moderadamente diferenciado.
Predomina ligeramente el sexo

femenino, de edad mediana 72.5 afios.
El 40% presenta criterios clinicos de
Sindrome de Lynch.

Distribucion segin resultado de IHQ

7181%

10%

16,18%

IHQ negativa IHQ positiva IHQ no valorable

Figural

Distribucién segln criterios clinicos
5%

—t

55%

8 Criterios S| @ Criteries NO O Mo Valorado

Figura2
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ANEXO 4

2- ANALISIS GENETICO DE SL EN UN MUESTRA DE PACIENTES CON
CCR SELECIONADA POR IHQ DE MMR . Presentado en el XIV Congreso
Nacional SEOM, celebrado en Salamanca en Octub2@tg

ANALISIS GENETICO DE SL EN UN MUESTRA DE PACIENTES CON CCR
SELECCIONADA POR THQ DE MMR

Rosario Vidal Tocino!-3; J. Pérez Gareia®3; E.M. Sénchez Tapia®?;T. Martin Gémez!%; L. Alvarez Macias?3;
R. Gonzélez-Sarmiento??; J.J. Cruz Hernéndez!?

1Hospital Universitario de Salamanca. Servicio de Oncologia Médica 2Laboratorio 14. Centro de Investigacién del
Céncer de Salamanca *Instituto de Investigacién Biomédica de Salamanca (IBSAL)

INTRODUCCION

El sindrome de Lynch (SL) (OMIM: 114500) es el sindrome hereditario més frecuente de predisposicion al cancer colorrectal
(CCR). Se define mediante la identificacion de mutacion en linea germinal de genes del sistema mismatch repair (MMR) en
sujetos seleccionados mediante los criterios clinicos de Amsterdam y/o Bethesda.

OBJETIVO

Anélisis de los genes reparadores del ADN (sistema MMR) en pacientes con CCR y pérdida de expresion, por técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), de alguna de |as proteinas codificantes.

MATERIAL ¥ METODOS

Se realiz6 IHQ de genes MMR a pacientes diagnosticados de CCR de Mayo/08 a Diciembre/11 en el HUSA. Se seleccionaron
los pacientes con pérdida de expresion de alguna proteina y se hizo el analisis genético correspondiente, mediante PCR y
secuenciacion directa.

RESULTADOS
Se detectaron 41 paci & ion de alguna de las proteinas codificantes de los genes MMR
Obtuvimos DNA de 35 de ellos
Los resultados de la IHQ fueron:
= Pérdida de MLH1: 37 pacientes
= Pérdida de MSH2/MSHE: 4 pacientes

= En base a la presencia de criterios de Amsterdam y/o Bethesda, se clasificaron en pacientes con sospecha o no de SL

& Las alteraciones moleculares encontradas se describen en la tabla 1.

= Encontramos mutaciones patogénicas en 19% de pacientes con |HQ alterada y criterios de SL. no encontramos ninguna
en sujetos sin criterios de SL

= QObservamos una mayor frecuencia del polimorfismo ¢.655A>G (exén 8, MLH1) en pacientes que no cumplen criterios de
SL. Tabla 2.

CRITERIOS (n=16) NO CRITERIOS (n=19)

(n=16)  NO CRITERIOS (n=19)

SNPs MLH1

C.655A>G (exdn 8) 4 (25%) 3 (47,4%)
IHQ ALT 13 (81.3%) 18 (94.7%)

SNPs 8 (61.5%) 11(67.1%) €.678-65C=T (exon 9) 1(8,3%) 2 ({10,5%)
MutPatog 1(7.7%) 0

€.1558+14G>A (exon 13) 1(6,3%) 1(5,3%)

MSH2/MSHE
IHQ ALT 3(18.79) 1 (5.39%)
SNPs. 2(66.6%) 1(100%)

MutPatog 2 (66.6%) [

¢.1668-19A=G (exdn 16) 5 (31,3%) 5 (26,3%)

¢.1732-59C>T (exén 16) 2 (12,5%) 1(5,3%)

Tabia 1: alteraciones molecuiares Tabla 2: analisis de polimorfismos

CONCLUSION

ki

; 1. Encor un por je mayor de mutaciones patogénicas en pacientes
VNiVERSIDAD con criterios de SL (19%) que lo reflejado en la literatura (8-12%) en pacientes
BSALAMANCA preseleccionados por IHQ.

2. Confirmamos que el polimorfismo ¢.655A>G (exon 8, MLH1) es mas frecuente
en pacientes con CCR esporadico, lo que, teniendo en cuenta los datos
publicados (Nargisse N, 2009), puede conferir un aumento de riesgo de
padecer CCR en sujetos que lo porten.
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