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RESUMEN

RESUMEN

INTRODUCCION

A nivel mundial el cancer colorrectal (CCR) constituye la tercera neoplasia mas
frecuente y la segunda causa de muerte después del cancer de pulmon. En 2018 se
registraron 1,9 millones de casos nuevos de CCR vy fallecieron alrededor de 900 mil
personas. El riesgo de padecer CCR es mayor en paises desarrollados, mientras las tasas

mas bajas se sitlan en paises en vias de desarrollo.

El CCR en el adulto joven, representa el 11% del total global del cancer de colon
y el 18% del cancer de recto. La incidencia en este grupo de edad ha aumentado en las
Gltimas décadas, comparada con la descrita para pacientes mayores de 49 afios, en los que
ha disminuido, junto con la mortalidad asociada. En Europa, aunque en la mayoria de los

paises la incidencia ha aumentado, existe una gran heterogeneidad.

El modelo clasico adenoma- carcinoma ha ido evolucionando en los Gltimos afios
y cada vez se describe con mas frecuencia el CCR segun su fenotipo molecular. Hasta el
momento se han descrito tres vias principales de carcinogénesis: la inestabilidad de
microsatélites (IMS) o via mutadora; la inestabilidad cromosomica (INC) o via supresora,

y la via serrada o Fenotipo Metilador de islas (FM).

Los tumores con IMS (10-15%), se pueden originar de dos formas diferentes: en
las formas hereditarias como el Sindrome de Lynch (SL), cuya base molecular son
mutaciones a nivel germinal; y en casos esporadicos, secundarios a la hipermetilacion de
MLH1. Estos se localizan preferentemente en el colon derecho, son indiferenciados,

producen mucina y poseen un alto contenido de células en anillo de sello

La mayor parte de los tumores esporadicos (80%) se generan a través de la via
supresora, caracterizada por aneuploidia y alta frecuencia de pérdida de heterocigosidad
(LOH). Estos tumores suelen localizarse en el colon izquierdo, son indiferenciados y se

asocian a mutaciones germinales.
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La via serrada ocurre hasta en el 35% de los CCR, son tumores caracteristicos de
mujeres, con alto grado de hipermetilacion, indiferenciados y localizados en colon

derecho.

Las vias de carcinogénesis no son mutuamente excluyentes, existen solapamientos
entre ellas, pero siempre habra una via dominante. Teniendo en cuenta esta premisa y las
alteraciones genéticas y/o moleculares de CCR, se ha realizado una clasificacion
molecular con el objetivo de individualizar el tratamiento. Esta clasificacion establece

cuatro grupos diferenciados en funcion del estado de IMS y del FM.

El CCR en el adulto joven suele asociarse a un peor prondstico y posee unas
caracteristicas determinadas; fenotipo invasor, bajo grado de diferenciacion, alto
componente mucinoso, elevada frecuencia de tumores sincronicos y/o metacronicos y
una mayor tendencia a la agregacion familiar. En cuanto a su localizacién, no existe una
opinion uniforme; unas series apuntan predileccién por el lado izquierdo y otras por el

derecho.

OBJETIVOS

El objetivo principal de nuestro estudio es describir la caracteristicas clinico-
patoldgicas, familiares y moleculares del CCR en el adulto joven en funcién de las
diferentes vias de carcinogénesis e identificar las caracteristicas diferenciales teniendo en
cuenta la localizacion tumoral. De esta forma estableceremos un mapa colénico que se

resuman las caracteristicas del CCR en el adulto joven en funcidn de su localizacion.

MATERIAL Y METODOS

Nuestro trabajo es un estudio retrospectivo descriptivo de 88 pacientes
consecutivos diagnosticados de CCR a una edad igual e inferior a 45 afios entre 2002 y
2008; en los que se estudiaron las caracteristicas clinico-patoldgicas, familiares y

moleculares y se compararon entre las distintas localizaciones colonicas.
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Inicialmente se realizd el andlisis inmunohistoquimico de las proteinas
reparadoras de ADN y la inestabilidad de microsatélites, clasificando los casos como IMS
0 EMS. En los casos EMS se completd el estudio de los genes reparadores de errores de
emparejamiento del ADN. Posteriormente se realizé el estudio de patrones de metilacion
y se clasificaron los tumores segun la clasificacion molecular del CCR. Finalmente, se
llevo a cabo el estudio de inestabilidad cromosdémica mediante la técnica de CGH

(Comparative Genomic Hybridization) array.

RESULTADOS

La edad media de diagndstico fue de 39.56 afios; se observo predominio del sexo
masculino y la distribucion tumoral a lo largo del colon fue uniforme. EIl 13.3% eran
tumores pobremente diferenciados, un 32% producian mucinay el 15% tenian células en
anillo de sello. En cuanto a la estadificacion se observo un ligero predominio de estadios

precoces y un alto porcentaje de tumores esporadicos (38%).

A continuacion, se analizaron las caracteristicas tumorales teniendo en cuenta la
localizacion. La edad media de diagndstico entre grupos fue similar y se observd un
predominio en varones para tumores localizados en colon izquierdo y recto. Los tumores
de colon derecho fueron los mas indiferenciados y presentaron mayor componente
mucinoso y estadios mas precoces; en cambio los rectales presentaron menor componente
mucinoso y estadios mas avanzados. EI 40% de los pacientes con tumores en colon
derecho cumplian criterios Amsterdam 11 y los casos esporadicos predominaron en el
colon izquierdo. El prondstico tumoral empeoraba progresivamente desde el colon

derecho al recto.

En el estudio molecular un total de 12 casos fueron IMS, de los cueles solo 10
presentaron mutacion en los genes reparadores. El 72.1% de los tumores eran EMS-FM
Bajo0 y un 5.9% combinaron IMS-FM Alto. El grado de inestabilidad gendmica (GlI)
fue similar para las pérdidas y las ganancias y la media de copias alteradas fue de 95.8.
Se observaron como regiones recurrentemente alteradas, pérdida en 1p36 y 14q11 (61%)

y ganancias en 19q13-p12 (57%).

El mayor porcentaje de tumores inestables se localiz6 en el colon derecho (70%)

y ninguno en el izquierdo. Los tumores con mayor fenotipo metilador se localizaban en
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el colon derecho y los tumores de colon izquierdo y recto fueron mayoritariamente MSS-
CIMP Low. EI GIl mas elevado y el mayor numero de copias alteradas fue para los

tumores localizados en el colon izquierdo.

CONCLUSIONES

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que el CCR en el adulto joven es un grupo
heterogéneo, con caracteristicas diferenciales con respecto a las series publicadas en la
poblacion general y ademas las bases moleculares del mismo varian en funcion de la
localizacion tumoral; lo que podria tener implicaciones importantes en el manejo
terapéutico de esta patologia.
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SUMMARY

SUMMARY

INTRODUCTION

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most common neoplasm and the
second cause of death after lung cancer. In 2018, 1.9 million new cases of CRC were
registered and around 900 thousand people died from it. The risk of suffering from CRC
is higher in developed countries, while the lowest rates have been observed in developing

countries.

CRC in young adults represents approximately the 11% of the global colon cancer
and 18% of rectal cancer. The incidence at this age group has increased in recent decades,
compared to that described for patients over 49 years, in whom it has decreased. In
Europe, although the incidence has increased in most countries, there is great

heterogeneity between them.

The classical model of the adenoma-carcinoma sequence has evolved in recent
years and CRC is more frequently described according to molecular features. To date,
three main pathways of carcinogenesis have been described: microsatellite instability
(MSI) or suppressor pathway; the chromosomal instability (INC), or mutator pathway

and the serrated pathway or the CPG Island Methylator Phenotype.

Tumors with MSI (10-15%) could arise through two different pathways:
hereditary forms such as Lynch Syndrome (SL), whose molecular basis are mutations at
the germinal level; and sporadic cases, secondary to MLH1 hypermethylation. IMS
tumors are preferentially located at the right side, and histologically they are

undifferentiated, mucinous and they have a high percentage of signet cells.

Most sporadic tumors (80%) are made through the suppressor pathway,
characterized by aneuploidy and high frequency of loss of heterozygosity (LOH). These
tumors are usually located in the left colon, they are undifferentiated, and they are

associated with germline mutations.
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The serrated pathway occurs in up to 35% of CRC. This type of tumors, which are
more frequent in women, are generally undifferentiated, located in the right colon and

with a high degree of hypermethylation.

Carcinogenesis pathways are not mutually exclusive, there are overlaps between
them, but there will be a dominant one. Taking into account this assumption and the
genetic and molecular alterations of CRC, a molecular classification has been made in
order to individualize the treatment. This classification establishes four differentiated

groups according to MSI and CIMP status.

Early onset colorrectal cancer (EOCRC) is usually associated with worse
prognosis and has specific characteristics: invasive phenotype, low degree of
differentiation, high mucinous component, high frequency of synchronous and/or
metachronous tumors and greater familial aggregation. As for their location, there is no

consensus; some studies point to a preference for the left side and others for the right.

OBJECTIVES

The aim of our study is to describe the clinical-pathological, familiar and
molecular characteristics of CRC in young adults according to the different
carcinogenesis pathways and to find out the distinct characteristics taking into account
the tumour location. In this way we will establish a colonic map in which the

characteristics of EOCRC are summarized according to their location.

PATIENTS AND METHOS

Our work is a retrospective descriptive study of 88 consecutive patients diagnosed
with CRC at an age equal or less than 45 years between 2002 and 2008; in which the
clinical-pathological, familial and molecular features were studied and compared

between the different colonic locations.

For this purpose, the immunohistochemical analysis of the DNA repair system
and the instability of microsatellites was initially performed, classifying the cases as MSI

or MSS, in MSS cases the study of DNA mismatch repair genes was completed.
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Subsequently, the study of methylation patterns was carried out and the tumors were
classified taking into account the molecular classification of CRC. Finally, the study of

chromosomal instability was carried out thanks to CGH array technique.

RESULTS

The average age of diagnosis was 39.56 years; male predominance was observed
and the tumor distribution along the colon was quite similar. The 13.3% of the cases were
poorly differentiated tumors, 32% produced mucin and 15% had “signet ring” cells.
Considering the staging, a slight predominance of early stages and a high percentage of

sporadic tumors (38%) were observed.

Afterwards, the tumor characteristics were analyzed taking into account the
location. The mean age of diagnosis between groups was similar and a predominance of
males was observed for tumors located in the left colon and rectum. Tumors located in
the right colon were the most undifferentiated and those with a greater mucinous
component and an earlier stage; on the other hand, rectal tumors presented a greater
mucinous component and more advanced stages. Forty percent of patients with tumors in
the right colon had Amsterdam Il criteria and sporadic cases predominated in the left

colon. The tumor prognosis progressively worsened from the right colon to the rectum.

In the molecular study, a total of 12 cases were MSI, from which only 10 presented
mutation in the repairing genes. The 72.1% of the tumors were MSS-CIMP LowO and
5.9% combined MSI-CIMP High. The GII was similar for the losses and gains and the
average number of altered copies was 95.8. Recurrent altered regions were observed as
losses in 1p36 and 14911 (61%) and gains in 19q13-p12 (57%).

The highest percentage of MSI tumors was located in the right colon (70%) and
none in the left colon. The tumors with the highest CIMP were located in the right colon
and the tumors of the left colon and rectum were mostly EMS-CIMP Low. The highest

GII and the largest number of altered copies was for tumors located in the left colon.
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CONCLUSIONS

The research findings suggest that the CRC in young adults is a heterogeneous
group, with different characteristics from those published in the general population and
also the molecular basis of it varies depending on the location of the tumor, which could

have important implications in the therapeutic management of this disease.
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I. INTRODUCCION

1. EL CANCER

La palabra “Céancer” es un término genérico que engloba un conjunto de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, caracterizadas por la
proliferacion excesiva y descontrolada de células con capacidad invasiva, que constituyen
“tumores malignos” o “neoplasias malignas”. Estas células tienen capacidad para emigrar
desde su lugar de origen a otras regiones del organismo, bien a través de la sangre la linfa
0 el tejido linfatico y e invadir otros organos, proceso conocido como metastasis. Las

metastasis son la principal causa de muerte por cancer.

Constituye una de las causas mas frecuentes de mortalidad, en 2018 se produjeron
9.6 millones de defunciones relacionadas con esta enfermedad (GLOBOCAN 2018),
ocupando el segundo lugar en los paises desarrollados detras de las enfermedades

cardiovasculares.

Genéticamente, el cancer constituye una entidad compleja cuyo origen se vincula
a la acumulacién de multiples alteraciones en el genoma de las células que lo componen
(Al-Sohaily et al. 2012). La transformacion de una célula normal en una tumoral también
conocida como carcinogénesis; es un proceso en el que intervienen alteraciones
moleculares genéticas y epigenéticas, dando lugar a la gran heterogeneidad y variabilidad
morfoldgica y prondstica de los tumores (Blanco-Calvo et al. 2015). Las alteraciones
genéticas afectan a la secuencia de ADN, abarcando delecciones, amplificaciones,
mutaciones e incluso pérdidas o ganancias de cromosomas enteros. En cambio, las
alteraciones epigenéticas afectan a la expresion de los genes, englobando entre otros, el
silenciamiento por hipermetilacion de las islas CpG de los promotores génicos (Snover,
2011).

La mayor parte de los canceres aparece de forma esporadica como resultado de la
acumulacion de mutaciones somaticas en el tejido que da lugar a la neoplasia. Sin

embargo, entre un 5% - 10% de los casos presenta un componente hereditario relacionado
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con mutaciones germinales (Binefa et al. 2014). El cancer hereditario tiene una serie de
caracteristicas que lo diferencian del esporadico: edades de aparicion mas temprana,
tumores multifocales o bilaterales, antecedentes familiares de la misma neoplasia y

elevada incidencia de cancer dentro de la misma familia.

2. EL CANCER COLORRECTAL. GENERALIDADES

2.1 Epidemiologia

La importancia del cancer colorrectal (CCR) radica en la gran incidencia del este
en paises desarrollados y su elevada mortalidad. Los datos disponibles mas recientes
sobre estadisticas del CCR son los elaborados por la Red Espafiola de Registros de Cancer
(REDECAN), la International Agency for Research on Cancer (IARC), la Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) vy los resultados de supervivencia del proyecto European
Cancer Registry (EUROCARE-5).

A nivel mundial el CCR constituye la tercera neoplasia mas frecuente tras el
cancer de pulmén y mama y la segunda causa de muerte después del cancer de pulmén;
en 2018 se registraron 1,9 millones de casos nuevos de CCR y fallecieron por el mismo
alrededor de 900 mil personas (Fig. 1.1). El riesgo de padecer CCR es mayor en paises
desarrollados, las mayores tasas de incidencia se sitlan en Australia, Nueva Zelanda,
Europay América del Norte, mientras que las tasas mas bajas se sittian en Africa (excepto
Sudéfrica) y Asia Sur-Central (Fig.l.2). Estos ultimos datos hacen pensar en una
importante repercusion del estilo de vida occidental en el desarrollo del CCR. (Ferlay et
al. 2018; Freddie B et al. 2018)
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Lung
2093 876 (11.6%)

Breast
2088 849 (11.6%)

Other cancers
7 753 946 (42.9%) Colorectum
1849 518 (10.2%)
Prostate
1276 106 (7.1%)
Cervix uteri Stomach
569 BAT (3.2%) 1033 701 (5.7%)
Oesophagus Liver
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 cases

Fig. 1.1 Numero de casos a nivel mundial 2018. GLOBOCAN
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Fig. 1.2 Distribucion incidencia mundial, sexo masculino 2018. GLOBOCAN

El CCR afecta préacticamente igual a hombres y a mujeres. El riesgo de CCR
aumenta con la edad. Es poco frecuente antes de los 40 afios, mientras que su incidencia
comienza a aumentar de manera significativa a partir de entonces. Datos mas recientes de
la base de datos de Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) de los Estados
Unidos y otros registros de cancer occidentales sugieren que las tasas de incidencia estan
aumentando en el grupo de edad de 40-44, mientras que estan disminuyendo en los grupos
de mayor edad (Davis DM et al. 2011; Lumsdaine CT et al. 2020).
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El riesgo acumulado de desarrollar CCR es de un 2-6% en la poblacion general;
este riesgo es mayor en personas con historia familiar de CCR, en especial en aquellas

con sindromes hereditarios (Pinol V et al. 2004).

Histéricamente la incidencia del CCR izquierdo (descendente, sigma y recto) ha
sido més elevada que la del CCR derecho (ascendente y transverso) (Siegel R et al. 2014).
Cifras recientes de la American Cancer Society confirman esta mayor proporcién de CCR
izquierdo (51% vs 42%) (Lumsdaine CT. et al. 2020) Sin embargo, la incidencia del CCR
derecho ha aumentado en los Ultimos afios, pudiendo atribuirse esta tendencia a
diferencias en los factores anatomicos, la exposicion a factores ambientales y
hereditarios, asi como diferentes mecanismo genéticos y epigenéticos, que conducirian a

diferentes vias moleculares en la carcinogénesis del CCR (Lee GH et al. 2015).

En Europa el CCR es actualmente la segunda neoplasia mas comun tras el cancer
de mama de forma global, siendo igual para el sexo femenino y la tercera en orden tras el
cancer de prostata y pulmén en el hombre. En el afio 2018 en Europa se registraron
alrededor de 500 mil casos nuevos de CCR y la mortalidad secundaria al mismo fue de
unas 240 mil personas, siendo la segunda causa mas frecuente de muerte secundaria a
cancer por detras el cancer de pulmén y por delante del cancer de mama. (Ferlay et al.
2018; Freddie B et al. 2018 - GLOBOCAN).

En nuestro pais, el CCR es la primera neoplasia mas comdn de forma global,
siendo la segunda mas comun en la mujer tras el caAncer de mama y la segunda también
en el hombre tras el cancer de prostata. Alrededor de 12500 personas fueron
diagnosticadas en 2018 de CCR y ese mismo afio se produjeron 4145 muertes por este
tipo de neoplasia (Ferlay et al. 2018; Freddie B et al. 2018 - GLOBOCAN). (Fig. 1.3y
1.4)
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Colorectum
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Total: 270 363

Fig. 1.3 Numero de casos en Espafia 2018. GLOBOCAN
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Fig. 1.4 Tasas de incidencia por sexo en Espafia 2018. GLOBOCAN

Se estima que los diagndsticos de CCR aumentaron un 13,2% en hombres y un
6,6% en mujeres entre los afios 2006 y 2012, convirtiéndose en uno de los tumores con

mayor tasa de crecimiento dentro de los més prevalentes (Center MM et al. 2009).

El estudio EUROCARE-5 (European Cancer Registry of Survival of Cancer
Patients), muestra una supervivencia media a los 5 afios ajustada por edad para pacientes
mayores de 15 afios diagnosticados de cancer entre 2000 y 2007 variable entre los
distintos paises europeos. Para el cancer de colon estas tasas oscilan entre el 42.9 y el
62.2% (Europa 57%), siendo similares por sexos y para el cancer de recto entre 36.1 y
73.2% (Europa 55.8%), siendo discretamente mayor en el sexo femenino. El pais con

mayor supervivencia media a los 5 afios para el cancer de colon es Alemania (60.2%),
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siendo Letonia el pais con la peor supervivencia a los 5 afios. En cuanto al cancer de recto,
Bélgica encabezaria la lista con una supervivencia a los 5 afios ajustada por edad del
62.9% y Bulgaria estaria a la cola con una supervivencia del 38.4%. Esparfia se ajusta a la
supervivencia europea, con una supervivencia media a los 5 afios del 57.1% para el cancer
de colon y del 56.4% para el cancer de recto. Por Gltimo, cabe afiadir como hallazgo en
este estudio que la supervivencia a los 5 afios entre el afio 1999 y 2007 ha aumentado
tanto para el cancer de colon (54.2 vs 58.1%) como para el cancer de recto (52.1 vs
57.6%). (De Angelis R et al. 2014; Holleczek B et al. 2015 - EUROCARES).

2.2 Etiologia. Factores de riesgo

EL CCR es resultado de la combinacion de factores ambientales y genéticos.
Diversos factores de riesgo pueden aumentar las probabilidades de que una persona
presente polipos y/o CCR. Algunos factores, como la edad (la mayoria de los casos se
presentan en personas mayores de 50 afios) o el sexo (son mas frecuentes en hombres que

en mujeres), no son modificables.

La diferencia en cuanto a la incidencia de esta enfermedad entre paises, asi como
el aumento del nimero de casos en la poblacion inmigrante a zonas con alta incidencia
hace pensar en la influencia de factores ambientales en el desarrollo de esta enfermedad.
La predisposicion familiar también juega un papel importante en este tipo de neoplasia;
personas con historia familiar de CCR tienen mayor riesgo de desarrollarlo, en estos casos
la asociacidn de este tumor con sindromes neoplasicos (Poliposis Adenomatosa Familiar,

Sindrome de Lynch, Peutz Jeghers y Poliposis juvenil) es mas marcada.

La etiologia del CCR es multifactorial se ha demostrado que los factores del estilo

de vida, incluida la dieta, estan asociados con el riesgo de CCR.

Un metaanalisis de 13 estudios prospectivos de cohortes con 3.635 casos con
459.910 sujetos incluidos mostro que la dieta rica en grasa no producia un incremento en

el riesgo de CCR ni de forma global ni cuando se analizaba por grupo étnico, sexo, edad,
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tipo de grasa (animal o vegetal) o ubicacion del cancer (colon o recto) (Fedirko et al.
2011).

En el afio 2015 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)
reviso la evidencia que asocia el consumo de carne roja y procesada con el CCR, el grupo
de trabajo concluyd que existia suficiente evidencia para clasificar el consumo de carne
procesada como “cancerigeno para los seres humanos” (Grupo 1) y el consumo de carne
roja como “probablemente carcinogénico para los seres humanos” (Grupo 2A). La
revisién mas reciente del World Cancer Research Fundation - Continuous Update Project
(WCRF-CUP) concluye que la asociacion entre carne roja y riesgo de CCR es
marginalmente significativa, concluye ademas que el consumo de 100 g/dia de verduras
se asocia con una disminucion del riesgo de CCR (Vieira AR et al. 2017). Esta
publicacion ademas muestra que la fibra se asocia con una disminucion del riesgo de CCR
e indica que una ingesta de folato, vitamina B, calcio y vitamina D en la dieta de una

forma adecuada podrian contribuir a disminuir el riesgo de CCR.

En cuanto a los factores ambientales y estilos de vida asociados con el CCR la
mayoria son consistentes en estudios observacionales, aunque algunas de estas

asociaciones estan aun sin demostrar.

La obesidad es un factor de riesgo para el CCR. Un reciente metaanalisis mostrd
que el aumento de peso se asocid con un riesgo moderadamente aumentado de CCR.
Hubo un incremento de riesgo de CCR del 16 % con la categoria mas alta de aumento de
peso en comparacion con la categoria de referencia, ademas demostro que el aumento de
peso desde la juventud hasta la edad adulta se asocié con un mayor riesgo de CCR que el
aumento del peso desde la edad adulta hasta la vejez; asociacion que es ligeramente mas
marcada en el hombre que en la mujer (Baena R et al. 2015, Karahalios et al. 2015). La
relacion entre obesidad abdominal y CCR aparece reflejada en un metaandlisis reciente,
en este se demuestra que un mayor indice cintura-cadera, asi como una mayor
circunferencia abdominal se relacionan con un mayor riesgo de desarrollar este tipo de
neoplasia (Dong Y et al. 2017).
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Entre otros factores de riesgo de padecer CCR, se encuentra la Diabetes; ya que
en personas diabéticas es un 37% mas elevado que en los no diabéticos (Luo S et al.
2016). El consumo moderado (< 50 g/dia) y elevado de alcohol (> 50 g/dia) suponen un
incremento en el riesgo de desarrollar CCR, no encontrandose resultados significativos
para el bajo consumo (Bagnardi V et al. 2015). La actividad fisica se asocia con un riesgo
reducido de CCR proximal y distal (Boyle T et al. 2012).

2.3 Fisiopatologia.
e Anatomia e Histologia

Se entiende por cancer colorrectal (CCR) aquella formacion maligna iniciada en la
mucosa del colon o del recto cuya histologia tipica corresponde a un adenocarcinoma
(Schneider et al. 2014). Estd considerada una enfermedad multifactorial en la que

intervienen tanto factores genéticos como ambientales (Arvelo et al. 2015).

El intestino grueso o colon es el 6rgano comprendido entre la valvula ileocecal y el
ano, con una longitud aproximada de150 cm. Se divide en 6 partes bien diferenciadas:
ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente, sigma y recto. Su pared
estd dispuesta en cuatro capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa. En todo su

recorrido a excepcion de la parte distal del recto es intraperitoneal.

La mucosa es lisa y revestida de células mucosecretoras y cilindricas, que poseen
microvellosidades que le confieren sus propiedades absortivas. Las glandulas de
Lieberkilhn son mas profundas y en su parte inferior poseen criptas con células
caliciformes argentafines e indiferenciadas o células madre. La lamina propia presenta
linfocitos, eosinofilos y células plasmaticas, y de forma dispersa aparecen foliculos
linfoides. En la submucosa se encuentra el plexo de Meissner, constituido por un grupo
de neuronas y haces nerviosos. La capa muscular posee fibras de musculo liso cuya
disposicion difiere entre el colon (tenias) y el recto (disposicion continua), en esta capa

existe otro plexo conocido como plexo mioentérico de Auerbach.
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e Mecanismos de generacion del CCR

El desarrollo del CCR es consecuencia de un proceso secuencial de mutaciones
geneticas que se acumulan a lo largo del tiempo, produciendo activacion de oncogenes e
inactivaciéon de genes supresores de tumores. Estos procesos son responsables de una
inestabilidad genética en la mucosa colorrectal que se traduce en el desarrollo de un tumor
(Fearon y Volgestein 1990). Los modelos matematicos han estimado que el nimero de
alteraciones requeridas para el desarrollo de esta enfermedad debe ser superior o igual a
siete, siendo la suma de éstas, y no su orden cronoldgico, lo que determinara las

propiedades biologicas del tumor.

La acumulacion de alteraciones genéticas tiene lugar mediante un esquema conocido
como “secuencia adenoma-carcinoma” (Fig. 1.5), este proceso de transformacion durara
unos afios. Inicialmente la mucosa se hara hiperplasica o adenomatosa, para pasar a
formarse un adenoma y por Gltimo un carcinoma insitu que podra crecer y hacerse

carcinoma invasor.

Wnt pathway EGFR signaling TGFp response Loss of p53
Affected evenl 5 tvation activation inactivation function Other genetic
) alterations
Gene(s) involved APC KRAS Smad2/4 pa3

Early adenoma/ Intermediate

Normal epitnefium Dysplastic crypt adenoma

Late adenoma Carcinoma Metastasis

Fig. 1.5. Alteraciones genéticas en la secuencia adenoma-carcinoma (Daves et al. 2005)

Los adenomas serrados, previamente clasificados dentro de los adenomas
hiperplasicos se transforman en tumores siguiendo una via distinta a la “secuencia
adenoma-carcinoma”, esto les confiere caracteristicas diferentes (Al-Sohaily et al. 2012).
En la tabla se muestran las diferencias entre las dos secuencias de carcinogénesis
mencionadas (Cappell. 2008, Al-Sohaily S et al. 2012). (Tabla 1.1)

11
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Tabla I.1. Diferencias de la secuencia convencional adenoma-carcinoma y la teoria adenoma serrado-

carcinoma (Cappell 2008)

Caracteristicas

Secuencia adenoma-carcinoma

Teoria adenoma serrado-
carcinoma

Lesion precursora

Adenoma convencional

Adenoma serrado

Localizacion Todo el colon Sobretodo colon derecho
Morfologia Pediculado (adenoma tubular) Sésil o plano
Sésil (adenoma velloso)
Displasia Menos frecuente Mas frecuente

Alteracion genética

Mutacién gen APC, P53

Mutacién gen BRAF

Hipermetilacion ADN Infrecuente Frecuente
IMS Raro Tipico (inactivacion hMLH1)
Sindromes genéticos PAF Poliposis hiperplasica

% CCR esporadico

85%

15%

PAF: poliposis adenomatosa familiar

Las alteraciones genéticas mas conocidas en el CCR pueden ser de tres tipos; las
producidas por la activacion de oncogenes, como K-RAS y c-MYC; las secundarias a la
inactivacion de genes supresores del crecimiento tumoral, que se expresan mediante
delecciones de los cromosomas 5q (donde esta situado el gen APC), 18g gen DCC o «
deleccionada en cancer de colon”) y 17q (donde se localiza el gen p53) y por ultimo las
que se generan por fallos en el sistema de reparacién del ADN [genes- MMR (Mismatch
Repair)], éstas inducen errores de replicacion de ADN originando la inestabilidad de

microsatélites.

El modelo de Fearon y Volgelstein ha evolucionado de forma compleja, de tal
manera que hoy en dia se conocen tres vias principales de carcinogénesis del CCR: la via
mutadora (IMS), la via supresora o de inestabilidad cromosomica (INC) y la via serrada
o del fenotipo metilador de islas de CpG (FM o CIMP) (Arvelo F. 2015).

e Lesiones precancerosas

Los polipos coldnicos son crecimientos exofiticos de la mucosa colorrectal con
tamafio, morfologia y caracteristicas variables, son lesiones facilmente detectables y

extirpables endoscépicamente.

12
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El National Polyp Study Workgroup establecié que mas del 95% de los CCR son
precedidos por lesiones premalignas que progresan durante varios afios hasta desarrollar
la enfermedad (Winawer et al. 1993).

Morfolégicamente los pélipos pueden ser planos, sésiles y pediculados; desde el
punto de vista histolégico se les clasifica en: adenomatosos, serrados y otro tipo de
polipos entre los que se incluyen los inflamatorios, hamartomatosos y otras lesiones

mucosas. (Fig. 1.6)

Los pélipos adenomatosos, son los mas frecuentes (60-70%) y los que poseen

mayor potencialidad de malignizacion. Morfoldgicamente se clasifican en sesiles,

pediculados, planos o deprimidos, e histologicamente en alto o bajo grado de displasia,

asi como en tubulares, vellosos o tubulovellosos.

Fig. 1.6. Clasificacion morfoldgica de los pdlipos adenomatosos: A) Pediculados, B) Sésiles, C) Planos, D)
Planos elevados, E) Planos deprimidos. Mayo foundation for medical education research.

Los pélipos adenomatosos mas frecuentes son los adenomas tubulares (65-80%),
siguiendo a estos los adenomas tubulovellosos (10-15%) y por ultimo los adenomas
vellosos (5-10%).

La incidencia del cancer invasor esta directamente relacionada con el nimero y
tamafio de los pdlipos, el grado de displasiay la proporcion del componente velloso. (Bas
et al. 2015, Silva et al. 2014).

13
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Se considera lesion adenomatosa avanzada, el adenoma con componente velloso
(>20%), de 10mm o mas de diametro con displasia de alto grado (DAG), y lesion no
avanzada el adenoma tubular (> 80%) con displasia de bajo grado (DBG) menor de
10mm. (Tabla 1.2)

Tabla 1.2. Clasificacion lesiones colorrectales en avanzadas y no avanzadas.

LESION ADENOMATOSA
No avanzada Adenoma tubular < 10mm

Avanzada Adenoma con componente vellosos o0 > 10mm o
con displasia alto grado

LESION SERRADA
No avanzada Pélipo serrado < 10mm sin displasia
Avanzada Pélipo serrado > 10mm o con displasia

Las lesiones serradas; son el segundo tipo de pdlipos méas frecuentes (30-10%).

Hasta hace unos afios se incluian dentro de los polipos hiperplasicos y se pensaba que no
tenian potencial de malignizacion, pero recientemente se han establecido como lesiones
precursoras de un tipo caracteristico de CCR (via serrada). Son mas frecuentes en el colon
proximal y desde el punto de vista histolégico se caracterizan por presentar un aspecto
dentado del epitelio de las criptas glandulares. El origen de estas lesiones se atribuye a
alteraciones epigenéticas en los genes responsables de la proliferacion y diferenciacion

celular, y por otro, parecen estar relacionados con mutaciones en el gen BRAF.

Dentro de las lesiones serradas existen diferentes subtipos; hiperplasicos, sésiles
y adenomas serrados tradicionales, cada uno de los cuales presenta un potencial de
malignizacion y unas caracteristicas histoldgicas y genéticas propias (Minoo P et al. 2006,
Cappell 2008, Rex DK et al. 2012).

14



I. INTRODUCCION

Tabla 1.3. Clasificacién anatomopatoldgica y caracteristicas clinicas de las lesiones serradas en el colon.
Modificado de Rex et al. 2012.

ASPECTO | TAMARNO PREVALENCIA | LOCALIZACION | PRECANCEROSO
Polipo Plano, sésil | Pequefio < | Muy frecuente Colon izquierdo No
hiperplasico 5mm
(PH)
Adenoma /| Plano, sésil | Mayor que | Frecuentes Colon derecho Si
Pélipo PH (<2%)
Serrado /
Sésil
Adenoma Sésil, Mayor que | Poco frecuentes | Colon izquierdo Si
serrado pediculado | PH
tradicional

El riesgo de lesiones sincronicas 0 metacronicas tras extirpacion de un pélipo
serrado es mayor si estas lesiones son displasicas 0 mayores de 10mm (lesiones
avanzadas, por el contrario, serian lesiones no avanzadas los polipos serrados sin displasia
0 menores de 10mm. (Lu F-I et al. 2010, Anderson JC et al. 2018)

La colonoscopia es una prueba diagnoéstica y terapéutica, que permite de manera
simulténea la exploracion de la mucosa colonica, la toma de biopsias o la realizacion de
polipectomias; pero no nos permite diferenciar el tipo histoldgico de los polipos
resecados. Por este motivo todos aquellos polipos identificados deben ser candidatos a la
extirpacion, a excepcion de aquellos en los que nos encontremos con una dificultad

técnica que no los impida.

Un problema comun en la préctica clinica habitual, derivado de la gran cantidad
de exploraciones endoscopicas que se llevan a cabo dia a dia debido al screening del CCR,
es el hallazgo de focos de carcinoma in situ en polipos resecados. Estas lesiones estan
confinadas a la mucosa y no tienen riesgo metastasico ya que la mucosa no tiene vasos
linfaticos. Los niveles de Haggit, propuestos por el autor del mismo nombre, clasifican
estas lesiones en funcion de la profundidad de afectacion de la pared del colon. (Haggitt
RC et al. 1985). El riesgo de tumor residual o invasion linfética en un paciente con un
polipo con focos de carcinoma resecado endoscopicamente dependerd del nivel de

invasion Haggit del mismo; lesiones con niveles 1,2 y 3 tienen un riesgo de malignizacién
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del 1%; lesiones nivel 4 poseen un riesgo mas elevado, entre un 12-25% (Rex DK et al.

2012).

Adenomatous

Adenocarcinoma

EERa

T

___ Submucosa

— e —— ———)

L JE _—— epithelium
Level 2 "; '
1. Normal colonic
Level 3 N mucosa
\d 4 \_:ﬁblp \
1L Neso LI _
N, .
Level 4 ' Subm ’ N\ /
__..Suomucosa  |Muscularis
- ~ | mucosae
Muscularis
“propria
Subserosal connective tissue

Pedunculated adenoma

Fig. 1.7. Clasificacién para p6lipos propuesta por Haggitt.
Nivel 0: confinado a la mucosa del pélipo.

Nivel 1: invade la submucosa de la cabeza del pélipo.
Nivel 2: invade la submucosa del cuello del pélipo.

Nivel 3: invade la submucosa del tallo del pélipo.

Nivel 4: invade la submucosa de la pared del colon.

Subserosal connective tissue

Sessile adenoma

El seguimiento endoscopico de estos pacientes a los que se les ha realizado una

polipectomia permitira la deteccion de lesiones de forma precoz, el intervalo de éstas se

establece teniendo en cuenta el ndmero de lesiones, el tamafio y las caracteristicas

histoldgicas de las mismas (Castells y Marzo 2009).

2.4 Diagnostico y screening poblacional.

El CCR es una enfermedad practicamente silente en su fase temprana, la

sintomatologia asociada a ésta ocurre generalmente es estadios avanzados y esta asociada

al crecimiento intraluminal del tumor, a la infiltracién de estructuras cercanas o a la

extension a distancia.
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Los sintomas mas frecuentes asociados al CCR son la hematoquecia, el dolor
abdominal, la anemia ferropénica, la debilidad general y el cambio en el hébito intestinal.
Sintomas menos frecuentes y que generalmente se asocian a obstruccion intestinal son la
distension abdominal y la presencia de nauseas o vomitos. La aparicion de sintomas
relacionados con invasion locorregional o perforacion hacia érganos de la vecindad como

vejiga, vagina o intestino delgado; son raros y suelen indicar irresecabilidad.

La diseminacion del CCR puede producirse por via hematdgena, por via linfatica,
por via peritoneal o por contigliidad. Al diagnéstico el 20% de los pacientes poseeran
enfermedad metastasica linfatica, hepética, pulmonar y/o peritoneal. (Smith RA et al.
2001)

e Diagnéstico del cancer colorrectal.

El diagnodstico del CCR estara encaminado a localizar la lesién tumoral, asi como
determinar si existe enfermedad a distancia, afectacion de érganos vecinos y si ademas
hay otras lesiones sincronicas. La valoracion preoperatoria del paciente debe incluir una
historia clinica detallada, una exploracion fisica, un estudio radiol6gico y una valoracion
anatomopatologica de la lesion biopsiada para tener la maxima informacion de cara a

determinar el estadio de la enfermedad, planificar el tratamiento e indicar el prondstico.
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Tabla I.4. HISTORIA CLINICA Y EXAMEN FiSICO DIRIGIDOS A ESTRATIFICAR EL RIESGO DE
CCR EN PACIENTES SINTOMATICOS.

PRESENCIA DE UNO O MAS DE LOS SIGUIENTES SINTOMAS
e Masa abdominal o rectal palpable
e Anemia por déficit de hierro
e Rectorragia
- Color (rojo oscuro frente a brillante)
- Localizacidn de la sangre en relacién con las heces
e Cambio en el habito intestinal
- Diarrea
- Estreflimiento
- Tenesmo
- Urgencia o incontinencia
e Pérdida de peso
e  Malestar abdominal
e Sintomas perianales
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS
e Edad
e  Sexo
FACTORES DE RIESGO
Estilos de vida
Antecedentes personales de p6lipos colorrectales
Antecedentes personales de Ell (CU o EC)
Antecedentes familiares de CCR o polipos
Predisposicion genética
EXAMEN FISICO
Peso y comparacion con medidas previas
Exploracion anal y rectal
Exploracion abdominal (masas palpables)
Evaluacion de la anemia (recuento celular, ferritina, volumen corpuscular)
o  Valorar test de SOHi
Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal (CU: Colitis Ulcerosa; EC: Enfermedad de Crohn)

La técnica de eleccion para el diagndstico del CCR es la colonoscopia completa,
que posee una sensibilidad en la deteccion de tumores es del 90-95% y un indice de
complicaciones del 0.1%, siendo las mas importantes la perforacion y la hemorragia. La
exploracion debe ser completa para identificar posibles lesiones sincronicas (3-5%) o
polipos asociados al tumor (28%) y deben biopsiarse o resecarse todas aquellas lesiones
que técnicamente sean posibles (Cunningham D et al. 2010, Codina A et al. 2003). En
caso de que no se pueda completar la exploracion, en el caso de neoplasias obstructivas
0 estenosantes, serd necesario realizar un enema opaco con doble contraste, una
colonografia o colonoscopia virtual, 0 una colonorresonancia y en casos en los que esto

no sea posible una colonoscopia intraoperatoria (Pickhardt PJ et al. 2011).
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El estudio de extension se completara con un TC toraco-abdominal, pudiendo
realizarse una RM hepaética en el caso de sospecha de metéastasis hepéaticas en el TC y un
PET-TC en caso de enfermedad metastasica resecable, para valorar posible afectacion a
distancia que haya pasado desapercibida en el resto de las pruebas de imagen. Los
marcadores tumorales no son utiles para el diagnostico, pero si lo seran para el

seguimiento, ayudandonos a detectar recidivas tumorales de forma precoz.

En cuanto a las pruebas de imagen en el cancer de recto, aparte de las realizadas
para el cancer de colon es importante la resonancia magnética (RM) pélvicay la Ecografia
endorrectal que nos dard informacion complementaria y mas precisa acerca de la
afectacion transmural y los ganglios afectados. Es muy importante el examen digital y la
rectoscopia rigida, ya que nos daran informacion complementaria sobre la localizacion y
extension tumoral, relevante a la hora de valorar la respuesta a la neoadyuvancia y a la

hora de planificar el tipo de intervencion.

e Screening poblacional

El hecho de que el CCR sea practicamente asintomatico en sus fases tempranas,
plantea la necesidad de un screening poblacional para realizar un diagnostico precoz y
aportar un beneficio en la poblacion. Actualmente, las recomendaciones de la Sociedad
Espafiola de Gastroenterologia para el cribado del CCR en nuestro medio, contemplan la
realizacion de exploraciones en la poblacion general adulta partir de los 50 afios
(poblacion de riego medio), y antes de esa edad en personas con mayor riesgo de
desarrollar CCR (Cubiella J et al. 2018)

Las recomendaciones establecidas con las siguientes:

 En poblacion de riesgo medio se recomienda el cribado con una sola determinacién de
sangre oculta en heces inmunolégica (SOHi) cada dos afios entre los 50 y los 75 afios.
Se aconseja utilizar estrategias para minimizar los falsos negativos asociados a

temperaturas superiores a 30 °C de la prueba.
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 En poblacion de riesgo medio no se recomienda el cribado mediante la deteccion de
ADN en heces.

* En la poblacion de riesgo medio no se recomienda el cribado poblacional con
colonoscopia. La colonoscopia de cribado (directa o para evaluacion de una prueba
positiva) se debe realizar bajo sedacién, en condiciones de limpieza adecuada, con

intubacion cecal y con un tiempo de retirada no inferior a los 6-8 min.

 Ante una colonoscopia previa completa y de buena calidad sin hallazgos significativos,

se sugiere la vuelta al programa de cribado a los 10 afos.

« En lapoblacion de riesgo medio se recomienda la sigmoidoscopia flexible como prueba
de cribado de CCR, si esta disponible. Se aconseja un intervalo entre sigmoidoscopia

de cribado de 10 afos.

« Tras la deteccion por sigmoidoscopia de un pdlipo adenomatoso o de un poélipo serrado
distal de tamafio superior a 10 mm o con displasia de alto grado se requiere la
realizacion de una colonoscopia completa. No se recomienda la realizacion de una
colonoscopia completa tras la deteccion por sigmoidoscopia de pélipos hiperplasicos

distales.

« En la poblacién de riesgo medio no se recomienda ofrecer la colonografia TC como
estrategia de cribado del CCR. Se aconseja para la evaluaciéon de una prueba de SOH
positiva en individuos en los que esta contraindicada la colonoscopia o con una

colonoscopia incompleta por causa diferente a una mala limpieza colénica.

 En poblacion de riesgo medio no se recomienda ofrecer la capsula de colon como
estrategia de cribado del CCR. Se sugiere ofrecer la capsula endoscopica para la
evaluacion de una prueba de SOHi positiva en individuos en los que esta contraindicada
la colonoscopia o con colonoscopia incompleta por causa diferente a una mala limpieza

coldnica.

 No se recomienda el uso de biomarcadores en sangre periférica como prueba de cribado
de CCR.

El cribado del CCR es coste-efectivo, con independencia de la estrategia empleada. La
eleccion del método depende, entre otros factores, de la aceptacion por el paciente y la

disponibilidad de los recursos.
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2.5. Clasificacion TNM

Conocemos como estadificacion a la clasificacion por estadios del cualquier tipo
de tumor; ésta se lleva a cabo en funcion de la extension de la enfermedad, determinada
por el grado de diseminacion locorregional (pared del colon y ganglios linfaticos
regionales) y el grado de diseminacion a distancia (via hematogena o via linfatica). Esta
clasificacion es fundamental a la hora de planificar el tratamiento adecuado a cada tipo

de tumor, asi como para establecer el pronostico de dicha enfermedad.

Los sistemas de clasificacion mas frecuentes en el CCR son los de Dukes, Astler-

Coller y el de el American Joint Committee on Cancer (clasificacion. TNM)

En 1932 Dukes establecié un sistema de clasificacion muy sencillo, en el se
definian tres estadios, A, B y C; segun el tumor invadiera la pared sin alcanzar la
subserosa, sobrepasandola o afectara a los ganglios locorregionales respectivamente.
Posteriormente este sistema de clasificacion sufrié una serie de modificaciones, la mas
importante en 1954 llevada a cabo por Astler-Coller afiadiendo a la clasificacion los
estadios B1y B2, asi como C1y C2, segun la afectacion del espesor de la pared del colon.
Mas tarde en 1967, Turnbull afiadi6 la “D” a la clasificacion de Dukes para determinar

aquellos tumores con metastasis a distancia.

El American Joint Committee on Cancer (AJCC) establece en 1954 la primera
clasificacion TNM para el cancer de colon y es en la actualidad la mas utilizada.
(http://www.cancerstaging.org). El sistema AJCC/TNM describe la extension del tumor
primario (T), la ausencia o presencia de afectacion de ganglios linfaticos regionales (N),
y la ausencia o presencia de metéastasis a distancia (M). (Tabla 1.5)

La etapa o estadio en el que se encuentra el tumor se designa en nimeros romanos
desde el “0” hasta el “4” y vendra determinado por la combinacion de las categorias T, N
y M. (Tabla 1.6)
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Varios estudios evalUan la importancia prondstica de diferentes caracteristicas
histol6gicas, moleculares y clinicas; sin embargo, el estadio del tumor sigue siendo el
mejor indicador de prondéstico a largo plazo en el CCR. La tasa de supervivencia global
a los 5 arios es del 93% para el estadio 1; 85% estadio 1A, 72% estadio 11B, 83% estadio
1A, 64% estadio 111B, 44% estadio I11C y 8.1% estadio I11C (O'Connell JB et al. 2004).

Tabla 1.5. Clasificacién TNM para el CCR. AJCC Cancer staging manual. 8th edition

T TUMOR PRIMARIO
Tx No se puede evaluar tumor primario.
TO No hay evidencia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ o intramucoso (afecta lamina propia, sin rebasar la muscularis propia.
Tl Invasion de la submucosa.
T2 Invasidn de la muscularis propia sin sobrepasarla.
T3 Invasidn de la serosa o grasa peric6lica.
T4 Invasion de 6rganos adyacentes y/o perfora el peritoneo visceral.
T4a El tumor afecta a la superficie serosa por extension directa del tumor.
T4b El tumor invade directamente 6rganos o estructuras adyacentes.
N GANGLI0OS LINFATICOS REGIONALES
NX No se pueden evaluar ganglios linfaticos regionales.
NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales. Células tumorales aisladas
subcapsulares o marginales <0.2mm.
N1 Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales. Micrometastasis 0.2-2mm.
Nla Metastasis en 1 ganglio linfatico regional
N1b Metastasis en 1-2 ganglios linfaticos regionales
Nic Depositos tumorales satélites en la subserosa, mesenterio o tejidos no peritonizados
pericolicos o perirrectales sin metastasis regionales.
N2 Metastasis en 4 0 mas ganglios linfaticos regionales.
N2a Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales.
N2b Metastasis en 7 0 mas ganglios linfaticos regionales.
M METASTASIS A DISTANCIA
MO No hay metéstasis a distancia.
M1 Hay metéstasis a distancia.
Mla Metastasis confinadas a un o6rgano (higado, pulmén, ovario, ganglios linfaticos no
regionales)
M1b Metastasis en mas de un érgano o peritoneo.
Mlc Metastasis en la superficie peritoneal aislada o con metastasis en otros érganos
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Tabla 1.6. Estadificacion CCR. AJCC Cancer Staging manual. 8th edition.

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1,T2 NO MO
Estadio Il T2,T3 NO MO
lla T3
I1b T4a
llc T4b
Estadio I11A T1,T2 N1 MO
T1 N2a
Estadio 111B T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a
T1,T2 N2b
Estadio I11C T4a N2a MO
T3, T4a N2b
T4b N1, N2
Estadio IVa Cualquier T Cualquier N Mla
Estadio 1'Vb Cualquier T Cualquier N M1b
Estadio IVc Cualquier T Cualquier N Mlc

2.6 Manejo clinico y tratamiento

Tratamiento quirdrgico del cancer de colon

El tratamiento del cancer de colon consiste en la reseccion quirargica del tumor
primario asociado a la exéresis del tejido linfatico circundante, el objetivo de la cirugia

serda llevar a cabo una reseccion curativa.

Toda intervencion quirurgica debe iniciarse con la estadificacion intraoperatoria,
inspeccionando y/o palpando el higado y el peritoneo para descartar que existe

enfermedad a distancia.

A la hora de definir la extension de la reseccion colica hay que tener en cuenta
tanto los margenes proximales y distales, que deben ser de al menos 5 cm, como la
realizacion de una linfadenectomia adecuada; debemos de tener en cuenta tambiéen el
soporte vascular, si el tumor se localiza entre dos vasos principales, ambos deben ligarse

en origen. Las recomendaciones actuales son la exéresis de al menos 12 ganglios para
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una correcta estadificacion tumoral; que nos va a proporcionar informacion pronostica y
nos va a guiar en la indicacion del tratamiento adyuvante. La reseccion en bloque de los
organos adheridos podria ser necesaria en tumores avanzados para realizar una reseccion
RO (Cunningham D et al. 2010).

Segun la localizacién del tumor, el tratamiento quirdrgico lo podemos dividir en:

- Hemicolectomia derecha, se realiza generalmente para tumores que
asientan desde el ciego hasta la parte proximal del colon transverso (Fig.
1.8), en el caso de tumores del colon transverso o tumores en angulo

esplénico se realizard una hemicolectomia derecha ampliada (Fig. 1.9)

- Hemicolectomia izquierda, en tumores localizados en la parte distal del
colon transverso o colon descendente. (Fig. 1.10)

- Sigmoidectomia, en el caso de cancer de colon sigmoide. (Fig. 1.11)
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En pacientes con tumores multiples, la colectomia total en principio no es
mandatoria, la extensién de la reseccion debe seguir los principios de radicalidad
descritos previamente; sin embargo, muchos pacientes esta avocados a una colectomia

subtotal con anastomosis ileorrectal.

En los sindromes hereditarios, como es el caso de la PAF, debe realizarse una
colectomia profilactica para evitar el desarrollo de CCR. En el caso del SL, dado que
presentan un riesgo incrementado de desarrollar tumores metacrénicos y una progresion
mas rapida desde adenoma a carcinoma, se recomienda la realizacion de resecciones
extensas (colectomia o proctocolectomia total) en pacientes jévenes para el tratamiento
de las neoplasias colorrectales (de Jong AE et al. 2004, Castell y Marzo 2009, Jasperson
KW et al. 2010).

En el caso de enfermedad metastasica, la reseccion de estas metastasis puede
realizarse de manera simultanea o en otro tiempo quirdrgico, en el caso de afectacion
hepatica la reseccion simultanea se relaciona con una elevacion en la morbi-mortalidad
postoperatoria en pacientes mayores de 70 afios, por lo que este tipo de abordaje debe

llevarse a cabo en dos tiempos, si fuera posible.

En casos urgentes debe realizarse un procedimiento radical si fuera posible, la
obstruccidn intestinal puede manejarse colocando un stent intraluminal y realizando

cirugia electiva posterior.

Los procedimientos locales en el cancer de colon se consideran oncologicamente
adecuados, solo si la reseccion es de espesor completo (R0), el tumor esta confinado a la
mucosa (pT1), su grado de diferenciacion es bueno o moderado (G1-G2), no existe

invasion linfatica (LO) ni vascular (\V0) y el diametro tumoral es menor de 3cm.
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Tratamiento quirdrgico del cancer de recto

El tratamiento quirtrgico del cancer de recto presenta consideraciones especiales.
Con intencion curativa, actualmente se contemplan cuatro opciones: reseccion local,
reseccion anterior con anastomosis, intervencion de Hartmann y la amputacion

abdominoperineal.

1. Tratamiento local:

El tratamiento local en el cancer de recto consiste en la exéresis del espesor
completo de la pared rectal para obtener un espécimen que permita la diferenciacién entre
un tumor T1-T2. EI TAMIS (transanal minimally invasive surgery) y el TEM (transanal
endoscopic microsurgery), son técnicas preferibles a la escision transanal convencional
debido a la disminucion del riesgo de reseccion incompleta (Christoforidis D et al. 2009,
Qi Y etal. 2011).

La escision local en el cancer de recto es aplicable en estadios precoces, limitados
a la mucosa y con diametros menores de 3 cm, sin evidencia de afectacién linfatica ni
venosa extramural valoradas por RM. La presencia de factores anatomopatolédgicos de
mal pronostico: margen afecto, invasion submucosa nivel 3, invasion linfovascular o
perineural, tumores con componente mucinoso o anillo de sello, seria indicacion de llevar

a cabo una cirugia mas radical (Chang AJ et al. 2008).

El riesgo de afectacion ganglionar es del 0-12% y la recurrencia local a los 5 afios

es del 0-24% para tumores T1 tratados con escision local.

En determinados casos, como pacientes de edad avanzada o con enfermedades
asociadas y alto riesgo quirdrgico para procedimientos radicales, se puede plantear la

reseccion local fuera de protocolo.
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2. Reseccién anterior

La cirugia radical en el cancer de recto implica la reseccion del recto y del
mesorrecto, para conseguir el control local de la enfermedad. La reseccion anterior es una
técnica que se puede emplear en tumores avanzados localizados en el tercio superior o
medio del recto. Actualmente, se considera que el margen distal es suficiente con 2 cm,
adquiriendo una mayor importancia el margen de reseccién circunferencial y el concepto
de escision total del mesorrecto. Existe margen circunferencial afecto cuando existen
células tumorales a menos de 1 mm del margen radial de la muestra, este hecho ha

demostrado ser un importante predictor en la recurrencia local y la supervivencia.

La escision total del mesorrecto, o técnica de diseccion aguda del mesorrecto
respetando planos embrioldgicos, fue descrita por Heald y popularizada en los afios 80.
Esta técnica asegura una exeéresis tumoral adecuada, asegurando el menor dafio nervioso
posible (Fig. 1.12). La publicacion original describe una recurrencia local del 3.7% sin
quimioradioterapia, siendo esta del 20-30% en el caso de realizarse una diseccién menos
precisa. Se ha comprobado que es una técnica factible, segura y su abordaje laparoscépico
no parece implicar ninguna desventaja oncoldgica (Leroy J et al. 2004, Leroy J et al.
2004a, Piso P et al.2004).

Linea de escision
incluyendo mesorrecto

Fig. 1.12
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En ocasiones en conveniente realizar una ileostomia de proteccion en casos de
anastomosis muy bajas o en pacientes con importante comorbilidad asociada, evitando la
temida fuga anastomotica y sus consecuencias. Una alternativa novedosa para proteger
anastomosis de alto riesgo es la ileostomia virtual descrita por Sacchi et al (Sacchi M et
al. 2011)

El estudio COLOR Il concluyé que la escision total de mesorrecto realizada con
abordaje laparoscépico o abierto, tenia resultados oncoldgicos comparables, pero los
datos en cuanto a la estancia hospitalaria, la infeccion de herida y el sangrado eran
favorables para el abordaje laparoscdpico (Jaap Bonjer et al. 2015) Estos hallazgos han
sido cuestionados por dos ensayos clinicos (ALaCaRT y ACOSOG Z6051), que no han
demostrado la superioridad de la laparoscopia frente a la cirugia abierta en cuanto a la
reseccion quirurgica adecuada y concluyeron gue los hallazgos no aportaban la suficiente
evidencia para establecer de rutina el abordaje laparoscopico (Stevenson A et al. 2015;
Fleshman J. et al. 2015). La cirugia robdtica podria ser un instrumento valioso para la
diseccion pélvica, mientras que la ETM por via transanal podria disminuir las dificultades
técnicas para la diseccion que encontramos en pacientes con pelvis estrechas y

mesorrectos prominentes.

3. Amputacion abdominoperineal.

La Amputacién abdominoperineal (AAP) fue desarrollada por Miles en los paises
anglosajones a comienzos del siglo XX (Galler AS et al. 2011). Esta indicada en tumores
de recto en los que una exéresis curativa no permite conservar el aparato esfinteriano, asi
como para tumores del canal anal. Se considera una técnica en regresion, puesto que un
porcentaje elevado de pacientes con céncer de recto pueden someterse a una cirugia
preservadora de esfinteres, ademas muchos cirujanos colorrectales y pacientes consideran
la preservacion esfinteriana y de la continuidad intestinal como un marcador de calidad

en la cirugia del cancer de recto.

La intervencidn consiste en la reseccién del sigma, recto y ano y la confeccion de

una colostomia permanente.
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La decision de hacer una AAP o una intervencién con preservacion de esfinteres
debe de tomarse antes de iniciar el tratamiento neoadyuvante; es decir que el posible
efecto de reduccién tumoral inducido por la radioterapia preoperatoria no debe de
modificar la indicacién de amputacién si en el estudio preoperatorio existe evidencia de

afectacion esfinteriana (NIH consensus conference 1990).

El concepto de amputacion extraelevadora se introdujo con el objetivo de mejorar
los resultados en céncer de recto bajo localmente avanzado. La parte abdominal de la
intervencion se realiza por el mismo plano de la ETM, pero el mesorrecto no se libera de
los musculos elevadores. El paciente se cambia a posicion de prono para completar el
tiempo perineal, resecando el ano y el recto bajo hasta llegar al plano de los elevadores.
El resultado de esta intervencion es una pieza con forma de cilindro, que evita la

caracteristica muesca de la unién anorrectal en la amputacion convencional.

Si la funcion esfinteriana esta intacta:

- Entumores entre 11 - 15 cm de distancia del margen anal estaria indicado
realizar una reseccion anterior baja con ETM o reseccion anterior alta con
EPM (en el caso de tumores en union RS).

- Tumores entre 6-10 cm de margen anal la cirugia ideal seria una RAB +
ETM.

- Entumores entre 5y 0 cm del margen anal estaria indicada la amputacion
abdomino-perineal, pudiendo realizarse una reseccién anterior ultra baja
con ETM (siempre y cuando se pueda asegurar un margen de seguridad

distal de 2cm.

Si la funcion esfinteriana esta alterada; lo ideal en todos los casos seria realizar

una amputacion abdomino-perineal.

Tratamiento adyuvante

El requisito fundamental para indicar tratamiento adyuvante es que se haya

Ilevado a cabo una exéresis completa del tumor (RO). La indicacién se basara en si existen
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0 no metastasis linfaticas (pN), determinadas por el estudio histopatoldgico de al menos

12 ganglios linfaticos.

Esta contraindicado el tratamiento adyuvante en aquellos casos en los que no se
haya podido llevar a cabo una exéresis tumoral completa (R0), pacientes cirréticos (Child
B o C), pacientes con insuficiencia cardiaca (NYHA 11l o 1V), insuficiencia renal
preterminal o terminal, aplasia medular o incapacidad para llevar a cabo el seguimiento

requerido.

En el caso del cancer de colon, la neoadyuvancia, radioterapia o
quimiorradioterapia generalmente no estan indicadas. En tumores no obstructivos con
metastasis a distancia, el tratamiento neoadyuvante puede ser una opcion para controlar
de la enfermedad antes de la intervencion. En cuanto al cancer de recto, el estudio aleméan
CAO/ARO/AIO 94, demostré una incidencia significativamente menor de recurrencia
local y toxicidad, y una mayor incidencia de preservacion de esfinteres con tratamiento
neoadyuvante en comparacion con quimiorradioterapia postoperatoria. Desde entonces,
el tratamiento neoadyuvante se considera el tratamiento de eleccion en el cancer de recto
estadio 11 y 111 (Cunningham D et al. 2010).

La quimioterapia adyuvante esta indicada en pacientes con cancer de colon estadio
1. Numerosos ensayos clinicos randomizados, han demostrado una reduccidn
significativa en la recurrencia y una mejoria en la supervivencia global tras tratamiento
con 5-fluorouracilo (5-FU) / Acido folinico, mientras otros estudios han demostrado que
el 5-FU/Acido folinico, asociado a Oxaliplatino mejoran significativamente la
supervivencia libre de enfermedad. En pacientes en los que exista contraindicacion para
utilizar Oxaliplatino, podria utilizarse una fluoropirimidina en monoterapia. Lo
recomendable es el tratamiento por via oral y dada la elevada toxicidad, la administracién

en bolos intravenosos debe evitarse. (Van Cutsen et al. 2014)

La terapia adyuvante esta contraindicada en cancer de colon estadio I, pero como

anteriormente se ha comentado en determinados escenarios en los que exista un riesgo
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elevado de recurrencia puede considerarse, pero siempre dentro de ensayos clinicos
controlados. (Argilés G. et al. 2020)

La quimioterapia (QT) en el cancer de recto, se basa en regimenes de 5-FU o su
profarmaco oral, la capecitabina. Otros farmacos como el oxaliplatino, el irinotecan o los
nuevos agentes bioldgicos, han demostrado mejorar la supervivencia en pacientes con
enfermedad sistémica. El valor de la QT adyuvante para tumores de recto estadio 11l o
estadio Il de alto riesgo, aconsejada por muchos oncélogos en analogia al tratamiento
adyuvante para el cancer de colon, es controvertida, ya que el 20-25% de los pacientes
desarrolla enfermedad sistémica a pesar de control local en la pelvis. La QT
postoperatoria en pacientes tratados con quimio-radioterapia preoperatoria no esta basada
en una evidencia cientifica solida. Los ensayos clinicos actuales estan investigando el

efecto preoperatorio de la radioterapia (RT) y la QT preoperatoria a dosis plenas.

La supervivencia especifica a los 3 afios tras cancer de recto es del 84.8% en pacientes
con enfermedad locorregional, alrededor de un 20% de estos pacientes desarrollaran
enfermedad sistémica en los 5 afios siguientes tras tratamiento con intencion curativa,
siendo la mediana de supervivencia para estos pacientes es de 13.4 meses. La tasa de
recurrencia a los 5 afios para tumores de recto T1-T3 es del 4.2% en pacientes tratados
con RT preoperatoria y del 4.9 en pacientes tratados solo con cirugia. En tumores T4 la

recurrencia local a los 5 afios es del 9.3%.

Tratamiento paliativo

Existen diferentes tipos de tratamiento paliativo que se instauraran teniendo en
cuenta la situacién del paciente (cirugia, tratamiento endoscépico, radioterapia,
quimioterapia, radiologia intervencionista, etc.). La cirugia debe realizarse con intencion
exclusivamente paliativa, con el objetivo claro de intentar minimizar las complicaciones
que pueden surgir con la evolucién del tumor primario; estenosis, sangrado e infiltracion
tumoral de érganos vecinos. Si no pudiera llevarse a cabo la reseccion del tumor primario,

podria indicarse una derivacion digestiva o un estoma. Si el tumor no fuera resecable las
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opciones terapéuticas dependeran del estado general del paciente y de la comorbilidad de

este.

Las diferentes estrategias pueden ir desde:

- Convertir un tumor irresecable en resecable (especialmente en el caso de
metastasis pulmonares o hepaticas)

- Prolongar la progresion libre de enfermedad

- Aportar a los enfermeros las mejores medidas de confort durante su

enfermedad

2.7 Seguimiento

A pesar del esfuerzo puesto en la cirugia y tratamiento sistémico, entre un 25-50%
de los pacientes intervenidos con estadio Il o Ill, tendran una recurrencia después del
tratamiento inicial. El seguimiento estrecho de estos pacientes en los 5 afios siguientes a
la intervencion ha demostrado que el diagndstico de la recidiva y el posible tratamiento

de esta, pueden mejorar la supervivencia de la poblacion (Baca B et al. 2011)

Existen diferentes guias de seguimiento recomendadas por distintas sociedades
cientificas nacionales e internacionales, que publican periddicamente sus guias para el

seguimiento del paciente intervenido de CCR.

El régimen de seguimiento debera adaptarse al estadio tumoral. En pacientes con
E I, el riesgo de recurrencia tras una reseccion RO es bajo; en estos pacientes la realizacién
de una colonoscopia a las 2-3 afios de la intervencion seria suficiente para identificar de
forma precoz tumores secundarios. Este régimen de seguimiento seria diferente para
tumores con mayor riesgo de recurrencia (G3/G4, afectacion linfovascular, tumores
perforados) en estos casos deberia incluirse en el seguimiento una deteccion de niveles
de CEA cada 6 meses hasta los 5 afios de la intervencién, asi como un TC de torax
abdomen y pelvis cada 6 meses durante los dos primeros afios y posteriormente cada afio

hasta el quinto afio de la intervencion.
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3. CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO.

El CCR representa una de las patologias tumorales con mayor numero de casos
familiares, con un porcentaje aproximado del 30% de tumores atribuibles a causas
heredadas (Binefa et al. 2014). Dentro de este 30% debemos distinguir entre CCR
hereditario y el CCR familiar: EI CCR hereditario es aquel en el que se identifica un claro
modelo de transmisién, generalmente una alteracion genética en una linea germinal (1-
5%), dentro de este tipo de CCR se incluye el SL (2-5%) y la PAF entre otros. El CCR
familiar constituye el 20-30% restante, en él que se observa una agregacion de casos
familiares, pero no se asocia a un claro patron hereditario, dentro de este grupo se

encontraria, por ejemplo, el sindrome familiar tipo X (Shiovitz et al. 2014).

3.1 SINDROME DE LYNCH

Concepto vy variantes

El sindrome de lynch es la forma mas frecuente de CCR hereditario, representando
entre un 1-3% de todos los CCR diagnosticados; es un sindrome con un patrén hereditario
autosomico dominante que se asocia al desarrollo de tumores de varias estirpes celulares
(Lynch HT et al. 2009).

Los pacientes con este sindrome tienen un riesgo del 60-80% de desarrollar CCR
a lo largo de su vida. Este tipo de tumores tienen una serie de caracteristicas especiales;
se desarrollan a una edad mas precoz que en la poblacion general, habitualmente antes de
los 50, poseen una carcinogénesis acelerada, suelen localizarse en colon proximal y estan
asociados a tumores sincronicos (18%) o metacronicos (24%) (Lynch HT. et al. 2009).
Desde el punto de vista anatomopatoldgico poseen una histologia mucinosa con células
en anillo de sello, de crecimiento medular, bajo grado de diferenciacion celular,

infiltracion linfocitaria y reaccion Crohn-like (Jetkins MA et al. 2007).
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Ademas de CCR, estos pacientes poseen un riesgo aumentado de desarrollar
principalmente cancer de endometrio, que en las mujeres es el segundo tumor mas
frecuente; 40-60% a lo largo de la vida; también presentan mayor riesgo de cancer de
estdmago, pancreas, sistema urinario, ovario, vias biliares e intestino delgado. (Watson P
et al. 2008; Kastrinos F et al. 2014). Con menor frecuencia pueden presentar tumores
cerebrales (glioblastoma) o cutaneos (queratoacantomas, adenomas o adenocarcinomas
sebaceos), combinaciones que reciben el nombre de Sindrome de Turcot y Sindrome de

Muir-Torre respectivamente (Hamilton SR et al. 1995)

Los individuos afectados por el SL pueden desarrollar pélipos colénicos con mas
frecuencia que la poblacion general, sin embargo, la poliposis es infrecuente. Estos
polipos poseen unas caracteristicas determinadas: aparecen a edades mas temprana,
tienen un tamafio mayor e histolégicamente tienen mayor capacidad de degeneracion.
(Jasperson KW et al. 2010, Cappell. 2008, Kastrinos F et al. 2014, Vasen et al. 2007).

El SL esta causado por una mutacion germinal en alguno de los genes reparadores
de &cido desoxirribonucleico (ADN) (MLH1, MSH2, MSH6 Y PMS2), un sistema clave
para mantener la integridad de ADN durante su replicacion celular. Recientemente se ha
identificado un nuevo silenciamiento epigenético del promotor del gen MSH2, secundario
a la deleccion en el extremo 3’ del gen EPCAM (Ligtenberg MJL et al. 2009). Estas
alteraciones dan lugar a la acumulacion de secuencias genéticas Ilamadas microsatélites

y mutaciones en genes supresores (TGF, BRIl y BAX).

Existe una correlacion genotipo-fenotipo de las mutaciones en los genes
reparadores. MLH1 se asocia con mayor riesgo de desarrollar CCR a una edad mas
precoz, MSH2 se asocia con mayor riesgo de tumores extracolonicos, y MSH6 con mayor
riesgo de cancer de endometrio; mientras que mutaciones en PMS2 se relacionan con
menor riesgo de desarrollar tanto CCR como endometrial (15- 20%) en comparacion con

portadores de otras mutaciones (Balmafia J. et al. 2010).
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Diagnostico

El diagnostico del SL supone un reto en la préctica clinica habitual, ya que los
pacientes con este sindrome no poseen unas caracteristicas fenotipicas especificas. La
sospecha clinica se establece en la historia personal y familiar del paciente, pero el
diagnostico de certeza requiere la identificacion de la mutacion germinal en alguno de los
genes reparadores del ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM). Sin embargo, hoy

en dia no se realiza examen genetico a todos los pacientes que han presentado CCR.

La identificacion de la mutacion requiere un analisis molecular a nivel tumoral y
una confimacion posterior con un analisis genético de la linea germinal (Palomaki GE et
al. 2009).

Como se ha indicado previamente, la alteracion del sistema reparador de ADN
produce acumulacion de mutaciones somaticas que afectan a fragmentos repetitivos de
ADN (microsatélites), distribuidos a lo largo del genoma, fendmeno denominado
Inestabilidad de microsatélites (IMS), la pérdida de expresion de la proteina
correspondiente al gen mutado es detectable en la biopsia tumoral por
inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica nos ofrece la ventaja de dirigir el analisis

genetico del gen que codifica la proteina no expresada.

En el caso de pérdida de expresion para MLH1 y PMS2 hay que tener en cuenta
que entre el 75-80% de los pacientes con ésta pérdida de expresion es secundaria a una
hipermetilacion de promotor de MLHL1, sin que exista mutacidn germinal, y por tanto no
se tratara de un SL, para el diagnostico diferencial, podemos determinar la mutacion
somatica del gen BRAF (V600E), ya que ésta se asocia a tumores con hipermetilacion de
MLH1 (Bessa X et al. 2008). Por tanto, en pacientes con IMS para alguna de las proteinas
reparadoras del ADN (habiendo descartado hipermetilacion de MLH1), debe investigarse
la presencia de mutaciones germinales en los genes reparadores de ADN (Rodriguez-

Bigas MA et al. 1997). En la Fig 1.13, se describe este algoritmo diagnostico.
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Fig 1.13 Estrategia diagnostica sindrome de Lynch

La mayoria de los casos de SL en la practica clinica habitual pasan desapercibidos,
lo que conlleva a la ausencia de aplicacién de medidas preventivas y a una mayor
mortalidad asociada al CCR. A lo largo de los afios se han sugerido varios criterios
clinicos para la identificacion de pacientes con CCR que deberian someterse a un estudio
genético. Hoy en dia existen dos enfoques; o bien realizar un estudio molecular universal,
mediante la identificacion de IMS en todo paciente con CCR 0 una estrategia mas
selectiva en la que solo se aplicara este estudio a aquellos pacientes que cumplan una

serie de criterios diagnosticos. (Balmafia J et al. 2010, Rodriguez-Moranta F et al. 2006)
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Desde la descripcion de este sindrome, los criterios de Bethesda (Boland CR. et
al. 1998) han sido los més utilizados para realizar el cribado de la poblacion a la que se
deberia de realizar el cribado molecular, pero su complejidad era un obstaculo en la
practica clinica habitual. Posteriormente se propusieron los criterios de Jerusalén, que

abogaban por realizar un examen molecular tumoral de todo paciente con CCR <70a.

La rentabilidad diagnostica de estrategia universal ha sido valorada y comparada,
observandose que es superior a los criterios de Bethesda (12-28% mas casos
identificados) y a los criterios de Jerusalén (15% mas de casos identificados) (Canard G
et al. 2002; Moreira L et al. 2012). La NICE (National Institute for health and care
excellence), publica en 2015 una comparativa de costeefectividad entre las diferentes
estrategias diagnosticas de SL (Ladabaum U et al 2015), concluyendo que en las
estrategias dirigidas no hay una clara diferencia entre ellas siendo la estrategia universal

de mayor costefectividad.

Tabla 1.7 Criterios para el diagndstico del sindrome de Lynch.

CRITERIOS AMSTERDAM I
Minimo tres individuos con CCR:

1. Uno de los afectados, familiar de primer grado de los otros 2.
2. Minimo dos generaciones consecutivas afectadas.
3. Minimo 1 caso diagnosticado antes de los 50 afios.
4. Exclusion del diagnéstico de PAF.
5. Confirmacion histoldgica tumoral.
CRITERIOS AMSTERDAM 11
Minimo tres individuos con CCR o tumor asociado a Lynch (endometrio, estémago, ovario, pancreas,
uréter y pelvis renal, tracto biliar, glioblastoma, adenomas sebaceos, queratoacantomas e intestino
delgado.
1. Uno de los afectados es familiar de primer grado de los otros 2.
2. Minimo dos generaciones consecutivas afectadas.
3. Minimo 1 caso diagnosticado antes de los 50 afios.
4. Exclusion del diagnostico de PAF.
5. Confirmacidn histoldgica tumoral.
CRITERIOS REVISADOS DE BETHESDA
1. Un paciente con CCR diagnosticado con < de 50 afios.
2. CCR sincrénico o metacroénico u otro tumor asociado a Lynch, independientemente de la edad
del diagndstico.
3. Paciente con CCR con histologia de tumor con IMS diagnosticado antes de los 60 afios.
4. Paciente con CCR con 1 o méas familiares de primer grado con un tumor asociado a Lynch,
diagnosticado < 50 afios.
5. Paciente con CCR con 2 o mas familiares de primer grado o segundo grado, con un tumor
asociado a Lynch, independientemente de la edad.
Tumores asociados a SL: endometrio, estbmago, ovario, pancreas, uréter, pelvis renal, tracto biliar,
cerebral (glioblastoma), adenomas sebéceos, queratoacantomas e intestino delgado.
RECOMENDACIONES DE JERUSALEN
Andlisis molecular tumoral (IMS y/o inmunohistoquimica) en todo CCR diagnosticado < 70 afios.
ESTRATEGIA UNIVERSAL
Andlisis molecular tumoral (IMS y/o inmunohistoquimica) en todo CCR diagnosticado
independientemente de la edad.
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Hasta dia de hoy se conocen mas de 300 mutaciones germinales diferentes
asociadas al SL, la mayor parte de ellas localizadas en los genes MSH2 y MLH1 (Lynch
HT et al. 2003).

Cribado del CCR en el Sindrome de Lynch

El cribado en el SL va dirigido a la identificacion y reseccion de pélipos, asi como
a la deteccion precoz de carcinomas. Varios estudios han demostrado que el cribado del
CCRenel SL se asocia a una disminucion del 60% en la incidencia de CCR y un descenso
en la mortalidad global con respecto a la no realizacion del cribado. (Vasen HF et al.
2007, 2010).

Un ensayo clinico no aleatorizado publicado en el afio 2000, realizado con
individuos perteneciente a familias con SL, con un seguimiento a 15 afios muestra que el
cribado endoscopico (colonoscopia cada 3 afios) se asocia a una disminucion en la
incidencia de CCR del 62% (p=0.02) y del 66% en la mortalidad global (p=0.003) en
relacion con la no realizacién de cribado (Jarvinen HJ et al. 2000) El registro nacional
danés de CCHNP, con un seguimiento poblacional de 24 afios y realizacion de controles
endoscdpico cada 2 afios en pacientes con SL, demostrd una incidencia de CCR del 2%

durante el seguimiento (Lindberg LJ et al. 2016).

Se recomienda la colonoscopia completa anual a partir de los 20-25 afios, o 10
afos antes de la edad de diagnostico del CCR en el familiar afecto mas joven, escogiendo
la opcién que primero ocurra. El limite superior no queda establecido, continuando el
seguimiento segun el estado de salud del individuo.El hecho de que los pdlipos en el SL,
tienen capacidad de progresion a carcinoma de forma mas rapida que en la poblacion
general, 2 0 3 afios, plantea la necesidad de una periodicidad corta, 1 0 2 afios, en la

realizacion de los controles endoscopicos (Lynch P et al 2000, Vasen HF et al. 1995).

La mayoria de las lesiones (62%) que se detectan durante el seguimiento se

localizan en el colon derecho; y aproximadamente el 30% son relativamente pequefias (<
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3 cm). Por ello, algunos estudios sugieren que la realizacion de la colonoscopia con
técnicas de imagen avanzadas, como la cromoendoscopia y las imagenes de banda

estrecha, podrian incrementar la tasa de deteccion de adenomas (Vasen et al. 2010).

Tratamiento del CCR en el Sindrome de Lynch

Teniendo en cuenta el riesgo asociado que presentan los pacientes jévenes con SL
de desarrollar tumores sincrénicos y metacrénicos a lo largo de su vida; asi como la
progresion rapida de la secuencia adenoma carcinoma, la posibilidad de lesiones planas
precursoras dificiles de tratar endoscdpicamente y la calidad de vida similar entre
colectomia extensa y colectomia segmentaria, cada vez se recomienda mas en estos
pacientes la realizacion de una colectomia total o proctocolectomia (Vasen et al. 2007,
Balmafia J et al. 2010; Herzig Do et al. 2017). Por tanto, cada vez se indica mas la
realizacion de colectomia total en pacientes con SL, aunque debemos de tener en cuenta
la edad, la presencia de comorbilidades, la opinidn del paciente y la localizacién del
tumor; a la hora de tomar esta decisién. La colectomia profilactica hoy en dia no esta
indicada, salvo en aquellos pacientes que intuyamos que por sus caracteristicas no podran

llevar a cabo un screnning adecuado.

Debemos de tener en cuenta que estos pacientes poseen un riesgo elevado de
desarrollar una segunda neoplasia colorrectal a los 10 afios, del 16% en el caso de
colectomia segmentaria y del 3% en caso de colectomia total. El riego de desarrollar un
cancer de recto en el segmento rectal preservado tras la cirugia es del 12% a los 12 afios.
Este elevado riesgo de lesiones metacronicas justificaria una vigilancia endoscépica
estrecha cada 1 a 3 afios, segun las caracteristicas del paciente (Balmafia J et al. 2010;
Jasperson KW et al. 2010).

Sindrome de Lynch Like

Los pacientes englobados dentro de este sindrome son aquellos que presentan
tumores con IMS y/o pérdida de expresion proteica sin metilacion de MLH1 y con BRAF

no mutado, en los que no se ha encontrado una mutacion germinal en los genes
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reparadores del ADN. Secundariamente al cribado universal del SL, el nimero de

pacientes con SL-Like es cada vez mas numeroso. (Carethers JM et al. 2014)

La etiologia de esta entidad hoy en dia no esta clara y se han propuesto varias
explicaciones. Podria deberse a mutaciones desconocidas en el sistema de reparacion del
ADN (EPCAM), mutaciones germinales en otros genes no relacionados con SL hasta el
momento, solapamientos con otros sindromes hereditarios 0 mutaciones somaticas

esporéadicas (hasta un 50% de los casos) (Carethers JM et al. 2014)

El riesgo de CCR en estas familias es menor que en el SL, pero mayor que en la
poblacién general. El estudio EPICOLON, reporta una tasa de incidencia del 6.04% para
el SL y del 2.12% para el SL-Like (p<0.05), siendo el riesgo de neoplasias extracolonicas
mas bajo (Rodriguez-Soler M et al. 2013).

El diagndstico de este sindrome no estd bien establecido hoy en dia, pero
basandose en la evidencia actual, ird encaminado a excluir mutaciones germinales en
otros genes (por medio del uso de paneles “multigen”), asi como al estudio somatico de

los genes reparadores y otros genes.

Céncer colorrectal familiar tipo X

Se engloban dentro de este tipo de sindrome familiar, aquellos pacientes que
cumplen criterios de Amsterdam, pero cuyos tumores no poseen alteraciones en el sistema
de reparacion del ADN (Lindor LM et al. 2005). El riesgo de desarrollar CCR en estos
pacientes es menor al observado en el SL y no existe un incremento del riesgo de

desarrollar otras neoplasias asociadas.

Estudios recientes sugieren una etiologia heterogénea, y se han relacionado con
mutaciones germinales como BMPRIA (asociado a la poliposis juvenil), RPS20,
SEMA4A, WIFI y HNRNPAO (Wei C et al. 2015, Schultz E et al. 2014, Nieminen TT et
al. 2011y 2014)
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En el estudio del grupo danés, se reporta una incidencia de CCR en el seguimiento
endoscopica bianual de estas familias de un 0.4%. Por este motivo se sugiere que el
control endoscépico de estos individuos puede alargarse y realizarse cada 5 afios
(Lindberg LJ et al. 2016)

3.2 POLIPOSIS COLORRECTALES

Las poliposis colorrectales constituyen un grupo de sindromes caracterizados por la
aparicion de maultiples polipos en el intestino grueso. Se clasifican en tres grupos, en

funcidn de la histologia del p6lipo que las constituye:
1. POdlipos adenomatosos o adenomas (poliposis adenomatosa)
2. Poélipos serrados (poliposis serrada)

3. Hamartomas o pdlipos juveniles (sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome de Coeden)

Existen polipos colorrectales debidos a la presencia de mutaciones germinales en
genes supresores de tumores, como APC o MUTYH (poliposis adenomatosa familiar),
SKT11 (Sindrome de Peutz Jeghers) o PTEN en el sindrome de Cowden.

A menudo estos sindromes se relacionan con la aparicién de pdlipos en otras
localizaciones del tracto digestivo y en ocasiones se asocian a manifestaciones

extradigestivas.

El objetivo de la vigilancia y el tratamiento de los individuos que poseen estos
sindromes es disminuir la incidencia y la mortalidad secundaria a neoplasias CCR y de

otras localizaciones.
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POLIPOSIS ADENOMATOSAS

Se define poliposis adenomatosa como aquella condicion en la que el individuo

presenta multiples pdlipos adenomatosos en una o varias colonoscopias.

Debe hacernos pensar en un sindrome polipésico familiar, la presencia de maltiples
lesiones polipédsicas, la edad de aparicion precoz y la asociacién con otros casos
familiares. Los criterios que nos llevaran a realizar un estudio genético en estos pacientes

son los siguientes (Giardiello FM et al. 2001):

 Hallazgo de > 20 adenomas colorrectales en un individuo, independientemente de la
edad.

* Hallazgo de > 10 adenomas colorrectales antes de los 40 afios.

 Hallazgo de > 10 adenomas cuando existe un antecedente personal o familiar de CCR

antes de los 60 afos y/o.

Hallazgo de > 10 adenomas cuando existe un antecedente familiar de poliposis

adenomatosa atenuada.

El estudio genético debe iniciarse por el individuo afectado y una vez detectada la

mutacion genética debe ampliarse al resto de miembros de la familia.

Poliposis adenomatosa familiar

Concepto

Enfermedad hereditaria con patron autosémico dominante que se caracteriza por
la aparicidn de multiples adenomas en colon y recto (Lynch HT et al. 2003). Constituye
la poliposis genética mas importante con una incidencia de 1 caso por cada 10000-20000

habitantes y es responsable del 1% de los CCR diagnosticados (Galiatsatos P et al. 2006)
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Se divide en dos tipos, en funcion del namero de pdélipos encontrados en la

colonoscopia:

a. Poliposis adenomatosa clasica: cuando el nimero de lesiones identificadas
en el colon supera las 99, suele aparecer a edades mas tempranas
(adolescencia) y se asocia a un riesgo de CCR de casi el 100% a los 40
afios. Durante los primeros afios la predileccion de los p6lipos es el colon
distal y el recto, pero a lo largo de la vida adulta se distribuiran de forma
uniforme por todo el colon. (Rustgi AK et al. 1994)

b. Poliposis adenomatosa atenuada (PAFa): caracterizada por un nimero
menor de pdlipos, generalmente entre 20 y 99, aparece a edades mas
tardias (edad media 52 afios) y el riesgo de CCR es menor que para la
forma clésica (70%). En este caso los pélipos son predominantemente

proximales, en colon derecho. (Winawer S. et al. 2003)

Desde el punto de vista genético la mayoria de los casos se caracterizan por una
mutacion germinal en el gen supresor tumoral APC, localizado en el cromosoma 5q22.2.
La inactivacion del gen APC es precursor de la secuencia adenoma-carcinoma, via

tradicional de la carcinogenesis en el CCR esporadico (Winawer S et al. 2003).

Después del colon, el duodeno es la segunda localizacion mas frecuente de

asentamiento de polipos en la PAF, con una afectacién casi universal a los 70 afios.

En maés del 50% de los pacientes con PAF existen ademas polipos gastricos, sin
embargo, el carcinoma gastrico es raro (<1%) con una prevalencia similar a la poblacién
general. (Sawada T et al. 1997; Biillow S et al 2004).

En cuanto a las manifestaciones extraintestinales asociadas a este sindrome
destacan, la hipertrofia congénita del epitelio de la retina (50%), los osteomas (50-90%),
y los tumores desmoides (50-70%). Dentro de las neoplasias extracolonicas se engloban:
el adenocarcinoma mucinoso de pancreas (1.7%), el hepatoblastoma (1%), el cancer
papilar de tiroides (2-3%) y los tumores cerebrales (<1%). (Groen EJ. et al. 2008)
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Es importante conocer que en estos pacientes el riesgo de desarrollo de tumores
desmoides (fibromatosis agresiva) es 800 veces mayor que en la poblacion general, estos
aparecen sobretodo en cavidad abdominal y se caracterizan por crecimiento infiltrativo

con tendencia a la recidiva local, pero sin capacidad metastasica. (Gurbud AK et al. 1994)

La asociacion de poliposis y tumores de partes blandas se conoce como Sindrome
de Gardner y la asociacion con tumores en el sistema nervioso central (gliomas malignos

0 meduloblastomas) como Sindrome de Turcot.

Diagnéstico y cribado

La deteccion de mutaciones germinales en el gen APC permite el diagnostico
molecular de la enfermedad y la aplicacion del cribado de esta, con el objetivo de

disminuir la incidencia de CCR y del resto de neoplasias extradigestivas.

En la PAF asociada a mutaciones en el APC (tanto forma clasica como atenuada),
el cribado debe realizarse en todos los individuos con diagndstico clinico o genético de
PAF y en los familiares de primer grado de familias en las que el estudio genético no sea

concluyente o no se haya podido realizar.

En familias con PAF clasica, las colonoscopias deben iniciarse durante la pubertad
con una periodicidad bienal desde los 10-12 afios hasta los 40 afios y posteriormente cada
5 afios hasta los 50-60 afios, siempre y cuando no se detecten pdlipos. En el caso de
detectar adenomas, debe realizase una colonoscopia anual hasta que se lleve a cabo el
tratamiento definitivo (Vasen HF et al 2008).

En el caso de PAFa asociada a APC, las exploraciones suelen iniciarse mas tarde,

alrededor de los 18-20 afios con una periodicidad de 1-2 afios (Syngal S et al. 2015)
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Tratamiento

En los pacientes afectados por la variante clasica, el elevado nimero de pdlipos
impide la realizacion adecuada de una vigilancia endoscopica, por lo que se recomienda

realiza una cirugia profilactica antes de los 25 afios (Syngal S et al. 2015).

Las dos técnicas quirdrgicas empleadas, son la proctocolectomia total con
reservorio ilecanal y la colectomia total con anastomosis ileorrectal. Cada técnica tiene
sus ventajas e inconvenientes, la proctocolectomia se asocia a una mayor morbilidad
operatoria y peores resultados funcionales, mientras que la colectomia total no anula el

riesgo de CCR en el remanente rectal (Rhodes M et al. 1992).

En general la proctocolectomia total es el procedimiento de eleccion en las formas
graves de PAF o cuando el nimero de pélipos es muy elevado; en el caso de la PAFa se
puede optar por una vigilancia endoscopica adecuada y en el caso de diagnostico durante

el screening se podria optar por la reseccion endoscépica.

Los pacientes con PAF a los que se realiza tratamiento quirurgico, pueden
desarrollar nuevos adenomas (50-74%) tanto en el remanente rectal como en el reservorio
ileal. En aquellos tratados con colectomia total el riesgo acumulado de cancer rectal es de
4,12 y 32% a los 10, 20 y 40 afios respectivamente (Blllow C et al. 2000). Por estos

motivos se aconseja realizar control endoscépico anual o bianual.

Poliposis asociada al gen MUTYH

La poliposis asociada al gen MUTYH se caracteriza por mutaciones bialélicas en

este gen, posee un patron autosomico recesivo y fue descrita por primera vez en 2020.

El desarrollo de polipos se produce a partir de la segunda o tercera década de la
viday el riesgo de CCR asociado a la misma es del 19% a los 50 afios y del 43% a los 60

afios, con una edad de presentacion de 48 afios (Nielsen M et al. 2011)
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En los individuos portadores de esta mutacion se recomienda iniciar la vigilancia
endoscdpica a los 18- 20 afios con una periodicidad anual o bianual, sugiriéndose la

reseccion endoscépica de los pélipos observados con el fin de reducir el riesgo de CCR.

El hallazgo o sospecha de CCR en estos pacientes debe ser indicacion de cirugia,
la opcion recomendada es la colectomiiia total con anastomosis ileorrectal teniendo en
cuanta que si la afectacion rectal es elevada debe realizarse proctocolectomia total
(Vansen HF et al. 2008).

Otras poliposis adenomatosas

La poliposis asociada al gen NTHL-1 posee un patrén de transmision autosomico
recesivo, en la que se han detectado una mutacion homocigética del gen NHTL-1. Se

asocia a un riesgo aumentado de CCR y cancer de endometrio.

La poliposis adenomatosa atenuada sin causa genética posee un fenotipo de
poliposis atenuada en los que no existe mutacion germinal detectable. Este grupo de
poliposis es el mas frecuente y supone un reto para el manejo clinico ya que los pacientes
con este tipo de poliposis presentan un amplio abanico de situaciones clinicas que pueden
explicarse desde el punto de vista genético como esporadico. No existe evidencia sobre

el manejo clinico de esta.

POLIPOSIS HAMARTOMATOSAS

Las poliposis hamartomatosas son un grupo poco frecuente de sindromes
hereditarios con predisposicion a CCR y otros tumores. Entre ellas encontramos el

sindrome de Peutz Jeghers, la poliposis juvenil y el sindrome de Cowden.

El sindrome de Peutz Jeghers en una enfermedad con un patron hereditario AD,

ocasionada por mutaciones en el gen STK11 que afecta a 1 de cada 200.000 habitantes.
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Se caracteriza por la aparicion de pélipos hamartomatosos en el tracto gastrointestinal,
hiperpigmentacion cutdneo-mucosa en labios, mucosa oral y dedos, ademas de riesgo
elevado de neoplasias en colon, pancreas, estdmago mama, ovario y testiculos. El riesgo
global de cancer de colon es del 39% a los 65 afios. (Giardello A et al. 1998, Hemmiki A
et al. 1998). El cribado debe comenzar en la infancia, recomendandose examen genético
a los 8 afos y gastroscopia, colonoscopia o capsula endoscépica desde los 8 afios cada

tres afnos si existen polipos y a los 18 si no existen (Brown G. et al. 2006).

La poliposis juvenil, es otra poliposis hamartomatosa con un patrén de herencia
AD de penetrancia variable, que se produce como resultado de mutaciones en los genes
SMAD4 0 BMPR1A. Afectaa 1 de cada 100.000-160.000 habitantes y caracteriza por la
presencia de multiples polipos juveniles a lo largo de todo el tracto gastrointestinal: colon
y recto (98%), estdbmago (14%), e intestino delgado (7%). Estos pacientes tienen un riesgo
incrementado de CCR (68% a los 60 afios) de cancer gastrico y de cancer duodenal
(Brown G et al. 2006).

El sindrome de Cowden se produce como consecuencia de una mutacion en la
linea germinal del gen hj; esta relacionado con el desarrollo de multiples p6lipos de tipo
hamartoma y lesiones cutaneas; los pacientes que lo poseen tienen un riesgo incrementado
de desarrollar tumores en distintas localizaciones, siendo de un 13% parael CCR (Pilarski
R. etal. 2013)

POLIPOSIS SERRADA

Los pélipos serrados son lesiones con un alto potencial de malignizacién a CCR
a través de la via serrada de la carcinogénesis. Se trata del sindrome polip6sico més

frecuente en la actualidad.

En este grupo se engloban 3 subtipos: los polipos hiperplésicos, los adenomas o

polipos sésiles y los adenomas o polipos tradicionales.
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Actualmente se desconoce la etiologia del sindrome de poliposis serrada y se han
descrito tanto caracteristicas que sugieren una predisposicion genética como factores
ambientales (tabaco) (ljspeert JEG et al. 2016).

Los criterios vigentes segin la OMS (2010) para el diagnostico de SPS son (Snover
DC et al. 2010):

1. Presenciade 5 0 mas polipos serrados proximales al sigma, al menos 2 de ellos mayor

de 1cm

2. Cualquier nimero de pdlipos serrados en un familiar de primer grado de un paciente

diagnosticado de sindrome de poliposis serrada.

3. Presencia de mas de 20 polipos serrados distribuidos a lo largo de todo el colon
(Snober DC et al. 2010).

La literatura nos dice que el riego de desarrollar CCR oscila desde una incidencia
acumulada en 5 afios del 70%, hasta menos de un 2% publicado en los trabajos mas
actuales (Chow E et al. 2006; Couch FJ et al. 2013).

Estos pacientes deben ser sometidos a vigilancia endoscopica, realizandose una
colonoscopia anual que incluya la polipectomia de todas las lesiones > de 3 mm,
precisando cirugia en determinados casos. La colectomia total con anastomosis
ileorrrectal es la técnica de eleccién en el tratamiento de los pacientes con poliposis
floridas, mientras que la colectomia segmentaria podria estar indicada en pacientes con

poliposis menos llamativas.

4. CANCER COLORRECTAL ESPORADICO.

El CCR esporadico representa el 70-85% de los casos de CCR en la poblacion
general; es caracteristico de personas sin antecedentes familiares ni alteracion genética o

constitucional.
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Durante décadas se ha considerado el modelo propuesto en 1990 por Fearon y
Volgestein como la via principal de carcinogénesis, pero en la actualidad se conocen tres
vias principales implicadas en el desarrollo del CCR.: la via supresora o de inestabilidad
cromosémica (INC), la via mutadora o de inestabilidad de microsatélites (IMS) y la via
serrada o del fenotipo metilador de islas de CpG (FM o CIMP, “CpG island methylador
phenotype ) (Arvelo et al. 2015).

Estas vias presentan presentan importantes diferencias desde el punto de vista
molecular, histopatologico y pronostico, pero pueden existir solapamientos entre ellas; en

estos casos predominaria el fenotipo de la via mayoritaria.

4.1 VIAS MOLECULARES DE CARCINOGENESIS

VIA SUPRESORA

La via supresora o de inestabilidad cromosémica (INC) constituye el 85% de los
CCR esporadicos y se caracteriza por el desarrollo de tumores a través de ganancias y
pérdidas de cromosomas enteros (aneuploidia), pérdidas de fragmentos en los
cromosomas 5qy 7p y a una alta frecuencia de pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss of
Heterozygosity). Este hecho genera una progresion de cambios genéticos que se traducen
en activacion de pro-oncogenes (KRAS, c-myc), inactivacion de genes supresores de
tumores (APC, p53, SMAD2 y SMADA4) y pérdida de heterocigosidad del brazo largo del
cromosoma 18 (DCC). Las ultimas mutaciones descritas implicadas en la secuencia
adenoma-carcinoma han sido en los genes TGFBR y PIK3CA (Armaghany T et al. 2012,
Pino MS et al. 2010, Osorio | et al. 2014).

Los tumores desarrollados a través de esta via presentan estabilidad de
microsatélites (EMS), suelen localizarse en el lado izquierdo del colon y se asocian con

caracteristicas pronosticas mas desfavorables.
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VIA MUTADORA

De forma paralela al desarrollo del modelo propuesto por Fearon y VVogelstein en
1990, se desarrollé la via mutadora o de inestabilidad de microsatélites (IMS). Esta via
es la responsable de aproximadamente el 10-15% de los tumores esporadicos y del 95%
de los casos hereditarios (Aaltonen et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). Se ha identificado
que el mecanismo que origina dicha inestabilidad varia en funcion de la naturaleza
hereditaria o esporadica de los tumores. Asi, en los casos hereditarios su origen se debe a
mutaciones germinales, mientras que en los casos esporadicos es consecuencia del

silenciamiento epigenético (Osorio et al. 2014).

Esta via se produce por una alteracion en sistema de reparacion de los errores
producidos durante la replicacién del ADN controlada por varios genes (MLH1, MSH2,
PMS2, MSHS, etc). La acumulacion de errores puede afectar a genes encargados de
codificar la progresion tumoral (TGFp-R-1l, IGF2-R), la apoptosis celular (BAX,
Caspasa-b) y la sefalizacion de la via WNT (Axina, p-catenina, Tcf4) (Pinheiro et al.
2015), o a las secuencias microsatélites (sucesiones de nucleotidos cortas y altamente
repetitivas) (Stigliano et al. 2014). En este ultimo caso se produce una alteracion que
inactiva el sistema MMR, los errores acumulados no pueden ser corregidos y el ADN
poseen un numero de repeticiones diferente al ADN normal, lo que se conoce como

inestabilidad de microsatélites.

En general, los carcinomas con IMS suelen mostrar dotaciones cromosémicas
intactas y ausencia de mutaciones en los genes alterados en la via supresora (APC, KRAS
y p53). Estos tumores, se localizan en la parte proximal del colon y estan asociados a

mejor prondéstico (Hveem et al. 2014, Mouradov et al. 2013).

VIA SERRADA

La via serrada, la Gltima en descubrirse, es responsable del 35% de los CCR y se

caracteriza por la metilacion de islas CpG promotoras de genes supresores de tumores.
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Los tumores originados por esta via surgen a partir de polipos serrados y parecen
no seguir los mecanismos habituales de la secuencia clasica adenoma-carcinoma
(Anderson 2014, Yamane et al. 2014). La via parece iniciarse mediante una mutacion que
activa el gen BRAF, ocasionando la inhibicion de la apoptosis y la metilacion aleatoria de
los islotes CpG localizados en las regiones promotoras de multiples genes (Arvelo et al.
2015). Esta via se desarrolla de forma maés répida que las previas, de aqui que se trate de
tumores mas agresivos (Kocarnik et al. 2015). Estos tumores pueden presentan también
IMS (Schneider et al. 2014, Snover 2011), son de predominio proximal, de estirpe
mucinosa, pobremente diferenciados y poseen una alta tasa de mutaciones en BRAF (0
KRAS) y baja tasa de mutaciones en p53 (Nazemalhosseini et al. 2013), presentando un

peor prondstico cuando no tienen IMS asociada.

Tabla 1.8 Caracteristicas de las diferentes vias de carcinogénesis

Inestabilidad cromosomica  Inestabilidad microsatélites  Fenotipo metilador

Pérdida de heterocigosidad de Inestabilidad de microsatélites Metilacion de islas CpG

genes generalizada promotoras de genes

Aneuploidia / Poliploidia Diploidia Alteraciones epigenéticas

Localizacion izquierda Localizacion derecha Localizacion derecha

Tumores bien diferenciados Tumores pobremente Tumores pobremente
diferenciados diferenciados

No infiltracidn linfocitaria Infiltracion linfocitaria

Raramente mucinosos Frecuentemente mucinosos

Peor prondstico Mejor prondstico

4.2 CLASIFICACION MOLECULAR DEL CCR.

En un principio se pensé que la via supresora y mutadora eran mutuamente
excluyentes, plantedndose la existencia de inicamente dos tipos de tumores: tumores con
inestabilidad cromosdmica y estabilidad de microsatélites (INC+IMS-) y aquellos con
estabilidad cromosdmica e inestabilidad de microsatélites (INC-IMS+). Mas tarde se
demostro que hasta un 50% de los tumores IMS-, también eran INC- y que una pequefia
porcion de los IMS+ eran INC+ (Georgiades et al 1999, Tang et al 2004), surgiendo una

nueva estratificacion del CCR en cuatro genotipos bien diferenciados:
1. IMS+INC+ (3%)

2. IMS+INC- (11%)
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3. IMS-INC- (48%)

4. IMS-INC+ (38%)

Mas tarde se demostré una conexion entre estas dos vias (IMS y INC) y la otra
via de carcinogénesis conocida, la via serrada o de fenotipo metilador (FM), por ello en
los Gltimos afios se propone una nueva clasificacion basada en la superposicion de las tres
vias. Por tanto, los CCR se podrian clasificar en cuatro grupos principales: dos referidos
al estado de IMS (Alto vs EMS) y dos referidos al estado del FM (Alto vs Bajo/0) todos
ellos con diferentes caracteristicas clinicas y moleculares. Generalmente los tumores
IMS-AIlto se asocian mayoritariamente con tumores FM-Alto y tumores IMS-Bajo se
asocian con FM-Bajo/0 (Ogino Sy Goel A, 2008).

Grupo 1: IMS-Alto, CIMP-Alto—> incluye hipermetilacion MLH1
Grupo 2: IMS-Alto, CIMP-Bajo/0 —> Tumores asociados a SL
Grupo 3: IMS-Bajo/EMS, FM-Alto

Grupo 4: IMS-Bajo/EMS, CIMP-Bajo/0 —> Incluye los pacientes con PAF

En los ultimos afios se ha incorporado el termino MACS (Microsatellite and
Chromosomal Stable) para definir un conjunto de tumores con estabilidad de
microsatélites y estabilidad cromosomica y que tampoco pertenecen a la via serrada o
FM; representan casi al 40% de los CCR esporadicos y sus caracteristicas no se asemejan
a las de ninguna via de carcinogénesis, son tumores de predominio en personas jovenes,
en colon izquierdo y recto y con mal prondstico por este motivo podriamos estar ante una

nueva via de carcinogénesis (Osorio et al. 2014 ; Fadhil et al 2014).
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CCE. esporadico
(FM + IMS) 13%

Fig 1.14 Representacion de los diferentes grupos de CCR, segun las diferentes vias de carcinogénesis y sus
solapamientos. Modificado de Snover DC, 2011.

5. CCR Y LOCALIZACION

En 1990 Bufill et al. comienzan a describir el CCR en funcion de su localizacién

anatomica, este fue in intento de subclasificar el CCR, ya que los datos clinicos mostraban

diferencias epidemioldgicas, patogénicas, genéticas, epidemioldgicas y moleculares en

funcién de la localizacién anatdmica.

Las diferencias entre el cancer de colon derecho, izquierdo y de recto, son

consecuencia de diferencias entre el colon derecho, izquierdo y recto; relacionadas con el

distinto origen embrioldgico, las distintas propiedades fisiologicas, bioldgicas y genéticas
(lacopetta B. 2002; Li FY et al. 2009; Shen RI et al. 2017). Estas diferencias podrian

contribuir a que las vias de carcinogénesis que dan lugar a los tumores colorrectales sean

diferentes en funcién de la localizacién anatdmica en el colon.
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En la literatura existen varias publicaciones que comparan las caracteristicas
clinico-patologicas, familiares y moleculares del CCR en funcion de la edad de
diagnostico y en funcién de la localizacion en el colon; pero existe poca bibliografia en
la que se estudien las caracteristicas diferenciales del CCR en el adulto joven teniendo en

cuenta su localizacion.

Si tenemos en cuenta la literatura, encontramos trabajos como la revision
sistematica de lacopetta B. (2002), en la que describe un predominio del CCR derecho en
mujeres e izquierdo en varones; asi como un mayor porcentaje de CCR izquierdo en
jovenes y derecho en pacientes mas mayores. Nawa et al. (2006), observa también, un
porcentaje mayor de CCR derecho en pacientes afiosos y al realizar una estratificacion
por edad describe que la proporcién de CCR derecho es mayor en menores de 40 afios
(33%) y en mayores de 80 afios (43%). Snaebjornsson et al. (2010), coincide también con
lo anterior, describiendo que a medida que aumenta la edad en las mujeres, aumentan los
casos de CCR derecho, en cambio en los hombres la mayor parte de los CCR derechos se

producen a edades tempranas.

Desde el punto de vista histopatoldgico los tumores de colon derecho y los que se
desarrollan en adultos jévenes presentan caracteristicas semejantes; presentan bajo grado
de diferenciacion, alto porcentaje de células en anillo de sello, y elevado componente

mucinoso. (Nawa T et al. 2008; Snaebjornsson P et al. 2010).

En cuanto al prondstico, observamos que existe bastante controversia en la
literatura. Benedix F. et al. (2010) observa que las metastasis a distancia son mas
comunes en los tumores localizados en el colon izquierdo y que la supervivencia es
significativamente peor en el colon derecho ajustada por estadio tumoral. Weiss JM et al.
(2011), observa que en su serie al realizar una estratificacion por edad no existian

diferencias en la supervivencia global entre el colon derecho e izquierdo.

Las caracteristicas moleculares de los tumores también difieren en funcion de la
localizacion tumoral; Perea et al. (2010) y Losi et al. (2005); describen predominio de
tumores IMS en colon derecho. En cuanto a la via serrada se ha observado relacion entre
el fenotipo metilador y los tumores localizados en colon derecho (Van Rijnsoever et al.
2002; lacopetta 2002).
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6. CCR Y ADULTO JOVEN

La definicion de adulto joven varia segun estudios, generalmente se entiende
adulto joven aquel que estéd por debajo de los 50 afios; representando entre un 2-8% de
todos los casos de CCR. El nimero de casos de CCR diagnosticados hoy en dia por debajo
de esta edad ha aumentado, en parte de forma secundaria al screening poblacional

implementado en los Gltimos afios.

En el estudio publicado por Loomans-Kropp HA. (2019), se observa que el CCR
en jovenes ha aumentado entre un 2.8% y un 3.5 % de forma global en las Ultimas
décadas; ademas describen que las cifras se han incrementado anualmente en individuos
con edades entre 20-39 afios desde la mitad de los afios 80 y entre 40-54 afios desde mitad
de los 90.

Generalmente este tipo de tumores desarrollados a edades tempranas poseen un
componente hereditario asociado, pero se ha demostrado que entre un 19.7% y un 41%
de los pacientes jovenes poseen estabilidad de microsatélites (Perea et al. 2014) y que
solamente un 25% de los pacientes con CCR en edad joven poseen SL asociado (Kirzin
etal. 2014).

El CCR en el adulto joven suele asociarse a un peor pronostico, un fenotipo
invasor (pudiendo debutar como enfermedad metastasica), bajo grado de diferenciacion
tumoral, elevado componente mucinoso y células en “anillo de sello”, alta frecuencia de
tumores sincronicos y/o metacronicos, elevado numero de polipos desarrollados durante
el seguimiento y una mayor tendencia a la agregacion familiar (Osorio et al. 2014; Wang
et al. 2015). En cuanto a la localizacidn de estos tumores, no existe una opinion uniforme
en la literatura; unas series apuntan a una mayor predileccion por el colon izquierdo,
mientras que otras sefialan el colon derecho como localizacion mas frecuente;

probablemente por su posible vinculacion con el SL (Osorio et al. 2014).

Algunos autores han sugerido diferencias en los mecanismos moleculares que
subyacen tras la edad de inicio de la enfermedad, pues se ha visto que los factores
desencadenantes de la inestabilidad gendmica son diferentes en funcion de esta. Asi, pese
a que la IMS en poblacién joven suele deberse a mutaciones en alguno de los genes que
componen el sistema MMR, en poblacion anciana suele estar relacionada con fendémenos

epigenéticos (Perea et al. 2011).
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En el otro extremo se encuentran los tumores de inicio temprano con INC y EMS,
un grupo heterogéneo caracterizado por edades de diagndstico ligeramente superiores, un
menor predominio de la localizacion derecha, un menor porcentaje de tumores

sincrénicos y/o metacrénicos y un mayor porcentaje de diagnésticos en fases avanzadas.

En comparacion con los tumores EMS de los ancianos, los adultos jovenes
muestran predominio de la localizacion izquierda y el recto, mayor presencia de mucina
o células en “anillo de sello”, menores tasas de mutacion en BRAF y frecuencias de
alteraciones epigenéticas mucho mas bajas (Kirzin et al. 2014). Ademas, se han
observado diferencias respecto a los genotipos tumorales predominantes en cada
poblacién, y mientras los tumores IMS-INC- (MACS) prevalecen entre las personas

jovenes, los tumores IMS-INC+ lo hacen entre las ancianas (Boardman et al. 2007).

Tomando como premisa estas diferencias, parece razonable pensar que los
tumores de inicio temprano y tardio puedan tener diferentes bases moleculares; por tanto,
una aproximacion posible para continuar con esta definicion podria ser realizar una
clasificacion tumoral teniendo en cuenta la localizacion, lo que podria derivar en una

simplificacion en el manejo terapéutico y en la investigacion clinica.
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El cancer colorrectal (CCR) en el adulto joven posee una incidencia anual del 2-
8% y representan alrededor del 10% de todos los casos de CCR. El nimero de casos de
CCR diagnosticados hoy en dia por debajo de los 50 afios ha aumentado, en parte de

forma secundaria al screening poblacional implementado.

En un principio, se consideraba que los tumores desarrollados a edades tempranas
tenian un importante componente hereditario y todos los estudios se encaminaron a
demostrarlo. Con el tiempo, se ha llegado a confirmar que las formas hereditarias
constituyen un pequefio porcentaje del CCR en el adulto joven y que la inestabilidad de
microsatélites no explicaria la mayor parte de los casos. Este tipo de tumores deberia
considerarse un subgrupo dentro del CCR, pero a su vez podriamos subclasificarlos, ya

que son una entidad muy heterogénea.

Algunos estudios han demostrado que existen diferencias genéticas, biolégicas y
demogréficas entre los tumores localizados en el colon izquierdo, derecho y recto,
sugiriendo que los mecanismos de carcinogénesis y progresion tumoral serian diferentes
para los tumores del lado derecho, izquierdo y los rectales. Por tanto, la localizacion
anatomica del CCR en adultos jovenes puede ayudarnos a realizar una subclasificacion

de este.

Teniendo en cuenta lo anterior, planteamos como hipétesis de nuestro trabajo que
los tumores de inicio precoz podrian tener diferentes bases moleculares, pudiendo
realizarse una clasificacion tumoral prestando atencion a la localizacién tumoral, lo que

podria derivar en una simplificacion en el manejo terapéutico y en la investigacion clinica.

En este trabajo se han analizado los datos clinicos, anatomopatoldgicos,
familiares, inmunohistoquimicos y moleculares de una muestra de pacientes del Hospital
12 de Octubre, con diagnoéstico de CCR, intervenidos con una edad menor o igual de 45

afios y se ha realizado un estudio comparativo segun la localizacion tumoral.
Los objetivos que nos proponemos para llegar a aclarar nuestra hipotesis son:

1. Identificar las caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas, y familiares del
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CCR en el adulto joven.
2. Describir las caracteristicas moleculares del CCR del adulto joven.

3. Llevar a cabo un mapa colénico comparando las caracteristicas clinicas,

anatomopatoldgicas, familiares y moleculares del CCR del adulto joven teniendo

4. Llevar a cabo un mapa del colon segun las caracteristicas clinicas y moleculares

del CCR de aparicion precoz segun su localizacion endoscopica y/o quirdrgica.
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I1l. MATERIAL Y METODOS

1. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

1.1 Procedencia y criterios de inclusion
Los sujetos del estudio fueron identificados a partir del Registro de Tumores del
Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid, con el siguiente criterio de inclusion:

Pacientes intervenidos con el diagnodstico de CCR (adenocarcinoma) a una edad

igual o inferior a 45 afios entre Enero de 2002 y Diciembre de 2009.

Fueron excluidos del estudio los CCR asociados a pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal, asi como otras neoplasias colonicas de diferente estirpe

anatomopatoldgica y los tumores apendiculares.

1.2 Informacién y variables recogidas

Por cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se recogié informacion referente tanto

a aspectos clinicos como familiares.

e Informacion clinica relacionada con el tumor y el individuo.

= Datos clinicos:
- Sexo
- Edad al diagnostico

= Datos anatomo-patoldgicos:
- Localizacion del tumor:
Derecha o proximal (ciego, colon ascendente, a&ngulo hepatico y

primera mitad de colon transverso)
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Izquierda o distal (segunda mitad del colon trasverso, colon
descendente y sigma)

Recto o0 unidn rectosigmoidea
- Grado histoldgico de diferenciacién (bajo, moderado o alto)
- Produccidn de moco (tumor mucinoso o células en anillo de sello)

- Estadio tumoral.

= Datos evolutivos:

- Supervivencia global

- Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

- Recidiva tumoral y tipo

- Fallecimiento consecuencia o no del cancer
- CCR sincrénicos o metacronicos

- Presencia de pélipos en coldn, antes o después del diagndstico

tumoral (caracteristicas y numero)

- Neoplasias relacionadas con el SL

- Otras neoplasias no relacionadas con SL

Informacion familiar

Siempre que fue posible se incluyo6 informacion de tres generaciones.

Se concertd una entrevista con todos los pacientes objeto de estudio o en
su defecto con un familiar de primer grado (en caso de fallecimiento) En esta
entrevista se les informd del objetivo del estudio y se les entregd el
consentimiento informado para inclusion en el mismo. El estudio fue
autorizado por el comité de ética del hospital. Una vez aceptado el
consentimiento se recogi6 informacion referente a la estructura y antecedentes
familiares neoplasicos de al menos tres generaciones: numero y relacion de
familiares, edad en el momento de la entrevista, fallecimientos y causa,

historia familiar de tumores y edades en el momento del diagndstico.
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Una vez analizados estos datos, los pacientes fueron clasificados en tres

grupos diferentes en funcion de su arbol genealdgico.

- Sospecha de SL: casos en los que se cumplian los criterios de

Amsterdam.

- Agregacion familiar para neoplasias relacionadas con SL,
independientemente de la presencia o no de neoplasias no relacionadas con

dicho sindrome.

- Agregacion familiar para neoplasias no asociadas con SL, cuando so6lo
exista agregacion para dichas neoplasias y al menos dos de ellas en

familiares de primer grado.

- Esporadico, en el caso de que sea el Unico individuo de la familia que
haya presentado un CCR y no existieran antecedentes familiares asociados
a SL.

2. MUESTRAS

2.1. Obtencién de la muestra

La muestra de los pacientes objeto de estudio fue la pieza quirurgica del tumor
extirpado, a excepcion de aquellos pacientes con anatomia patolégica previa de
carcinoma “in situ” y aquellos en los que los tumores eran irresecables (estadio 1V), que
fue la biopsia endoscdpica en los que resultd posible obtener material suficiente. El
estudio histolégico de las muestras fue llevado a cabo en el servicio de Anatomia
Patologica del Hospital 12 de Octubre (Madrid).

En aquellos individuos con IMS positivo tras analisis de la muestra, se volvia a
contactar de nuevo con ellos para extraer una muestra de sangre periférica, para el estudio
de posibles mutaciones en los genes de reparacion de errores de ADN mas frecuentes
(MLH1, MSH2, MSH6), asocaidos al SL. En el caso de que el individuo objeto de estudio
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hubiese fallecido, se extraeria la muestra del familiar mas cercano que hubiera

desarrollado CCR o una neoplasia caracteristica del SL a una edad mas temprana.

2.2 Muestra tumoral

El tejido tumoral se extrajo a partir de blogues de parafina. Es importante
puntualizar que antes de proceder a la extraccion del ADN en tejido tumoral, debemos
determinar la proporcion en el tejido de células tumorales y células normales, para ello
debemaos de tefiir el material con hematoxilina — eosina; Unicamente se seleccionaron para
el estudio aquellas en las que la proporcién de células tumorales era igual o mayor del
70%. Cuando los tejidos presentaban una proporcion de células tumorales inferior al 70%,

se trata de separar el tejido tumoral del sano en dos bloques distintos.

e Tincion Hematoxilina — Eosina

- Cortar el tejido parafinado en secciones de 3 um de grosor con ayuda del
microtomo.

- Incubar el corte a 70 °C durante 1 hora.

- Desparafinar en dos ocasiones, aplicando Xilol durante 2 minutos.

- Hidratar las muestras durante 2 minutos con Etanol absoluto y
posteriormente otros 2 minutos con etanol 95 %.

- Lavar 2 minutos con agua destilada.

- Tefir con Hematoxilina de Mayer durante 15 minutos.

- Lavar de nuevo 2 minutos con agua destilada.

- Tefiir 2 minutos con Eosina.

- Eliminar los restos de Eosina con etanol 70%

- Deshidratar mediante pasos sucesivos con etanol 95% (30 segundos),
etanol puro (2 minutos) y Xilol ( 2 minutos, dos veces).

- Montar el cubre muestras con Eukit o DPX.
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Extraccion de ADN a partir de muestra parafinada

Recoger 3 cortes de tejido (aproximadamente 10 um de grosor) en un tubo
de 1.5 ml.

Afadir 1000 pl de xilol y agitar en vortex. Incubar 5 minutos a 65°C.
Centrifugar a 12000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos.
Eliminar el sobrenadante.

En caso de persistir parafina, deberian repetirse los dos pasos anteriores el
numero de veces que fuera necesario.

Afadir 1000 pl de etanol absoluta para eliminar los restos de xilol y
mezclar con vortex. Incubar 5 minutos a 65°C.

Centrifugar a 12000 rpm y temperatura ambientes durante 10 minutos:
Eliminar el sobrenadante.

Repetir el lavado con etanol al 50%. Incubar 5 minutos a 65°C.
Centrifugar a 12000 rpm y temperatura ambiente durante 10 minutos.
Eliminar el sobrenadante y dejar secar hasta que se hayan evaporado los
restos de etanol.

Resuspender el centrifugado en 400 ul de tampon (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 8, 2°5 mM MgCl2, 0°45% Nonidet P40, 4°5% Tween 20)
Afiadir y 40 pul de Proteinasa K (10 mg/ml, mezclar con vértex e incubar a
55°C hasta que el tejido esté completamente digerido.

Volver a agitar la muestra con vortex y afadir 440 pl de mezcla fenol /
cloroformo / alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1.

Pasar la mezcla a una columna de purificacién Phase Lock Gel Light
(Eppendorf AG, Hamburg Alemania) y centrifugar a 12000 rpm durante 5
minutos.

Recuperar la fase acuosa y afiadir 440 ul de mezcla fenol / cloroformo /
alcohol isoamilico en proporcién 25:24:1. Pasar la mezcla a una nueva
columna de purificacion Phase Lock Gel Light (Eppendorf AG, Hamburg
Alemania) y centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa y afiadir 440 pl de cloroformo. Pasar la mezcla a
una nueva columna de purificacién Phase Lock Gel Light (Eppendorf AG,

Hamburg Alemania) y centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos.
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- Centrifugar a 12000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Retirar el
sobrenadante.

- Lavar con 1 ml de etanol frio al 75% y centrifugar a 12000 rpm y 4°C
durante 15 minutos. Retirar el sobrenadante.

- Retirar el sobrenadante y resuspender el ADN en 30 pl de agua destilada

estéril.

2.3 Sangre periférica.

So6lo en los casos en los que la muestra tumoral presentaba IMS y/o ausencia de
expresion de algunas de las proteinas del sistema MMR , se obtuvo una muestra de sangre
periférica (15 ml de sangre en EDTA), del paciente afectado por el tumor o en caso de
fallecimiento de este, del familiar con mayor probabilidad de ser portador de mutacion
para el estudio de los genes relacionados con el SL.

La extraccion del ADN gendmica se realizé tanto de forma manual como de forma

automatizada.

e Extraccién manual

Se empleo el kit DNA purification system Puregene (Gentra Systems
Minneapolis MN)

- Afadir 10 ml de sangre a un tubo Falcon de 50 ml que contenga 30 ml de
RBC Lysis Solution. Homogeneizar e incubar durante 5 minutos.

- Centrifugar a 3000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Decantar el
sobrenadante dejando el pellet de leucocitos en un volumen de 200-400 pl
de liquido residual.

- Agitar en vortex para resuspender las células.

- Afadir 10 ml de CellLysis Solution + RNase A Solution; homogeneizar e
incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Centrifugar a 3000 rpm y 4°C durante 15 minutos.
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- Afadir 3.5 ml de Protein Precipitation Solution a las células lisadas y
agitar en vortex durante 20 segundos.

- Centrifugar a 3000 rpm y 4°C durante 15 minutos.

- Desechar el pellet de proteinas y pasas el sobrenadante (contiene la
suspension de ADN) a un tubo Falcon estéril de 50 ml que contenga 10 ml
de isopropanolol al 100%

- Invertir el tubo un minimo de 50 veces y observar la aparicién de la madeja
de ADN.

- Extraer la madeja de ADN con cuidado con la ayuda de una pipeta Pasteur
esterilizada, pasarla por dos tubos que contengan un pequefio volumen de
etanol frio al 70%.

- Dejar secar durante 5 minutos para eliminar los restos de etanol.

- Resuspender en 30 ul de agua destilada estéril.

- Agitar suavemente durante 2 horas a 37°C para conseguir la correcta
disolucion del ADN.

Extraccion automaética
Se empled el sistema Magna Pure LC (Roche Diagnostics GMbH,
Manheim, Alemania); a partir de una muestra de 1 ml de sangre periférica, el

sistema afiade:

- 0.115ml de solucion Proteinasa K (digestion de proteinas)

- 0.84 ml de tampon de lisis, union (favorece la lisis celular y genera las
condiciones salines adecuadas para los pasos posteriores)

- 0.54 ml de reactivo MGP (retiene el ADN en sus particulas magnéticas)

- 2.42 ml de “Tampodn de lavado I” (elimina todo lo que no se haya unida a
las particulas magnéticas del reactivo MGP.

- 1.28 ml de “Tampon de lavado 11 (elimina restos celulares y disminuye
la concentracion salina)

- 0.84ml de “Tampodn de lavado II1” (eliminar resto de etanol)

- 200 pl de “Tampon de disolucion” previamente calentado (para

resuspender el ADN purificado)
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2.4 Valoracion de la cantidad y calidad del ADN extraido.

Una vez extraido el ADN, se procedi6 a evaluar la calidad y cantidad de este

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

Pasos del procedimiento:

e Preparacion del gel de agarosa:

- Colocar 1.5g de agarosa (agarosa Media, Pronadisa, Laboratorios Conda,
Madrid) en un matraz de 250ml y afiadir 150 ml de tampo6n TBE 1x (Tris,
acido bérico, EDTA) Llevar a ebullicion en un microondas hasta que se
disuelva la agarosa.

- Afadir 3 pl de una disolucion de bromuro de etidio (10mg/dl).

- Verter la mezcla TBE 1x/ agarosa / bromuro de etidio sobre una bandeja
sellada por los extremos con cinta adhesiva y colocar un peine cerca del
borde. Dejar solidificar durante 30 minutos.

- Retirar la cinta adhesivay el peine. Colocar el gel en una cubeta horizontal
(Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretafia) y cubrirlo

completamente con tampon TBE 1x.

e Migracion electroforética:
- Cargar en cada pocillo del gel una mezcla de 2 pl del ADN extraidoy 3 pl
de tampdn de carga (glicerol, azul de bromofenol y xilencianol).
- Conectar la cubeta de electroforesis a una fuente de energia y dejar migrar

la muestra durante 20 minutos.
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- Visualizar el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDOc 2000,
Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretafia). Comprobar la intensidad de las

bandas obtenidas.

e Cuantificacion del ADN y valoracion de su pureza.

- Preparar una dilucion 1:200 de ADN extraido (2 pl de ADN en 400 ml de
agua destilada).

- Colocar la dilucién en una cubeta de cuarzo y recoger las medidas de
absorbancia a 260, 280 y 230 nm en un espectrofotdmero de luz
ultravioleta Beckman DUS530 Life Science (Beckman Coulter Inc.
California). Los &cidos nucleicos presentan un maximo de absorcion a 260
nm, por lo que es a esa longitud de onda la concentracion puede ser

calculada mediante la férmula siguiente:

Abs 260 x 100 x FD
C =
€ xb

C= concentracion mmol/I
Abs 260 = absorbancia a 260 nm

FD= Volumen de la dilucion dividido entre la cantidad alicuotada

(en este trabajo el valor es de 200)

€= Coeficiente de extincion molar. Se encuentra tabulado para

unas condiciones determinadas.

b= Trayecto Optico, habitualmente estandarizado para 1 cm.

- Los ratios de absorbancia 280/ 260 y 260/230 nm, se utilizan para evaluar
la pureza del ADN. Se acepta que un ADN es puro cuando ambos ratios

oscilan entre 1.8 y 2.0. Valores inferiores a 1.8 en el rango 280/260
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indicarian contaminacién por proteinas y valores inferiores a 1.8 en el

rango 260/230 indicarian restos de sales en la muestra.

3. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELTES EN TEJIDO
TUMORAL.

3.1. Panel Bethesda

Este estudio fue llevado a cabo con la colaboracion del Dr. Daniel Rueda; del

departamento de biologia molecular del Hospital 12 de Octubre.

El denominado “panel Bethesda” se recomienda actualmente para la determinacion
del estado de IMS en tumores sospechosos de SL (Boland et. al 1998), incluye el estudio
de cinco microsatélites: BAT25, BAT26, D5S346 (APC), D175250 (MFD15CA) Y
D2S123 (Tabla I11.1). Se consideran tumores IMS+ aquellos con dos 0 mas marcadores

del panel alterados y tumores IMS-/EMS el resto.

Tabla I11.1 Caracteristicas de los marcadores microsatélites y los fluorocromos empleados para el analisis de IMS
(HNPPC Microsatellite inestability test; Roche Molecular Biochemicals)

Marcador Localizacion cromosémica (gen | Tamafio del | Fluorescencia
microsatélite préximo al marcador) fragmento (Bp)

BAT-25 4912 (c-kit) 110-130 6-FAM
BAT-26 2p16.3-p21 (MSH2) 100-120 TET

D5S346 5021-922 (APC) 100-130 HEX
D17S250 17g11.2-g12 (BRCA1) 140-170 TET

D2S123 2p16 (MSH2) 200-230 6-FAM

Bp: pares de bases.

Se empled el kit HNPCC Microsatellite Inestability Test (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante (Tabla 111.2), un termociclador GeneAmp ®9700 (PE Applied Biosystems) y

el programa de temperaturas detallado en la Figura I11.1.
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Tabla 111.2 Mezcla de PCR utilizada par el estudio de IMS. (1) Volumen necesario para conseguir 200 ng
de ADN. (2) Cantidad necesaria de agua para completar el volumen de la reaccion (depende de X).

Volumen (ul)
ADN purificado 200 ng X1
Multi Primer Mix 5
Enzyme Master Mix 5
Agua destilada Y?
Volumen final de reaccién 25
E Amplificacion i i
: I |
' | l
C4°C , adec 1 I
Zzeg | 10 BOg E E
! \ 720 i 7250 i
e 30 zeg : T min !
. l"'- illzeg : ]
! — : I||
: i e
E A
i 30 ciclos

Figura I11. 1 Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la PCR multiplex para el estudio de la
inestabilidad en las secuencias microsatélites.

A continuacién, se tomo 1 ul del producto de PCR purificado y se le afiadieron 12
ul de formamida desionizada y 0.1 ul de estandar interno TAMRA-500. Los fragmentos
fueron sometidos a electroforesis de alta resolucion en un secuenciador ABI prims® 3700
(PE Applied Biosystems), analizados con el software Genescan 3.5 (PE Applied
Biosystems). Fig 111.2
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{ﬁ] Pares de bases
A8 105 107 113 1F6 133 140 147 158 161 168 175 TRF 189 196 03 MO0 FIT F3a
FETETEN STITE] FETHTEN [EHETEN TRl e FTTE SR T TR ERTSTREE A R ST T TR FTETR FTETT FTETT AU SRR EA e

H000 HAl:io

3200 o

D2S123
2400 - r
1600 il
I
£00
04 Ry
(B) Pares de bases
B 105 11F N8 128 133 140 147 154 181 VBB 15 18T % 198 A3 210 207 14
1 pss3as ’
ABDO ‘| BATle |
3700 4 BATZD DrFs250 D2slX3

" "
1 ¥l

Figura l11. 2 Resultado de la amplificacion de un ADN normal (A) y de una muestra tumoral clasificada como inestable
para todos los marcadores microsatélites analizados (B).

3.2 Analisis inmunohistoquimico de proteinas MMR

El estudio inmunohistoquimico se llevo a cabo en el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital 12 de Octubre (Madrid). Todas las tinciones fueron
realizadas en el inmunotefiidor automético TechMate 500 (DakoCytomation,

Glostrup, Dinamarca).

Durante este procedimiento se llevaron a cabo los siguientes pasos:

- Seccionar en cortes de 4 um de grosor el tejido parafinado y previamente

fijado en formol.

- Desparafinar el tejido en estufa a una temperatura de 36°C durante 12h.
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Hidratar durante 10 minutos en Xileno en dos ocasiones, posteriormente
introducir 5 minutos en etanol al 95%, 5 minutos en etanol al 70% y 2

minutos en agua destilada.

Desenmascarar el antigeno en olla a presion con buffer de Na3C3H50
(CO0)3 10 mM a PH 5.6 o Tris-EDTA PH 9 durante 3 minutos (Tabla
111.3)

Inactivar la peroxidasa endogena con H202 al 3% (solucion blogueante
S2023, DAKO, Glostrup, Dinamarca) durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

Incubar con el anticuerpo primario (Tabla 111.3) e inmunodetectar con
polimeros de alta sensibilidad unidos a moléculas inmunoglobulinas anti-
raton (anticuerpos secundarios) biotiniladas.

Afadir estreptavidina marcada con peroxidasa e incubar con

diaminobenzidina como sustrato.

Contratefiir con Hematoxilina de Harry.

Lavar y deshidratar con etanol al 95% (30 segundos), etanol absoluto (30

segundos), xileno (10 minutos) y nuevamente Xileno 1 hora.

El analisis de las muestras se informd como positivo a negativo en funcion de la

presencia o ausencia de expresion de cada una de las proteinas estudiadas.

Tabla 111.3 Anticuerpos, clones, proveedores y diluciones utilizadas en el estudio IHQ de las muestras.

Proteina Clon Proveedor Dilucion Desenmascaramiento
MLH1 G168-15 BD PharMingen 1:50 Tris-EDTA, PH 9

MSH?2 FE11 Oncogene 1:50 Tris-EDT, PH 9

MSH6 44 BD Transduction Lab 1:50 Na3C3H50 (CO0)3, PH 5.6
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3.3 Estudio molecular de los genes MMR (MLH1, MSH2, MSH®6).

Este estudio fue realizado en colaboracién con Dr. Daniel Rueda, miembro del

departamento de Biologia Molecular del Hospital 12 de octubre.

e Genes MLH1y MSH2

= Analisis de mutaciones

La mezcla de PCR (tabla I11.4) fue amplificada en un termociclador GeneAmp®
9700 (PE Applied Biosystems) de acuerdo cal programa de temperaturas detallado en la

Figura I11.3.

Tabla I111.4 Mezcla de PCR utilizada para la amplificacion de MLH1 y MSH2. (1) Volumen necesario para conseguir
50 ng de ADN. (2) Cantidad necesaria de agua para completar el volumen final de la reaccion

Volumen (ul)

ADN purificado 50 ng X1t
Primer sentido 10 pM 25
Primer antisentido 10 uM 25
Tampdn PCR 10X (BioTaq) 25
dNTPs (1.25 mM) 2

ADN Taq polimerasa BioTag 2

Agua destilada Y?
Volumen final de reaccion 25

Amplificacion

04%7 | og4e0
Smin | Lmin

1
1
i
1
[}
1
1
1
1
:
! \ FIC | FEC
1
1
1
1
i
1
1
1

I"-,I cgor 2 min : 10 mim

Y oo F0g :
{ 7 I
!

| aec
L=

35 ciclos

il .
- L

Figura 111.3 Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas para la PCR del estudio molecular de los
genes MLH1 y MSH2.
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Una vez realizada la PCR, se realizd sobre los fragmentos de ADN purificados,
una electroforesis vertical con gradiente de desnaturalizacion sobre geles de
poliacrilamida (Guldberg y Guttler 1993, Makec et al. 1997). La electroforesis se llevd
acabo en un sistema DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad,
California, USA) a una temperatura de 65°C y una intensidad de corriente de 17 mA en
un tiempo de 18 horas. Tras tincion con Bromuro de etidio, el gel fue visualizado en un
transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000, Bio-Rad, California, USA). Las
modificaciones en cuanto a las condiciones de desnaturalizacion empleadas en este
trabajo con respecto a las recomendadas por otros autores (Wijnene et al 19995, Wijnen

et al. 1996) se encuentran recogidas en los Anexos 2A 'y 2B.

Los fragmentos con un patrdn de migracion andémalo fueron secuenciados
empleando como cebador la secuencia complementaria de M13 (Anexos 2A y 2B). Las
variantes genéticas halladas fueron descritas utilizando la nomenclatura recomendada por
la Sociedad de Variaciones del Genoma Humano (HGVS, Human Genome Variation

Society) (https://www.hgvs.org).

= Analisis grandes deleciones genémicas

Los cambios en el nimero de copias de un gen no suelen identificarse mediante

la secuenciacion, ya que la presencia del alelo sano enmascara la ausencia en la otra copia.
Por este motivo el analisis de grandes deleciones gendmicas fue realizado mediante la
técnica MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification), un método de PCR
multiplex que consigue solventar esta limitacion y permite detectar anomalias en el

numero de copias de las secuencias de ADN gendmico.

El reactivo comercial Salsa MLPA Kit P003-B1 MLH1/MSH2 (MRC- Holland,

Amsterdam, Holanda) fue el utilizado para el estudio de los exones MLH1 y MSH2, un
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reactivo compuesto por una mezcla de 43 sondas diferentes (una para cada exon de

MLH1, una para cada exén de MSH2 y 8 sondas control) (Anexo 2C).

El procedimiento consta de los siguientes pasos:

a. Desnaturalizacion del ADN e hibridacion de las sondas.

- Diluir la muestra de ADN hasta disponer de una concentracion de

100 ngen 5 pl.

- Desnaturalizar en un termociclador a 98°C durante 5 minutos y dejar

atemperar.

- Afadir 1.5 pl de la mezcla de sondas SALSA y 1.5 ul del tampon
MLPA.

- Incubar a 95°C durante 1 minuto y a 60°C durante 16 horas.

b. Reaccion de ligacion

- Preparar en hielo la mezcla de ligacion (Tabla 111.5) y afiadir 32 pl a

cada muestra desnaturalizada e hibridada con las sondas.

- Incubar a 54°C durante 15 minutos y a 98°c durante 5 minutos.

Tabla I11.5 Mezcla de ligacion utilizada en la PCR multiplex para el analisis de grandes deleciones genémicas de los
genes MLH1 y MSH2

Volumen (ul)
Tampon A de la ligasa - 65 3
Tampon A de la ligasa - 65 3
Ligasa — 65 1
Agua destilada 25
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c. Reacciéon de PCR

-Calentar a 60°C una mezcla de 4 pl de SALSA de PCR 10x, 26 pl de
agua destilada y 10 pul de mezcla de PCR (Tabla 111.6).

- Amplificar de acuerdo con el programa de temperaturas especificado

en la Figura 111.4.

- Chequear el resultado de la PCR en un gel de Agarosa 2% tefiido con
bromuro de etidio y visualizar en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Tabla I111.6 Mezcla de PCR utilizada para el andlisis de grandes deleciones en los genes MLH1 y MSH2 mediante
MLPA. (1) Secuencia sentido 5-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3" (marcado fluorescente). (2) Secuencia antisentido
5 - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3

Volumen (ul)
Primer sentido SALSA! 2
Primer antisentido SALSA 2 2
Tampon dilucién de enzima 2
ADN Taq polimerasa (SALSA) 0.5
Agua destilada 55
1 1 1
! Amplificacicn ! !
: | i
1 I I
95az | 95rC : :
Emin | 20 Eag : :
1 1
! \ TEC ) TE |
: L B seg 120 mn |
: Y\ oanzeg ; ]
1 1 1
: : i
1 : : | q°c
i : e
1 ' 1 1
! 33 ciclos ; ;

Figura I11.4 Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la reaccion de PCR multiplex para el
estudio molecular de los genes MLH1 y MSH2.
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d. Visualizacion

-Afadir 12 pl de formamida desionizada y 0.1 ul de estandar interno
TAMRA-500 A 1 pl del producto de PCR purificado. Analizar la
mezcla en un secuenciador ABI PRIMS® 3700 (PE Applied
Biosystems) con ayuda del software GeneScan 3.5 (PE Applied

Biosystems)

= Estudio de hipermetilaciéon del promotor del gen MLH1

Como controles positivos se utilizaron las lineas celulares RKO y SW48,
caracterizadas por mostrar IMS con ausencia de mutacion en los genes MMR y presencia
de hipermetilacion del promotor del gen MLH1 en ambos alelos. Como control negativo

se empleo sangre periférica de un individuo sano.

El andlisis fue realizado mediante modificacion con bisulfito sédico, una técnica
basada en la capacidad de este reactivo para convertir los residuos de citosina no
metilados en uracilos (Frommer et al. 1992). Posteriormente, el ADN modificado puede
ser amplificado y secuenciado, proporcionando informacién detallada sobre el estado de
metilacion de las islas CpG. Para la ejecucion de la técnica se utilizaron protocolos
descritos por otros autores (Herman et al. 1998, Suter et al. 2004) a los que fueron

incorporadas ciertas variaciones. Pasos del procedimiento:

a. Moaodificacion con bisulfito

-Incubar una mezcla de 10 pl de ADN (100mg/ ul) de agua destilada
y 5.7 ul de NaOH 3M, a 37°C durante 15 minutos.

-Afadir 33 pl de hidroguinona 16.4mM y 530 ul de bisulfito sddico
3.03 mM PH=5, ambos preparados en fresco.
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-Agregar una gota de aceite de mineral e incubar en oscuridad en

oscuridad a 50°C durante 16 horas.

- Separar el aceite de la muestra y purificar las muestras mediante el
kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega Corporation, Madison,
USA).

- Afadir 1 ml de resina DNA Clean-up a la muestra, resuspender y

pasar a una jeringa.

- Filtrar mediante vacio y lavar la columna con 1 ml de isopropanolol
al 80% (2 veces). Descartar la jeringa y transferir la jeringa a un tubo
de 1.5 ml.

- Centrifugar a 14000 rpm y a temperatura ambiente durante 1
minuto. Transferir la columna a otro tubo y afadir 40 ul de agua
destilada a 50°C para extraer el ADN. Afiadir 4,4 ul de NaOH e incubar

durante 15 minutos a 37°C.

- Afadir 1 pl de glucégeno (10 mg/ml), 17 ul de acetato amonico
10 M y 500 pl de etanol absoluto frio para precipitar el ADN.
Centrifugar a 14.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Descartar el
sobrenadante.

- Lavar con 800 pl de etanol frio al 75%. Centrifugar a 14.000 rpm

y 4°C durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante. Dejar secar y

resuspender el sedimento de ADN en 20 ul de agua destilada.
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b. PCR especificas de presencia / ausencia de metilacion

Se utilizaron los primer descritos en la bibliografia (Herman et al. 1998),
adquiridos a través de Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich, Cambridgeshire, Gran
Bretafia). La mezcla de PCR (Tabla I11.7) fue amplificada en un termociclador
GeneAmp® 9700 (PE Applied Biosystems) de acuerdo con el programa de
temperaturas de la Figura I11.5.

Tabla 111.7 Mezcla de PCR utilizada en el estudio de hipermetilacion del promotor del gen MLH1. (1) Secuencia sentido
del cebador especifico de metilacion 5’-ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC-3’. Secuencia sentido del cebador
especifico de ausencia de metilacion 5S> TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT-3". (2) Secuencia antisentido
del cebador especifico de metilacion 5’-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’. Secuencia antisentido del cebador

especifico de ausencia de metilacion 5°-ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3". (3) Volumen necesario para
conseguir 100 ng de ADN. (4) Cantidad de agua necesaria para completar el volumen de reaccion.

Volumen (ul)
ADN modificado X3
Primer sentido 20 uM? 0.5
Primer antisentido 20 pM? 0.5
Tampon PCR 10X (+MgCly) 2.5
dNTPs (1.25 mM) 4
ADN polimerasa (Herculase® Stratagene 0.2
California USA)
Agua destilada Y4
Volumen final de reaccion 25
! Amplificarion i i
\ 1 1
: L
95%7 | gEeC ' i
Zmin | Beosg i i
| \ 7 i 720 i
- Z0ceg 1 10 in
| \ 5= 4 o
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Figura 111.5 Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en la reaccion de PCR utilizada para el
estudio de hipermetilacion del promotor del gen MLH1.
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c. PCR independiente del estado de hipermetilacion

Se utilizaron los primers descritos en la bibliografia (Herman et al. 1998),
adquiridos a través de Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich, Cambridgeshire, Gran
Bretafia). La mezcla de PCR (Tabla 111.8) fue amplificada en un termociclador
GeneAmp®9700 (PE Applied Biosystems) de acuerdo con el programa de

temperaturas de la Figura 111.8.

Tabla 111.8 Mezcla para la PCR independiente del estado de hipermetilacion del promotor del gen MLH1. (1)
Secuencia sentido 5’ GAGTAGTTTTTTTTTTAGGAGTGAAG-3". (2) Secuencia antisentido 5-
AAAAACTATAAAACCCTATACCTAATCTA-3". (3) Volumen necesario para conseguir 100 ng de ADN. (4)
Cantidad de agua necesaria para completar el volumen de reaccion.

Volumen (ul)

ADN modificado X3
Primer sentido 100 pM* 1
Primer antisentido 100 pM? 1
Tampdn PCR 10X (+MgCly) 2.5
dNTPs (1.25 mM) 4
ADN polimerasa (Herculase® Stratagene 0.2
California USA)

Agua destilada Y4
Volumen final de reaccion 25

d. Digestion con el enzima de restriccion BstUI

La modificacion del ADN con bisulfito fue combinada con la digestidn
mediante enzimas de restriccion (método COBRA, Combined Bisulfite
Restriction Analysis). El producto de PCR (5 ul) fue digerido con la enzima BstUI,
capaz de reconocer especificamente la secuencia 5°-CGCG-3’. Puesto que la
secuencia de ADN se ve afectada por la modificacién con bisulfito, los lugares de

restriccion quedaran determinados por el estado de metilacion (Figura 111.6).
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Figura I11.6 Secuencia de pasos que conforman el método COBRA. Cuando las islas CpG se encuentran no metiladas,
la modificacion con bisulfito transforma las citosinas en uracilos y el producto de PCR no es reconocido por la enzima
BstUI.

La mezcla de digestion (Tabla 111.9) fue incubada a 60°C durante 4 horas,
posteriormente, los fragmentos digeridos fueron visualizados en gel de agarosa al
3%.

Tabla 111.9 Mezcla para la digestion con la enzima BstUI. (1) Volumen de dilucion de ADN necesario para conseguir
una adecuada visualizacidn de los productos digeridos. (2) Cantidad de agua necesaria para completar el volumen total
de la reaccién. (3) Disolucion tamp6n compuesta por Tris-HCI 10mM, NaCl 50mM, MgClI2 10mM vy ditiotreitol 1mM

Volumen (ul)
Producto de PCR Xt
Disolucion tampén 2 15
BstUI 10U/ ul 0.3
Agua destilada Y?
Volumen final de reaccién 15

e. Secuenciacién

El producto no digerido fue purificado para su posterior secuenciacion.
Los fragmentos fueron purificados con el kit High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche Diagnostics GMbH, Mannheim, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, los fragmentos fueron sometidos a

electroforesis de alta resolucion en un secuenciador ABI PRISM® 3700 (PE
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Applied Biosystems), y analizados con el software GeneScan 3.5 (PE Applied
Biosystems) Figura I11.7

Figura I11.7 Ejemplo de la secuencia obtenida en un paciente con hipermetilacion del promotor del MLHA en uno de
sus alelos, cuando solo uno de los alelos esta metilado (heterocigosis), se observan dos picos superpuestos (Cy T).

e Gen MSH6

El estudio de mutaciones del gen MSHG6 se realiz6 mediante cromatografia liquida
de alta resolucion en condiciones parcialmente desnaturalizantes (dHPLC, denatured

high performance liquid chromatography).

= Amplificacion de exones y regiones intrénicas adyacentes

Los cebadores fueron inicialmente disefiados (ANEXO 2D) y posteriormente
comprados a Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich, Cambridgeshire, Gran Bretafia). La
composicion de la mezcla de PCR fue comun para todos los fragmentos (Tabla 111.10),
sin embargo, las condiciones de reaccion fueron diferentes en funcion del fragmento que
se iba a amplificar (ANEXO 2D). Se definieron tres programas de temperatura para que
las condiciones fueran las idéneas para la reaccion de amplificacion de cada uno de los
fragmentos; “PCR tiempo corto”, “PCR tiempo intermedio” y “PCR tiempo largo”
(Figura 111.8).

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador GeneAmp® 9700 (PE Applied

Biosystems).
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Tabla I11.10 Mezcla de PCR utilizada para la amplificacion de exones y regiones intrénicas adyacentes al gen MSH6.
(1) Volumen necesario para conseguir 100 ng de ADN. (2) Cantidad de agua destilada necesaria para completar el
volumen final de la reaccion

Volumen (ul)
ADN purificado (100 ng x?!
Primer sentido 10 uM 1
Primer antisentido 10 pM 1
Tampdn PCR 10X (Roche) 25
MgCI2 15
dNTPs (1.25 mM) 4
ADN Taq polimerasa (Roche) 1
Agua destilada y2
Volumen final de reaccion 25
Programa T2 "PCR tiempo corto” Programa T* “PCR tiempo large”

E Amplificacién i i I Amxplificaciin i i

95T 1 o i i mEsT D8I |
B 130 mg ! } Smin | I0mg ! !
—E—\\\ v | | —'nll i | nzeq |
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i ' ﬂ EL ; ' :h g

| = : N
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Programa T2 "PCR tiempo intermedio”
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LT | omee | oseec ; ;
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' \ 5 Slxeg J ' \ =ae 30 gRg \ - 30z Pmin !

5 \ 30/ : \ 30 \siee/ ;]
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Fig I11. 8 Esquema de los tres programas de temperatura disefiados para la amplificacion de los distintos fragmentos de
MSH6.
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Para la evaluacion del estado mutacional se utilizo el sistema WAVE®
(Transgenomic, Gran Bretafia), basado en cromatografia de intercambio i6nico en fase
reversa, con posterior deteccion ultravioleta. La fase estacionaria se llevo a cabo mediante
una matriz no porosa de bolsas poliméricas de poliestireno-divinilbenceno recubiertas de
cadenas de 18 carbonos (Columna C-18), mientras que la fase mdvil consistié en una
combinacion de TEAA 0.1M y acetronitrilo al 25%. Los resultados fueron analizados con

el software Navigator™ (Transgenomic, Gran Bretana) (Figura II1.9)

Normal Mutante Heterodiiplex Homodiplex
= =i | —— =
— E———
— —] — =
= |+ = = =
= = — —
= == = =
L //
m
=
<
=
=
a
<1}
0 T T T
H 5 6

Tiempo de retencion

Figura I11. 9 Ejemplo de la visualizacion del estado mutacional del gen MSH6 mediante dHPLC. Los tiempos de
retencion varian en funcion de la naturaleza de heterodpex u homoduplex de los fragmentos de PCR que pasan por el
detector de PCR que pasan por el detector de UV. Imagen modificada de www.transgenomics.com

Los fragmentos fueron purificados con el kit High Pure PCR Product Purification
(Roche Diagnostics GMbH, Manheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante, una vez purificados, se tomd 1l del producto de y se le afiadieron 12 ul de
formamida desionizaday 0.1 pl de estandar interno TAMRA-500. Los fragmentos fueron
sometidos a electroforesis de alta resolucién en un secuenciador ABI PRIMS ® 3700 (PE
Applied Biosystems), y analizados con el software GeneScan 3.5 (PE Applied

Biosystems). Fueron secuenciados aquellos fragmentos con cromatogramas anémalos
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sugestivos de heterodiplex “alelo normal-alelo mutado” u homoduplex “alelo mutado-

alelo mutado”.

4. ESTUDIO MOLECULAR DE BRAF

El estado mutacional del ex6n 15 de BRAF (incluido el “punto caliente”, p.V60OE,
que acumula mas del 90% de las mutaciones del gen), fue evaluado mediante analisis
HRM (Hight Resolution Melting) en el sistema LightCycler ® 480 de Roche (Roche
Diagnostics). Se utilizo el reactivo comercial LightCycler® LC480 High Resolution
Melting Master (Roche Diagnostics) y unas secuencias de primers disefiadas con el
sistema NCBI Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/):

5’-AATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGA-3’(primer sentido)
5’GCAGCATCTCAGGGCCAAAA-3’ (primer antisentido)

Cada reaccion contenia 3 ng de ADN de cada primer, 3 mM de MgCl2, disolucion
LightCycler® LC480 High Resolution Melting Master (Roche Diagnostics) y agua
destilada hasta un volumen final de 10 pl, siendo amplificada de acuerdo con el programa

de temperaturas detallado en la Figura 111.3

La reaccion abarco desde los 40°C hasta los 93°C, con una pendiente de 0.02°C por
segundo. Los productos de PCR fueron purificados con ExoSAP-IT® (Affymetric, Santa
Clara, CA) y secuenciadas utilizando el kit BigDye® terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (PE Applied Biosystems) en un secuenciador automatico ABI PRIMS ®3130 (Applied
Biosystems). (Figura 11l. 12)
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Figura I11.10. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura empleadas en el andlisis HRM para el estudio
molecular del gen BRAF.

5. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD CROMOSOMICA MEDIANTE
ARRAYS DE CGH (COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION)

Este estudio fue realizado con la colaboracion el Dr. Juan Luis Garcia, integrante del
Departamento de Genética molecular en Onco-Hematologia del Instituto de Investigacién

Biomédica de Salamanca.

5.1 Marcaje fluorescente

Se utiliz6 como espécimen de referencia Human Genomic DNA Male G1471/
Female G1521 (Promega Corporation, Madison, USA). Las muestras de ADN control y
problema fueron marcadas con el kit NimbleGen Dual-Colon DNA Labelling (Roche
Diagnostics, Penzberg, Alemania). EI ADN tumoral fue etiquetado con Cy3 (fluoréforo

verde) y el ADN de referencia como Cy5 (fluoréforo rojo).

Para llevar a cabo la elongacién de la cadena, se incubd la muestra con el

fragmento Klenow de la DNA polimerasa | y una mezcla de dNTPs (5mM cada uno de
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ellos) a una temperatura de 37°C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se afiadid
EDTA 0.5M para detener la reaccion y posteriormente se precipitd la muestra se lavo con

etanol y se cuantifico (Fig 111.10)

. Desnaturalizacion de la doble hebra de ADN. \AN N \AN -
2. Alineamiento aleatorio con cebadores marcados ™ * *
fluorescentemente: fluoréforo Cy3 (verde) para |£ [} ) (2/\
la muestra problema y fluoréforo Cy5 (rojo) para |£ L L
¥t Y g —— .
la muestra de referencia. 2

G G
C . a * A A H * A A
3. Incubacién con el fragmento Klenow dela DNA ,._' % %
polimerasa [ y una mezcla de nucledtidos (dNTPs). —_,/:Lr E___ .—’-‘t, _r___

2 horas

cadenas y elongacién del ADN.

v v
4‘. Extension de los cebadores, desplazamiento de /ERT\i E,a { E q,_[r’;\‘ rc A
-

5. Eliminacién de los dNTPs libres y del resto de
componentes sobrantes.

¥ o ¥
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6. Mezcla de las dos muestras marcadas. /—*——,*_,__7__

7. Desnaturalizacién e hibridacién sobre la matriz. 4

30 minutos

' [ Fragmento Klenow = Cebador marcado con Cy3 % Cebador marcado con Cy5 Cr (.iq dNTPs

Fig.I11.11 Esquema del marcado fluorescente para la hibridacién de muestras en microarray. Imagen tomada del manual
NimbleGen Dual-Color DNA Labeling Kits 48 and 192 Reactions” (Roche Diagnostics)

5.2 Hibridacion sobre microarrays

Tras cuantificar las cantidades de ADN marcado, se llevd a cabo la hibridacion

sobre una matriz de microarray siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se aplic6 1ug en cantidades equimolares de la muestra problema y de la muestra
control sobre un microarray de oligonucle6tidos provisto por NimbleGen (Roche
NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia). ElI formato de microarray empleado (12x135K)
permitio la determinacion simultanea de 12 pares de muestras independientes sobre el
mismo soporte y cada uno de ellos fue evaluado mediante 135.000 sondas isotérmicas
empiricamente testadas. Estas sondas abarcaban por completo el genoma humano, con
una separacion media de 12.524 pares de bases y una longitud aproximada de 45-75 bases

(Fig 111.11).
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Fig 111.12 Esquema placa de microarray CGH empleado para el andlisis de las muestras (formato 12x135, Roche
NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia) Imagen tomada del manual NimbleGen Arrays User’s Guide (Roche
Diagnostics)

La hibridacion se llevo a cabo durante 48h a una temperatura de 42°C, en una
camara de hibridacién de Roche NimbleGen. Finalizada esta etapa, las placas fueron

lavadas y secadas en varias ocasiones, para garantizar la calidad de los datos generados.

5.3 Escaneado y procesamiento de los datos

Las placas de microarray fueron examinadas con un escaner de microarrays MS
200 (Roche NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia), que midio las intensidades de Cy3 'y
Cy5 a 532 y 635 respectivamente. Las imégenes fueron procesadas mediante MS 200
Data Collection Software (Roche NimbleGen Inc.) e importadas (formato .tif) al software

DEVA v1.2.1 (Roche NimbleGen Inc.) para su analisis.

Todas las intensidades de fluorescencia fueron corregidas restando el valor de la
sefial de fondo. Posteriormente se calculé la ratio Cy5/Cy3 de cada segmento y se
transformo en logaritmo en base 2 (log2 ratio), que fue normalizado con respecto a los

ratios de todos los autosomas (los cromosomas sexuales fueron excluidos del estudio).
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En condiciones normales, las dos muestras de ADN compiten en igualdad de condiciones
par hibridar sobre las sondas de array, observandose el color correspondiente a la suma
de ambos fluorocromos (amarillo). En situaciones de pérdida o ganancia de material
genético, la competencia entre muestras hace que el color observado corresponda al

fluorocromo hibridado en mayor proporcion. Por tanto:

» Cuando logzratio > 0 --> Cy5>Cya3. El color observado fue rojo,
indicando una menor dosis génica en el ADN tumoral que en la
muestra de referencia.

» Cuando logzratio < 0 --> Cy5<Cya3. El color observado fue verde,
indicando una mayor dosis génica en el ADN tumoral que en la
muestra de referencia.

» Cuando logzratio = 0 --> Cy5=Cya3. El color observado fue amarillo
(suma de rojo y verde). Indicando la misma dosis génica en el ADN

tumoral que en la muestra de referencia.

En todos los casos se utilizé el método CBS (Circular Binary Segmentation), un
procedimiento que permite ubicar las CNV mediante una serie de hipétesis estadisticas
(Olshen et al. 2004). Este método se encuentra disponible en el Software waviCGH, un
servidor web para el andlisis y visualizacion de datos procedentes de arrays-CGH (Carro
et al. 2010).

Todas las regiones cromosomicas que exhibieron cambios en el nimero de copias
fueron examinadas utilizando el navegador UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/) para determinar la ubicacion y la importancia del cambio

detectado.

5.4 Célculo del indice de inestabilidad genémica

Se consideraron estables, todos aquellos tumores con una proporcion de genoma

aberrante inferior al 20%.
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Los datos obtenidos mediante arrays-CPG se utilizaron para calcular el indice de
inestabilidad gendémica (Gll, Genomic Inestability index). Este indice fue computado de
dos maneras diferentes teniendo en cuenta el método descrito por Bonnet y sus

colaboradores en 2012 (Bonnet et al. 2012):

- Fraccion de genoma alterado, teniendo en cuenta el valor normalizado
del numero total de segmentos evaluados.
- Numero de copias de los segmentos alterados con respecto al total de los

segmentos del ensayo.

Posteriormente, todos los segmentos analizados fueron comparados con el valor

normalizado de segmentos alterados, para definir su estado GNL (Gain, normal, loss).

El indice de inestabilidad gendmica total (Gll11 total) se calcula teniendo en cuenta
todos los segmentos que no se encuentran en un estado de GNL normal, con la siguiente

formula matematica:

1

1 .
GIItetal=—%" (xi#0)=1———F————
w2ima (X0 % 0) n Iy (Xi=0)

n = ndmero total de brazos cromosdmicos estudiados

Xn = Datos obtenidos para cada segmento

La escala ordinal de los datos permite descomponer el Gll total en distintas
fracciones, posibilitando el calculo de la porcion de genoma por cada tipo de aberracion
(ganancia o pérdida), unicamente cambiando la etiqueta xi #0 por; xi= +1y X = -1,
respectivamente.

GII gauaucias=iz:"=1(Xi =4+1) GIJ pérdidas =EZ:‘=1(XI' =-1)

n = nimero total de brazos cromosomicos estudiados
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Xn = Datos obtenidos para cada segmento

5.5 Calculo del numero y frecuencia de las CNV

Con el objetivo de establecer el perfil de inestabilidad de nuestra muestra 'y definir
las alteraciones genéticas especificas de la misma se generaron curvas de frecuencia que

plasmaron graficamente los patrones globales de INC:

Una vez establecida una idea cuantitativa se realizé una descripcién cualitativa de
las CNV. Inicialmente se calculd la cifra promedio de cada alteracion en cada tumor y

posteriormente en la muestra completa.

Tanto las alteraciones recurrentes como su frecuencia fueron comparadas en busca
de rasgos comunes y/o diferenciados entre los tumores localizados en las distintas partes
del colon, considerandose las diferencias estadisticamente significativas entre las
distintas localizaciones como posibles vias de carcinogénesis especificas de dicha

localizacion.

6. ANALISIS DEL FENOTIPO METILADOR DE ISLOTES DE CpG

El estado de metilacion de las regiones promotoras del panel de genes del Fenotipo
Metilador de Islotes CpG comprende los siguientes genes: CACNALG, CDKN2A,
CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROGI1, RUNX3 Y SOCS1 (Ogino S et al. 2006,
Weisenberger DJ. et al. 2006). Estos genes fueron estudiados mediante la técnica de
“methylation specific multiplex ligation-dependent probe amplification” (MS-MLPA)
(Nygren AO et al. 2005), con el kit comercial SALSA MLPA (ME042-B1, MRC-

Holland), siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante.
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Los productos de MSMLPA fueron analizados mediante electroforesis capilar en
un analizador 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y los resultados de

esta examinados con el software Genemapper v3.5.

El indice de metilacién de los locus CpG especificos, se calcularon dividiendo el
area normalizada de una muestra de una sonda digerida y su equivalente no digerido
(Ogino S et al 2007).

- FM — Alto se definié como la presencia de > 6/8 promotores de genes
metilados
- FM — Bajo si presentaban entre 1-5/8 promotores de genes metilados

- FM -0 si no existian promotores metilados 0/8

7. ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio descriptivo, las variables cualitativas vienen expresadas por nimero
de casos (n), acompafiadas del porcentaje total de casos de la variable en cuestion. Las

variables cuantitativas vienen expresadas mediante la media y la desviacion estandar.

Para comparar las caracteristicas clinico-patologicas, familiares, genéticas e
inmunohistoquimico entre las diferentes categorias dentro de cada grupo y entre los
grupos, se utilizo la prueba Chi cuadrado (y2) de Pearson para variables categoricas, y
el test exacto de Fisher (test no paramétrico). Las medias de las edades de aparicién de la
enfermedad (variables continuas) se compararon mediante la prueba de T de Student para
muestras independientes. Se realizo la prueba estadistica de ANOVA (variables continuas)
para en aquellos casos en los que se compararon variables continuas de mas de dos

categorias.

Para la realizacion de estas pruebas se utiliz6 el programa estadistico SPSS v.20.0
para Windows (Chicago, Illinois, EE. UU.).

Las diferencias fueron consideradas significativas cuando el valor de p asociado

a la prueba estadistica de contraste era menor de 0,05.
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IV. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS ANATOMO-CLINICAS Y FAMILIARES

1.1 MUESTRA TOTAL

Se incluyeron en el estudio un total de 88 pacientes procedentes del
Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid) todos ellos cumplian criterios de
inclusion; tenian una edad igual o inferior de 45 afios y habian sido tratados de un
CCR primario entre Enero de 2002 y Diciembre de 2009.

Seis de estos pacientes fueron excluidos finalmente del estudio por cumplir
criterios de poliposis adenomatosa familiar, y por tanto tener identificadas

claramente sus bases moleculares.

A. Edad al diagndstico y sexo.

La edad media de diagndstico de CCR fue de 39.56 afios con una
desviacién estandar de 4.9 afios, con un rango de edad que iba desde los 27

afios como edad mas precoz y 45 afios como edad mas tardia de diagndstico.

En el caso del sexo se encontré un predominio de hombres (49 casos,
59.8%) sobre las mujeres (33 casos, 40.2%). (Tabla 1V.1)

TABLA IV.1 CCR < 45a segun edad y sexo

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)
PACIENTES 82 (100)
EDAD (DE) 39.56 (4.9)
SEXO
Varones 49 (59.8)
Mujeres 33 (40.2)
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B. Localizacion tumoral.

La localizacion tumoral en el grupo de estudio fue bastante equilibrada,
observandose un ligero predominio de los tumores localizados en el colon
izquierdo 42.7%, frente a los localizados en colon derecho (24.45) y recto
(32.7%). (Tabla 1V.2)

TABLA IV.2 CCR <45 ay localizacién

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)

LOCALIZACION

Colon derecho 20 (24.4)
Colon izquierdo 35 (42.7)
Recto 27 (32.9)

C. Caracteristicas histologicas

Respecto a las caracteristicas histolégicas, s6lo 60 pacientes del total
de la muestra (74%) fueron clasificados como adenocarcinoma y los 22

restantes (27%) resultaron carcinoma sobre pélipos malignizados.

Entre las caracteristicas de los adenocarcinomas podemos decir que en
un 13.3% de eran pobremente diferenciados, el 32% eran productores de

mucina y el 7% eran tumores con células en anillo de sello o “signet ring
cells”. (Tabla I1V.3)

TABLA V.3 CCR < 45 ay caracteristicas histolégicas

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)
INDIFERENCIADOS 8/60 (13.3)
MUCOSECRETORES 19/60 (32)
CELULAS ANILLO DE SELLO 4/60 (7)
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D. Estadio Tumoral

Para la estadificacion tumoral se tuvo en cuenta la clasificacion de Dukes,
pudiendo observarse una distribucion homogénea, con un ligero predominio
de los estadios A (28%) y B (31.7%) frente a estadios avanzados C (17.1%)
y D (23.2%). (Tabla IV.4)

TABLA IV.4 CCR < 45 ay estadio tumoral.

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)

ESTADIO TUMORAL (Dukes)

A 23 (28)
B 26 (31.7)
c 14 (17.1)
D 19 (23.2)

E. Polipos asociados y otras neoplasias

Mas de la mitad de los pacientes (56%) presentaron polipos colonicos
(antes, sincrénicos o posteriores a la intervencién), siendo el nimero medio
de estos 1.8; estos pblipos fueron predominantemente adenomatosos (47.8%),
en segundo lugar, mixtos (34.8%) y con menor frecuencia hiperplasicos
(17.4%). Un total de 5 pacientes presentd otros tumores primarios en el colon,
4 de ellos de forma sincrénica y 1 de ellos de forma metacronica. Por otro
lado 9 pacientes presentaron neoplasias extracolonicas, de las cuales dos de
ellas se asociaban a sindrome de Lynch. En total el 13.4 % de los pacientes
presentd neoplasia primaria multiple en el tiempo que durd el estudio. (Tabla
IV.5)
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TABLA IV.5 CCR < 45 ay polipos asociados

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)
POLIPOS ASOCIADOS 46 (56)
N° MEDIO (DS) 1.8 (2.5)
TIPO HISTOLOGICO
Adenomatosos 22 (47.8)
Hiperplasicos 8 (17.4)
Mixtos 16 (34.8)
CCR sincrénico 4 (4.8)
CCR metacronico 1(1.2)
Neoplasia primaria multiple 11 (13.4)

F. Historia familiar de cancer de colon.

En cuanto a las caracteristicas familiares de la muestra, el 18% de las
familias presentaba criterios Amsterdam 11 para el SL. Llama la atencion que
27 familias (33%) tenian criterios de agregacion familiar y neoplasias
asociadas caracteristicas del SL, sin llegar a cumplir los mencionados criterios
y ademéas 9 familias (11%) presentaron criterios de agregacion familiar para
neoplasias diferentes a las del espectro SL. EI nimero de casos esporadicos de
la muestra fue del 31 (38%). (Tabla I1V.6)

TABLA 1V.6 CCR < 45 a e historia familiar

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)
H& CANCER FAMILIAR
Familiar con criterios Amsterdam 11 15 (18)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 27 (33)
Agregacioén familiar + neoplasia no Lynch 9(11)
ESPORADICO 31 (38)

G. Supervivencia
La supervivencia global media fue de 58.51% y la supervivencia libre de

enfermedad de 50.79 meses, si excluimos de la muestra los pacientes que en

el momento del diagnostico presentaban enfermedad a distancia (19), la
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supervivencia global se incrementa hasta 71.54 % y la supervivencia libre de
enfermedad hasta 66.71 meses. (Tabla 1V.7)

Entre los pacientes que no presentaban enfermedad a distancia al
diagnostico, 10 (15.8%) presentaron recidiva tumoral, 3 de ellos (30%) a nivel

locorregional y 7 de ellos (70%) a distancia. (Tabla IV.7)

La mortalidad global de la muestra fue del 31,7% (26 pacientes), con una

edad media al fallecimiento de 43 afios. (Tabla 1V.7)

TABLA IV.7 CCR < 45 ay prondstico

CARACTERISTICAS CCR <45a
n (%)

SUPERVIVENCIA GLOBAL 58.51
SLE 50.79
SUPERVIVENCIA GLOBAL * 71.54
SLE * 66.7
RECIDIVA TUMORAL SI/NO 10 (15.8)
TIPO RECIDIVA

Locorregional 3 (30)

A distancia 7 (70)
MORTALIDAD SI/NO 26 (31.7) / 56 (68.3)

*Pacientes que no presentaban enfermedad a distancia en el momento del diagnéstico

SLE: supervivencia libre de enfermedad
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1.2 MUESTRAS POR LOCALIZACION TUMORAL.

A. Tumores de colon derecho

Un total de 20 (24%) pacientes de las muestras se localizaron en el colon derecho.
Los sujetos de este grupo tenian una edad media de 39.1 afios y no existia un claro
predominio entre sexos; la mitad de los sujetos fueron mujeres y la mitad varones. (Tabla
1V.8)

En cuanto a las caracteristicas histoldgicas, estas solo se estudiaron en 16
muestras, ya que el resto de las biopsias fueron pélipos degenerados o casos en estadio
IV, paliativos sin cirugia. ElI 25% de los tumores eran pobremente diferenciados,
solamente 6 (37.5%) eran secretores de mucina y ninguno de ellos tenia células en anillo
de sello. (Tabla 1V.8)

La mayor parte de los tumores tenian un estadio Dukes intermedio, un 20% eran
tumores limitados a la pared colonica (estadio A), el 60% infiltraban la serosa o grasa
mesentérica (estadio B), el 15% tenian ganglios positivos (estadio C) y s6lo en un caso

(5%) se identifico metastasis a distancia (estadio D).

En el 14% de los pacientes con una lesion en colon derecho, se identificaron otros
polipos asociados, el numero medio de estos fue de 3 por paciente y la mitad de ellos
tenian componente mixo (50%), un 36% eran adenomatosos y solo dos de ellos (14%
hiperplasicos. EI 20% de los pacientes intervenidos tuvo otro tumor en el colon de forma
sincrénica o metacronicay el 25% tenia asociado otro tumor primario en otra localizacion

incluida la colonica. (Tabla IV.8).

En cuanto a las caracteristicas familiares de este grupo tenemos que un total de 8
pacientes (40%), cumplian criterios Amsterdam para SL, 7 pacientes (35%) presentaban

agregacion familiar y neoplasia del espectro Lynch y solo un paciente (5%) tenia
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agregacion familiar para SL y neoplasias no relacionadas con el mismo. Los casos
esporéadicos fueron 4 (20%). (Tabla 1V.8)

El pronostico de estos pacientes fue similar al de la muestra total, con una
supervivencia global del 34.5% y una supervivencia libre de enfermedad del 42.6 %.
(Tabla 1V.8)

TABLA V.8 Caracteristicas clinico-patolégicas del CCR en colon derecho en <45 a

CARACTERISTICAS CCR derecho <45a
n (%)
PACIENTES 20 (24)
EDAD (DE) 39.1(6)
SEXO
Varones 10 (50)
Mujeres 10 (50)
CARACTERISTICAS HITOLOGICAS
Indiferenciados 4/16 (25)
Mucosecretores 6/16 (37.5)
Células anillo de sello 0/16 (0)
ESTADIO TUMORAL (Dukes)
A 4 (20)
B 12 (60)
C 3(15)
D 1(5)
POLIPOS ASOCIADOS 14 (70)
N° MEDIO (DS) 3.2
TIPO HISTOLOGICO
Adenomatosos 5 (36)
Hiperplasicos 2 (14)
Mixtos 7 (50)
CCR sincrénico o metacrénico 4 (20)
Neoplasia primaria maltiple 5 (25)
H& CANCER FAMILIAR
Familiar con criterios Amsterdam I1 8 (40)
Agregacién familiar + neoplasia Lynch 7 (35)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 1(5)
ESPORADICO 4 (20)
SUPERVIVENCIA GLOBAL (SD) 81.6 (34.5)
SLE 72.4 (42.6)

DE: desviacion estandar, SLE: supervivencia libre de enfermedad,
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B. Tumores de colon izquierdo

El colon izquierdo fue la localizacion méas frecuente para los tumores de la
muestra, un 43% (35) se asentaron aqui, la mayor parte de los pacientes eran varones
(63% vs 27%) y la edad media de los sujetos era similar a la del grupo del colon derecho
(39.3 afios). (Tabla 1V.9)

Solo 24 muestras fueron detalladas histolégicamente, de ellas 3 tumores (12.5 %)
eran tumores pobremente diferenciados, 8 de ellos (33%) poseian células productoras de

muco y 2 (8%) presentaron células en anillo de sello. (Tabla IV.9)

En cuanto al estadio tumoral de las muestras, se observé un reparto uniforme para
tumores estadio A y estadio B (34%), solo 3 muestras (95) tenian ganglios positivos

(estadio C) y un 23% tenian extension a distancia al diagnéstico. (Tabla 1V.9)

Un total de 21 pacientes (60%), tenian polipos en otras localizaciones del colon,
cuyo namero medio fue de 1.6 por pacientes. El tipo histolégico mas frecuente eran los
adenomatosos (48%), siendo los hiperplasicos y mixtos los menos frecuentes, 19% y 33%

respectivamente. (Tabla 1V.9)

Ninguno de los individuos de la muestra tuvo una neoplasia colorrectal sincrénica

0 metacronica y 4 pacientes (11%) tenia una neoplasia primaria maltiple. (Tabla IV.9)

En un 48% de los casos, los tumores desarrollados en el seno de las familias de
los pacientes eran tumores esporadicos, un total de 6 familias (17%) cumplian criterios
Amsterdam Il para SL, 6 familias (17%) presentaban agregacion familiar para SL y
tumores relacionados con este sindrome y otras 6 familias (17%) agregacion familiar para

Sl 'y tumores no tipicos de este sindrome. (Tabla IV.9)
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La supervivencia global fue del 32.6% y la supervivencia libre de enfermedad fue
del 37.2%. (Tabla IV.9)

TABLA V.9 Caracteristicas clinico-patoldgicas del CCR en colon izquierdo en <45 a

CARACTERISTICAS CCR izquierdo <45a
n (%)
PACIENTES 35 (43)
EDAD (DE) 39.3(4.2)
SEXO
Varones 22 (63)
Mujeres 13 (37)
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS
Indiferenciados 3/24 (12.5)
Mucosecretores 8/24 (33)
Células anillo de sello 2/24 (8)
ESTADIO TUMORAL (Dukes)
A 12 (34)
B 12 (34)
C 309
D 8(23)
POLIPOS ASOCIADOS 21 (60)
N° MEDIO (DS) 1.6 (1.9)
TIPO HISTOLOGICO
Adenomatosos 10 (48)
Hiperplasicos 4(19)
Mixtos 7 (33)
CCR sincrénico o metacrénico 0 (0)
Neoplasia primaria maltiple 4 (11)
H2 CANCER FAMILIAR
Familiar con criterios Amsterdam 11 6 (17)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 6 (17)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 6 (17)
ESPORADICO 17 (48)
SUPERVIVENCIA GLOBAL 55.4 (32.6)
SLE 48.7 (37.2)

DE: desviacion estandar, SLE: supervivencia libre de enfermedad,
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C. Tumores de recto

En 27 pacientes de la muestra (33%) la lesidn estudiada estaba localizada en recto,
el 63% de los pacientes (17) eran varones y la edad media del grupo era de 40.2 afios,

similar al resto de grupos. (Tabla I1VV.10)

Se estudiaron las caracteristicas histoldgicas de un total de 20 muestras y se
observo gque solamente un tumor era indiferenciado (5%), 5 de ellos eran productores de

mucina (25%) y 2 muestras (10%) tenian células en anillo de sello. (Tabla 1V.10)

En este caso, a diferencia con respecto al resto de grupos, el estadio mayoritario
era el D con 10 pacientes (37%), en tercer lugar, el C con 8 pacientes (37%), en segundo
lugar el A con 7 pacientes (26%) y el estadio minoritario el B con 2 pacientes (7%). (Tabla
IV.10)

Un 41% de los pacientes presentaron pélipos a lo largo del seguimiento, siendo la
media de estos de 1.2. por paciente. El tipo histoldgico més frecuente eran los adenomas
64%, siendo la proporcion de hiperplasicos y mixtos equivalentes (18%). Un solo
paciente presentd una neoplasia metacronica en colon (4%) y 2 pacientes presentaron

multiples neoplasias primarias (7%). (Tabla 1V.10)

En cuanto a las caracteristicas familiares de este grupo, sélo una familia (4%)
presento criterios Amsterdam Il + para SL, un total de 14 familias (56%) presentaron
agregacion familiar para SL y neoplasias del espectro Lynch, 2 familias presentaron
agregacion familiar para neoplasias diferentes del espectro Lynch y por Gltimo en un total

de 10 familias los tumores se consideraron esporadicos (37%). (Tabla 1V.10)
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La supervivencia global de los pacientes que desarrollaron tumores en esta
localizacion fue del 29.4% y la supervivencia libre de enfermedad de 36.7 meses. (Tabla
IV.10)

TABLA V.10 Caracteristicas clinico-patoldgicas del CCR en recto en <45

CARACTERISTICAS CCR recto<45a
n (%)
PACIENTES 27 (33)
EDAD (DE) 40.2 (4.69)
SEXO
Varones 17 (63)
Mujeres 10 (37)
CARACTERISTICAS HITOLOGICAS
Indiferenciados 1/20 (5)
Mucosecretores 5/20 (25)
Células anillo de sello 2/20 (10)
ESTADIO TUMORAL (Dukes)
A 7(26)
B 2(7)
C 8 (30)
D 10 (37)
POLIPOS ASOCIADOS 11 (41)
N° MEDIO (DS) 1.2 (2.3)
TIPO HISTOLOGICO
Adenomatosos 7 (64)
Hiperplésicos 2 (18)
Mixtos 2 (18)
CCR sincrénico o metacrénico 1(4)
Neoplasia primaria maltiple 2(7)
H2 CANCER FAMILIAR
Familiar con criterios Amsterdam I1 14)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 14 (56)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 2(8)
ESPORADICO 10 (37)
SUPERVIVENCIA GLOBAL (SD) 44.6 (29.4)
SLE 36.7 (35.2)

1.3 ANALISIS COMPARATIVO POR LOCALIZACIONES

Una vez realizado el estudio descriptivo de las caracteristicas anatomo-clinicas y

familiares de la muestra general y de cada localizacion por separado, se analizaron las
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diferencias de cada caracteristica entre grupos. Estos resultados se muestran

detalladamente en la tabla 1VV.11.

La edad media de diagndstico entre los CCR de los diferentes grupos fue similar,
alrededor de los 40 afos, no existiendo diferencias significativas entre grupos. En cuanto
al sexo se observo un predominio de varones frente a mujeres para los tumores localizados

en colon izquierdo y recto; pero estas diferencias no fueron significativas. (Tabla 1V.11)

Los tumores de colon derecho fueron los més indiferenciados y también aquellos con
mayor componente mucinoso; siendo mayores las células en anillo de sello en los tumores

rectales; sin alcanzar significacion estadistica. (Tabla IV.11)

El 80% de los tumores localizados en colon derecho presentaron estadios precoces, A
y B de Dukes; mientras que los tumores mas avanzados, estadios C y D, estaban
localizados en recto. En los tumores de colon izquierdo se observo una distribucion mas
homogéna en cuanto al estadio tumoral. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas para todos lo grupos. (Tabla 1V.11)

En cuanto al nimero de polipos colénicos asociados, y el hallazgo de tumores
sincronicos y metacronicos; estos fueron mayores en los pacientes con tumores
localizados en colon derecho, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. En
el caso de las neoplasias primarias multiples, fue mas frecuente encontrarlos en pacientes
con tumores en colon derecho, pero estas diferencias no fueron significativas. (Tabla
IV.11)

El 40% de los pacientes con tumores en colon derecho presentaron criterios
Amsterdam 1l para SL, el porcentaje més elevado de agregacion familiar para SL y
tumores del espectro Lynch fue para los pacientes con tumores localizados en recto

(56%), los casos esporadicos fueron mas frecuentes en los sujetos con tumores en colon
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izquierdo (48%); siendo todos estos hallazgos estadisticamente significativos. (Tabla

IV.11)

En cuanto al prondstico, estudiado en supervivencia global y supervivencia libre de

enfermedad, este empeoraba progresivamente desde el colon derecho al recto, mostrando

mejor prondstico los tumores localizados en colon derecho y peor prondstico los

localizados en recto; siendo estos hallazgos estadisticamente significativos. (Tabla IV.11)

TABLA 1V.11 Comparativa en las caracteristicas clinico-patolégicas del CCR segin su localizacion en <45 a

) CCR <45a CCR derecho CCR CCR recto
CARACTERISTICAS n (%) <45a izquierdo <45a P
n (%) <45a n (%)
n (%)
PACIENTES 82 (100) 20 (24) 35 (43) 27 (33)
EDAD (DE) 39.6(4.9) 39.1 (6) 39.3 (4.2) 40.2 (4.69) NS
SEXO
Varones 49 (59.8) 10 (50) 22 (63) 17 (63)
Mujeres 33(40.2) 10 (50) 13 (37) 10 (37) NS
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Indiferenciados 8/60 (13.3) 4/16 (25) 3/24 (12.5) 1/20 (5) NS

Mucosecretores 19/60 (32) 6/16 (37.5) 8/24 (33) 5/20 (25) NS

Células anillo de sello 4/60 (7) 0/16 (0) 2/24 (8) 2/20 (10) NS
ESTADIO TUMORAL (Dukes)

A 23(28) 4(20) 12 (34) 7(26)
B 26 (32) 12 (60) 12 (34) 2(7)
o] 14 (17) 3(15) 3(9) 8 (30)
D 19 (23) 1(5) 8 (23) 10 (37) 0.002
POLIPOS ASOCIADOS 46 (56) 14 (70) 21 (60) 11 (41) NS
N° MEDIO (DS) 1.8 (2.5) 3.2 1.6 (1.9) 1.2(2.3) 0.046
TIPO HISTOLOGICO

Adenomatosos 22 (48) 5 (36) 10 (48) 7 (64) NS

Hiperplésicos 8 (17) 2(14) 4(19) 2 (18)

Mixtos 16 (35) 7 (50) 7(33) 2 (18)

CCR sincrénico o metacronico 5 (6) 4 (20) 0(0) 1(4) 0.01
Neoplasia primaria multiple 11 (13) 5(25) 4 (11) 2(7) NS
H? CANCER FAMILIAR 0.006

Criterios Amsterdam 11 15 (18) 8 (40) 6 (17) 1(4)

Agregacion + neoplasia Lynch 27 (33) 7(35) 6 (17) 14 (56)

Agregacion + neoplasia no Lynch 9 (11) 1(5) 6 (17) 2(8)
ESPORADICO 31 (38) 4 (20) 17 (48) 10 (37)
SUPERVIVENCIA GLOBAL (DE) 58.5 (34.5) 81.6 (34.5) 55.4 (32.6) 446 (29.4) | <0.001
SLE 50.8 (39.9) 72.4 (42.6) 48.7 (37.2) 36.7 (35.2) 0.006

SLE: supervivencia libre de enfermedad.
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2. CARACTERISTICAS MOLECULARES

2.1 MUESTRA TOTAL

Del total de la muestra incluida en el estudio, como se ha indicado con
anterioridad, 6 pacientes fueron excluidos por presentar PAF y un paciente no
pudo incluirse en el estudio molecular por no obtenerse muestra suficiente para su
analisis, en este caso se tratd de un paciente con un tumor rectal. Por tanto, el

estudio molecular se llevé a cabo en los 81 pacientes restantes.

A. VIA MUTADORA O INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Un total de 12 casos de la muestra analizada (14.8%) presento
inestabilidad de microsatélites (IMS, inestabilidad de microsatélites), el resto de
los tumores fueron estables (85.2%) (EMS, estabilidad de microsatélites). (Tabla
IV.12)

TABLA V.12 Caracteristicas moleculares de la via mutadora en CCR <45 a

CARACTERISTICAS CCR <45a
MOLECULARES n (%)

VIA MUTADORA IMS

IMS 12/81 (14.8)
EMS 69/81 (85.2)

Estudio inmunohistoguimico tumoral

En el estudio inmunohistoquimico de las proteinas correspondientes al
sistema de reparacion MMR, se identifico una ausencia de expresion de la proteina
MIh1 en cinco tumores inestables, en cuatro de ellos la pérdida de expresion era
secundaria a una mutacion germinal y uno de ellos se acompafiaba de una pérdida

de expresion de Pms2.
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Seis de los 12 tumores inestables presentaron pérdida de expresion de

Msh2, sélo en cuatro se identificd mutacion del gen correspondiente. La pérdida

de expresion de Msh6 se identificd en 5 tumores, cuatro de ellos se acompafiaron

también de una ausencia de expresion de Msh2. (Tabla IV.13)

TABLA V.13 Estudio IHQ de la via mutadora en CCR <45 a

CARACTERISTICAS CCR <45a
MOLECULARES n (%)
VIA MUTADORA IMS
IHQ (pérdida expresion MMR)
MLH1 5/81 (6.2)
MSH2 6/81 (7.4)
MSH6 5/81 (6.2)
PMS2 1/81 (1.5)

Estudio genético sangre periférica del sujeto

De las muestras de sangre extraidas de los pacientes en cuyos tumores se

identificd IMS, se extrajo en ADN para proceder al estudio completo de los genes

MMR. De los 12 casos analizados diez mostraron mutacién en alguno de los

principales genes implicados en la reparacion del ADN.

El nimero de mutaciones en MLH1 Y MSH2 fue el mismo en nuestra

muestra, uno de los casos no mostré mutacion genética, sino hipermetilacion del

gen MLHL1 y en el otro no se encontraron alteraciones genéticas a nivel de los

genes relacionados, a pesar de la ausencia de expresion de la proteina Mshé.

(Tabla 1V.14)
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TABLA V.14 Estudio genético de la via mutadora en CCR <45 a

CARACTERISTICAS CCR <45a
MOLECULARES n (%)

VIA MUTADORA IMS

Estudio genético

MLH1 4/10 (40)
MSH2 4/10 (40)
MSH6 2/10 (20)

Caracteristicas Clinico — Patolégicas y familiares de la via mutadora

Se estudiaron las caracteristicas clinico-patologicas y familiares de los
pacientes de la muestra divididas en dos grupos, en funcién de la estabilidad o

inestabilidad de microsatélites.

Se observd que los pacientes cuyos tumores eran inestables presentaban
una edad menor al diagnostico (34.33 afios vs 40.4 afios) y que este tipo de
tumores eran mas frecuentes en los hombres (75%) que en las mujeres (25%) en
las que predominaban los tumores estables; siendo estas diferencias

estadisticamente significativas. (Tabla IV.15).

TABLA V.15 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via mutadora. Distribucion segun

edad y sexo.
CARACTERISTICAS IMS EMS p
CLINICO - PATOLOGICAS

PACIENTES 12 (14.8) 69 (85.2)
EDAD (DE) 34.33 (4.9) 40.4 (4.3) NS
SEXO

Hombres 9 (75) 40 (58)

Mujeres 3(25) 29 (42) 0.008
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Los tumores inestables se localizaron en colon derecho e izquierdo con la
misma proporcion (50%) mientras que ninguno se localizo en el recto; en cuanto
a los estables, estos mostraron especial predileccion por el colon izquierdo (42%)
y el recto (37.7%), siendo el colon derecho la localizacion menos frecuente para
este tipo de tumores (20.3%), considerandose estas diferencias estadisticamente
significativas. (Tabla 1V.16)

TABLA V.16 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via mutadora. Distribucion segln
localizacion en el colon.

CARACTERISTICAS IMS EMS p

LOCALIZACION

Colon derecho 6 (50) 14 (20.3)
Colon izquierdo 6 (50) 29 (42.0)
Recto 0 26 (37.7) 0.02

En cuanto a las caracteristicas histoldgicas, aunque estos resultados no
fueron estadisticamente significativos; los tumores inestables fueron mas
indiferenciados (18.2% vs 12.2%); mostraron una mayor produccién de moco
(54.9% vs 26.5%) y un numero mayor de células en anillo de sello (18.2% vs
4.1%). El nimero de polipos asociados fue algo mayor para los tumores inestables
(66.7% vs 53.6%), siendo los polipos mixtos los mas frecuentes en los pacientes
con tumores inestables (50%) y los adenomatosos en los pacientes con tumores
estables (54.1%). (Tabla IV.17)

TABLA IV.17. CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via mutadora. Caracteristicas
histol6gicas y pdlipos asociados.

CARACTERISTICAS IMS EMS p
INDIFERENCIADOS 2/11 (18.2) 6/49 (12.2) NS
MUCOSECRETORES 6/11 (54.9) 13/49 (26.5) 0.07
CELULAS ANILLO DE SELLO 2/11 (18.2) 2/49 (4.1) 0.48
POLIPOS ASOCIADOS 8 (66.7) 37 (53.6) 0.25
TIPO HISTOLOGICO

Adenomatosos 2 (25) 20 (54.1)
Hiperplasicos 2 (25) 6 (16.2)
Mixtos 4 (50) 11 (29.7)
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Los tumores estables de los pacientes de la muestra se diagnosticaron con
mayor frecuencia en estadios tempranos (31.9% A) o avanzados (26.1% D), en
cambio los tumores inestables se diagnosticaron en su mayoria en estadios
intermedios (75% B y 16.7% C), estos resultados fueron estadisticamente
significativos. (Tabla IV.18).

TABLA 1V.18 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via mutadora. Distribucidn segun estadio
tumoral.

CARACTERISTICAS IMS EMS p

ESTADIO TUMORAL (Dukes)

A 1(8.3) 22 (31.9)

B 9 (75) 17 (24.6)

c 2 (16.7) 12 (17.4)

D 0 18 (26.1) | <0.001

La SLE y la ST fueron mas favorables para los pacientes que presentan
IMS. Cuando se excluyen aquellos casos que presentaban enfermedad a distancia
en el momento del diagndstico y/o recidiva tumoral a lo largo del seguimiento, la
SLey la ST aumenta en el grupo de EMS sin alcanzar los valores del grupo MSI.

La tasa de mortalidad también fue mayor en el grupo con EMS.

TABLA 1V.19 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via mutadora. Prondstico

CARACTERISTICAS IMS EMS p

TOTAL PACIENTES

ST 86 54.81 0.003

SLE 80.416 46.37 0.006
PACIENTES CON METASTASIS AL
DIAGNOSTICO

ST 87.55 69.93

SLE 87.55 70.06
RECIDIVA TUMORAL 25 17.3 NS
MORTALIDAD 16.66 30.43 NS
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Como era de esperar, la agregacion familiar fue mayor en los tumores con
IMS, ademés en un 83.3% de estos pacientes se cumplian criterios Amsterdam I,
un 33% presentaron neoplasias asociadas al SL y el 11% presento agregacion
familiar con neoplasias no relacionadas con el SL. Un 46.4% de los tumores con
EMS fueron esporadicos, el 8.7% presentd agregacion familiar con criterios
Amsterdam 11, un 26.1% present6 agregacion familiar y desarrollo neoplasias
asociadas al SL y el 18.8 % presentd agregacion familiar con neoplasias no
relacionadas con el SL. Las diferencias en relacion con los antecedentes familiares

resultaron estadisticamente significativas. (Tabla IV.20).

TABLA V.20 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patolégicas de la via mutadora. Distribucién segin historia
familiar.

CARACTERISTICAS IMS EMS
H2 CANCER FAMILIAR 0.0005
Familiar con criterios Amsterdam Il 10 (83.3) 6 (8.7)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 27 (33) 18 (26.1)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 9 (11) 13 (18.8)
ESPORADICO 31(38) 32 (46.4)

B. VIA SERRADA O FENOTIPO METILADOR DE ISLAS CPG

Se realizo el estudio de patrones de metilacion en 68 pacientes del total de
la muestr, siendo las proporciones como sigue: el 19,1% presentan factor
metilador alto (FM-AIto), el 41,17% factor metilador bajo (FM-Bajo) y el 39,7%
factor metilador nulo (FM-0). (Tabla 1V.21)
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TABLA V.21 CCR <45 a. Caracteristicas de la via serrada. Clasificacion molecular del CCR y en funcién
del grado de metilacion.

CARACTERISTICAS CCR <45a
MOLECULARES n (%)
VIA SERRADA
CIMP
FM- 0 27/68 (39.7)
FM- Bajo 28/68 (41.2)
FM- Alto 13/68 (19.1)

Caracteristicas Clinico — Patolégicas y familiares de la via serrada.

El grupo predominante en la muestra fueron los tumores con un FM-Bajo
(41.2%) y los FM-0 (39.7%), siendo el grupo FM-AIlto el menos frecuente
(19.1%). Los tumores FM-Alto aparecieron a edades mas precoces (36.9 afios,
frente a 39.3 y 40.15 en FM-Bajo y FM-0 respectivamente) y fueron mas
frecuentes en el sexo femenino (53.8% frente 35.7% y 33% en FM-Bajo y FM-0
respectivamente). (Tabla 1V.22)

TABLA 1V.22 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patologicas de la via serrada. Distribucion segin edad y
Sexo.

CARACTERISTICAS FM Alto FM Bajo FM 0
CLINICO - PATOLOGICAS
PACIENTES 13 (19.1) 28 (41.2) 27 (39.7)
EDAD (DE) 36.9 (6.4) 39.4 (5) 40.15 (4.5) 0.18
SEXO
Hombres 6 (46.2) 18 (64.3) 18 (66.7)
Muijeres 7 (53.8) 10 (35.7) 9(33.3) 0.43

En cuanto a la localizacion, los FM-Alto mostraron predileccion por el
colon derecho (61.5%), mientras que los FM-Bajo se localizaron con mayor
frecuencia en el colon izquierdo (50%), en cuanto a los FM-0 su distribucién fue
similar para el colon izquierdo y el recto (51.9% y 40.7% respectivamente), siendo
valores con significacion estadistica. (Tabla 1V.23)
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TABLA V.23 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via serrada. Distribucién segun la

localizacion en el colon.

CARACTERISTICAS

FM Alto FM Bajo FM 0 p
LOCALIZACION
Colon derecho 8 (61.5) 6 (21.4) 2(7.4)
Colon izquierdo 3(23.1) 14 (50.0) 14 (51.9)
Recto 2 (15.4) 8 (28.6) 11 (40.7) 0.007

En las tres categorias del FM, el estadio precoz fue el predominante al
diagnostico (A 'y B de Dukes), principalmente en el grupo FM-Alto (A 30,8%, B
46,2%, C 15,4% y D 7,7%). (Tabla I1V.24).

TABLA V.24 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patolégicas de la via serrada. Distribucion segun el estadio

tumoral.
CARACTERISTICAS FM Alto FM Bajo FMO p
ESTADIO TUMORAL (Dukes)
A 4 (30.8) 7 (25.0) 7 (25.9)
B 6 (46.2) 9(32.1) 10 (37)
C 2 (15.4) 7 (25.0) 4 (14.8)
D 1(7.7) 5(17.9) 6 (22.2) NS

Los tumores FM-Alto fueron los mas indiferenciados (22.2% vs a 13.6%
y 0% en FM Bajo y 0 respetivamente), este grupo fue también en el que mayor
proporcién de células productoras de mucina existia (44.4% vs 36.4% y 20.8 %
en FM-Bajo y 0 respectivamente). EI nimero de polipos colonicos asociados fue
mayor para los tumores del grupo FM-Alto (76.9%) siendo los polipos mixtos los

predominantes.
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TABLA V.25 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via serrada. Caracteristicas histolégicas

y p6lipos asociados.

CARACTERISTICAS FM Alto FM Bajo FM O p
INDIFERENCIADOS 2/9 (22.2) 3/22 (13.6) 0 0.27
MUCOSECRETORES 4/9 (44.4) 8/22 (36.4) 5/24 (20.8) 0.3
CELULAS ANILLO DE SELLO 0/9 (0) 3/22 (13.6) 0/24 (0) 0.12
POLIPOS ASOCIADOS 10 (76.9) 14 (50.0) 14 (52) 0.23
TIPO HISTOLOGICO

Adenomatosos 3(30) 8 (57.1) 8 (57.1) NS
Hiperplésicos 1(10) 2(14.3) 4 (28.6) NS
Mixtos 6 (60) 4 (28.6) 2(14.3) NS

La proporcion de tumores que presentd IMS fue mayor para el grupo FM-
Alto (30.8% vs 14.3% y 7.4% en FM-Bajo y 0 respectivamente) al igual que el
porcentaje de mutaciones en los genes MMR (30.8% vs 7.1% en FM Bajo y 7.4%
en CIMP 0) y la hipermetilacion del promotor de MLH1. En cuanto a la mutacion
de BRAF, observamos que ninguno de los tumores FM-Alto y FM-0, presentd
BRAF mutado y uno de los tumores FM-Bajo si que presentd estd mutacion
(3.6%). (Tabla 1V.26)

TABLA 1V.26 CCR <45 a. Caracteristicas moleculares de la via serrada en funcion del grado de metilacion.

CARACTERISTICAS FM Alto FM Bajo FMO p
MOLECULARES
MSI 4(30.8) 4(14.3) 2(7.4) 0.15
Expresion MIhL 2 (15.4) 1(3.6) 0 0.09
Mutacion MMR 4(30.8) 2(7.0) 2(7.4) 0.06
Mutacion BRAF 0 1(3.6) 0 NS

En cuanto a la agregacion familiar, esta estuvo presente en los tres grupos,
pero fue mayor para los tumores FM-Alto, tanto la asociada a positividad para
criterios Amsterdam 11 (30.8%) como la agregacion y el desarrollo de neoplasias
del espectro Lynch (23.1%). Los casos esporadicos fueron minoritarios en todos
los grupos (38.5% en FM-AIlto, 42.9% en FM-Bajo y 37% en FM-0). (Tabla
IV.27)

122




IV.RESULTADOS

TABLA 1V.27 CCR <45 a. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la via serrada. Distribucidn segun historia
familiar.

CARACTERISTICAS CIMP High | CIMP Low | CIMPO p
H2 CANCER FAMILIAR NS
Familiar con criterios Amsterdam |1 4(30.8) 55(17.9) 5(14.8)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 3(23.1) 5(17.9) 8 (29.6)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 1(7.7) 6 (21.4) 4 (14.8)
ESPORADICO 5(38.5) 12 (42.9) 10 (37)

C. CLASIFICACION MOLECULAR DEL CCR

La clasificacion molecular del CCR (Ogino y Goel 2008), se establece
teniendo en cuenta las dos vias de carcinogénesis descritas hasta ahora; la via
mutadora o IMS y la via serrada o fenotipo metilador de islas CpG (CIMP), de
acuerdo con las caracteristicas de estas vias de carcinogénesis tendremos cuatro
tipos de tumores. Teniendo en cuenta esta clasificacion, podemos decir, que el
grupo mayoritario de nuestra muestra fue el MSS-CIMP Low, con un total de 49
pacientes (72.1%), y el minoritario el MSI-CIMP High, con un total de 4 pacientes
(5.9%). (Tabla 1V.28)

TABLA 1V.28 Clasificacion molecular del CCR <.45 a

CARACTERISTICAS CCR<45a
MOLECULARES n (%)
CLASIFICACION MOLECULAR
IMS — FM Alto 4/68 (5.9)
IMS — FM Bajo 0 6/68 (8.8)
EMS — FM Alto 9/68 (13.2)
EMS — FM Bajo 0 49 /68 (72.1)

En cuanto a la edad, el grupo méas joven fue el IMS-FM Alto, con una
media de 29.25 afios, y el grupo con edades mas altas al diagnostico el EMS-FM
Alto, con una edad media al diagnéstico de 40.3 afios; siendo estos resultados
estadisticamente significativos. (Tabla 1V.29)
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TABLA 1V.29 Clasificacion molecular del CCR < 45 a. Distribucion por edad y sexo

CARACTERISTICAS IMS- FM IMS- FM EMS-FM | EMS-FM p
CLINICO - PATOLOGICAS Alto Bajo 0 Alto Bajo 0
PACIENTES 4(5.9) 6 (8.8) 9(13.2) | 49(72.1)
EDAD (DE) 29.25(3.3) | 37.17(33) |40.3(1.3) | 40.1(5.4) | <0.001
SEXO NS
Hombres 2 (50) 5 (83.3) 4(44.4) | 31(63.3)
Muijeres 2 (50) 1(16.7) 5(55.6) | 18(36.7)

La localizacién mas frecuente para los tumores del grupo IMS-FM Alto,
fue el colon derecho (75%), seguido por el grupo EMS-FM Alto (55.6%); en el
colon izquierdo fueron predominantes los tumores IMS-FM Bajo (66.7%) y en
segundo lugar los EMS-FM Bajo (49%). En el recto los tumores fueron
mayoritariamente del grupo EMS-FM Bajo (38.8%), el resto cumplian criterios
EMS-FM Alto (22.2%) y ninguno cumplié criterios IMS-FM Alto ni criterios
IMS-FM Bajo.

En el grupo IMS, independientemente del FM, los tumores se
diagnosticaron en estadios mas tempranos, el 25% de los tumores IMS-FM Alto
presentaron estadio A, el 75% de los IMS-FM Alto presentaron estadio B y el
100% de los tumores IMS -FM Bajo presentaron estadio B. En las categorias
EMS, la distribucién fue mas homogénea. (Tabla 1V.30)

TABLA 1V.30 Clasificacion molecular del CCR <45 a. Distribucion segun localizacién y estadio tumoral

IMS- FM IMS- FM EMS -FM EMS-FM
CARACTERISTICAS Alto Bajo 0 Alto Bajo 0 p
LOCALIZACION
Colon derecho 3 (75) 2 (33.3) 5 (55.6) 6 (12.2)
Colon izquierdo 1(25) 4 (66.7) 2 (22.2) 24 (49.0)
Recto 0 0 2(22.2) 19 (38.8) | 0.004
ESTADIO TUMORAL (Dukes)
A 1(25) 0 3(33.3) 14 (28.6)
B 3 (75) 6 (100) 3 (33-3) 13 (26.5)
C 0 0 2(22.2) 11 (22.4)
D 0 0 1(11.1) 11 (22.4) | 0.011
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Los tumores EMS fueron mas indiferenciados (33.3% y 7.5% EMS-FM
Alto y EMS-FM Bajo respectivamente), la produccion de moco fue mayor en los
IMS-FM Bajo (66.7%) y en los EMS-FM Alto (50%). El 16.7% de los tumores
IMS-FM Bajo y el 5% de los EMS-FM Bajo presentaron células en anillo de sello.
(Tabla I1V.31).

Hubo una importante asociacion entre los tumores IMS-FM Alto y la
existencia de polipos en otras localizaciones (100%) y estos fueron un 50%
adenomatosos y otro 50% mixtos; la distribucion de pélipos en colon en tumores
del resto de grupos fue similar. (Tabla IV.31)

TABLA V.31 Clasificacion molecular del CCR < 45 a. Caracteristicas histolégicas.

CARACTERISTICAS IMS- FM IMS- FM EMS -FM EMS-FM
Alto Bajo 0 Alto Bajo 0 p
INDIFERENCIADOS 0 0 2/6 (33.3) 3/140 0.13
(7.5)
PRODUCTORES DE MOCO 1/3(33.3) | 4/6 (66.7) 3/6 (50) 9/40 0.08
(22.5)
CELULAS EN ANILLO DE SELLO 0 1/6 (16.7) 0 2/40 (5) NS
POLIPOS ASOCIADOS 4 (100) 4 (66.7) 6 (66.7) 24 (49.0) NS
TIPO HISTOLOGICO
Adenomatosos 2 (50) 0 1(16.7) 16 (66.7) | 0.018
Hiperplésicos 0 2 (50) 1(16.7) 4 (16.7)
Mixtos 2 (50) 2 (50) 4 (66.7) 4(16.7)

El 50% de los tumores del grupo IMS-FM Alto tuvieron lesiones
sincronicas o metacronicas en colon y también un 50% neoplasia primaria
multiple. La proporcion de mutaciones en los genes MMR vy la pérdida de
expresion MIhl fue mayor para el grupo IMS-FM Alto como era de esperar.
(Tabla 1V.32)

En los casos inestables, se evidencidé una destacable agregacion familiar,
con un 100% de casos que cumplian criterios de Amsterdam Il y presentaban
agregacion familiar para neoplasias relacionadas con el SL, sin ningln caso de
CCR esporéadico (p<0,001) en comparacion con los grupos con EMS donde la
agregacion familiar no era tan manifiesta. (Tabla 1V.33)
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TABLA 1V.32 Clasificacion molecular del CCR < 45 a. Mutaciones en los genes MMR vy pérdida de

expresion de Mlhl

CARACTERISTICAS IMS- FM IMS- FM EMS — EMS -FM
Alto Bajo 0 FM Alto Bajo 0 p
Expresion Mlh1 2 (50) 1(16.7) 0 0 0.0015
Mutacion MMR 4 (100) 3 (50) 0 0 <0.001
Mutacion BRAF 0 0 0 1(2.1) NS
TABLA 1V.33 Clasificacion molecular del CCR < 45 a. Historia familiar.
CARACTERISTICAS IMS - IMS- FM EMS- EMS-FM
MOLECULARES FM Alto Bajo 0 FM Alto Bajo 0 p
CCR Sincrénico 0 Metacrénico 2 (50) 0 1(11.1) | 5(10.2) NS
Neoplasia primaria multiple 2 (50) 0 2(22.2) | 8(16.3) NS
H2 CANCER FAMILIAR <0.001
Familiar con criterios Amsterdam Il 4 (100) 5(83.3) 0 5(10.2)
Agregacion familiar + neoplasia Lynch 0 1(16.7) 3(33.3) | 12 (24.5)
Agregacion familiar + neoplasia no Lynch 0 0 1(11.1) | 10(20.4)
ESPORADICO 0 0 5 (55.6) | 22 (44.9)

D. VIA SUPRESORA O INESTABILIDAD CROMOSOMICA

Se realizo el andlisis de la INC en 59 pacientes del total, mediante la

técnica de CGH-array (Comparative Genomic Hybridization), siendo excluidos

los 6 individuos con criterios de PAF, junto con los 22 en los que la cantidad de

muestra resultd insuficiente.

Para determinar el grado cuantitativo de inestabilidad, se calculo el indice

de inestabilidad genémica (GIl). El Gll fue similar para las ganancias y las

pérdidas y la media del nimero de copias alteradas (CNA) fue de 95.8, siendo

mayores las pérdidas totales que las ganancias. (Tabla IV.34)
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TABLA 1V.34 CCR< 45 a. Caracteristicas moleculares de la via supresora.

CARACTERISTICAS CCR<45a
MOLECULARES
VIA SUPRESORA
Gll
Gll ganancias 0.15106 (0.14927)
Gl pérdidas 0.16546 (0.18246)
Gll normal 0.68347 (0.28335)
CNA 95.80 (72.50)
GANANCIAS TOTALES 45.60 (26.00)
PERDIDAS TOTALES 50.20 (44.00)

Gll: Genomic instability index, CNA: Copy number alterations

A continuacion, se realizd un estudio cualitativo de las éareas
cromosomicas recurrentemente alteradas, observandose que las alteraciones

recurrentes mas frecuentes en nuestra muestra fueron las siguientes: (ANEXO 3A)

- Pérdidas: 1p36 (61%); 14q11 (61%); 5013.2 (57%); 9913¢21(57%); 1p12-
g21 (53%); 11p11-q12 (505).
- Ganancias: 19q13-p12 (57%); 19913-913 (52%); 17924-q25 (50%).
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Fig IV. 1. Gréfico de frecuencias de los perfiles de inestabilidad observados y bandas cromosémicas donde se localizan
dichas alteraciones. Verde = Ganancia / Rojo = Pérdida
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3. ANALISIS COMPARATIVO VIAS DE CARCINOGENESIS Y
LOCALIZACION.

En nuestro estudio la IMS estuvo presente en el 30% de los tumores localizados en el
lado derecho, en el 17% de los localizados en el colon izquierdo y en ninguno de los
tumores de recto (0%). (Tabla 1V.35)

Un total de 10 casos presentaron una mutacion germinal en los genes de las proteinas
reparadoras MMR; 2 en MLH1 y 4 en MSH2 en el caso del colon derechoy 2 en MLH1
y 2 MSH6 en el colon izquierdo. En uno de los tumores localizado en colon izquierdo, la
pérdida de expresion de MIh1 se debia a la hipermetilacion del promotor de MIh1. Estos
resultados fueron estadisticamente significativos. (Tabla 1V.35)

Los tumores localizados en el colon derecho mostraron un importante componente de
Fenotipo Metilador (FM); este fue alto en el 50% de los casos (FM Alto) y bajo en el
37.5% de los casos (FM Bajo). Los tumores de colon izquierdo y recto mostraron
solamente un 10% de fenotipo metilador alto (FM Alto), siendo estos resultados
estadisticamente significativos. (Tabla IV.35)

En cuanto a la clasificacion molecular del CCR, los tumores de colon derecho
mostraron una distribucion uniforme para todas las categorias (19% IMS-FM Alto, 12.5%
IMS-FM Bajo, 31% EMS-FM Alto y 37.5% EMS-FM), los tumores de colon izquierdo
y recto fueron mayoritariamente estables y con fenotipo metilador bajo (77.5% y 90.5%
respectivamente). (Tabla 1V.35)

El indice de inestabilidad gendémica (GII) més alto fue para los tumores localizados en
el lado izquierdo, las diferencias en este grupo fueron sobretodo a expensas de pérdidas.
El nimero de copias alteradas también fue mayor para esta localizacion, siendo el méas
bajo para los tumores rectales. En cuanto al grupo de los tumores rectales, este fue el que
presentd el mayor nimero de cromosomas completos alterados. (Tabla 1V.35)

El estudio cualitativo de las regiones cromosdmicas recurrentemente alteradas (CNV)
identificO las regiones recurrentes alteradas en funcién de la localizacion tumoral.
(ANEXO 3B). Las mas frecuentes fueron:
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Colon derecho

Pérdidas: 1q12-g21.1 (69%); 5913.2-913.2 (69%); 9p13.1-p13.1 (69%);
9pl12-p11.2 (85%); 9g13-g21.11 (69%); 10ql11.22-q11.22 (77%);
16p1312-p12.3 (69%)

Ganancias: 7022.1-g22.1 (69%); 19p13.3-q13.42 (69%); 21q22.3-122.3
(69%).

Colon izquierdo

Pérdidas: 1921.1-g21.1 (61%); 5q13.2-q13.2 (64%); 11p11.12-p11.12
(61%)

Ganancias: 16921-922.1 (54%); 20911.21-911.22 (57%

Recto

Pérdidas: 14q11.1-q11.2 (53%)

Ganancias: 17021.31-921.32 (53%); 19p13.3-g13.43 (58%); 22q11.1-
q11.1 (53%.
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TABLA V. 35 caracteristicas moleculares de las diferentes vias de carcinogénesis en el CCR <45 a segun su

localizacion en el colon.

CARACTERISTICAS CCR <45a CCR derecho CCR izquierdo CCR recto
<452 <45a <45a P (Xz)
MOLECULARES n (%) n (%) n (%) h (%)
VIA MUTADORA
IMS 12/81 (14.8) 6/20 (30) 6/35 (17) 0/26 (0) 0.016
EMS 69/81 (85.2) 14/20 (70) 29/35 (83) 26/26 (100)
IHQ (pérdida expresion MMR) | 10/81 (12.2) 6/20 (30) 4/35 (1.4) 0/26 0.009
VIA SERRADA
CIMP 0.005
FM-0 27/68 (39.7) | 2/16 (12.5) 14/31 (45) 11/21 (52)
FM- Bajo 28/68 (41.2) 6/16 (37.5) 14/31 (45) 8/21 (38)
FM- Alto 13/68 (19.1) 8/16 (50) 3/31 (10) 2/21 (10)
Clasificacion MOLECULAR 0.007
IMS — FM Alto 4/68 (5.9) 3/16 (19) 1/31 (3) 0/21 (0)
IMS —FM Bajo 0 6/68 (8.8) 2/16 (12.5) 4/31 (13) 0/21 (0)
EMS — FM Alto 9/68 (13.2) 5/16 (31) 2/31 (6.5) 2/21 (9.5)
EMS — FM Bajo 0 49/68 (7.1) 6/16 (37.5) | 24/31 (77.5) | 19/21 (90.5)
VIA SUPRESORA
Gll
Gll ganancias 0.15106 0.048321 0.124064 0.115086 NS
Gl pérdidas 0.16546 0.020220 0.227445 0.018711 0.009
Gll normal 0.68347 0.870251 0.692384 0.830362 0.05
CNA 95.80 (72.50) 91.5 (45) 121 (128) 61.6 (77) 0.14
GANANCIAS TOTALES (DS) 45.60 (26.00) 43 (22) 55 (67) 34 (47) NS
PERDIDAS TOTALES (DS) 50.20 (44.00) 48.5 (22) 66 (63) 28 (32) 0.03
CR Completos Alterados (DS) 1.5(2) 3(3) 3.5(4) 0.14
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1. EL CANCER COLORRECTAL EN EL ADULTO JOVEN

A nivel mundial el CCR constituye la tercera neoplasia mas frecuente tras el
cancer de pulmén y mama y la segunda causa de muerte después del cancer de pulmon;
en 2018 se registraron 1,9 millones de casos nuevos de CCR y fallecieron por el mismo
alrededor de 900 mil personas. El riesgo de padecer CCR es mayor en paises
desarrollados, lo que hace pensar en una importante repercusion del estilo de vida
occidental en el desarrollo del CCR. (Ferlay et al. 2018; Freddie B et al. 2018 -
GLOBOCAN).

El riesgo acumulado de CCR en la poblacion general es de 2-6% Yy este riesgo se
ve incrementado con la edad. La mayor parte de los CCR ocurren en edades comprendidas
entre los 60 y 70 afios, el CCR en adultos joven posee una incidencia anual entre el 2-8%
y representa un 10% del total de las neoplasias colorrectales, estos datos han aumentado
en los dltimos afios. (Boley y Ferlay 2005, Siegel RL et al. 2009, Stigliano et al. 2014).
Algunos estudios asocian este incremento en la incidencia a una universalizacion en los

test de screening (Young et al. 2015).

El CCR de aparicidn precoz presenta caracteristicas clinico-patolégicas,
familiares y moleculares muy variables, por lo que se divide en diferentes subgrupos
atendiendo a las mismas (Perea J et al. 2011). Este tipo de tumores son muy diferentes
entre si, y muestra ademas caracteristicas muy diferenciadas con respecto a los tumores

desarrollados en pacientes de mayor edad (Osorio et al. 2014, Kirzin et al. 2014).

En general los tumores desarrollados en edades tempranas son tumores

frecuentemente avanzados e incluso metastasicos en el momento del diagnostico,
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indiferenciados, productores de mucina, con mayor porcentaje de células en anillo de
sello, mayor nimero de tumores sincrénicos y metacronicos y desarrollo de polipos
durante el seguimiento (Osorio et al. 2014). En cuanto a la localizacion de estos tumores,
no existe una opinion uniforme en la literatura; unas series apuntan a una mayor
predileccion por el colon izquierdo, mientras que otras sefialan el colon derecho como
localizacion més frecuente; probablemente por su posible vinculacion con el SL (Issa JP
et al. 2004, Goel et al. 2010, Wang et al. 2015)

Generalmente este tipo de tumores desarrollados a edades tempranas poseen un
componente hereditario asociado, pero se ha demostrado que entre un 19.7% y un 41%
de los pacientes jovenes poseen estabilidad de microsatélites (Perea et al. 2014) y que
solamente un 25% de los pacientes con CCR en edad joven poseen SL asociado (Kirzin
et al. 2014).

Desde el punto de vista molecular el CCR de aparicion precoz puede subdividirse
en tumores con IMS, que se relacionan con el SL y por otro lado tumores EMS. Algunos
autores han sugerido diferencias en los mecanismos moleculares que subyacen tras la
edad de inicio de la enfermedad, pues se ha visto que los factores desencadenantes de la
inestabilidad gendémica son diferentes en funcion de esta. Asi, pese a que la IMS en
poblacién joven suele deberse a mutaciones en alguno de los genes que componen el
sistema MMR, en poblacion anciana suele estar relacionada con fenémenos epigenéticos
(Perea et al. 2011).

Los tumores EMS en adultos jovenes, muestran predominio de la localizacion
izquierda y el recto, mayor presencia de mucina o células en “anillo de sello”, menores
tasas de mutacion en BRAF y frecuencias de alteraciones epigenéticas mucho mas bajas
(Kirzin et al. 2014).

En cuanto a los tumores con EMS con INC, estos se caracterizan por edades de

diagndstico ligeramente superiores, mayor predisposicion por su localizacién en colon
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izquierdo y un menor porcentaje de tumores sincronicos y/o metacrénicos con un mayor
porcentaje de diagndstico en fases avanzadas. Por el contrario; los tumores EMS que no
presentan INC, parece asociarse con peor pronostico, fenotipo invasivo, metastasis
temprana y mayor agregacion familiar, y podria estar en relacion, con nuevos sindromes
de CCR hereditarios (como el sindrome de CCR familiar tipo X), y con otras alteraciones
moleculares como la mutacion del gen KRAS, fenotipo metilador y la mutacion en BRAF
(Hawkins NJ et al. 2001, Chan TL et al. 2001, Banerjea A et al. 2009).

Ademas, se han observado diferencias respecto a los genotipos tumorales
predominantes en cada poblacion, y mientras los tumores IMS-INC- (MACS) prevalecen
entre las personas jovenes, los tumores IMS-INC+ lo hacen entre las ancianas (Boardman
et al. 2007).

Tomando como premisa estas diferencias, parece razonable pensar que los
tumores de inicio temprano y tardio puedan tener diferentes bases moleculares, que quizé

también impliquen vias de carcinogénesis todavia no caracterizadas (Perea et al. 2010).

2. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS Y FAMILIARES

2.1 MUESTRA TOTAL

La edad media de nuestra muestra al diagnostico del CCR fue de 39.56 afios con
un rango de edades que iban entre los 27 como edad mas precoz y los 45 como edad méas
tardia de diagnostico. En cuanto a la distribucion por sexo se observé un predominio de
hombres (59.8%) sobre mujeres (40.2%), coincidiendo con algunos de los trabajos
publicados previamente en la literatura (Frostberg et al. 2020, Hanna et al. 2020, Losi et
al. 2005, Strum et al. 2019, Yeo el al. 2017), aunque difiere de otros que destacan la
mayor proporcion en el sexo femenino (Kirzin et al. 2014, Suzuki et al. 2017).
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La localizacién tumoral constituye uno de los factores mas importantes en la
morfologia del CCR, ya que se han observado diferencias epidemioldgicas, clinico-
patoldgicas y familiares en funcion de la localizacion del tumor en el colon (Benedix et
al. 2010, Snaebjornsson et al. 2010, Yamauchi et al. 2012), siendo ademéas uno de los

objetivos principales de este trabajo.

En nuestra muestra existe predileccion por la localizacion tumoral en el colon
izquierdo y el recto, 42.7 %y 32.9% respectivamente, localizandose solo el 24.4% en el
colon derecho. En la literatura se observa bastante variabilidad en lo que se refiere a la
localizacion de este tipo de tumores en la poblacion joven. Existen series que muestran
predileccién por el lado izquierdo como la serie de Giraldez et al. (2012) que muestra un
predominio por el colon izquierdo y recto (81%), la serie de Chang et al. (2012) con el
44% de los casos en sigma 'y el 36% en recto, la de Suzuki et al. (2017) con un 29.4% en
colon derecho y un 70.6% en colon izquierdo, la de Strum et al (2019) con un 78% de los
tumores en colon izquierdo y el 22% en colon derecho, y una de las mas recientemente
publicadas, la de Frostberg et al (2020) con un 45% de tumores en colo izquierdo. En
otras series como la de Mahdavinia et al. (2005) se observé que los pacientes con
antecedentes familiares de CCR desarrollaban mas frecuentemente tumores localizados
en colon derecho (42%) mientras que los pacientes con tumores esporadicos mostraron
predileccién por una localizacion izquierda (77%), siendo por tanto necesario destacar
que cuanto mayor componente familiar tengan los casos, y mas concretamente de SL,

mas proporcién de casos habra localizados a nivel del colon derecho.

El adenocarcinoma constituyo el tipo de tumor mas frecuente en nuestra serie,
coincidiendo con lo descrito en la literatura (Schneider et al. 2014). Generalmente se
asocia bajo grado de diferenciacion con tumores desarrollados en edades tempranas; sin
embargo en nuestra muestra solo el 13.3% de los tumores eran pobremente diferenciados,
siendo mayor el porcentaje de tumores mas diferenciados, este hecho se repite en series
descritas en la literatura como la de Yeo et al. (2017) con un 18.8% de tumores

indiferenciados, la de Suzuki et al. (2017) con un 10.1% de tumores indiferenciados o la
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de Liang et al. (2015) con un 26.7%. Estos datos destacan con la mayoria de la literatura
publicada, ya que generalmente se describe como caracteristica del CCR de aparicion
precoz un mayor porcentaje de tumores con bajo grado de diferenciacion; esto se observé
en la serie de Chang et al. (2012) con un 73% de tumores que presentaban bajo grado de

diferenciacion.

El 32% de los tumores de nuestra muestra fueron adenocarcinomas mucinosos y
el 7% presentaban células en anillo de sello. En otras series publicadas en la literatura
como la de Suzuki et al. (2017), el porcentaje de tumores mucinosos fue del 5.9% y en la
serie de Yeo et al. (2017), un 8.9% de los tumores eran adenocarcinomas mucinosos y un
19% presentaban células en anillo de sello. En los CCR de pacientes jovenes existe un
predominio de tumores mucinosos y un mayor porcentaje de células en anillo de sello,
caracteristicas que son tipicas ademas en tumores hereditarios. La presencia de mucina
suele ser un factor de mal prondéstico, pero este hecho no esta claro en la literatura ya que
en algunas series como la de Gao et al. (2013) y la de Mekenkamp et al. (2012) se
considera un factor de mal prondstico, en otras como la de Langner et al. (2012) esto no

queda claro.

En nuestra serie, la presencia de mucina se asocié con valores prondsticos
desfavorables. Ademas, la diferenciacion mucinosa confiere al tumor distintas
caracteristicas en funcion de la localizacion de este; en el recto se consideraria un
marcador de mal pronostico y en el colon proximal todo lo contrario (Schneider et al.
2014), este hecho podria relacionarse a una vinculacion con un sindrome familiar,
generalmente SL, en aquellos tumores mucinosos desarrollados en colon proximal
(Banerjea et al. 2009).

La estadificacion tumoral es fundamental para establecer el pronostico y el riesgo
de recidiva de la enfermedad, asi como la planificacion terapéutica y una adecuada
revaloracion post tratamiento que nos ayude a determinar la efectividad de este. En
nuestro estudio la distribucién de la muestra por estadios fue bastante homogénea; con

un ligero predominio de los estadios iniciales, el 28% de los tumores no rebasaba la
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muscular propia (estadio A), el 31.7% rebasaban la muscular propia e incluso infiltraban
la serosa o la grasa pericolica (estadio B), el 17.1% presentaba metastasis ganglionares
(estadio C) y el 23.2% metastasis a distancia (estadio D). En la literatura se observa un
claro predominio de estadios avanzados I11'y IV, con porcentajes alrededor del 60%; 58%
para Frostberg et al. (2020), 63.3% para Yeo et al. (2017), 63.3% para la serie de Strum
et al. (2019), y 66.4% para la serie de Suzuki et al. (2017).

Este hallazgo puede ser un claro reflejo de la ausencia de programas de screening
poblacional para el CCR por debajo de los 50 afios, durante los afios en los que se han
recogido las muestras de los estudios. En el caso de pacientes con antecedentes familiares
o personales de CCR, en los que si se realizan test de screening, es mas facil que el tumor
se diagnostique en estadio precoz; en el caso contrario, la falta de sospecha clinica podria
enlentecer el diagnostico. Por este motivo es muy importante tener en cuenta cualquier
signo de alarma en este colectivo poblacional para realizar el diagndstico en un estadio
precoz y mejorar el pronostico de la enfermedad. Por otra parte, debemos tener en cuenta
que el CCR desarrollado en edades tempranas, tiene unas caracteristicas histolégicas y
genéticas que le confieren una gran agresividad, lo que podria contribuir a un desarrollo

acelerado.

En cuanto a nuestros resultados, hay que destacar que el programa de cribado
poblacional del CCR en la comunidad de Madrid (PREVECOLON) se instaurd
definitivamente en el 2017, pero previamente ya se venia realizando en algunos centros,
por lo que puede que éste sea el motivo por el que en nuestra muestra el diagndstico no

haya sido tan tardio como muestra la literatura.

Maés de la mitad de los pacientes de nuestra serie (56%) presentaron pélipos
coldnicos a lo largo del seguimiento, siendo el nimero medio de estos 1.8 por paciente.
La histologia predominante fueron los adenomas (47.8%), en segundo lugar, los mixtos
(34.8%) y en tercer lugar los hiperplasicos (17.4%). Hay pocas series en la literatura en
las que se describa la aparicion de pdlipos durante el seguimiento. En el caso de la serie

de Chang et al. (2012) se observd que el 35% de los pacientes desarrollé polipos durante
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el seguimiento, y en la serie de Liang et al. (2015) el 30.1% siendo en su mayoria
adenomas. Es importante tener en cuenta estos datos, ya que el seguimiento en estos
pacientes no debe limitarse a los 5 afios de seguimiento estandar en todo paciente con un
CCR, debemos de tener en cuenta que aquellos pacientes que pueden desarrollar pélipos
durante el seguimiento; independientemente de que sean 0 no casos de sindrome de CCR
hereditarios ya que en algin momento alguno de ellos puede malignizar. (Perea J. et al
2019)

Un total de 5 pacientes de nuestra muestra (6%) desarrollo un tumor sincrénico o
metacronico colonico, de ellos 4 aparecieron de forma sincronica al tumor principal
(4.8%) y 1 (1.2%) de forma metacronica. La mayoria de ellos correspondio a casos con
SL. En total 11 pacientes (13.4%) presentaron una neoplasia primaria a lo largo de la
evolucién. Teniendo en cuenta la literatura sabemos que el porcentaje de tumores
sincronicos y/o metacrénicos oscila entre el 5y el 10%. En la serie publicada por Liang
et al. (2003) se observo que el 9.8% de los pacientes presentaba un tumor sincrénico /
metacrénico. En la serie publicada por nuestro grupo en 2010 (Perea et al.) el porcentaje
fue menor, el 7% de los pacientes menores de 45 afios desarrollaba un tumor sincrénico
0 metacronico, independientemente de la estabilidad de microsatélites. En el caso de
series mas recientes este porcentaje se repite; en el caso de la serie de Suzuki et al. (2017)
este porcentaje fue del 5.9% y en el caso de la serie de Frostberg et al. (2020) este

porcentaje fue del 5.3%.

En cuanto al prondstico de la enfermedad; la supervivencia total de nuestra
muestra fue del 58.51 y la supervivencia libre de enfermedad de 50.79 meses. Excluyendo
los tumores con estadio avanzado al diagnoéstico, la ST aumento hasta el 71.54 %y la SLE
hasta 66.7 meses, entre estos solo en 10 pacientes hubo recidiva tumoral (15.2%); siendo
locorregional en el 30% de los pacientes y a distancia en el 70%. La mortalidad de nuestra
serie fue del 31.7%.

Si comparamos estos resultados con lo publicado en la literatura encontramos

series en las que los pacientes presentan malos resultados, como la de Lin JT et al. (2005)
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y la de Fonseca LM et al. (2012) y series como la de O"Connell JB et al. (2004) en las
que el pronostico es similar o incluso mejor. Estas diferencias pueden deberse a la
inclusion dentro de la muestra de pacientes jovenes con tumores hereditarios;
especialmente con SL, que tienen mejor pronostico que los casos esporadicos (Popat S et
al. 2005, Benerjea et al. 2009). En la serie de Chang et al. (2012) se observo una
supervivencia a los cinco afios en el grupo de jovenes del 94% similar a la del grupo de
pacientes afiosos, aunque la recurrencia y el desarrollo de metéstasis fue mayor para el
grupo de jovenes. En la serie de Yeo et al. (2013) la supervivencia a los cinco afios fue
similar para los pacientes jovenes y los afosos (59.4% y 61.1% respectivamente),
mientras que la tasa de metéastasis locorregional y a distancia fue mayor para el grupo de
los jovenes (65,7% y 31,5% respectivamente). En la serie de Liang et al. (2015) la

supervivencia a los cinco afnos fue del 66.8%, similar a la serie anterior.

A modo de conclusion, en estos pacientes que desarrollan tumores col6nicos a
edades tempranas, es importante que no solo se vigile en ellos una posible recidiva,
debemos tener en cuenta ademas que son pacientes con una alta probabilidad de
desarrollar pélipos a lo largo de su vida que a su vez podrian malignizar, asi como tumores
sincrénicos y metacrdnicos e incluso lesiones malignas en otras localizaciones. Por este
motivo es importante realizar un seguimiento exhaustivo y de por vida en estos pacientes,
estandarizado en el colon e individualizado en el resto de los 6rganos que pudieran estar
implicados, independientemente o no de que se relacione esta patologia con un sindrome

hereditario.

Como hemos mencionado antes en la introduccion el CCR representa una de las
patologias tumorales con mayor nimero de casos familiares, hasta un 30% de los tumores
son atribuibles a causas heredadas (Binefa et al. 2014). Dentro de este 30%
distinguiremos entre CCR hereditario y el CCR familiar. EI CCR hereditario constituye
alrededor de un 5% de los tumores heredados y es aquel en el que se identifica un claro
modelo de transmision, generalmente una alteracion genética en una linea germinal.
Dentro de este tipo de CCR se incluye el SL (2-5%) y la PAF entre otros. Por otro lado,

el CCR familiar constituye el 20-30% restante, es aquel en el que se observa una
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agregacion de casos familiares, pero no se asocia a un claro patrén hereditario, dentro de

este grupo se encontraria el sindrome familiar tipo X (Shiovitz et al. 2014).

Del total de los 82 casos estudiados de nuestra muestra (una vez excluidas las
familias que presentaban PAF); un total de 31 pacientes (38%) no presentaban
antecedentes familiares de CCR ni neoplasias relacionadas con el SL; considerando a
estos tumores como esporadicos. El resto de los individuos, un total de 51, cumplian
criterios de CCR familiar, 15 pacientes (18%) presentaban criterios Amsterdam positivos
y 36 presentaban agregacion familiar; entre los cuales un 33% de las familias habian
desarrollado neoplasias del espectro SL y un 11% habian desarrollado neoplasias

diferentes.

En cuanto a los datos publicados en la literatura, observamos que el porcentaje de
casos con antecedentes familiares relacionados con el SL varia en funcion de la edad de
corte en que se realiza el diagnostico de CCR a edad temprana. En la serie de Jasperson
et al. (2010), en la que los individuos estudiados tenian menos de 35 afios, el 18% de los
casos cumplian criterios Amsterdam y el 28% criterios Bethesda. En la serie de
Steinhagen et al. (2012), en la que se analiz6 el CCR de pacientes menores de 50 afios, el
4.5% presento criterios Amsterdam positivos y un 30.8% presentaron agregacion familiar
para CCR. En laserie de Strum et al. (2019) el 13.8% de los pacientes presento agregacion
familiar, en este grupo el limite de edad fue 50 afios. En la serie de Frostberg et al. (2020),
la edad de corte para el estudio fue 40 afios y el porcentaje de pacientes con antecedentes
familiares de CCR fue del 25%. Teniendo en cuenta estos resultados podemos concluir
que cuanto menor es la edad de corte de la muestra mayor sera el porcentaje de casos con
IMS y por tanto con SL y por el contrario cuanto mayor es la edad de corte, mayor nimero

de casos con EMS.

Algunos autores han sugerido la combinacion de la edad precoz con otras
caracteristicas clinicopatoldgicas y/o familiares, como una herramienta efectiva en la
identificacion de pacientes con SL (Perea et al. 2011). En este trabajo Perea et al. (2011),

analiza la presencia de antecedentes familiares neoplésicos en el grupo del adulto joven
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con CCR con un grupo control de edad avanzada, observandose un predominio de casos
con antecedentes o agregacion familiar en el grupo de adulto joven (61% vs 24,7%). Del
grupo de adultos jovenes el 20% cumplia criterios Amsterdam para el SL y s6lo un caso

lo cumplia en el grupo de CCR de edad avanzada.

Como se vera mas adelante, no en todos los pacientes jovenes Amsterdam |1
positivos de nuestra serie se identificd una causa genética responsable de la enfermedad
(ver Apartados 1.4 y 2.3 de los Resultados), hecho que sugiere la existencia de un posible
componente genético que podria estar en relacion con nuevos sindromes hereditarios.
Estos casos son habitualmente designados como CCR familiar tipo X (Goel et al. 2010,
Stigliano et al. 2014) y se cree que podrian constituir el resultado del efecto sinérgico de
varios genes de baja penetrancia que considerados de forma conjunta son capaces de

conferir un riesgo aumentado de padecer esta neoplasia.

2.2 ANALISIS COMPARATIVO TENIENDO EN CUENTA LA LOCALIZACION
TUMORAL.

En la medicina actual, el CCR no se considera una entidad Unica y aislada
(lacopetta B. 2002); en los ultimos afios se han producido importantes investigaciones
cientificas en la genética molecular del CCR vy las diferentes vias de carcinogénesis con

el objetivo de mejorar la efectividad terapéutica de este tipo de tumor.

En 1990 Bufill et al. comienzan a describir el CCR en funcion de su localizacion
anatdmica, este fue in intento de subclasificar el CCR, ya que los datos clinicos mostraban
diferencias epidemioldgicas, patogénicas, genéticas, epidemioldgicas y moleculares en

funcién de la localizacién anatdmica.
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En la practica clinica actual, es de todos conocido que la localizacion tumoral en
el colon dirige el manejo terapéutico, tanto el tipo de técnica quirdrgica como el

tratamiento quimioterapico.

Las diferencias entre el cancer de colon derecho, izquierdo y de recto, son
consecuencia de diferencias entre el colon derecho, izquierdo y recto; relacionadas con el
distinto origen embriolégico, las distintas propiedades fisiologicas, bioldgicas y genéticas
(lacopetta B. 2002; Li FY et al. 2009; Shen RI et al. 2017). Estas diferencias podrian
contribuir a que las vias de carcinogénesis que dan lugar a los tumores colorrectales sean

diferentes en funcion de la localizacion anatdmica en el colon.

En la literatura existen varias publicaciones que comparan las caracteristicas
clinico-patologicas, familiares y moleculares del CCR en funcion de la edad de
diagnostica (Osorio et al. 2014) y en funcion de la localizacion en el colon (lacopetta B.
2002; Li FY et al. 2009; Shen RI et al. 2017); pero existe poca bibliografia en la que se
estudien las caracteristicas diferenciales del CCR en el adulto joven teniendo en cuenta
su localizacion. En nuestro estudio y una vez descritas y comparadas con la literatura las
caracteristicas clinico-patologicas y familiares del CCR en menores de 45 afos,
estudiaremos y compararemos con la literatura estas mismas caracteristicas teniendo en

cuenta la localizacion de los tumores en el colon.

En nuestra muestra el 24.45% de los tumores se localizaron en el colon derecho,
el 42.7% en el colon izquierdo y el 32.9% en el recto. Histéricamente la incidencia de los
tumores localizados en el colon izquierdo era mayor que los del lado derecho; pero los
altimos informes de la American Cancer Society confirman una mayor proporcion global
de tumores en colon derecho (41%) frente al colon izquierdo (22%) entre 2009 y 2013,

independientemente de la edad al diagnostico (Siegel RL et al. 2017)

La literatura nos dice que por lo general los tumores localizados en el colon

derecho suelen diagnosticarse a edades mas tempranas y su distribucion por sexos es mas
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homogénea, mientras lo tumores localizados en el colon izquierdo y en el recto se
diagnostican a edades mayores y predominan en el sexo masculino. (Snaebjornsson et al.
2010)

La edad media de diagndstico en nuestra muestra entre los CCR de las diferentes
localizaciones fue similar, alrededor de los 40 afios; no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. En cuanto al sexo, en el caso del colon
derecho la proporcion estaba igualada entre varones y mujeres y en el caso del colon
izquierdo y el recto se observd un predominio de varones frente a mujeres (60% varones

vs 40% mujeres) pero estas diferencias no fueron significativas.

Si tenemos en cuenta la literatura nos encontramos trabajos como la revisién
sistematica de lacopetta B. (2002), en la que describe un predominio del CCR derecho en
mujeres e izquierdo en varones; asi como un mayor porcentaje de CCR izquierdo en
jovenes y derecho en pacientes mas mayores. Nawa et al. (2006), observa también, un
porcentaje mayor de CCR derecho en pacientes afiosos y al realizar una estratificacion
por edad describe que la proporcion de CCR derecho es mayor en menores de 40 afios
(33%) y en mayores de 80 afios (43%). Snaebjornsson et al. (2010), coincide también con
lo anterior, describiendo que a medida que aumenta la edad en las mujeres, aumentan los
casos de CCR derecho, en cambio en los hombres la mayor parte de los CCR derechos se
producen a edades tempranas. Por tanto, nuestros resultados en una poblacién menor de
45 afios coinciden con lo publicado en la literatura, sin criterio de edad al diagnostico, la
mayor parte de los CCR se localizan en el colon izquierdo y el recto y existe un

predominio del sexo masculino (59.8%).

Desde el punto de vista histopatologico los tumores de colon derecho y los que se
desarrollan en adultos jovenes presentan caracteristicas semejantes: presentan bajo grado
de diferenciacion, alto porcentaje de células en anillo de sello, y elevado componente
mucinoso. (Nawa T et al. 2008; Snaebjornsson P et al. 2010). Los carcinomas mucinosos
disminuyen su frecuencia alrededor de un 2.5% desde el colon proximal al distal
(lacopetta B. et al. 2002).
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En nuestra serie los tumores localizados en colon derecho fueron los maés
indiferenciados (25%) y también aquellos con mayor componente mucinoso (37.5%),
aunque la diferencia con respecto al porcentaje de componente mucinoso en colon
izquierdo era muy pequefia (33%). En cambio, fueron los tumores localizados en colon
izquierdo y recto los que mayor porcentaje de células en anillo de sello presentaron, 8%
y 10% respectivamente; no siendo ninguno de estos resultados estadisticamente

significativo.

Estos resultados difieren a lo esperado segun la literatura descrita, ya que al
tratarse de una serie de CCR en adultos jovenes se podria esperar un porcentaje mayor de
tumores con componente mucinoso y células en anillo de sello; caracteristicas comunes
en los sindromes hereditarios como el SL (Ghazi S. et al. 2012). Esto podria no ser asi,

por el alto porcentaje de tumores EMS de la muestra.

El 80% de los tumores de nuestra serie localizados en colon derecho, presentaron
estadios precoces A y B de Dukes; mientras que los tumores mas avanzados, estadios C
y D, estaban localizados en el recto. En los tumores de colon izquierdo se observé una
distribucion mas homogénea en cuanto al estadio tumoral. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas para todos lo grupos.

En lo publicado con respecto a este tema, independientemente de la edad de
diagndstico, el CCR localizado en el lado derecho suele diagnosticarse en estadio mas
avanzados que en el caso de los tumores del lado izquierdo y el recto, este hecho se
relaciona con la sintomatologia especifica de los tumores segun su localizacion; los
tumores derechos son menos sintomaticos que los localizados en sigma y recto y cuando
se diagnostican suelen presentar estadios mas avanzados (Nawa T. et al. 2008). Si
tenemos en cuenta la edad de diagnostico tumoral, la bibliografia nos dice que la mayoria

de los tumores en el adulto joven son diagnosticados en estadio precoces (Losi L. et al.
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2005; Chang DT. et al. 2012; You YN et. al 2011), lo que si se corresponde con nuestra

serie.

Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que un alto porcentaje de
los individuos de nuestra muestra con CCR derecho, tienen antecedentes familiares para
SL, por tanto, en estos pacientes el screening para el CCR se ha realizado de manera
electiva y por tanto, se han diagnosticado tumores en colon derecho con estadios mas

precoces.

En cuanto al desarrollo de pdlipos durante el seguimiento, se observd un
porcentaje mayor de polipos en los pacientes con tumores en colon derecho (70%) y colon
izquierdo (60%), siendo este porcentaje menor para aquellos que tenian antecedente de
un tumor en recto (41%), estos resultados no fueron estadisticamente significativos, pero
si lo fue el nUmero medio de polipos desarrollados por localizacién, siendo mayor el
numero absoluto en el colon derecho. En cuanto a la histologia, los p6lipos adenomatosos

fueron los que predominaron en el colon izquierdo y los mixtos en el colon derecho.

En la literatura existe poca informacion acerca de este tema, nombraremos la serie
de Chang et al. (2012) que describe que en un 35% de los pacientes con CCR a edades
tempranas se observaron polipos durante el seguimiento, y la serie de Liang et al. (2015)
el 30.1%; en ninguna de estas dos series se especificaba la localizacion de los pdlipos

desarrollados.

En cuanto al prondstico tumoral, observamos que la supervivencia global de
nuestra muestra empeora de forma progresiva desde el colon derecho al recto. En cuanto
a la supervivencia libre de enfermedad ocurre lo mismo, mostrando mejor prondstico los
tumores localizados en colon derecho y peor pronostico los localizados en recto; siendo

estos hallazgos estadisticamente significativos.
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Si tenemos en cuenta lo publicado en la literatura observamos que varios estudios
han explorado las posibles diferencias en la supervivencia global entre tumores
localizados en el colon derecho y el izquierdo, independientemente de la edad de
diagndstico; y observamos que existe cierta controversia. El estudio de Benedix F. et al.
(2010) nos dice que a pesar de que las metastasis a distancia son mas comunes en los
tumores localizados en el colon izquierdo, la supervivencia es significativamente peor en
el colon derecho que en el izquierdo, ajustada por estadio tumoral. Weiss JM et al. (2011),
observa que en su serie al realizar una estratificacién por edad no existian diferencias en
la supervivencia global entre el colon derecho e izquierdo, excepto para el estadio Il1. Por
otra parte, nombrar la aportacion de Gao P. et al. (2013) que observé que la localizacion
tumoral fue un factor protector independiente para los tumores mucinosos, los tumores

mucinosos rectales tenian peor pronostico que los derechos.

El hecho de que el pronbstico de nuestra serie sea peor para los tumores
localizados en recto, puede ser debido a que no se ha realizado estratificacion por estadio,
coincidiendo que los tumores en colon derecho tenian estadios mas precoces, que los

localizados en el recto.

El 40% de los pacientes con tumores en colon derecho presentaron criterios
Amsterdam 1l para SL, el porcentaje més elevado de agregacion familiar para SL y
tumores del espectro Lynch fue para los pacientes con tumores localizados en recto
(56%), los casos esporadicos fueron més frecuentes en los sujetos con tumores en colon

izquierdo (48%); siendo todos estos hallazgos estadisticamente significativos.

Estos resultados son similares a lo publicado en la literatura, sin tener en cuenta
el criterio de la edad. En el SL lo mas comun es encontrarnos con tumores localizados en
el colon derecho, por tanto, serd més frecuente encontrarnos tumores localizados en esta
zona en pacientes con criterios Amsterdam |1 positivos. Por otra parte, en nuestra serie es
muy importante la agregacion familiar que existe en todas las localizaciones (Jasperson
KW et al. 2010, Balmana J et al. 2010)
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No sorprende la asociacion entre tumores localizados en colon derecho y
agregacion familiar, ya que las neoplasias en esta localizacion se relacionan mas a
menudo con sindromes familiares. Sin embargo, si lo hace la asociada a los tumores
localizados en colon izquierdo y recto. Este hecho, nos haria plantear la posibilidad de
gue existan otros sindromes familiares asociados a tumores en estas localizaciones, cuyas
caracteristicas anatomo-clinicas y moleculares ain no estarian descritas (Valle et
al.2007).

3. CARACTERISTICAS MOLECULARES

3.1 MUESTRA TOTAL

3.1.1 VIA MUTADORA O INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

La via mutadora o inestabilidad de microsatélites (IMS) surge de forma paralela
al desarrollo del modelo descrito por Fearon y Volgelstein (1990). Esta via es la
responsable de aproximadamente el 10-15% de los tumores esporadicos y del 95% de los
casos hereditarios (Altonen et al. 1993, Thibodeau et al. 1993). En el caso de los tumores
hereditarios, su origen se debe a mutaciones germinales; mientras que en el caso de los
tumores esporadicos estos son consecuencia de un silenciamiento epigenético del gen

MLH1 por hipermetilacion de su region promotora (Osorio et al. 2014).

Esta via se produce por una alteracion en sistema de reparacion de los errores
producidos durante la replicacion del ADN controlada por varios genes (MLH1, MSH2,
PMS2, MSH®6, etc). La acumulacion de errores puede afectar a genes encargados de
codificar la progresion tumoral (7GFp-R-1l, IGF2-R), la apoptosis celular (BAX,
Caspasa-5) y la sefalizacion de la via WNT (Axina, S-catenina, Tcf4) (Pinheiro et al.

2015), o a las secuencias microsatélites (sucesiones de nucleodtidos cortas y altamente
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repetitivas) (Stigliano et al. 2014). En este ultimo caso se produce una alteracion que
inactiva el sistema MMR, los errores acumulados no pueden ser corregidos y el ADN
poseen un numero de repeticiones diferente al ADN normal, lo que se conoce como

inestabilidad de microsatélites.

En general, los carcinomas con IMS suelen mostrar dotaciones cromosémicas
intactas y ausencia de mutaciones en los genes alterados en la via supresora (APC, KRAS
y p53). Estos tumores, se localizan en la parte proximal del colon y estan asociados a

mejor prondéstico (Hveem et al. 2014, Mouradov et al. 2013).

El estudio molecular de la via mutadora se lleva a cabo mediante el panel Bethesda
o realizando una IHQ tumoral; ambos han sido descritos previamente. En nuestro estudio
una vez establecida la sospecha de SL, en el caso de que el paciente cumpliera criterios
Amsterdam |1, se realizaba el panel Bethesda y acto seguido la IHQ tumoral y el estudio
genético. Revisando la literatura encontramos que se recomienda el analisis IHQ de las
proteinas del sistema reparador MMR como método de deteccion precoz de pacientes con
SL, ya que es una prueba con un sensibilidad y especificidad mas elevada que los criterios
Amsterdam 11 (detecta hasta un 90% de los casos positivos) y nos guia en la realizacion
del estudio genético (Pérez-Carbonell L et al. 2012). Ademas, varios estudios han
demostrado que algunos pacientes portadores de errores en el sistema reparador MMR no
tienen antecedentes familiares de CCR ni de otras neoplasias asociadas al SL; por este
motivo estaria mas que indicada la realizacion de la IHQ de entrada (Niessen RC. et al.
2006).

A. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES E INMUNOHISTOQUIMICA
DE PROTEINAS DEL SISTEMA DE REPARACION MMR.

De un total de 81 pacientes en los que se llevo a cabo el estudio; 12 (14.8%)
presentaron IMS y los 69 tumores restantes (85.2%), fueron estables. En lo descrito en la

literatura observamos porcentajes muy variables, con frecuencias de IMS que oscilan
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entre el 19,7% vy el 41% para este grupo de edad (Osorio et al. 2014), sin embargo, en
nuestra poblacion apenas se alcanzd el limite inferior de dicho intervalo. Estos datos tan
variables podrian indicar que el porcentaje de IMS seria inversamente proporcional a la
edad del individuo, es decir aumentaria cuanto menor fuese la edad de diagndstico (Liang
et al. 2003; Durno C et al. 2005).

En nuestros resultados Ilama la atencion que la edad precoz de CCR no se asocie
con una mayor proporcion de SL, ya que solo un pequefio porcentaje de nuestros
pacientes muestra alteraciones en el sistema de reparacion de AD. Diferentes
publicaciones han sugerido que s6lo 1 de cada 20 tumores de inicio temprano son
consecuencia de mutaciones germinales, presentando el resto naturaleza esporadica y
etiologia genética poco conocida (Antelo et al. 2012, Chang et al. 2012, Stigliano et al.
2014). Los resultados obtenidos en nuestra serie corroboran esta afirmacion, ya que, por

cada 20 adultos jovenes, s6lo hubo 1,6 en los que se detectase mutacion a nivel germinal.

En el estudio IHQ en todos los tumores que presentaban IMS se identifica
ausencia de expresion de alguna de las proteinas del sistema de reparacion MMR. Se
identifico una ausencia de expresion de la proteina MIh1 en cinco tumores inestables, en
cuatro de ellos la pérdida de expresion era secundaria a una mutacion genética y uno de
ellos se acompafiaba de una pérdida de expresion de Pms2. Seis de los 12 tumores
inestables presentaron pérdida de expresion de Msh2, s6lo en cuatro se identifico
mutacién del gen correspondiente. La pérdida de expresion de MSH6 se identificé en 5

tumores, cuatro de ellos se acompariaron también de una ausencia de expresion de Msh2.

El 14.8% de los tumores de la muestra tenian una alteracion IHQ, porcentaje que
se encuentra dentro de lo descrito en la literatura (Goel A et al. 2010, Giraldez MD et al.
2012, Steinhagen E et al. 2012).
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B. ANALISIS GENETICO

De las muestras de sangre extraidas de los pacientes en cuyos tumores se identifico
IMS, se extrajo en ADN para proceder al estudio completo de los genes MMR. De los 12
casos analizados, diez (83.3%) mostraron una mutacion en alguno de los principales
genes implicados en la reparacion del ADN. El numero de mutaciones en MLH1 Y MSH2
fue el mismo en nuestra muestra (40%), uno de los casos no mostré mutacion genética,
sino hipermetilacion del gen MLHL1 y en el otro no se encontraron alteraciones genéticas

anivel de los genes relacionados, a pesar de la ausencia de expresion de la proteina MSH6.

En la literatura se describe una variabilidad en el porcentaje de mutaciones que
oscilaentre el 8.9% y el 92.6%, guardando relacion esta gran oscilacion con el criterio de
edad empleado en la seleccion de los pacientes (Antelo et al. 2012, Liang et al. 2003). En
cuanto a la localizacion de las mutaciones, en la serie de Niessen et al. (2006) observamos
que el 32% de las alteraciones identificadas correspondia a MLHL1, el 36% a MSH2 y el
32% a MSH6, y més tarde en lo publicado por el grupo de Perea et al. (2010), el 37,5 %
de las mutaciones se hallaron en MLH1 y el 62,5% en MSH2.

C. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS Y FAMILIARES DE LA
VIA MUTADORA

En nuestro trabajo, se estudiaron y compararon las caracteristicas clinico-
patologicas y familiares de los pacientes de la muestra divididos en dos grupos en funcién
de la estabilidad o IMS.

Se observo que los pacientes cuyos tumores con IMS presentaban una edad menor
al diagnostico (34.33 afos vs 40.4 afios) y que este tipo de tumores eran mas frecuentes
en los hombres (75%) que en las mujeres (25%), en las que predominaban los tumores

estables; siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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En la literatura publicada se repiten estas diferencias; Losi et. al (2005), con una
muestra en la que la edad limite eran 45 afios, observa una edad media de 38.2 afios en el
grupo IMS y de 40.1 en el grupo EM. Perea et al. (2011), publica resultados similares a
los anteriores, con una edad media para los tumores inestables de 37 afios y de 41 afios
para los EMS. Estas discrepancias entre nuestra serie y lo anteriormente publicado podria

deberse a que en nuestro grupo el porcentaje de SL sea mayor.

Los tumores con IMS se localizaron en colon derecho e izquierdo en la misma
proporcion (50%), y ninguno de ellos lo hizo en el recto. En cuanto a los tumores con
EMS, estos mostraron especial predileccion por el colon izquierdo (42%) y el recto
(37.7%), siendo el colon derecho la localizacién menos frecuente para ellos (20.3%),
considerandose estas diferencias estadisticamente significativas. En los resultados
descritos en la literatura, tanto en la serie de Losi et al. (2005) como en la de Perea et al.
(2010) alrededor del 60% de los tumores IMS y alrededor del 40% de los EMS se
localizaban en el colon derecho. Por tanto, los datos de estas series coinciden con nuestros
resultados, observandose un predominio de los tumores inestables en el colon derecho y

de los estables en el izquierdo y el recto.

Los tumores inestables eran mas indiferenciados que los estables (18.2% vs
12.2%), aunque el porcentaje de estos era bajo. Eran mas mucosecretores (54.9% vs
26.5%), y se observo en ellos un numero mayor de células en anillo de sello (18.2% vs
4.1%). En los trabajos de Liang et al. (2002), Losi et al (2005) y Perea et al (2010), la
mayor parte de los tumores estables e inestables tenia un grado medio de diferenciacion.
En las series en las que el nimero de pacientes con SL era mayor, si que se observaba un
predominio de bajo grado de diferenciacion y un mayor porcentaje de produccion de
moco (Klarskov N et al. 2012).

Los tumores estables de los pacientes de la muestra se diagnosticaron con mayor

frecuencia en estadios tempranos (31.9% A) o avanzados (26.1% D), en cambio los
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tumores inestables se diagnosticaron en su mayoria en estadios intermedios (75% B y
16.7% C), estos resultados fueron estadisticamente significativos. En cuanto a este tema,
la literatura publicada no muestra consenso; si bien Losi et al. (2005) describe un
predominio de estadios intermedios, en el trabajo de Liang et al (2003) se observa un
claro predominio de los estadios avanzados; sin que en ambas series se observen

diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos.

El pronostico de los tumores IMS, expresado en ST, SLE, recidiva tumoral y
mortalidad, fue mas favorable para los tumores IMS; estos datos mejoraban en el caso de
los tumores EMS al excluir del estudio a aquellos tumores que presentaban enfermedad
a distancia en el momento del diagnéstico y/o recidiva tumoral a lo largo del seguimiento,
aunque no llegaban a igualarse a los resultados del grupo IMS. Estos resultados coinciden

con lo publicado en la literatura

La agregacién familiar fue mayor en los tumores con IMS, ademas en un 83.3%
de estos pacientes se cumplian criterios Amsterdam 11, un 33% presentaron neoplasias
asociadas al SL y el 11% present6 agregacion familiar con neoplasias no relacionadas
con el SL. Un 46.4% de los tumores con EMS fueron esporadicos, el 8.7% presentd
agregacion familiar con criterios Amsterdam 11, un 26.1% presentd agregacion familiar y
desarrollo neoplasias asociadas al SL y el 18.8 % presentd agregacion familiar con
neoplasias no relacionadas con el SL. En la serie de Losi et al. (2005) el 50% de los
tumores IMS pertenecian a familias que cumplian criterios Amsterdam 11 y el 36% eran
esporadicos; en la serie de Steinhagen et al. (2012; solo el 16% de los tumores IMS se
definian como SL. En nuestra serie solo el 46.4% de los tumores EMS eran esporadicos;
este hecho hace pensar en la existencia de un posible componente genético que podria
estar en relacion con sindromes hereditarios aun no descritos. Estos casos son
habitualmente designados como CCR familiar tipo X (Goel et al. 2010, Stigliano et al.
2014) y se cree que podrian constituir el resultado del efecto sinérgico de varios genes de
baja susceptibilidad que, combinados, serian capaces de conferir un riesgo aumentado de

padecer esta neoplasia.
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3.1.2 VIA SERRADA O FENOTIPO METILADOR DE ISLAS CpG

La via serrada ha sido la Gltima via de carcinogénesis descrita, es responsable del
35% de los CCR y se caracteriza por la metilacion de islas CpG promotoras de genes
supresores de tumores. Los tumores que se originan a partir de esta via no siguen la
secuencia clasica adenoma — carcinoma; se originan a partir de poélipos serrados
(Anderson 2014, Yamane et al. 2014). El proceso de carcinogénesis se inicia a partir de
una mutacion que activa el gen BRAF, produciendo la inhibicion de la apoptosis y la
metilacion aleatoria de los islotes CpG localizados en las regiones promotoras de
multiples genes (Arvelo et al. 2015). Es una via rapida, que origina tumores agresivos y
de predominio proximal, estirpe mucinosa, pobremente diferenciados y que poseen una
alta tasa de mutaciones en BRAF o KRAS y baja tasa de mutaciones en p53 (Kocarnik et
al. 2015; Nazemalhosseini et al. 2013). En ocasiones este tipo de tumores pueden

presentar IMS (Schneider et al. 2014, Snover 2011), siendo en este caso mas agresivos.

En nuestra serie se realizo el estudio de patrones de metilacion en 68 pacientes del
total de la muestra; el 19,1% presentan factor metilador alto (FM-AIto), el 41,17% factor

metilador bajo (FM-Bajo) y el 39,7% ausencia de factor metilador (FM-0).

Posteriormente se realizé una clasificacién en 4 grupos teniendo en cuenta el
estado de metilacion de islotes de CpG y del resultado de inestabilidad de microsatélites,
teniendo en cuenta la clasificacion molecular del CCR propuesta por Ogino y Goel
(2008). El 72.1% de los tumores mostraron estabilidad de microsatélites y fenotipo
metilador bajo o nulo (EMS-FM Bajo 0), un 5.9% de los tumores combinaron
inestabilidad cromosémica y fenotipo metilador alto (EMS-FM Alto), un 13.2% eran
estables con un fenotipo metilador alto (EMS-FM Alto) y un 8.8% inestable con un
fenotipo metilador bajo o nulo (IMS-FM Bajo 0). Teniendo en cuenta la literatura,
observamos que nuestros resultados coinciden con lo publicado, si bien debemos tener en
cuenta que en la serie de Hawkins NJ et al. (2001) y en la de Rinjsoever M. et al (2002)
no se tiene en cuenta el grado de metilacion y en los estudios no se incluyen solo adultos

jovenes.
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El grado de hipermetilacion, implica un comportamiento determinado al tumor,
por eso a continuacion se describen las caracteristicas clinico-patolédgicas y familiares de

los tumores originados a través de la via serrada en funcion de su grado de metilacion.

Los grupos predominantes de la muestra fueron los tumores FM-Bajo y FM-0;
con un porcentaje del 41.2% y el 39.7% respectivamente; el grupo menos numeros fueron

los FM-Alto con un porcentaje del 19.1%.

Los tumores de nuestra muestra con mayor grado de hipermetilacion (FM-Alto)
aparecian a edades mas jovenes, eran mas frecuentes en mujeres (53.8% , frente 35.7% y
33% para los FM-Bajo y FM-0 respectivamente) y se localizaban sobretodo en el colon
derecho (61.5%); mientras que los FM-Bajo eran mas frecuentes en el colon izquierdo
(50%) y los FM 0 se distribuian de forma similar en el colon izquierdo y en el recto
(51.9% y 40.7% respectivamente). En las tres categorias el estadio precoz fue el
predominante al diagnostico (A y B de Dukes), principalmente en el grupo FM-Alto (A
30,8%, B 46,2%, C 15,4% y D 7,7%).

Desde el punto de vista anatomopatoldgicas, observamos que los FM-Alto son los
mas indiferenciados (22.2% vs a 13.6% y 0% en FM Bajo y 0 respetivamente) y los que
mayor cantidad de mucina producen (44.4% vs 36.4% y 20.8 % en FM-Bajo y 0
respectivamente); ademas los pacientes con este tipo de tumor desarrollaron mayor
namero de polipos durante el seguimiento (76.9%) siendo predominantemente pdlipos

mixtos.

Desde el punto de vista molecular, observamos que los FM-Alto van de nuevo en
cabeza con respecto al porcentaje de IMS (30.8% vs 14.3% y 7.4% en FM-Bajo y FM-0
respectivamente), el porcentaje de mutaciones en las proteinas reparadoras MMR (30.8%
vs 7.1% en FM-Bajo y 7.4% en FM-0) y la ausencia de expresion de MIhl por
hipermetilacion (15.4%).
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En cuanto a la agregacion familiar, esta estuvo presente en los tres grupos, pero
en el grupo FM-Alto tanto la asociada a positividad para criterios Amsterdam 11 (30.8%)
como la agregacion familiar y el desarrollo de neoplasias del espectro Lynch (23.1%),

fueron elevados. Los casos esporadicos fueron minoritarios en todos los grupos.

Por tanto, concluimos teniendo en cuenta los resultados de nuestra muestra, que
los tumores con alto grado de hipermetilacién son proximales, de predominio en el sexo
femenino, indiferenciados, productores de moco, IMS desde el punto de vista molecular,
con un alto porcentaje de mutaciones en las proteinas reparadoras MMR y ausencia de
mutaciones en BRAF. En lo publicado en la literatura, sin tener en cuenta el limite de
edad en el adulto joven, Hawkins NJ et al. (2001) y Van Rijnsoever et al. (2002),
describieron la relacion entre el fenotipo metilador y los tumores localizados en colon
derecho, el sexo femenino, el estadio avanzado, la produccion de moco, la edad avanzada,
el P53 nativo, la IMS y la mutacion KRAS. Estudios posteriores describen asociacion
entre el fenotipo metilador y las mutaciones en BRAF V600E (Kambara T et al. 2001;
Nagasaka T et al. 2004; Carethers JM et al. 2011).

Kane MF et al. (1997), describen que el grupo FM-Alto presentaban un alto
porcentaje de IMS, secundario a hipermetilacion de MLH1. En la serie de Samowitz W.
et al. (2005) observa que el 29.8% de los CCR analizados presentan FM Alto y que el
82.1% de estos tumores eran IMS; se identificd una hipermetilacion de MLH1 en el 21.3%
del total, de estos el 15.3% eran IMS y el 80.6% EMS.

Parece que en el CCR del adulto joven FM-Alto puede dividirse en dos grupos.
Por una parte, los FM-Alto con mutaciones en BRAF y por otro lado los FM-Alto con
metilacién del promotor del gen MLH1 y BRAF no mutado (WT); este ultimo grupo

presentaria caracteristicas similares al SL (Goel A et al. 2010; Van Roon EH et al. 2010)
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3.1.3 VIA SUPRESORA O INESTABILIDAD CROMOSOMICA

La via supresora o inestabilidad cromosémica constituye el 85% de los CCR
esporadicos y se caracteriza por el desarrollo de tumores a través de ganancias y pérdidas
de fragmentos de determinados cromosomas 0 de cromosomas enteros (aneuploidia). Este
hecho genera una progresion de cambios genéticos que se traducen en activacién de pro-

oncogenes o0 inactivacion de genes supresores de tumores o pérdidas de heterocigosidad.

Los tumores desarrollados a traves de esta via suelen ser EMS, se localizan en el
lado izquierdo del colon y se asocian con caracteristicas pronosticas méas desfavorables.
Los tumores EMS en adultos jovenes son tumores con etiologia genética desconocida,
muy heterogéneos y con caracteristicas genéticas desfavorables; por este motivo son
considerados tumores de alto riesgo (Perea et al. 2014). La literatura describe regiones
genéticas alteradas en este grupo de pacientes, pero las series publicadas son pequefias

por lo que es dificil extrapolar estos resultados a la realidad.

Para determinar el grado cuantitativo de inestabilidad, se calcul6 el grado de
inestabilidad gendmica (Gl1). Este fue similar para las ganancias y las pérdidas, la media
del nimero de copias alteradas fue de 95.8, siendo mayores las pérdidas totales que las

ganancias.

A continuacion, se realizd un estudio cualitativo de los CNV (ANEXO 3 A)
observandose que las alteraciones recurrentes mas frecuentes en nuestra muestra fueron

las siguientes:

- Pérdidas: 1p36 (61%); 14911 (61%); 5q13.2 (57%); 9913q21(57%); 1p12-
921 (53%); 11p11-q12 (505).
- Ganancias: 19913-p12 (57%); 19913-q13 (52%); 17q24-q25 (50%).
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En cuanto a las pérdidas detectadas en nuestra serie; observamos que 14911 (61%)
y 1p36 (61%), han sido previamente descritas (Mourra et al. 2007) y ademas esta Gltima
ha sido relacionada con la diseminacion tumoral en estadios I1-111 (Mayrhofer M. et al.
2014). La perdida de 14qll es conocida por encontrarse delecionada en
aproximadamente el 30% de todos los CCR, maés frecuentemente en los tumores de inicio
precoz (Mourra N. et al. 2007). Existen otros trabajos publicados en los que las pérdidas
a lo largo del cromosoma 18 se han sefialado como frecuentes dentro de la enfermedad

sin tener en cuenta la edad de diagndstico (Orsetti B. et al. 2014).

Si tenemos en cuenta a las ganancias; observamos que 19g13.1 se asocia a una
gran susceptibilidad para el CCR (Wang et al. 2013) y por otra parte 19p13.3-q13.42, se
describe como la region mas frecuentemente alterada en CCR del adulto joven (Berg M.
et al. 2010).

Se han relacionado también con la supervivencia y diseminacién tumoral,
pérdidas en cromosomas 1p, 4p, 8p, 9q, 15p, 10p, 19p, 20p y ganancias en 8q y 20q
(Cancer Genome Atlas Network 2012).

Nuestros resultados difieren con lo observado en la literatura; por una parte,
teniendo en cuenta las pérdidas; observamos series en las que 18g11-g23 aparece en un
60% de los tumores analizados (38% en nuestra muestra); 17p13-q11 en el 39% (37% en
nuestra muestra) y 10q23 en el 38% (30% en nuestra muestra). En cuanto a las ganancias;
20q11-913 y 7p22 con porcentajes en la literatura del 68% y el 36% respectivamente y
un 38% en nuestra serie (Chen Z. et al. 2011, Hoskins JM et al. 2012, Wang H. et al.
2013).

Las diferencias entre los porcentajes publicados y los observados en nuestro
estudio, pueden ser consecuencia de los diferentes criterios de inclusion empleados, ya
que la edad de corte en nuestro estudio es <45 afios y >50 afios en los estudios publicados
(Mourraetal. 2007) y también secundarios a que en la literatura descrita no se ha utilizado
una plataforma array-CGH para la evaluacion de CNV (Boardman LA. Etal. 2013, Bruin
SC et al. 2010, Molinari C. et al. 2011).
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3.1.4 CLASIFICACION MOLECULAR DEL CCR

En un principio se pensé que la via supresora y mutadora eran mutuamente
excluyentes, planteandose la existencia de inicamente dos tipos de tumores: tumores con
inestabilidad cromosomica y estabilidad de microsatélites (INC+IMS-) y aquellos con
estabilidad cromosdmica e inestabilidad de microsatélites (INC-IMS+). Més tarde se
demostro que hasta un 50% de los tumores IMS-, también eran INC- y que una pequefia
porcion de los IMS+ eran INC+ (Georgiades et al 1999, Tang et al 2004), surgiendo una
nueva estratificacion del CCR en cuatro genotipos bien diferenciados: IMS+INC+ (3%);
IMS+INC- (11%); IMS-INC- (48%), IMS-INC+ (38%).

Mas tarde se demostrd una conexion entre las tres vias de carcinogénesis; por ello
en los ultimos afios se propone una nueva clasificacion basada en la superposicion de
todas ellas. Por tanto, los CCR se podrian clasificar en cuatro grupos principales: dos
referidos al estado de IMS (Alto vs EMS) y dos referidos al estado del FM (Alto vs
Bajo/0) todos ellos con diferentes caracteristicas clinicas y moleculares.

Grupo 1: IMS-Alto, FM-Alto —> incluye hipermetilacion MLH1
Grupo 2: IMS-Alto, FM-Bajo/0 —> Tumores asociados a SL
Grupo 3: IMS-Bajo/EMS, FM-Alto

Grupo 4: IMS-Bajo/EMS, FM-Bajo/0 —> Incluye los pacientes con PAF

Esta clasificacion fue descrita por Jass JR et al. (2007) y a posteriori fue

modificada por Ogino y Goel en 2008. Estos diferenciaron cuatro grupos:
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- IMS-FM Alto: (5% CCR): Son mas frecuentes en mujeres afiosas, colon
proximal, indiferenciados, con alta produccion de mucina y células en anillo
de sello, IMS esporadico, con frecuentemente metilacion de MLH1 y
mutaciones en BRAF.

- IMS-FM Bajo 0 (10% CCR): Se localizan preferentemente en colon proximal,
suelen presentar alto grado de diferenciacion y escasa produccion de mucina
y células en anillo de sello; dentro de este grupo se incluye el SL.

-  EMS-FM Alto (5-10% CCR): Mas frecuentes en colon derecho y mujeres
afiosas, indiferenciados y con alto contenido de células en anillo de sello, se
asocian a mutaciones en BRAF.

- EMS-FM Bajo 0 (75-80% CCR): es el grupo més heterogéneo, suelen afectar
a varones y al colon distal.

Teniendo en cuenta esta clasificacion, observamos que el grupo mayoritario de
nuestra muestra fue el EMS-FM Bajo, con un total de 49 pacientes (72.1%), y el
minoritario el IMS-FM Alto, con un total de 4 pacientes (5.9%). En cuanto a la edad el
grupo mas joven fue el IMS-FM Alto y el grupo con edades més altas al diagnostico el
EMS-FM Alto; siendo estos resultados estadisticamente significativos y similares a los

descritos en la literatura (Ogino y Goel, 2008).

Los tumores IMS-FM Alto de nuestra serie, muestran un predominio por el colon
derecho (75%), similar a lo descrito en la literatura (Ogino y Goel 2008; Lee MS. et al.
2016); el 100% de ellos son SL, sin presentar caracteristicas tipicas de este sindrome.
Estos resultados son Ilamativos y podrian explicarse por dos motivos, por una parte,
tenemos una muestra muy pequefia de pacientes que podria no ser representativa de la

realidad y por otra parte el 100% de los individuos son SL.

El grupo de tumores IMS-FM Bajo 0, se asocia con produccion de mucina,
localizacion en colon izquierdo (66.7%) e importante agregacion familiar (el 83.3 %

cumplia criterios Amsterdam I1).
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Los tumores del grupo EMS-FM Alto de nuestra serie, eran mayoritariamente
esporéadicos, la distribucion por sexo fue homogénea, su localizacion mayoritariamente
proximal, poseian un alto componente mucinoso y una importante agregacion familiar.
Ninguno de ellos presentd mutaciones en BRAF. Aunque existen similitudes con la
literatura descrita (Ogino y Goel 2008; Lee MS et al. 2016), nuevamente es dificil

establecer conclusiones al respecto por el limitado tamafio de la muestra.

Por dltimo, el grupo mayoritario fue el EMS-FM Bajo 0. Los tumores de este
grupo se caracterizaban por una localizacién distal, presencia de pdlipos y de otras
neoplasias en el seguimiento, ausencia de pérdida de expresion de MIh1y de mutaciones
en MMR, baja proporcién de mutaciones en BRAF y un importante componente de
agregacion familiar, siendo el 44,9% de ellos esporadicos. Este subgrupo de tumores
podria explicarse dentro de sindromes hereditarios cuyas bases moleculares no estan

completamente definidas, como el sindrome familiar tipo X o los denominados MACS.

3.2 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS DIFERENTES VIAS DE
CARCINOGENESIS Y LOCALIZACION TUMORAL.

En nuestro estudio la IMS estuvo presente en el 30% de los tumores localizados
en el lado derecho, en el 17% de los localizados en el colon izquierdo y en ninguno de
los tumores de recto. ElI 100% de los tumores rectales fueron EMS, predominando
también este tipo de tumores frente a los IMS tanto en el colon derecho (70%) como en

el izquierdo (83%; siendo estos resultados estadisticamente significativos.

Estos datos se corresponden con lo publicado en la literatura; en series como la de
Losi et al. (2005) y Perea et al. (2010) se describen frecuencias similares; el 60% de los

tumores IMS y el 40% de los EMS se localizaban en el colon derecho.

Un total de 10 casos presentaron una mutacion germinal en los genes de las

proteinas reparadoras MMR; 2 en MLH1 y 4 en MSH2 en el caso del colon derecho y 2
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en MLH1 y 2 MSH6 en el colon izquierdo. En uno de los tumores localizado en colon
izquierdo, la pérdida de expresion de MIh1 se debia a la hipermetilacion del promotor

MLHL1. Estos resultados fueron estadisticamente significativos.

En el estudio de la via serrada se observéd un importante componente metilador en
los tumores localizados en el colon derecho; este fue alto en el 50% de los casos (FM
Alto ) y bajo en el 37.5% de los casos (FM Bajo). Por otro lado, sélo un 10% de los
tumores de colon izquierdo y un 10% de los localizados en el recto presentaron un 10%
de fenotipo metilador alto (FM Alto), siendo estos resultados estadisticamente

significativos.

En lo publicado en la literatura, sin tener en cuenta el limite de edad en el adulto
joven, Hawkins NJ et al. (2001) y Van Rijnsoever et al. (2002), describieron la relacion
entre el fenotipo metilador y los tumores localizados en colon derecho, el sexo femenino,
el estadio avanzado, la produccion de moco, la edad avanzada, el P53 nativo, laIMS y la
mutacion KRAS. lacopetta (2002), también nos dice en su publicacion que los tumores

con alto grado de metilacién o CIMP-High predominan en el colon derecho.

En cuanto a la clasificacion molecular del CCR, los tumores derechos mostraron
una distribucion uniforme para todas las categorias con un ligero predominio para EMS-
FM Bajo 0 37.5%). Tanto los tumores localizados en el colon izquierdo como los
localizados en el recto presentaron predominio para EMS-FM Bajo, 77.5% y 90.5%

respectivamente. Estos resultados fueron estadisticamente significativos.

La clasificacion molecular fue inicialmente descrita por Jass JR et al. (2007) y
posteriormente modificada por Ogino y Goel en 2008. Si tenemos en cuenta la
localizacion tumoral, asociada a la clasificacion molecular descrita en este articulo,
observamos que se cumple en nuestra serie lo descrito por estos autores; los tumores
localizados en colon distal eran mayoritariamente EMS-FM Bajo 0 y el resto se

localizaban fundamentalmente en colon proximal.
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Para el estudio de la via supresora se empled la técnica de CGH-array
(Comparative Genomic Hybridization), descrita previamente en total de 59 pacientes.
Para determinar el grado cuantitativo de inestabilidad, se calcul6 el grado de inestabilidad
gendmica (Gll) que fue mas alto para los tumores localizados en el lado izquierdo, las
diferencias en este grupo fueron sobretodo a expensas de pérdidas y eran estadisticamente
significativas. EI nimero de copias alteradas fue también mayor para los tumores
localizados en el lado izquierdo, siendo el valor mas bajo el de los tumores localizados

en el recto.

Perea et al. (2014), describieron que los tumores con mayor inestabilidad genética
eran aquellos localizados en colon izquierdo, ademas afiadia que eran tumores con mal

prondstico y generalmente EMS, nuestros datos concuerdan con lo descrito.

El estudio cualitativo de las CNV identifico las regiones recurrentes alteradas en

funcidn de la localizacion tumoral. (ANEXO 3B)

En nuestra serie la regidn recurrente alterada mas frecuente en el colon derecho
fue la ganancia de 19p13.3-q13.42; esta region ha sido descrita en la literatura como la
alteracion mas frecuente en el CCR de la poblacion joven (Berg M. et al 2010). En esta
misma referencia bibliografica se describe a la pérdida 1g12-g21.2 como una de las
regiones mas comunmente alteradas dentro del colon derecho e izquierdo. Otras regiones
como la ganancia de 7922.1, se ha asociado a tumores localizados en colon derecho y
relacionados con el oncogen GAECL1 (Gopalan et al 2010) y la pérdida de 14p11.1-11.2

se ha asociado con tumores localizados en recto y al oncogen NDGR2.
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1. En nuestra serie el CCR del adulto joven predomina en el sexo masculino y se
desarrolla principalmente en el colon izquierdo. Estos tumores se caracterizaron
por presentar alto contenido en mucina, estadios tempranos al diagnostico y el
38% de ellos fueron esporadicos. Se asociaaron con un alto porcentaje de polipos
y no se relacionaron con un alto porcentaje de tumores sincrénicos o

metacronicos.

2. En cuento a las caracteristicas moleculares, la mayor parte de los tumores de
nuestra serie presentaron EMS (85.2%), un 19% se asociaron con factor metilador
alto y el grupo mayoritario teniendo en cuenta la clasificacién molecular del CCR
fue el EMS-FM Bajo/0 con un 72%. Los tumores de nuestra muestra presentaron
un numero bajo de segmentos cromosomicos alterados y una elevada cifra de
cambios recurrentes. Las regiones recurrentemente alteradas méas frecuentes
fueron las pérdidas de 1p36 y 14qll, y las ganancias de 19q13-p12 (57%) y
19g13-913 (52%).

3. Los tumores localizados en colon derecho presentaron estadios precoces al
diagnostico, alto porcentaje de polipos y tumores sincronicos y/o metacrénicos
asociados y mejor pronostico que los localizados en otras regiones. El 40% de los
pacientes de nuestra serie cumplian criterios para SL y el 20% fueron tumores
esporadicos. Desde el punto de vista molecular el 30% de los tumores presentaron
IMS, el 50% se asocid6 a un FM alto y apenas presentaron inestabilidad

cromosoémica.
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4. Los tumores localizados en colon izquierdo presentaron caracteristicas clinico-
patoldgicas y familiares transicionales entre los localizados en el colon derecho y
el recto. Fueron en su mayoria esporadicos (48%) y desde el punto de vista
molecular, el 83% fueron EMS y se asociaron a un alto grado de inestabilidad

gendmica.

5. Los tumores rectales se diagnosticaron en estadios mas avanzados, presentaron
peor pronostico y el 37% fueron esporadicos. Desde el punto de vista molecular
el 100% presentd EMS, el 48% presentaron FM y teniendo en cuenta la
clasificacion molecular del CCR, el grupo EMS-FM Bajo/0 fue el grupo

mayoritario con un 90.5%. En este grupo la inestabilidad cromosémica fue baja.

6. Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que el CCR en el adulto joven es un
grupo heterogéneo, con caracteristicas diferenciales desde el punto de vista
clinicopatoldgico, familiar y molecular. Ademas, observamos que las bases
moleculares del CCR en este grupo poblacional varian en funcién de la
localizacion tumoral, lo que podria tener implicaciones importantes en el manejo

terapéutico de esta patologia.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL USO DE EXCEDENTES

DE TEJIDO O SANGRE CON FINES DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Finalidad vy descripcion del proceso

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacion
gratuita de parte de la muestra sobrante de tejido o sangre que le van a extraer, con el
finde utilizar dicho sobrante en investigacion biomédica relacionada con el cancer. Es
importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que entienda
su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea

preciso acerca de la misma.

La principal via de obtener dichos tejidos o sangre que permitan la investigacion
biomédica son las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines
diagnosticos. Parte de la muestra de tejido o sangre no es necesaria para el
correspondiente estudio y para establecer un diagnostico y por ello, es normalmente

destruida.

Usted como paciente puede donar el sobrante de su muestra para que, en lugar de ser
destruido, pueda ser utilizado en investigacion biomédica relacionada con el cancer. La
finalidad de la donacion es dotar a los investigadores de tejido o sangre para que puedan
desarrollar avances en el terreno del conocimiento sobre el cancer, en particular sobre su

aparicion, evolucion y tratamiento.
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El consentimiento que ahora presta no supone para usted ningin riesgo o molestia
adicional ya que Unicamente va a autorizar la investigacion con muestras sobrantes de
tejido o sangre, que de otra forma se desecharian. Para la obtencion de este material, no
se llevard a cabo ninguna prueba o intervencidn distinta de aquella en la que se obtiene la

muestra de tejido o sangre para su estudio.

La donacién de este sobrante de tejido/ sangre es voluntaria por lo que, si Ud. da el
consentimiento para su uso, en cualquier momento puede revocarlo. En caso de
producirse esta revocacion ello no supondra ningin cambio en la relacion con su médico
ni perjuicio alguno en su diagnostico /tratamiento y/o seguimiento. En caso de revocacion
su muestra dejara de formar parte de la investigacion, aunque los datos obtenidos hasta

ese momento si formaran parte de esta.

La titularidad de la muestra incorporada y de los resultados de la investigacion
correspondera al Hospital 12 de octubre y, en su caso, al investigador. Las muestras
podran ser cedidas a otros grupos de investigacion bajo acuerdos de colaboracion y

siempre para la investigacion biomédica del cancer.

Caracter altruista de la donacion

La donacion tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendré ni
ahora ni en el futuro ningun beneficio econémico por la misma. No estd previsto
compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigacion. En todo caso,
usted renuncia a cualquier beneficio econdmico que pudiera corresponderle en el futuro
y que sea, logicamente, renunciable. Tampoco obtendra ningln otro beneficio directo
como resultado de su participacion en este estudio. Sin embargo, los conocimientos
obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras

pueden ayudar al avance médico y, por ello, a otras personas.
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Proteccion de datos v confidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre Usted seran confidenciales y procesados
deacuerdo con la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caréacter Personal y la legislacion sanitaria y relativa a la investigacion biomédica vigente,
tratandose los mismos Unicamente de acuerdo con los objetivos en el presente
comunicados descritos, por lo que cualquier relacion entre la muestra y su identidad
personal tienen caracter estrictamente confidencial. Asimismo, se informa que los
resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo con las muestras pueden
ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca sera facilitada su identidad o

datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

En el momento que usted consienta el uso de excedente de muestra para los fines de
investigacion aplicada descrito, dicho excedente (incluyendo terapias experimentales)
sera sometido a un proceso de disociacion. Es decir, sélo sera identificado por un nimero
y/o un codigo constando todos sus datos debidamente codificados, por lo que los
investigadores implicados nunca conoceran su identidad o dato alguno que pudiera llegar
a identificarle; sin embargo, los mismos, si podran en todo caso acceder a otros datos
como su sexo o edad, pero siempre manteniendo la debida confidencialidad conforme a

la legislacion vigente.

De igual modo, sus datos personales seran incorporados a un fichero automatizado de
caracter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de Proteccion de
Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley Organica 15/1999 de Proteccién
de Datos de Caracter Personal, con la finalidad de gestionar el uso del excedente cedido
por usted para los fines de investigacion descrito en el presente comunicado, pudiendo
ejercer en cualquier momento, los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion u
oposicion, reconocidos por la citada normativa en materia de proteccion de datos de

caracter personal.
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Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte

del estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo de este.

Informacidn sobre resultados del estudio

Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte
del estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo del mismo.
Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados
para la préactica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico para
ud.

Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos que pudieran ser
tanto clinica como genéticamente relevantes para Ud e interesar a su salud o a la de su
familia, le seran comunicados si asi Ud lo estima oportuno. Un facultativo del Hospital
12 de Octubre se compromete a ofrecerle consejo genético, una vez obtenidos y evaluados
los resultados del estudio. Asimismo, podria obtenerse informacion relevante para su
familia, le correspondera a Ud decidir si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se
le comunique dicha informacion relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al

final de esta hoja.

La muestra

La muestra formara parte de un banco de muestras o tumores hasta su uso en el proyecto
de investigacion pudiendo ser cedida a otros investigadores, los que a su vez podran
realizar ensayos relacionados con la finalidad para la que Ud haya donado la muestra.
Estos investigadores no tendrdn en ningin momento, como ya se ha indicado

anteriormente, acceso a su identidad.
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Le Agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la ciencia y la medicina
y, de forma especial, en referencia a la investigacion sobre la aparicion, desarrollo y

tratamiento del cancer.

DATOS DEL PACIENTE

Apellidos

Nombre

Direccidn

DINI M*® historia dinica

Autoriza la comunicacion de la informacion | S| :"TOI
relevante derivada de la investigacon

Firma Fecha

Manifiestn que he recibido fo informogion que me ho sido
proporcenods sobre &l procedimientn anderarments indicode ¥ he
podido femulor bas pregumios que be considerodo shorfunes
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“q Hospital Universitario o
12 de Dctubre
Saludhadind BB comunidad e Madnid
CONSENTIMIENTO INFORMADO
D.M.1. del pacients: - Fecha: [ [
Mombre ded Médico que Informa: . N* Colaglada:

UNIDAD DE CANCER FAMILIAR. ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS PREDISPONENTES A CANCER
DE COLON NO ASOCIADO A POLIPOSIS (CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPOSICO)

En |2 mayoria de las ocasiones &l cancer de colon $0 presenta con cardcler esporadico. Exsien sigunas famdiss an las
que sa obsarda que el nimen de casos es supesar 3 lo que cabria esperer en la pablacidn general. sin que ello Se
acompane da polposis intestingl y acompafados de una elevada incidencia de umares coma el do eskimage, vias
pliiares, endomeirio 1 gvario enire oiros, Esludios recianies han puesio de manifesto que alunas e estas famdas
presanlan mutsclones en alkjund 48 Sus genss que son los responsables de esie hacho

E&tas miutacianes 52 fransmiten da padres & hijos. iqual que =8 transmien oiros caracleres isices (coma, por ejempla, el
color dal pals) ¥ su presencia supona un aumento del riesgo de desarroliar B 1o largo de la vida un cancar de colon, recio,
endamealris § &N menar medidas de oiros lUmores como s Mencionados antericonenie.

La presencia dé una de las mutaciones citadas en una persona io slignfics qua se tanga | coreza absoida de que este
indhvidun vaya a desarmollar 5% lipo.de lumod, Gnicamanie indica que axiste un resgo mayor 2l de | pobiacion general

Por &l contradio, la susenci de dicha mutacion ro pusde garantzar [a no apanicidn del cancer, puesio que es posible gue
exiztan oirss mutacicnes hoy en dia desconocidas y que por (o Ao no pueden ser estidiadas o simplemente que no
hayan sido defectadas y por oiro lado siempre persiste e fesga de desarrollar un canoer de forma esporddica [no
hereditara)

Hu caso ha sido valarade por una Unidad de Consejn Gendico en Cancer Familiar que, @ la vista de sus amlecadanies
famiiares, ha consideracs la posibiided de proceder a un eshadio molesular con el fin da deteeminar 8l poses Alguna
altaracitn genética da las qua hoy en dia conocemes como sesponsables del *Sindrome de Cancer de Colon Hereditaria
no Polipdska”.

El andliss se realiza sobre una muesira de sangre extralda & tal efecho una vex oiorgado &f consenlimiania, valorandoss
de loemna exclusiva factores gendtisos ralacionacos con esta sindrome sin que pueda ser ubfizada para oios fnes ni para
esiudiar cbfos aspecios que No sean |os relacicnadas con esle tpo de lumores. En ocasicnes y previo & estudio de
FILSCIONES 0N 5aNgra debe procaderse B Un esludio dal tejdo tumoral para o cual puede ser preciss salicitar muestras de
Lajids al senvicio de Anatormia patoldgica comaspondiente.

La informacin sobre los resultades es esiristamente confidencial y onicamanie serd fecilitada a ka persona estudiada v a
quienes il nos auedics por escrito. Estos datos quedardn bao la custodia de 3 Unidad de Consejo Genélico que
afienta, sin qua consken en <u hisgedal clfnico y no podran ser cedides a ninguna enfidad o persons sin su sulorizacidn
expresa. Los dabos podran ser wlilizados con el fin de realzar estedios epidemicligices, garantizands an lede moments of
anonimata. 5, mo obstanie o anteriormente expussts, en algln momento usted decida que esia informaciin sea
destruida, podra solicitaro por escifo a la persona responsable de la Unidad que le ha estudiada.

S sy snafsis penéSco es negativo, s decy, No BR BRCENbE Aingun tpo de MUtacn oue suponga especial
predisposicitn al cAncer. s& lp indicarin cufdles son las medidas de prevencidn a tomar y que dependeran de |a exlstancia
o no 4@ cases de poriadores de fa mutaciin conpcidos an su famiia.

Si su ardlisls gendlics 0% positvs $6 1o informard sabre &l rissge exislents, &Sl como de las alarmativas de prevencion
fiaponibies en la actuakded

In OCESIONGE 50 puede obtenar un reeultado que denominamos no informato, Este lips de resultados imglica que no se
anpce en B achalidad las repercusionss que ciertas alieraciones deleciadas pusde lenar sobra &l resga de padecar

Ancer de colon
NA c-as

Canriadia o darrn
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[mndohmwdndalumumonhmm:mm.mmwommﬁww
pueden haberia heredado: de usted (en caso de sus descendientas) o de sus antepasados (en caso de: otros famiiares
como tios © primos). La Unidad de Consejo Genético en ningun caso contactard con ellos por propia iniciativa para
advertirles de esta circunstancia, ya que esta informacién es estrictamente confidencial. Es decisién personal suya
informar a dichos familiares con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asl cudl es su riesgo

individual con respecto a estos tumores.

De Iigual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutir en su estado emocional yo psicolbgico, tanto
positiva como negativamonte.

Si usted decide que no desea reaizarse un estudio gendtico, sepa que su decisidn serd respetada en Sodo momento y
recird el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manara debe saber que existen modelos lebricos que
permiten conocer de manera aproximada su riesgo de padecer delerminados tipos de cancer, los cuales podrian
aplicérsele s no desea realizarse esta tipo de test

Comentarios dei médico que informa: Ja : = o,

AUTORIZACION

b (- DT SRS O .-.._, he sido informado oralmente y por escrito scbre las
mmmypmumadmabmmenelw

He comprandido esta informacion y cualquier dula surgida me ha sido aclarada por ef médico.

Por lo anterior OTORGO MI CONSENTIMIENTO mmdeemmamde
cancer sobre una muestra de sangre que me serd extraida a tal efecto y andlisis de tejido tumora) si necesario.

Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legalmente)
Fecha: Fecha:

Nombre I TF

Nombre. . N -
I e e s o e e s e P e mtbaie TF

Nombre...., } | ORI IR S
Fdo.:D. /D" Fecha

En ejercicio del derecho gue tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad de revocark y solicilo se
proceda a la destruccién de las muestras sanguineas extraldas y de [a informacion de ellas oblenida.
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ANEXO 2

Informacion adicional referente al estudio molecular de los genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6)

ANEXO 2A. Cebadores y condiciones de desnaturalizacion para el gen MLH1

(Pinza CG) 5° - AAGAACACATCCCACAGTGC -3’

Exén Cebadores Tamafio | Gradiente
MLH1 (Bp) desnaturalizante
1 (M13) 5°>- AGACGTTTCCTTGGCTCTTC - & 257 50-70%
(Pinza CG) 5"- CCGTTAAGTCGTAGCCCTTA - 3’

2 (Pinza CG) 5> - TTTTCTGTTTGATTTGCCAG - 3’ 210 30-50%
(M13) 5> - CGCACAAACATCCTGCTACT -3’

3 (Pinza CG) 5> - TGGAAAAATGAGTAACATGATT -3’ 255 30-50%
(M13) 5 — CAACAGGAGGATATTTTACACA - ¥

4 (Pinza CG) 5 = TTCCTTTTTCTTTCAGTCTATTT -3’ 207 30-50%
(M13) 5> TGAATATATATGAGTAAAAGAAGTCAG -3’

5 (Pinza CG) 5’ -TCTCTCTACTGGATATTAATTTGT -3’ 214 30-50%
M13) 5’ - AAGCTTCAACAATTTACTCTCC - 3

6 M13) 5° -CAAGAAAAATCAATCTTCTGTT - 3’ 223 30-50%
(Pinza CG) 5> - ATGACAAATCTCAGAGACCC -3

7 M13)5’-TCTAGTGTGTGTTTTTGGCA - 3° 194 30-50%
(Pinza CG) 5>-AACAAAACCATCCCCCATAA -3

8 (M13) 5°- AATCCTTGTGTCTTCTGCTG - 3’ 217 30-50%
(Pinza CG) 5> - AAAGATTTTTTTATATAGGTTATCG -3’

9 (M13) 5> - CAAAAGCTTCAGAATCTCTTT -3 233 30-50%
(Pinza CG) 5> - TTTCCCATGTGGTTCTTTTT -3’

10 (M13) 5> - GGACAGTTTTGAACTGAGTTG - 3° 227 30-50%
(Pinza CG) 5> - GTCTTGGTTGAGGAGTTTGG - 3’

11 (M13) 5°- AAGGTAATTGTTCTCTCTTATTTT -3’ 280 30-50%
(Pinza CG) 5° - CACAAGTAGCTGGATGAGAA -3’

12 (Pinza CG) 5°- TAATACAGACTTTGCTACCAGGA - 3’ 473 30-50%
(M13) 5°>- GGTAGGCTGTACTTTTCCCA -3

13 (Pinza CG) 5’- CTGCACTTCCTTTTCTTCAT -3’ 270 30-50%
(M13) 5°>- CCCTATGCATCCAGGCA -3

14 (Pinza CG) 5’- TGTTTTTTGGTTTTATTTTTTG - 3’ 232 30-50%
(M13) 5> - TCTGCTTGTTCACACACTCA - 3’

15 (Pinza CG) 5>~ AATTCAGCTTTTCCTTAAAGTC -3 200 30-50%
(M13) 5°- AAATTTCAGAAGTGAAAAGGA - 3

16 (M13) 5> - CTCCTTCATGTTCTTGCTTC - 3 280 30-50%
(Pinza CG) 5°- AGAAGTATAAGAATGGCTGTCA - 3’

17 (Pinza CG) 5> - TTCCCTTGTCCTTTTTCCTG -3’ 222 30-50%
(M13) 5> - CATGTACCGAATGCTTAGTA -3’

18 (Pinza CG) 5° - TAAATTCGTACCTATTTTGAGG - 3’ 251 15-30%
(M13) 5> - CCTGGGGTGCCAGTGTGCAT - 3’

19 (M13) 5°- GGAGGCTTATGACATCTAATG - 3° 300 30-50%

ANEXO 2A.

Cebadores y condiciones de desnaturalizacion empleadas en la amplificacion e identificacion del estado mutacional del

gen MLH1 (modificado de Wijnen et al. 1995 y Wijnen et al. 1996).

La “Pinza CG” (5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCCC-3”) se une en el extremo 5
de un cebador y estabiliza el ADN.La secuencia M13 (5"- GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG-3’) se une al otro
cebador y ejerce de molde para la secuenciacion de aquellos fragmentos con patrones anémalos de migracion. Bp=

pares de bases
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ANEXO 2B. Cebadores y condiciones de desnaturalizacién para el gen MSH2

Exén Cebadores Tamafio Gradiente
MSH2 (Bp) desnaturalizacion

1 (M13) 5°>- TCGCGCATTTTCTTCAACC -3’ 277 50-70%
(Pinza CG) 5°- GTCCCTCCCCAGCACGC -3

2 (Pinza CG) 5’- TTGAACATGTAATATCTCAAATCTGT -3’ 283 15-50%
(M13) 5°- AAAGGAAGATAATTACCTTATATGC - 3°

3 (M13) 5°- TCAAGAGTTTGTTAAATTTTTAAAA -3’ 421 30-50%
(Pinza CG) 5’- CTAGGCCTGGAATCTCCTCT - 3’

4 (Pinza CG) 5> - TTCCTTTTCTCATAGTAGTTTAAAC -3’ 280 15-50%
M13)5° - TTGTAATTCACATTTATAATCCATG -3

5 (M13) 5> -CCAGATGGTATAGAAATCTTCG - 3° 308 15-30%
(Pinza CG) 5°- CCATTCAACATTTTTAACCCTT -3’

6 (M13) 5> - GCTTGCCATTCTTTCTATTTTATT -3’ 277 30-50%
(Pinza CG) 5°- GCAGGTTACATAAAACTAACGAAAG -3’

7 (M13) 5> - CATTAATTCAAGTTAATTTATTCA - 3° 309 30-50%
(Pinza CG) 5°- AAAACAAAATCACTTGTTACCTTCA -3’

8 (M13) 5>-TGAGATCTTTTTATTTGTTTGTTTT -3’ 263 15-50%
(Pinza CG) 5’- TTTGCTTTTTAAAAATAACTACTGC -3

9 (M13) 5 - GGATTTTGTCACTTTGTTCTGTT -3’ 241 30-50%
(Pinza CG) 5> - TCCAACCTCCAATGACCCAT -3’

10 (M13) 5> - TGGAATACTTTTTCTTTTCTTCTT - 3’ 298 30-40%
(Pinza CG) 5° - GCATTTAGGGAATTAATAAAGGG - 3’

11 (Pinza CG) 5° - ATAAAACTGTTATTTCGATTTGCA - 3’ 227 30-50%
(M13) 5> - CCAGGTGACATTCAGAACATT -3’

12 (Pinza CG) 5’- TTATTATTCAGTATTCCTGTGTACA- 3’ 388 30-50%
(M13) 5> - CCCACAAGCCCAAAAACC- 3

13 (Pinza CG) 5> - ATAATTTGTTTTGTAGGCCCC -3’ 318 30-50%
(M13) 5> - TTTCTATCTTCAAGGGACTAGGAG - 3’

14 (Pinza CG) 5°- CCACATTTTATGTGATGGGAA- 3’ 370 30-50%
(M13) 5> - CCAATAGTACATACCTTTCTTCACC -3

15 (M13) 5> - GTCCCCTCACGCTTCCC - 3’ 295 30-50%
(Pinza CG) 5> - AAACTATGAAAACAAACTGACAAAC -3

16 (M13) 5>- AATGGGACATTCACATGTGTT -3 369 15-30%
(Pinza CG) 5> - CCATGGGCACTGACAGTTAA - 3’

ANEXO 2B.

Cebadores y condiciones de desnaturalizacion empleadas en la amplificacion e identificacion del estado mutacional del
gen MSH2 (modificado de Wijnen et al. 1995 y Wijnen et al. 1996).

La “Pinza CG” (5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCCC-3’) se une en el extremo 5
de un cebador y estabiliza el ADN.

La secuencia M13 (5"- GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG-3’) se une al otro cebador y ejerce de molde para la
secuenciacion de aquellos fragmentos con patrones anémalos de migracion.

Bp= pares de bases.
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Localizacion cromosémica
Longitud (nucleétidos) Sonda MLPA Control MLH1 MSH2
94 Sonda control sintética 2914
130 Sonda control 0797-L0463 5931
136 Sonda control 0981-L.0566 10pl1l
142 Sonda MLH1 0886-L0474 Exo6nl
148 Sonda MSH2 1027-L0599 Exon 1
154 Sonda MLH1 1008-L0577 Exén 2
160 Sonda MSH2 0906-L.0494 Exon 2
166 Sonda MLH1 0888-L0476 Exén 3
172 Sonda MSH2 1029-L0601 Exon 3
178 Sonda MLH1 0889-L0477 Exén 4
184 Sonda MSH2 0908-L.0496 Exon 4
193 Sonda control 0976-L.0563 11p13
210 Sonda MLH1 0890-L0478 Ex6n 5
211 Sonda MSH2 0909-L.0497 Exo6n 5
220 Sonda MLH1 0891-L0479 Exon 6
229 Sonda MSH2 0910-L.0498 Exon 6
238 Sonda MLH1 0892-L0480 Exén 7
247 Sonda MSH2 0911-1.0499 Exon 7
256 Sonda MLH1 0893-L0481 Exon 8
265 Sonda MSH2 0912-1.0582 Exon 8
274 Sonda MLH1 0894-L.0482 Exo6n 9
283 Sonda control 0438-L.0003 17g21
292 Sonda MSH2 0913-L0583 Exo6n 9
301 Sonda MLH1 0895-L0483 Exon 10
310 Sonda MSH2 0914-L.0584 Exon 10
319 Sonda MLH1 0896-L0484 Exon 11
328 Sonda MSH2 0915-L.0503 Exon 11
337 Sonda MLH1 0897-L0485 Exon 12
346 Sonda MSH2 0916-L0504 Exon 12
355 Sonda MLH1 0898-L0486 Exon 13
364 Sonda MSH2 1013-L0575 Exon 13
373 Sonda control 0681-L0154 4925
382 Sonda MLH1 0899-L0586 Exon 14
391 Sonda MSH2 0918-L.0506 Exon 14
400 Sonda MLH1 0900-0488 Exon 15
409 Sonda MSH2 0919-L.0585 Exon 15
418 Sonda MLH1 1009-L0576 Exon 16
427 Sonda MSH2 1053-L0627 Exon 16
436 Sonda MLH1 1030-L0602 Exon 17
445 Sonda MLH1 1031-L0603 Exon 18
454 Sonda MLH1 0904-L.0492 Exon 19
463 Sonda control 0979-L0568 10p14
472 Sonda control 0980-L0567 11p12
ANEXO 2C.

Sondas que componen el reactivo comercial Salsa MLPA Kit P003-B1 MLH1/MSH2 (MRC-Holland, Amsterdam,
Holanda) para la deteccion de grandes reordenamientos en los genes MLH1 y MSH2.
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Exon / e T2
Fragmento Cebadores Tamafio | Tiempos | PCR | dHPLC
°C °C
1A 5’-TCCGTCCGACAGAACGGTTG-3’ 129 Largo 55.0 66.0
5’>-TTCGCGTGAGGCCCTGGCCGA-3’
1B 5’-CGCTGAGTGATGCCAACAAG-3’ 300 Largo 48.0 67.1
5’-CAACCCCCTGTGCGAGCCTC-3’
2 5’-AACTAAGTTATGTATTTCCT-3’ 300 Intermed | 55.0 59.4
5’-CCTGTCTGTCTGTTTCTCTC-3’ io
3A 5’-GAACTGCTGGGATTACAGGC-3’ 130 Corto 63.0 50.1
5’-GTATTTCAGGCTTTGCACTG-3’
3B 5’-CCCAGAAGGGAGGTCATTTT-3’ 200 Largo 55.0 58.6
5’-CCCCATCACCCTAACATAAA-3’
4A 5-CCAAATTTTGATTTGTTTTT-3’ 207 Largo 55.0 58.3
5’-CCACATCAGAGCCACCAATG-3’
4B 5’-CGAAGGGTCATATCAGATTC-3’ 357 Largo 55.0 59.0
5’-ATACCAAACAGTAGGGCGAC-3’
4C 5’-CGTTAGTGGAGGTGGTGATG-3’ 303 Corto 55.0 58.4
5’-ATGAATACCAGCCCCAGTTC-3’
4D 5’-CTGTACCACATGGATGCTCT-3’ 304 Corto 48.0 58.5
5’>-CTTCCTCTTTTTCTTTGAGG-3’
4E 5’-CCTCTGAGAACTACAGTAAG-3’ 293 Corto 50.00 57.1
5’-CCAAAACTGGGAGCCGGGTA-3’
4F 5’-CTGTTCTCTTCAGGAAGGTC-3’ 271 Corto 55.0 58.5
5’-AGCCATTGATAAAAGCTCCT-3’
4G 5’-CCTCAAAAAATGCCTTATTG-3’ 304 Corto 55.0 56.7
5’-AGCCATTGCTTTAGGAGCCG-3°
4H 5’-ACTTGCCATACTCCTTTTGG-3’ 299 Corto 48.0 57.7
5’-TCCAGAGCAGAAAGAAAATC-3’
41 5’-CTACATACAGCAAGAAGAAG-3’ 253 Largo 55.0 56.0
5’-CCTGCTTTGGGAGTAATAAG-3’
4] 5-GAAAAGGCTCGAAAGACTGG-3’ 230 Coro 45.0 50.1
5’>-TCGTTTACAGCCCTTCTGG-3’
4K 5’-GAAGAATACGACTTGAAATC-3’ 244 Corto 46.0 57.6
5’-GCACTACTTATCAAAGCCTG-3’
5A 5’-AAAACCCCCAAACGATGAAG-3’ 220 Corto 60.0 59.2
5’-GTCTTCGTAATGCAAGGATG-3’
5B 5’-CTTAGAGCTTAAAGGATCAC-3’ 208 Largo 54.0 57.1
5’-CTTTCTGATAACAAAACTTT-3
6 5-CTTTATGAAACTGTTACTACC-3’ 237 Corto 50.0 56.6
5’-GCAAATATCTTTTATCACAT-3
7 5’-GAGTATTCATTTGTGATTTT-3’ 171 Corto 50.0 53.7
5’- AAATGTTTTTAAGATAGATAGTCTTC-3’
8 5-CCTTTTTTGTTTTAATTCCT-3’ 268 Corto 50.0 56.4
5’-CAAGAGAAGTGCCCTCTCAA-3’
9 5-TTTTGAGAGGGCACTTCTCT-3’ 266 Corto 50.0 57.0
5’-CCCCTTTTACTGTTTCTTTG-3’
10 5’-ATTTTAAGGGAAGTTTGCC-3’ 165 Largo 50.0 57.4
5’>-GTTTATTAGATCATAATGTT-3’
ANEXO 2D.

Condiciones de PCR y temperaturas de desnaturalizacion empleadas para el analisis del estado mutacional del gen
MSH6. Bp: pares de bases.
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ANEXO 3

3A. Listado de las regiones cromosomicas recurrentemente alteradas (frecuencia de
aparicion superior o igual al 30%).

ANEXO 3. Regiones recurrentemente alteradas en poblacion joven.

% de tumores Tamarfio Tamarfio
Cromosoma Inicio Final Region con el cambio Tipo (Bp) (Mb)

Cr1 37196 782738 p36.33-p36.33 745483 | 0,745483
Cr1 1069258 13881396 p36.33-p36.21 37 Ganancia | 12812079 | 12,812079
Cr1 15108352 16661919 p36.21-p36.13 32 Ganancia | 1553508 | 1,553508
Cr1 16817704 16963439 p36.13-p36.13 _ 145676 | 0,145676
Cr1 17114814 17747165 p36.13-p36.13 32 Ganancia 632292 | 0,632292
Cr1 18607784 29892192 p36.13-p35.3 40 Ganancia | 11284349 | 11,284349
Cr1 30990226 33667623 p35.2-p35.1 43 Ganancia | 2677338 | 2,677338
Cr1 33771675 34904712 p35.1-p34.3 _ 1132978 | 1,132978
Cr1 35048650 36838461 p34.3-p34.3 40 Ganancia | 1789752 | 1,789752
Cr1 37588531 38530532 p34.3-p34.3 37 Ganancia | 941942 | 0,941942
Cr1 38913069 46814154 p34.3-p33 33 Ganancia | 7901026 | 7,901026
Cr1 52436165 53470974 p32.3-p32.3 30 Ganancia | 1034750 | 1,034750
Cr1 53953959 54994847 p32.3-p32.3 30 Ganancia | 1040829 | 1,040829
Cr1 116942100 | 116995821 p13.1-p13.1 53662 0,053662
Cr1 120374173 | 143940269 pl12-q21.1 23566037 | 23,566037
Cr1 120374173 | 144851227 pl12-q21.1 24476995 | 24,476995
Cr1 145938612 148063174 q21.1-q21.2 2124503 | 2,124503
Cr1 148268162 | 149731681 q21.2-q21.2 1463460 | 1,463460
Cr2 204242050 | 204362806 q32.1-q32.1 ‘ 120697 | 0,120697
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ANEXO 3 (Continuaci6n)

Cr2 25548556 26169381 p23.3-p23.3 30 Ganancia 620766 | 0,620766
Cr2 86992179 87880563 pl11.2-p11.2 888325 0,888325
Cr2 89097237 95026803 pl1l.2-q11.1 5929507 | 5,929507
Cr2 95442924 96141467 qll.1-q11.1 698484 | 0,698484
Cr2 96597568 96655261 qll.l-q11.1 Ganancia 57634 0,057634
Cr2 97268528 97318329 qll.2-q11.2 49742 0,049742
Cr2 109907480 111059561 ql2.3-q13 1152022 | 1,152022
Cr2 111673819 112349426 ql3-q13 675548 | 0,675548
Cr2 241124790 | 242593318 q37.3-q37.3 33 Ganancia | 1468469 | 1,468469
Cr2 242675900 | 242706350 q37.3-q37.3 _ 30391 0,030391
Cr3 46988350 53360302 p21.31-p21.1 43 Ganancia | 6371893 | 6,371893
Cr3 184208450 187278286 q27.1-q27.3 32 Ganancia | 3069777 | 3,069777
Cr3 195462986 195910873 q29-q29 30 Ganancia 447828 | 0,447828
Cr3 196423015 199247786 q29-q29 33 Ganancia | 2824712 | 2,824712
Cr4 516875 2549964 pl16.3-p16.3 30 Ganancia | 2033030 | 2,033030
Cr4 21974254 22047060 p14.3-p14.3 72747 0,072747
Cr4 190717003 190873748 q35.2-q35.2 156686 | 0,156686
Cr4 144953677 145283514 q31.21-q31.21 329778 | 0,329778
Cr5 68788914 70779564 ql3.2-q13.2 1990591 | 1,990591
Cr5 108265110 108288190 q21.3-q21.3 23021 0,023021
Cr5 113532250 115664852 q22.3-q23.1 2132543 | 2,132543
Cr5 116282780 116305293 q23.1-q23.1 22454 0,022454
Cr5 137638577 138153712 q31.2-q31.2 30 Ganancia 515076 | 0,515076
Cré6 27321652 37954608 p22.1-p21.2 40 Ganancia | 10632897 | 10,632897
Cré6 41895635 42026044 p21.1-p21.1 30 Ganancia 130350 0,130350
Cré6 42445767 44022710 p21.1-p21.1 30 Ganancia | 1576884 | 1,576884
Cré6 57375635 58809497 pl1l.2-p11.1 _ 1433803 | 1,433803

221




ANEXO 3 (Continuaci6n)

Cr7 130978 6815930 p22.3-p22.1 38 Ganancia | 6684893 | 6,684893
Cr7 56364350 64990998 pl1.2-q11.21 8626589 | 8,626589
Cr7 72022321 72363297 ql11.22-q11.23 340917 0,340917
Cr7 72382850 73733199 q11.23-q11.23 Ganancia | 1350290 | 1,350290
Cr7 73803410 74873342 ql11.23-q11.23 1069873 | 1,069873
Cr7 75016404 75943550 q11.23-q11.23 Ganancia | 927087 | 0,927087
Cr7 75945288 76692001 q11.23-q11.23 ! 746654 | 0,746654
Cr7 97306690 101857360 q21.3-q22.1 Ganancia | 4550611 | 4,550611
Cr7 101904918 | 102096550 q22.1-q22.1 ! 191573 | 0,191573
Cr7 127604630 | 130918866 q32.1-q32.3 Ganancia | 3314177 | 3,314177
Cr7 142942378 | 143801725 q34-q35 _ 859288 | 0,859288
Cr7 147991984 149090779 q36.1-q36.1 Ganancia | 1098736 | 1,098736
Cr7 150202817 | 150202876 q36.1-q36.1 32 Ganancia | 0000000 | 0,000000
Cr7 156716717 | 158816093 q36.3-q36.3 30 Ganancia | 2099317 | 2,099317
Cr8 16975 837507 p23.3-p23.3 820473 | 0,820473
Cr8 6837435 7884993 p23.1-p23.1 1047499 | 1,047499
Cr9 140794039 | 146264291 q24.3-q24.3 33 Ganancia | 5470193 | 5,470193
Cr9 36013399 38129130 p13.3-p13.2 30 Ganancia | 2115672 | 2,115672
Cr9 38869064 70202759 p13.1-q21.12 31333636 | 31,333636
Cr9 117005092 | 122121162 q32-q33.1 5116011 | 5,116011
Cr9 125621381 | 140209730 q33.2-q34.3 14588290 | 14,588290
Cr9 140215147 | 140224149 q34.3-q34.3 8943 0,008943
Cr10 37490461 37524172 p11.21-p11.21 33652 0,033652
Cr10 44870523 52371353 q11.21-q11.23 7500771 | 7,500771
Cr10 69469183 72433577 q21.3-q22.1 32 Ganancia | 2964335 | 2,964335
Cr10 73255752 76512210 q22.1-q22.2 32 Ganancia | 3256399 | 3,256399
Cr10 81419039 81612999 q22.3-q22.3 193901 | 0,193901
Cr10 87691576 87941088 q23.1-q23.2 249453 | 0,249453
Cr10 88920768 89249049 q23.2-q23.2 328222 | 0,328222
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ANEXO 3 (Continuaci6n)

Cr10 97862154 99150609 q24.1-q24.1 30 Ganancia | 1288396 | 1,288396
Cr10 101069145 105153511 q24.2-q24.33 33 Ganancia | 4084307 | 4,084307
Cr10 106792729 111531117 q25.1-25.1 4738329 | 4,738329
Cr11 4889498 5479112 p15.4-p15.4 589555 0,589555
Cr11 11025191 14020935 p15.3-p15.2 2995685 | 2,995685
Cr11 15016874 16396710 p15.2-p15.1 1379777 | 1,379777
Cr11 20255097 20289613 p15.1-p15.1 34457 0,034457
Cr11 20606485 32139158 p15.1-p13 11532614 | 11,532614
Cr11 34559616 43212369 p13-p12 8652694 | 8,652694
Cr11 44328581 44975021 pl1.2-p11.2 646381 0,646381
Cr11 45374300 45680149 pl11.2-p11.2 305790 0,305790
Cr11 45923615 48190140 pl1.2-p11.2 35 Ganancia | 2266466 | 2,266466
Cr11 48975862 56505878 pll.12-q12.1 7529957 | 7,529957
Cr11 56825292 57066954 ql2.1-q12.1 30 Ganancia 241603 0,241603
Cr11 60234326 71843375 ql2.2-q13.4 42 Ganancia | 11608990 | 11,608990
Cr11 78296740 110910724 ql4.1-q23.1 32613925 | 32,613925
Cr11 111628123 115782456 q23.1-q23.3 4154274 | 4,154274
Cr11 130067267 134092303 q24.3-q25 4024977 | 4,024977
Cr12 47265824 56577370 q13.11-q13.2 43 Ganancia | 9311487 | 9,311487
Cr12 118766927 124260571 q24.23-q24.31 37 Ganancia | 5493585 | 5,493585
Cr13 109607314 | 114085670 q33.3-q34 37 Ganancia | 4478297 | 4,478297
Cr 14 18407780 19359996 qll.1-q11.2 _ 952157 | 0,952157
Cr 14 19552691 22675218 qll.2-q11.2 88 Ganancia | 3122468 | 3,122468
Cr 14 26499374 26566421 ql2-q12 66988 0,066988
Cr14 72507629 74886354 q24.2-q24.3 37 Ganancia | 2378666 | 2,378666
Cr 14 77477595 87856580 q24.3-q31.3 10378926 | 10,378926
Cr 14 96281242 98380658 q32.13-q32.2 ‘ 2099357 | 2,099357
Cr 14 101425950 106342135 q32.31-q32.33 4916126 | 4,916126
Cr15 18422770 26864659 pll.1-q12 ‘ 8441830 | 8,441830
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ANEXO 3 (Continuaci6n)

Cr 15 28248482 28452314 ql3.1-q13.1 203773 0,203773
Cr15 80528336 80982568 q25.1-q25.1 454173 0,454173
Cr 15 85100885 86724461 q25.2-9q25.3 1623517 | 1,623517
Cr15 91474962 93825906 q26.1-q26.1 2350885 | 2,350885
Cr16 95546 14738282 p13.3-p13.12 37 Ganancia | 14642677 | 14,642677
Cr16 14778511 15353119 p13.11-p13.11 _ 574549 0,574549
Cr16 15464751 16213400 p13.11-p13.11 38 Ganancia 748590 0,748590
Cr16 16245207 16447913 p13.11-p13.11 _ 202647 | 0,202647
Cr16 16512254 18010721 p13.11-p12.3 35 Ganancia | 1498408 | 1,498408
Cr16 18038778 18594572 pl12.3-p12.3 _ 555735 0,555735
Cr16 18618876 23121774 p12.3-p12.2 30 Ganancia | 4502839 | 4,502839
Cr16 29473201 31711863 pl1.2-p11.2 40 Ganancia | 2238603 | 2,238603
Cr16 31888699 33366648 pl11.2-p11.2 1477890 | 1,477890
Cr16 62913343 64047048 q21-q21 1133646 | 1,133646
Cr16 64900356 69242742 q21-q22.1 47 Ganancia | 4342327 | 4,342327
Cr16 69532118 69758867 q22.1-q22.1 _ 226690 0,226690
Cr16 87940391 88704662 q24.2-q24.3 33 Ganancia 764212 0,764212
Cr17 78259 10283354 p13.3-p13.1 35 Ganancia | 10205036 | 10,205036
Cr17 16954652 18257724 pl1.2-p11.2 30 Ganancia | 1303013 | 1,303013
Cr17 18287891 19075717 p11.2-p11.2 _ 787767 | 0,787767
Cr17 19091256 20143868 pl1.2-p11.2 42 Ganancia | 1052553 | 1,052553
Cr17 20167115 20738119 pl11.2-p11.2 570945 0,570945
Cr17 21247123 22372531 pl1.2-p11.1 1125349 | 1,125349
Cr17 23317186 27975206 pl1l.1-q11.2 33 Ganancia | 4657961 | 4,657961
Cr17 28515224 30166846 ql1l.2-q11.2 _ 1651563 | 1,651563
Cr17 31076344 46694286 ql11.2-q21.32 45 Ganancia | 15617883 | 15,617883
Cr17 52236804 65373911 q22-q24.2 40 Ganancia | 13137048 | 13,137048
Cr17 68013563 78637182 q24.3-q25.3 50 Ganancia | 10623560 | 10,623560
Cr18 15636 112438 p11.32-p11.32 ! 96743 0,096743
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Cr18 14397827 15014176 p11.21-p11.21 616290 | 0,616290
Cr18 20890532 41740141 ql1.2-q12.3 20849550 | 20,849550
Cr18 43154947 43433426 ql12.3-q12.3 278420 | 0,278420
Cr18 47671711 52930061 q21.1-q21.2 5258291 | 5,258291
Cr18 59338887 72045213 q21.33-q22.3 12706267 | 12,706267
Cr19 45911 21758732 p13.3-p12 21712762 | 21,712762
Cr19 37674877 63782948 q13.12-q13.43 26108012 | 26,108012
Cr 20 166419 464538 p13-p13 298060 | 0,298060
Cr20 2241691 4949560 p13-p13 2707810 | 2,707810
Cr 20 25120777 37143320 p11.21-q11.23 12022484 | 12,022484
Cr 20 41019694 62364287 ql2-q13.33 21344534 | 21,344534
Cr21 13469523 14424968 qll.1-q11.2 955386 | 0,955386
Cr21 42406592 46809657 q22.2-q22.3 4403006 | 4,403006
Cr 22 14763133 49565997 q11.1-q22.33 34802805 | 34,802805
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3B. Regiones cromosdmicas mas frecuentemente alteradas en funcién de la localizacion en el colon

Right colon Left colon Rectum
Chromosome region % Chromosome region % Chromosome region
p36.23 p342 54
gl2 g21.2 &9
g211 g21.2 g2
gl3.2 gl32 &9
p22.3 p222 82
p22.2 p221 54
gl1.23 gl1.23 &2
gl1.23 gl1.23 g2
Q213 221 54
g221 g221 g9
pl3l pl3l &9
pl2 ql3 77
pl2 pll.2 85
gl3 g21.11 &9
g33.3 g34.3 B2
gl1.22 gl1.22 77
g21.3 g221 54
pl1.12 plli2 B2
gl3l ql3.2
gl3.13 qgl3.2
g24.2 g24.3
pl3.3 pl33
pl3.12 pl23 B9
pl3.11 pl3ll 62
pll2 pll2 54
g21.31 g21.32 B2
g24.3 g253 B2
pl3.3 gl3.42 B9
gl3.2 gl3.2 54
gl3.42 gl3.43 g2
g22.3 gliil B2
g22.3 g223 &9
gl2.1 gl3.31 54

0211 42
ql3.2 gl32 42
p21.31 p2lL2 47
p23.1 p23.1 47
pl3.1 pi3l 42
plz pl2 4z
pl2 2111 47
2111 2111 42
qll22 qll22 47
glal qidl 42
243 25 42
025 Q25 a7
gl3.11 ql3.2 47
glil qgll? 53
gl? 2132 47
g21.31 g21.32 53
22 253 47
gl2.3 ql2.3 42
pl3.3 0gl343 58
pllil ql3.2 47
gllil qglll 53
gllil p22.33 47

g2L1 q21.31 46
g22 253 48
g24.3 253 50
pl3.2 pl3ll 54
pl3ll pl3dl 57
gl13.33 q13.43 48
glll q13.33 50
gll21l ql1.23 54
gll21l ql1.22 57
gl?2  ql312 54
gl3.2 ql3.2 48
gllil qli1 50
gllil ql1.21 4§
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