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Figura L.1. Secuencia adenoma- carcinoma. Principales procesos moleculares que intervienen en la
carcinogénesis.

Figura L.2. Representacion de los diferentes grupos de CCR segun las distintas vias de carcinogénesis,
asi como los correspondientes solapamientos.

Figrura L.3. Incidencia especifica por edad de CRC entre los afios 2002- 2006 en hombres y mujeres de
todas las razas.

Figura L.4. Cancer mas frecuente en Europa en 2008.Hombres.
Figura L.5. Cancer mas frecuente en Europa en 2008.Mujeres.

Figura L.6. Incidencia y mortalidad para el cancer colorrectal. Estimacion 1981-2012.Tasa en hombres
y mujeres ajustada por edad (pobl.UE)/100.000 personas-afio.

Figura 1.7. Esquema simplificado de la secuencia adenoma-carcinoma y de la acumulacion de
mutaciones mas importantes. En negro las relaciones con la inestabilidad cromosdémica y en rosa con la
inestabilidad de microsatélites.

Figura L.8. Imagenes de colonoscopia de lesiones seradas sesiles. (Las fechas indican la lesion).

Figura 1.9. Clasificacion para pdlipos con cancer invasor propuesta por Haggitt. Nivel 0: confinado a la
mucosa del polipo. Nivel 1: invade la submucosa de la cabeza del polipo. Nivel 2: invade la submucosa
del cuello del polipo. Nivel 3: invade la submucosa del tallo del p6lipo. Nivel 4: invade la submucosa
de la pared del colon.

Figura 1.10. Estadificacion sucesiva mediante ecografia endorrectal preoperatoria de diferentes
canceres de recto segln el crecimiento en el espesor de la pared, desde uTO hasta uT4, en que hay
infiltracion prostatica.

Figura L11. Cancer colorrectal: Sistemas de estadificacion. (Imagen tomada de
http://www.cirugest.com/htm/revisiones/cirl5-14/15-14-08.pdf)

Figura L.12. Clasificacion por estadios del CCR segun la afectacion de la pared del colon; ganglios y
organos a distancia.

Figura I.13. Pieza quirtrgica de una reseccion anterior baja. Se muestra consideraciones especiales de
la cirugia del cancer de recto como la escision del mesorrecto.

Figura III.1. Resultado de la amplificacion del ADN normal (A) y de un tumor (B) que muestra IMS
en todos los marcadores microsatélites analizados.

Figura II1.2. Esquema representativo de una columna del sistema WAVE. La fase estacionaria es una
matriz de bolas de poliestireno-divinilbenceno-C18, a la que se une el acetato detrietilamonio y
posteriormente los fragmentos de ADN. La columna se encuentra incluida en un horno que permite
trabajar en condiciones desnaturalizantes

Figura IIL.3. Visualizaciéon mediante GeneScan 3.5 de grandes reordenamientos estudiados mediante
MLPA. En el ejemplo, en azul esta representada una muestra control (normal) y en verde, una muestra
con una delecion de varios exones del gen MSH2.

Figura II1.4. Visualizacion en gel de agarosa de la técnica combinada de modificacién con bisulfito y
digestion con la enzima BstUI. A) Marcador de peso molecular M5. B) Control positivo de
hipermetilacion bialélica del promotor de MLH1: linea de cancer
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RESUMEN

RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor de gran impacto en la poblacion
mundial. Se estima una incidencia de 1,2 millones de casos nuevos por afio y se
considera la tercera neoplasia mas comun y la segunda causa de mortalidad en los paises
desarrollados. El CCR de aparicion precoz tiene una incidencia de 2-8% de todos los
CCR. Sin embargo, cada vez es mayor, aumentando la tasa de incidencia en 1,5 % por

afio en el hombre y 1,6% en la mujer.

El modelo clésico de carcinogénesis de la secuencia adenoma-carcinoma ha ido
evolucionando. Cada vez con mayor frecuencia se describe al CCR segtn su fenotipo
basado en las caracteristicas moleculares. Hasta el momento se han descrito tres vias
principales implicadas en la produccién y desarrollo del CCR: la inestabilidad
cromosdmica (INC) o via supresora, la inestabilidad de microsatélites (IMS) o via
mutadora, o la via del Fenotipo Metilador de islas de CPG. Cada una de ellas muestra
diferencias desde el punto de vista clinicopatoldgico, familiar y prondstico. Pueden
solaparse entre si, aunque el mecanismo dominante es lo que determina el fenotipo

final.

La mayor parte de los CCR esporadico (80-85%) siguen la via de la INC, que se
caracteriza por la aneuploidia y la alta frecuencia de pérdida de heterocigosidad (LOH,
Loss of Heterozygosity) . También aquellos casos de Poliposis Adenomatosa Familiar
(PAF) con mutaciones a nivel germinal del gen APC. Este tipo de tumores también se
denominan Tumores con Estabilidad de microsatélites (EMS). Los tumores con IMS
representan el 10-15% de todos los CCR y se pueden producir de dos formas diferentes:
en las formas hereditarias como el Sindrome de Lynch (SL), cuya base molecular son
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mutaciones a nivel germinal; y en casos esporadicos, en los que el mecanismo de IMS
es debido a la hipermetilacion de MLH1. Este tipo de tumores se caracterizan por mayor
preferencia por el colon derecho, mayor produccion de mucina, presencia de células en
anillo de sello y bajo grado diferenciacion tumoral. EI FM o via serrada es la via de mas
reciente identificacion y ocurre aproximadamente en el 35 % de los CCR. En los
tumores con FM alto se pueden identificar ciertas caracteristicas diferenciadoras. Parece
que son mas frecuentes en las mujeres, se localizan principalmente en el colon proximal
y son tumores pobremente diferenciados. Desde el punto de vista molecular, presentan

mayor tasa de mutacion del gen BRAF, y menor de P53.

Como se ha sefialado previamente, las vias de carcinogénesis no son
mutuamente excluyentes, si no que existen solapamientos entre ellas. La clasificacion
del CCR seglin sus alteraciones genéticas y/o epigenéticas tiene importancia a la hora de
estudiar su correlacion con las bases moleculares del CCR, el resultado de los pacientes,
asi como permitir la individualizacion del tratamiento. Por este motivo, en base a las
tres principales vias de carcinogénesis colorrectal, se puede clasificar el CCR en cuatro
grupos segin el estado de IMS y FM, encontrando una correlaciéon con ciertas

caracteristicas anatomo-patologicas y moleculares.

El CCR de aparicion precoz es un grupo heterogéneo, que incluye desde casos
con un importante componente familiar hasta otros que son esporadicos. Debido a la
edad de aparicidon precoz, en principio varios trabajos se centraron en el estudio del
componente hereditario en este subgrupo de CCR. Sin embargo, hoy en dia se sabe que
las formas hereditarias de CCR explican un pequefio porcentaje de casos en la poblacion

joven. Las diferentes alteraciones moleculares parecen contribuir en la aparente
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heterogenicidad del CCR en la poblacion joven y se pueden diferenciar distintos

subgrupos con distintas caracteristicas histopatologicas y familiares.

Desde el punto de vista molecular, se han descrito dos grupos de este tipo de
neoplasias. Por un lado, los tumores con IMS, que presentan mayor componente
hereditario y se caracterizan por presentar caracteristicas clinicas y patologicas similares
a las descritas para el SL. Por otro lado, los tumores con EMS, que se caracterizan por
una edad mas tardia de inicio, menor predominio por colon derecho y menor porcentaje
de CCRs sincronicos y metacronicos, asi como un diagnostico en estadios extremos.
Dentro de los tumores con EMS, recientemente se ha identificado algunos tumores que
debiendo presentar INC no lo hacen. Ademas no pertenecen estrictamente a la via
serrada. Este subgrupo de CCR ha sido definido por las siglas MACS (microsatellite
and chromosomal stable sporadic colorectal cancer), y se identifica con mas frecuencia

en CCRs en jovenes. Se caracteriza por presentar mayor predileccion por el colon distal

y recto y presentar caracteristicas histoldgicas asociadas a peor prondstico. Desde el
punto de vista molecular, se conocen pocos datos de los MACS, aunque sin existir
unanimidad, parece que los MACS se asocian con un perfil de metilacion diferente en el

pueden estar implicados genes poco habituales.

En resumen, el conocimiento sobre el CCR en la poblacion joven ain no esta
claro, siendo necesaria la realizacion de estudios que permitan identificar las bases

moleculares, asi como su correlacion fenotipica en este subgrupo de CCR.

El objetivo de nuestro trabajo es analizar desde el punto de vista anatomoclinico,
familiar y molecular el CCR de aparicion precoz. De acuerdo con las tres vias

principales de carcinogénesis, se identifican, de una muestra de CCR de edad
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mencionada, las caracteristicas clinicas, anatomo-patologicas, familiares del CCR de
aparicion precoz, y posteriormente se analizan en dicho grupo las diferentes vias de
carcinogénesis (INC, IMS y FM), comparando los diferentes grupos entre si, asi como
los grupos resultantes para cada una de las vias. De igual forma se aplica la clasificacion
molecular para este grupo de poblacion, asi como se analizan los resultados segun la

localizacion del tumor en el colon.

El presente trabajo consiste en un estudio retrospectivo descriptivo de 88
pacientes consecutivos con diagnostico de CCR a una edad igual o inferior a 45 afios,
durante los afios 2002-2008. Se identifican las caracteristicas anatomo-patoldgicas,
familiares y moleculares y se comparan seglin criterios moleculares y de localizacion
tumoral. Para ello, se realiza el analisis inmunohistoquimico (IHQ) para las proteinas
del sistema de reparacion de ADN vy la inestabilidad de microsatélites (IMS) utilizando
el panel de Bethesda, clasificando los casos como IMS o EMS. En los casos inestables
se completa el estudio de los genes de reparacion de errores de emparejamiento del
ADN (MMR). Se estudian patrones de metilacion de genes promotores en 68 pacientes
del total, considerando que menos de dos genes metilados son FM cero, entre 2- 5 son
FM bajo, y con més de 5 FM alto. Finalmente, en 59 casos del total, se analiza la
inestabilidad cromosémica mediante técnica de CGH array. Se clasifican en
cromosomas estables aquellos con menos de un 20% de segmentos alterados,
definiendo como MACS aquellos con 1-4 cromosomas inestables (ganancias y/o

pérdidas).

Del andlisis global del CCR en jovenes destacan las siguientes caracteristicas:
predominio de los hombres (60,2%), con importante proporcion de tumores localizados

en el colon izquierdo (43,2%) y con bajo grado de diferenciacion (55,4%), pero con un
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porcentaje de tumores productores de moco de 28%. El diagnostico de la enfermedad se
realiza en estadios iniciales en el 59% de los casos; y mds de la mitad desarrollan
polipos en su evolucion, siendo en el 55% adenomas. El 41,4% de los casos muestra
agregacion familiar de CCR o neoplasias asociadas al SL, y 16 casos cumplen criterios
de Amsterdam II. Desde el punto de vista molecular, el 14,81 % de los tumores presento
IMS, siendo el 83% de estos, consecuencia de mutaciones germinales en genes MMR.
Respecto al estado de metilacion, el 19,1% presentan FM alto, 41,7% FM bajo y 39,7%
FM cero. Y en cuanto al estudio de la INC, destaca que el 57,6% de los tumores son

MACS.

En el estudio comparativo segin las vias de carcinogénesis se observan los
siguientes resultados. Por un lado, los tumores con IMS se diferencian de los tumores
con EMS en que son tumores que se diagnostican a una edad media mas precoz (34
afios), se distribuyen en el colon derecho e izquierdo, sin identificar ningin caso en
recto y presentan con mayor porcentaje de alto grado de diferenciacion. La presencia de
células en anillo de sello, asi como produccion de mucina son caracteristicas mas
frecuentes en los tumores con IMS sin alcanzar la significacion estadistica. Las
neoplasias que presentan IMS se diagnostican en estadios iniciales en el 83,3%, siendo
esta diferencia significativa. Los casos con SL predominan en los tumores con IMS y
destaca la mayor presencia de agregacion familiar de neoplasias asociadas con el SL. En
la via del FM, las principales caracteristicas que diferencian los casos con FM alto
respecto al resto fueron: la localizacion del tumor, con mayor predominio por el colon
proximal (61,5%), mayor porcentaje de tumores con bajo grado de diferenciacion
(22,2%) y productores de mucina (44,4%), asi como mayor frecuencia de polipos de

tipo mixto durante el seguimiento (77%). Otras caracteristicas con tendencia a la
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significacion fueron la presencia de neoplasias primarias multiples, y mas casos de SL
(30,8%). Destaca que el porcentaje mayor de agregacion familiar para el CCR ocurre en
los tumores que presentan FM cero (44%). Por otro lado, cuando se compara la via de
INC encontramos que las principales caracteristicas que diferencian los tumores MACS
respecto a los IMS e INC son: localizacién del tumor, con un predominio por el colon
izquierdo (41,17%), mayor produccion de tumores productores de mucina respecto a los
INC, pero menor que en los IMS; y mayor afectacion ganglionar y presencia de
metastasis en el momento del diagndstico, similar a los INC. La estadificacion tumoral
muestra diferencias significativas, con un predominio por los estadios iniciales. Los

tumores MACS presentaron muy baja asociacion con la via fenotipo metilador (21%).

En cuanto a la clasificacion molecular, las principales caracteristicas
diferenciales entre los cuatro grupos son: los tumores con IMS y FM alto se
diagnostican a una edad media mas precoz (29 afios), se localizan en el colon derecho
en el 75% de los casos y presentan mayor porcentaje de casos con SL. Los tumores con
IMS y FM bajo/cero se diferencian por ser tumores con predileccion por el colon
izquierdo (66.7%), mayor porcentaje de tumores productores de mucina (66,7%) y
células en anillo de sello (16,7%), y una importante agregacion familiar con el SL.
Respecto a los tumores con EMS, aquellos con FM alto se diagnostican a una edad
media mas avanzada (40,1 afios) y se relacionan con casos esporadicos en un 56%.
Destaca que el 56% se originan en el colon proximal, mientras que los que presentan
FM bajo/cero presentan una mayor preferencia por el colon izquierdo y recto, estadios

mas avanzados (22,4%) y mayor frecuencia agregacion familiar para el CCR (45%).

Finalmente, la comparacion segun criterios de localizacién muestra que los CCR

localizados en el colon derecho asocian SL en un 28,6%, presentando antecedentes
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familiares del mismo en un 73%. Asocian CCR sincrénico y/o metacronico en un 27,3%
y un mayor numero de polipos, diagnosticindose mas de la mitad en estadio II. La
mitad expresan un FM alto y un tercio IMS. Los tumores localizados en el colon
izquierdo escasamente asocian SL, igual que CCR sincrénico y/o metacronico, ni
tampoco FM alto e IMS solo en el 15%. El 66% se diagnostican es estadios precoces y
el 60% son esporadicos. Los tumores localizados en el recto no asocian SL, ni FM alto,
ninguno IMS y escasamente tumores sincronicos y/o metacronicos, igual que raramente
polipos en su evolucion, el 36 % se diagnostican en estadio IV aunque mas de la mitad
tienen antecedentes familiares de neoplasias asociadas al SL. En relacion al prondstico,
existen diferencias significativas en la mortalidad y supervivencia media total de los
tumores derecho, izquierdos y de recto, siendo esta tltima de 95,4%, 68,4% y 53.5 %

respectivamente.

Aunque el CCR de aparicion precoz es un criterio de componente hereditario
dentro del CCR, nuestros resultados muestran un importante porcentaje de casos con
EMS, de igual forma que otro, igual de valorable, de MACS. Las caracteristicas propias
de estos grupos, en especial de componente familiar que muestran, hace necesaria la
caracterizacion de sus bases moleculares. La vision integrada de las alteraciones
moleculares, su correlacion fenotipica, asi como su importancia en la progresion y
desarrollo tumoral, permitirdn una mejor compresion de la fisiopatologia del CCR,
identificar dianas terapéuticas y un manejo individualizado segun el perfil molecular de

cada CCR.
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SUMMARY

SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is a tumor of great impact on the world population. The
estimated incidence is 1.2 million new cases per year. It is considered the third most
common malignancy and the second leading cause of death in developed countries.
Early-onset CRC has an incidence of 2-8% of all CRCs. Furthermore, there is an

increasing incidence rate of 1.5% per year in men and 1.6% in women.

The classical model of carcinogenesis of adenoma-carcinoma sequence has
evolved. Nowadays, CRC is often described according to the phenotype based on the
molecular characteristics. So far, three main pathways involved, in the production and
development of CRC have been described. These are: chromosomal instability (CIN) or
suppressor pathway, microsatellite instability (MSI) or mutator pathway, and the third
one, the pathway CpG island methylator phenotype (CIMP). Each one of the above
referenced pathways show differences from the clinicopathologic, familial and
prognostic point of view. That overlap each other, even though the dominant

mechanism that determines the final phenotype.

The majority of sporadic CRC (80-85%) follows the CIN pathway, which is
characterized by aneuploidy along with the high frequency of loss of heterozygosity
(LOH). Also, cases of familial adenomatous polyposis (FAP) with germline mutations
at the APC gene show CIN. These types of tumours are also called tumours with
microsatellite stability (MSS). MSI tumours represent 10-15% of all CRCs and can be
produced in two different ways: in the hereditary forms as Lynch syndrome (LS), which
the molecular basis is a germline mutations, and other sporadic cases, in which the

mechanism of IMS is due to hypermethylation of MLHI1. Such tumours are
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characterized by greater preference for the right colon, increased mucin production,
presence of signet ring cells and low-grade tumor differentiation. The CIMP or serrated
pathway is the most recently identified and occurs in approximately 35% of RCCs. In
tumours with CIMP-High certain distinguishing characteristics can be identified. They
appear to be more common in women, where they are mainly located in the proximal
colon and are poorly differentiated tumours. From the molecular point of view, they

have a higher rate of BRAF mutation, and less P53.

As previously mentioned, carcinogenesis pathways are not mutually exclusive,
but rather there are overlaps between them. The classification of CRC according to their
genetic and / or epigenetic profiles, is important when it comes to studying their
correlation with the molecular basis of CRC, patient outcomes as well as allowing
individualization of treatment. For this reason, based on the three main routes of
colorectal carcinogenesis, the CRC can be classified into four groups according to the
MSI and CIMP state, finding a correlation with certain anatomical and pathological

features as well as molecular features.

Early-onset CRC is a heterogeneous group, that ranges from cases with
significant familial component to others that are sporadic. Due to the early onset age
historically several works were focused on the study of the hereditary component in this
subset of CRC. However, nowadays it is known that hereditary forms of CRC account
for a small percentage of cases in younger population. Different molecular alterations
appear to contribute to the apparent heterogeneity of CRC in young people and, can
distinguish different subgroups with different histopathological and familial

characteristics.
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From the molecular point of view, two groups have described this type of
neoplasm. On one hand, there are tumours with MSI, which have higher hereditary
component and are characterized by clinical and pathological features similar to those
described for the SL. On the other hand, there are tumours with MSS, characterized by a
later age of onset, lower predominance within right colon and lower percentage of
synchronous and metachronous CCR. This case is diagnosed at late stages. Within
tumors with MSS, there has recently been identified some that should have CIN but
they do not have. In addition, they do not strictly belong to the serrated pathway. This
subgroup of CCR has been defined as MACS (microsatellite and stable chromosomal
sporadic colorectal cancer), and it is identified most frequently in young CCRs. It is
characterized by greater predilection for the distal colon and rectum and it shows
histological features associated with poor prognosis. From the molecular point of view,
little is known of the MACS, but it seems that MACS are associated with different

methylation profile that may be involved in the unusual genes.

In short, the knowledge of CRC in young people is not completely clear yet.
Therefore it is necessary to conduct studies to identify the molecular basis and their

phenotypic correlation in this subgroup of CRC.

The aim of our work is to analyse early-onset CRC from an anatomoclinical,
family and molecular point of view. According to the three main routes of
carcinogenesis, the clinical, anatomo-clinical, familial and molecular features are
identified from a CRC sample of a specific age. These are correlated with the different
routes of carcinogenesis (MSI, CIN and CIMP). Similarly we compared the features

according to the locations of the tumours. Finally we characterize the CCR in this subset
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of population by molecular classification, based on their state of instability and

methylation.

This study is a retrospective analysis of 88 consecutive patients diagnosed with
CRC at an age below 45 years, during the years 2002-2008. We identified both
anatomo-clinical, and familial characteristics. To this end, Immunohistochemistry was
performed for MMR proteins, and the MSI using the Bethesda panel, classifying cases
as unstable MMR genes. We studied patterns CIMP in 68 patients of the total,
considering that less than two methylated genes were CIMP-0; between 2-5, CIMP-low,
and CIMP-High over 5. Finally, in 59 cases of the total, CIN was analysed by CGH-
array technique. Stable chromosomes are classified into those with less than 20% of
altered segments, and defined as those with 1-4 unstable chromosomes as MACS (gains

and / or losses).

Global analysis of CRC in young people includes the following characteristics:
predominance of men (60.2%), with a significant proportion of tumours located in the
left colon (43.2%) and low degree of differentiation tumours (55.4%), but with a
percentage of mucus-producing tumours of 28%. Diagnosing the disease in early stages
is performed in 59% of cases and more than half developed polyps in evolution, being
at 55% adenomas. The 41.4% of the cases show familial aggregation for CRC or
malignancies associated with LS, and 16 cases fulfilled the Amsterdam II criteria. From
a molecular standpoint, the 14.81% of tumors presented MSI, and 83% of these were
due to germline mutations in MMR genes. Regarding the methylation status, 19.1%
have CIMP-high, CIMP-low 41.7% and 39.7% CIMP-0. And for the study of the CIN,

highlights that 57.6% of tumors are MACS.
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In the comparative study as carcinogenesis pathways the following results are
worth underlining: On one hand, tumours with MSI differ from MSS tumours that are
diagnosed earlier mean age (34 years), are distributed in the left and right colon, without
identifying any straight case and present highest percentage of high degree of
differentiation in the presence of signet ring cells and mucin production are features
more common in tumours with MSI without reaching statistical significance. MSI
presenting neoplasms are diagnosed at early stages in 83.3%. Cases with LS,
predominate in MSI tumours and highlight the increased presence of familial
aggregation of malignancies associated with SL. In CIMP pathway, the main features
that differentiate CIMP-High cases were: the location of the tumour, with greater
prevalence of proximal colon (61.5%), higher percentage of tumours with a low degree
of differentiation (22.2%) and mucin-production (44.4%), and and increased frequency
of mixed type polyps during follow-up (77%). Other important features were the
presence of multiple primary neoplasms, and LS cases (30.8%). There is a high

percentage of familial aggregation for CRC in tumours with CIMP-0 (44%)).

Furthermore, when comparing the CIN, we found that the main features which
distinguish tumours MACS regarding MSI and INC are tumour site, predominantly by
the left colon (41.17%), increased mucin production tumours compared with the CIN
subset, but lower than within MSI ones, greater nodal metastasis at the time of
diagnosis, similar to the CIN. The tumour staging shows significant differences, with a
predominance of the initial stages. MACS tumours showed very low association with

CIMP (21%).

According to the molecular classification, the main differential characteristics

between the four groups are: tumors with MSI-CIMP High are diagnosed at an earlier
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mean-age (29 years), they are located in the right colon in 75% of the cases and have a
higher percentage of cases with SL. Tumours with MSI and CIMP low/0 differentiated
by tumours with a predilection for the left colon (66.7%), higher percentage of mucin-
producing tumours (66.7%) and signet ring cells tumours (16.7%) , and a significant
familial aggregation for SL. Regarding MSS tumours, those with CIMP- high are
diagnosed at more advanced age of onset (40.1 years) and are associated with sporadic
cases by 56%. Fifty-six percent of them originate in the proximal colon, whereas those
with CIMP-Low-0 have a greater preference for the left colon and rectum, more

advanced stages (22.4%) and more frequently familial aggregation for CRC (45%).

Finally, the comparison according to the location of tumours criteria shows that
the CRC located in the right colon is associated with SL by 28.6%, with a family history
of it by 73%. The comparison also shows that the CRC located in the right colon
associates synchronous and / or metachronous CRC by 27.3%, along with an increased
number of polyps. More than half were diagnosed at stage II; half on the sample
demonstrated CIMP-High and a third of the sample shows MSI. Tumours in the left
colon sparingly associate SL, as well as synchronous CCR and / or metachronous. They
do not associate high CIMP either. The sample also demonstrated that only 15% do
show MSI. 66% is diagnosed at early stages and 60% are sporadic. Tumours in the
rectum do not associate with SL, or CIMP, and hardly show IMS or synchronous and /
or metachronous CRC, 36% are diagnosed at stage IV but more than half have a family
history of tumours associated with SL. According with prognosis, there are significant
differences in mortality and overall survival average of right, left and rectum tumours,

being the percentage 95.4%, 68.4% and 53.5% respectively.
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SUMMARY

Although early-onset RCC is a criterion for a CRC hereditary component, our
results show a significant percentage of cases with MSS, the same way that other
equally valuable fact for MACS. The characteristics of these groups, especially the
family component, require the characterization of its molecular basis. Despite advances
in the understanding of early onset CRC, the three carcinogenesis pathways have not
been yet fully studied within this subgroup. The integrated view of the molecular
alterations, the phenotypic correlation and its importance in tumor progression and
development, will allow a better understanding of the physio-pathology of RCC,
identifying therapeutic targets and individualized managements according to the

molecular profile of each CRC.
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I. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.
1. EL CANCER, UNA ENFERMEDAD GENETICA. EL CANCER FAMILIAR.

El céncer se caracteriza por una proliferacion excesiva y descontrolada de
células formando un tumor o neoplasia y la adquisiciébn por parte de éstas de la
capacidad invasiva, lo que les permite emigrar desde su lugar de origen a otras partes
adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis.
Es una de las causas mas frecuentes de mortalidad, ocupando el segundo lugar en los

paises desarrollados detras de las enfermedades cardiovasculares.

La carcinogénesis es un proceso complejo consecuencia de alteraciones
moleculares (genéticas y epigenéticas), que determinan la trasformacién de una célula

normal en una maligna, dando lugar a la gran heterogeneidad y variabilidad morfoldgica
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y prondstica de los tumores (Pharoah P y Caldas C 1999, Fukushima T 2001). El mayor
conocimiento de las bases moleculares de la carcinogénesis tiene importantes

implicaciones tanto en el prondstico como en el tratamiento del cancer.

Desde una perspectiva general, la formacién de un tumor es consecuencia de la
inestabilidad genomica secundaria a la acumulacion de multiples alteraciones (Al-
Sohaily S et al 2012). Las alteraciones genéticas o a nivel de la secuencia de ADN
implican deleciones, amplificaciones, mutaciones génicas que pueden activar o inactiva
distintas proteinas; e incluso perdidas o ganancias de cromosomas enteros. Los cambios
epigenéticos afectan, no a los propios genes, sino a la expresion de los mismos. En
relacion a estas alteraciones epigenéticas se encuentran, entre otros, el silenciamiento de
genes debido a hipermetilacion de las islas CpG localizadas en sus promotores, como en

casos del gen MLHI o el gen BRAF (Snover DC. 2011 ).

En el caso particular del CCR, desde la formulacion del modelo de
carcinogénesis por Fearon y Vogelstein en 1990 (Fearon y Vogelstein 1990), hasta hoy,
se han identificado tres grandes vias de carcinogénesis en el desarrollo del CCR: la via
supresora o de la inestabilidad cromosomica (INC), la via mutadora o de la inestabilidad
de microsatélites (IMS), y la via metiladora o del Fenotipo Metilador de islas de CpG.
Estas tres vias no son mutuamente excluyentes. E1 CCR no se comporta de una manera
unica y, aunque haya una secuencia preferente, lo importante es la acumulacion de los

cambios mutacionales, que daran el fenotipo final (Goel A et al. 2003).

En la figura I.1 y 1.2 se representan algunos de los mecanismos moleculares
asociados a la formacion y progresion tumoral; asi como los diferentes grupos de CCR

segun las distintas vias de carcinogénesis y los correspondientes solapamientos.
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Figura I.1. Secuencia adenoma-carcinoma. Principales procesos moleculares que intervienen en la

carcinogénesis (Armaghany T et al. 2012).
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CCR esporadico
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Figura 1.2: Representacion de los diferentes grupos de CCR segtn las distintas vias de carcinogénesis, asi

como los correspondientes solapamientos. Modificado de Snover DC, 2011.

La mayoria de los canceres son esporadicos, como consecuencia de mutaciones

a nivel somatico. Sin embargo, entre un 5-10% de todos los canceres tienen un

componente hereditario cuyo origen son mutaciones germinales. Los sindromes de

cancer hereditario presentan una serie de caracteristicas bien definidas, que les

diferencian de los casos esporadicos, como son: edad de apariciéon temprana,

multifocalidad de los tumores, antecedentes familiares de la misma neoplasia, etc. La

identificacion de las caracteristicas mencionadas ha de servir para sospechar y remitir

posibles casos de cancer hereditario a un servicio de genética especializado en cancer

familiar.
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2. EL CANCER COLORRECTAL. GENERALIDADES
2.1. Epidemiologia.

El CCR es la tercera neoplasia mas comun y la segunda causa de mortalidad por
cancer en los paises desarrollados. En el hombre ocupa el cuarto lugar en cuanto a
frecuencia; mientras en la mujer es el tercer cancer mas diagnosticado. Su incidencia
entre paises oscila entre los 0,5 casos/ 100000 habitantes/afio en la India hasta los 51,3
casos/100000 habitantes/afio en Nueva Zelanda. Las diferencias geograficas se puedan a
atribuir a factores ambientales y culturales junto con una determinada susceptibilidad
genética. El CCR afecta practicamente igual a hombres y a mujeres. El riesgo de CCR
aumenta con la edad. Es poco frecuente antes de los 40 afios de edad, mientras que su
incidencia comienza a aumentar de manera significativa a partir de entonces (Figura 1.3)

400

350 —

[l Rate per 100,000
200 —

250 —

200 —

Rate per 100,000

150 —

100 —

50 —

20- 25- 30- 35- 40- 45- 50- 55- &0- 65- 70- 75- BO- 85+
24 25 34 39 44 49 54 59 64 695 74 T3 84

Age in years

Figural.3.Incidencia especifica por edad de CRC entre los afios 2002-2006 en hombres y mujeres de todas
las razas. Datos de: Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, 2002-2006.

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
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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).

El riesgo acumulado de desarrollar CCR es de un 2-6% en la poblacion general.
Segin los ultimos datos registrados, en Estados Unidos, 1 de cada 20 seran
diagnosticadas de CCR a lo largo de su vida. Este riesgo es mayor en personas con
historia familiar de CCR, en especial en aquellos que forman parte de sindromes

hereditarios (Pinol V et al. 2004).

A nivel mundial, se estima una incidencia de 1.2 millones de casos nuevos y
608.700 muertes durante el afio 2008 (Jemal A et al 2011). En las Figuras 1.4 y L5, se
presenta la incidencia en 2008, en Europa, de los distintos tipos de cancer y la
mortalidad estimada por cancer, respectivamente. Los Gltimos datos publicados, recogen
en Europa una incidencia de 1631000 en hombres y 1341000 en mujeres, ocupando el

segundo lugar tanto en incidencia como en mortalidad por cancer (Ferlay J et al 2010).

Prostate Breast

Lung Colorectum

Colorectum Lung
Bladder Corpus uteri
Stomach Cervix uteri
Kidney Qvary
Non-Hodgkin lymphoma IMelanoma of skin
Leukaemia Thyroid
Pancreas Stomach

Melanoma of skin Non-Hodgkin lymphoma

Lip, oral cavity Leukaemia

Laryme Kidney

Liver Pancreas

Brain, nervous system Brain, nervous system
M Incidence M Incidence
Oesophagus W Mortality Bladder W Mortality

0 20 40 50 80 0 20 40 50 50
ASR (W) rate per 100,000 Flg 14 ASR (W) rate per 100,000 Flg 1.5

Figura I.4: Canceres mas frecuentes en hombres en Europa 2008 (Ferlay J et al. 2010)
Figura L.5: Canceres mas frecuentes en mujeres en Europa 2008 (Ferlay J et al. 2010)

En Espafia, el CCR es el tumor mas frecuente si consideramos ambos sexos de

forma conjunta. En las estimaciones realizadas a partir de los datos de los distintos
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registros existentes, se puede estimar que en el afio 2012 se diagnosticaran 19.700
nuevos casos en hombres y 14.000 en mujeres. En comparacién con otros paises
europeos, Espafa ocupa una posicion intermedia en cuanto a incidencia y mortalidad
por CCR. La evolucion de la incidencia, tras un periodo de incremento, es hacia la
estabilizacion, hecho que sucede también con la mortalidad (Lopez-Abente G et al.
2010). El progresivo envejecimiento de la poblacién influye de forma muy marcada en

la evolucidon del nimero de casos observados en este tumor (Sanchez MJ et al. 2010)

(Figura 1.6).
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Figura 1.6: Incidencia y mortalidad para el cancer colorrectal. Estimacion 1981-2012. Tasa en hombres y
mujeres ajustada por edad/ 100000 personas-afio (Sanchez MJ et al 2010)

El analisis de la supervivencia en los pacientes diagnosticados en el periodo de
2000-2002 a partir de los datos provenientes del estudio EUROCARE 4, muestra que la
supervivencia media a los cinco afos ajustada por edad para el CCR en Espana es del

61,5% situandose por encima de la media europea, que es del 56,2% (Castells y Marzo
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2009). En la Union Europea (UE) las tasas mas bajas de mortalidad corresponden a
Grecia, Finlandia, Suecia, Italia y Espana y las mas altas a Dinamarca, Alemania,

Irlanda y Austria.

En conclusioén, el CCR seguira siendo un tumor de gran impacto en la poblacion
mundial. Tanto la tasa de incidencia como la de mortalidad tienden hacia el descenso,
aumentando la supervivencia, debido a una mejor prevencion, con técnicas de
diagnostico precoz e identificacion de grupos de alto riesgo para el CCR, y la mejora de

las estrategias terapéuticas.

2.2. Etiologia.

El CCR es el resultado de la combinacion de factores ambientales y genéticos.
Las diferencias en la incidencia del CCR entre paises, el incremento del numero de
casos de la enfermedad en inmigrantes de zonas de baja incidencia hacia otras donde es
mas alta, como consecuencia de la occidentalizacion de su estilo de vida, sugiere un

impacto de factores ambientales.

Las personas con historia personal o familiar de CCR tienen mayor riesgo que la
poblacion general. En el caso de historia familiar, es mas marcada la asociaciéon en
individuos que pertenecen a familias con sindromes hereditarios asociados al desarrollo
de este tipo de neoplasias, como pueden ser la PAF, el SL, el sindrome de Peutz-

Jeghers, o la Poliposis juvenil.

Dentro de los factores ambientales, poseen cierta relevancia los dietéticos. El
colon es un organo expuesto de forma constante a substancias ingeridas o producidas
por la digestion; sin embargo es dificil determinar con certeza cudles son los

componentes de la dieta que modifican el riesgo de CCR. El incremento de éste también

10
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se asocia con el consumo de tabaco y alcohol, el escaso ejercicio fisico y la obesidad,

entre otros factores.

Sin embargo, los datos acerca de los factores ambientales como causa directa del
CCR no tienen la suficiente consistencia como para fijar unas directrices claras sobre la
prevencion primaria del mismo. No obstante, se ha recomendado moderar el consumo
de carne roja, procesada o cocinada muy hecha o en contacto con el fuego. Por otra
parte, una dieta rica en leche y otros productos lacteos pueden servir para la prevencion
del CCR; y las dietas ricas en fibra, vegetales y fruta actian en la misma direccion. Sin
embargo, no ha sido confirmado en estudios prospectivos el efecto protector de la
administracion de folatos, calcio y vitamina D, ni tampoco betacarotenos, selenio, ni
vitaminas A, B, C o E. En cuanto a los estilos de vida, se recomienda la realizacion de
ejercicio fisico, y evitar el sobrepeso y la obesidad, asi como el consumo de alcohol y
tabaco. Aunque es posible que los AINES, o la AAS a dosis baja, puedan contribuir a
reducir el riesgo de CCR, la evidencia actual no apoya su uso como forma de
prevencion primaria del CCR (Lee JE et al. 2011, Renehan AG et al. 2008, Fedirko V et

al. 2011, Melisa M et al. 2009)

La enfermedad inflamatoria intestinal en sus dos variantes, la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerosa, también aumentan el riesgo de desarrollar CCR. El riesgo
aumenta con la duracion (2% a los 10 afios hasta 18% a los 30 afios), con la severidad y

con la extension de la enfermedad (Cunningham D et al. 2010).

Los mecanismos que participan en el desarrollo y progresion del CCR son
complejos. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha llevado a cabo un avance muy
significativo en su conocimiento. Este avance engloba tanto la identificacion de diversos

factores genéticos o moleculares, como la caracterizacion de maultiples aspectos

11
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epidemiologicos implicados en la fisiopatologia de esta neoplasia (Castells A y Marzo

2009).

2.3. Fisiopatologia del Cancer Colorrectal.

2.3.1. Anatomia e histologia del colon.

El intestino grueso o colon se extiende desde el ciego hasta el ano, y su longitud
es de aproximadamente 150 cm. Se divide clasicamente en varias partes: ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente, sigma y recto. A excepcion de la parte
final del recto, que es extraperitoneal, el intestino grueso esta situado en el peritoneo y
en su disposicion forma dos flexuras, hepdatica y esplénica, de casi 90°. En comparacion
con el intestino delgado, el grueso posee un didmetro mayor y la mucosa no forma

pliegues, a excepcion de la ultima porcion del recto.

La mucosa es lisa y revestida de células mucosecretoras y células cilindricas, de
absorcion, con microvellosidades en su polo apical. Las glandulas de Lieberkiihn son
mas profundas y en su parte inferior, criptas, contienen abundantes células caliciformes,
argentafines e indiferenciadas o células madre. La ldmina propia presenta linfocitos
eosinodfilos y células plasmaticas, y de forma dispersa aparecen foliculos linfoides. La
submucosa es similar a la del intestino delgado; grupos de neuronas y haces nerviosos
forman el plexo submucoso de Meissner, y la muscular (musculo liso) difiere en la
disposicion de las fibras musculares de la capa externa, que, excepto en el recto, que
mantiene su disposicion continua, forman tres haces longitudinales llamadas tenias.

Entre las fibras musculares se constituye el plexo mioentérico de Auerbach

Las células madre o progenitores de las criptas se dividen a un ritmo muy alto,

llegando a generar hasta 200 células al dia. Al poseer un fenotipo indiferenciado, son

12
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capaces de producir de forma continuada todas las estirpes celulares asi como mantener

la capacidad de regeneracion del intestino ante una lesion.

2.3.2 Mecanismo de generacion del Cancer Colorrectal.

El CCR es uno de los tumores mas estudiados desde el punto de vista genético.
Resulta de un proceso secuencial de alteraciones genéticas, que se acumulan a lo largo
del tiempo, dando lugar tanto a la activacion de oncogenes como a la inactivacion de
genes supresores de tumores, que generan cambios en la replicacion de DNA y en el
ciclo celular. La inestabilidad genética de la mucosa colorrectal da como resultado que
¢ésta pase a hiperplasia, adenoma, carcinoma in sifu y, finalmente, carcinoma invasor
(Figura 1.7.). La mayoria de los canceres de colon surgen a partir de adenomas
siguiendo el modelo de tumorogénesis que fue postulado por Fearon y Volgestein
(Fearon y Volgestein 1990). Recientemente surgen los denominados adenomas
serrados, previamente clasificados dentro de los pdélipos hiperplasicos, pero con ciertas
caracteristicas histologicas y genéticas propias. Los adenomas serrados parece que se
transforman en cancer de colon siguiendo una via distinta a la secuencia adenoma-
carcinoma convencional, lo que les confiere una serie de caracteristicas diferentes. En la
tabla I.1 se muestran las diferencias entre las dos secuencias de carcinogénesis

mencionadas (Cappell. 2008, Al-Sohaily S et al. 2012).

13
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Caracteristicas

Secuencia adenoma- carcinoma

Teoria adenoma serrado- carcinoma

Lesion precursora

Adenoma convencional

Adenoma serrado

Localizacion

A lo largo de todo el colon

Predileccion colon derecho

Morfologia

Pedunculado ( adenoma tubular)

Sesil (adenoma velloso)

Sesil, plano

Displasia / transformacion a cancer

Menos frecuente

Mas frecuente

Alteracion genética Mutacion gen APC,p53 Mutacion gen BRAF
Hipermetilacion de DNA Infrecuente Frecuente

IMS Raro Tipico ( inactivacion de hMLHI)
Sindromes genéticos relacionados | Poliposis Adenomatosa Familiar | Poliposis hiperplésica

% de CCR esporadico 85% 15%

Tabla I.1: Diferencias entre la secuencia adenoma-carcinoma convencional y la teoria adenoma serrado-
carcinoma. Modificado de Cappell 2008.

Diferentes mutaciones genéticas se han relacionado con la carcinogénesis del

CRC, pero la funcion exacta de muchos de estos genes en la iniciacion y progresion de

la enfermedad aun no se ha confirmado. Las alteraciones mas contrastadas en el CCR

son de dos tipos: la activacion de oncogenes, como K-RAS y c-MYC, por una parte, y

por otra, la inactivacion de genes supresores del crecimiento tumoral, que se expresan

mediante deleciones de los cromosomas 5q (donde esté situado el gen APC), 18q (gen

DCC o “delecionado en céancer de colon”) y 17q (donde se localiza el gen p53) (Lledo

2000, Morén A et al. 2010, Al-Sohaily S et al. 2012). El fallo del sistema de reparacion

de ADN (genes-MMR), también contribuye al desarrollo de tumores de colon. Las

mutaciones en estos genes inducen a errores de replicacion de ADN, originando lo que

se conoce como IMS.
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Figura L7: Esquema simplificado de la secuencia adenoma-carcinoma y de la acumulacion de
mutaciones mas importantes. En negro las relaciones con la inestabilidad cromosémica y en rosa con la
inestabilidad de microsatélite Modificado de Moran A et al 2010.

Hasta el momento, se han descrito tres vias principales implicadas en la

produccion y progresion del CCR: la INC o via supresora, la IMS o via mutadora y la

via metiladora o del FM de islas de CpG. Cada una de ellas muestra diferencias, tanto

desde el punto de vista molecular e histopatoldgico, como incluso del pronostico, como

se aprecia en la Tabla 1.2. Puede haber solapamiento de las diferentes vias de

carcinogénesis, sin embargo el mecanismo dominante serd el que determine diferentes

asociaciones clinicas, e incluso el tipo de lesion precursora.

INESTABILIDAD CROMOSOMICA

Pérdida de heterocigosidad

generalizada

Aneuploidia o poliploidia

Localizacion preferentemente

izquierda

Caracteristicas histologicas: bien

diferenciados

No infiltracion linfocitica

Raramente mucinosos

Peor pronostico

INESTABILIDAD DE MICROSATELITES FENOTIPO METILADOR

Inestabilidad de microsatélites Metilacion de islas CpG promotoras

generalizada de genes

Diploidia Alteraciones epigenéticas

Localizacion preferentemente derecha Localizacion preferentemente
derecha

Caracteristicas histologicas: pobremente
diferenciados

Caracteristicas histologicas:
pobremente diferenciados

Infiltracion linfocitica

Frecuentemente mucinosos

Mejor pronostico

Tabla 1.2: Caracteristicas diferenciadoras entre los CCR que presentan inestabilidad cromosomica,
inestabilidad de microsatélites y fenotipo metilador. Modificado de la Chapelle 2003.
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La INC es la alteracion mas frecuente; se encuentra en la mayor parte de los
casos de CCR esporadicos (80-85%), pero también en aquellos casos de PAF con
mutaciones a nivel germinal del gen APC. Este tipo de tumores se caracterizan por el
desequilibrio cromosémico (aneuploidia), con deleciones, amplificaciones y una alta
frecuencia de pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss of Heterozygosity). Se produce
una progresion predecible de cambios genéticos, con los correspondientes cambios

histologicos. Los cambios genéticos incluyen la activacion de pro-oncogenes, como

KRAS'y c-myc, y la inactivacion de varios genes supresores de tumores, a saber, APC,
p353 y la pérdida de la heterocigosidad para el brazo largo del cromosoma 18 (DCC).
Recientemente, se han descrito mutaciones en otros genes como 7GFBR y PIK3CA, que

estan implicados en la secuencia adenoma-carcinoma (Armaghany T et al. 2012, Pino

MS et al. 2010).

La IMS se debe a una alteracion del sistema de reparacion MMR. Este se
encarga de corregir los errores que se producen durante la replicaciéon del ADN, y es
controlado por varios genes (MLHI, MSH2, MSH6, PMS?2, entre otros). La alteracion
del sistema conduce a la acumulacion de alteraciones de los microsatélites, que estan
distribuidos por todo el genoma (Peltomaki P et al. 2003). Dentro de los genes que se
ven implicados, se encuentran ademas, distintos genes supresores tumorales, como son
TGF-pRII, IGFIIR, MSH3 y BAX (Raut CP et al. 2004). Los tumores con IMS
representan el 10-15% de todos los CCR, y es habitual en las formas hereditarias como
el SL, cuya base molecular serian mutaciones a nivel germinal. Mientras, en los casos

esporadicos, el mecanismo de IMS seria debido a la hipermetilacion a nivel de la region

promotora de cualquiera de los genes relacionados con el sistema de reparacion del

ADN (Grady WM 2004).
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El FM o via serrada es la via de carcinogénesis de mas reciente identificacion, y
se caracteriza por la metilacion de islas CpG promotoras de genes supresores de
tumores. Los tumores que surgen de esta via representan aproximadamente el 35 % de
los CCR, y surgirian de una lesion precursora serrada. Las lesiones serradas son muy
propensas a la metilacion de islotes CpG de regiones promotoras de multiples genes, lo
que provoca un silenciamiento epigenético (inactivacion) de varios genes, en principio
de forma aleatoria. Los mecanismos mas comunes son la activacion del gen BRAF, que
supone la inhibicién de la apoptosis fisiologica a nivel de las células epiteliales del
colon, y la metilacion del promotor de MLH 1, originando los casos de CCR esporadicos
con IMS (van Rinjsoever M et al. 2002, Samowitz W et al. 2005, Snover DC 2011,

Armaghany T et al. 2012).

Recientemente, varios estudios han descrito la presencia de un porcentaje de
casos de CCR que no presentan INC ni IMS, y ademads no pertenecen estrictamente a la
via serrada. Este subgrupo de CCR, conocido como MACS, presenta caracteristicas
clinicopatoldgicas y moleculares diferentes a otros CCRs; lo que sugiere que podrian
seguir una via de carcinogénesis diferente. Los MACS se identifican con mas frecuencia
en CCRs en jovenes. Ademas presentan una mayor predileccion por el colon izquierdo
y recto, y parecen asociarse a peor pronostico, detectando metéstasis en el momento del
diagnostico. Otras caracteristicas clinicopatologicas, sin embargo, son similares a las

descritas para el CCR con IMS (Hawkins NJ et al. 2001, Chan TL et al. 2001).

Desde el punto de vista molecular, son pocos datos los que se conocen de los
MACS. Varios estudios han observado que se asocian con un genotipo bajo de
metilacion (FM bajo), no siendo comun la presencia de mutaciones del gen BRAF ni la

ausencia de expresion del gen MLHI. Ademas presentan un patrén de hipometilacion al
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compararlos con CCRs con IMS o INC. Diferentes autores muestran interés en
caracterizar a este subgrupo de CCRs, tanto desde el punto de vista clinicopatologico
como de los aspectos moleculares. Por el momento, no hay unanimidad de la
informacion obtenida, aunque parece claro que los MACS se asocian con un perfil de
metilacion de ADN diferente en el que estdn implicados genes poco habituales (Silver A
et al. 2012, Tang R et al. 2004, Cai G et al 2008, Kakar S et al 2008, Banerjea A et

al.2009).

Por ultimo, sefialar que en los ultimos afios estd adquiriendo importancia la
aparicion de una clasificacion molecular, basada en los tres eventos moleculares
principales descritos con anterioridad (INC, IMS y FM), siendo un reflejo de los
mecanismos subyacentes de carcinogénesis, y presentando una correlacion con algunos
aspectos y caracteristicas anatomoclincias. Globalmente, y tras varias aproximaciones,
los CCR se podrian clasificar en cuatro grupo principales: dos referidos al estado de
IMS (alta frente a la baja o nula) y dos referidos al estado del FM (alto frente a
bajo/nulo), con diferentes correlatos moleculares, asi como caracteristicas

anatomopatologicas y clinicas (Ogino S and Goel A 2008).

2.4 Lesiones precancerosas. Polipos colonicos.

El origen del CCR viene determinado por las secuencias antes mencionadas. El
primer paso en la carcinogénesis es el desarrollo de tipos especificos de pdlipos en la
mucosa colonica sana, cuya histologia es crucial para determinar el potencial de
malignidad. Por ello, es importante tener en cuenta esta fase previa al cancer, tanto

desde el punto de vista morfolégico como clinico.
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Los pdlipos colonicos son crecimientos exofiticos o excrecencias de la mucosa

del colon o del recto con tamafio, morfologia y caracteristicas variables.

Los poélipos adenomatosos son los mas frecuentes. Por definicion son displasicos
y los que tienen mayor potencialidad maligna, dependiendo ésta de la morfologia,
tamafio y grado de diferenciacion histologica. Los polipos adenomatosos se clasifican
morfoldgicamente en sesiles, pediculados, planos o deprimidos, e histologicamente en
alto o bajo grado de displasia, asi como en tubulares, vellosos o tubulovellosos. Entre el

65-80% de los polipos extirpados son adenomas tubulares, y del 10-15% son adenomas

tubulovellosos, mientras que solo el 5-10% son adenomas vellosos. Los adenomas mas
frecuentes son los pediculados. La incidencia del céncer invasor esta relacionada
directamente con el tamafio del pdlipo, la proporcion del componente velloso, el grado
de displasia y el nimero de polipos. La incidencia estd entre el 2.7-5%, mientras que en
los adenomas vellosos mayores de 5 cm. dicha incidencia se eleva hasta el 40%

(O’Brien MJ et al.1990, Heitman SJ et al. 2009).

Las lesiones serradas son lesiones que se han establecido recientemente como
precursoras de un grupo de CCR, aproximadamente una tercera parte del global. Hasta
hace afos se incluian dentro de los polipos hiperplasicos y se pensaba que no tenian
potencial maligno. Estas lesiones se caracterizan desde el punto de vista histologico por
un aspecto dentado (o en dientes de sierra) del epitelio de las criptas y surgen
principalmente en el colon proximal (Figura 18). Se presume que resultan de
alteraciones epigenéticas en los genes responsables de la proliferacion y diferenciacion
celular (causadas por la hipermetilacion de promotores de DNA), asi como alteraciones

genéticas como mutaciones en el gen BRAF. Los subtipos de lesiones serradas tienen
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diferentes perfiles moleculares y potencial variable para convertirse en CCR, como se

resume en la Tabla 1.3 (Minoo P et al. 2006, Cappell 2008, Rex DK et al. 2012).

Aspecto Tamaiio Prevalencia Localizacion Precanceroso
Polipo hiperplasico Plano, sesil Pequefio Muy frecuente Colon izquierdo No
(PH) <5mm
Adenoma/pélipo Plano, sesil Mayor que | Frecuente’ Colon derecho Si
serrado/sesil ' PH’
Adenoma serrado | Sesil, Mayor que | Poco frecuente Colon izquierdo Si
tradicional pediculado PH

U'El término adenoma serrado sesil y pélipo serrado sesil son sinénimos.

% puede ser < 1 cm de tamafio, pero la media de tamafio de es mayor que la media de tamafio del polipo hiperplasico.

La mayoria de las lesiones serradas >1 cm pertenecen a esta categoria.

3 Prevalencia promedio < 2%.

Tabla 1.3. Clasificacion anatomopatologica y caracteristicas clinicas de las lesiones serradas en el colon.

Modificado de Rex et al. 2012.

Figura 1.8: Iméagenes de colonoscopia de lesiones serradas sesiles. (Las flechas indican la lesion).

Un problema relativamente comun en la practica clinica es el hallazgo de focos

de carcinoma en el pdlipo. El término carcinoma in situ o displasia severa define

cualquier lesion en la que las células neoplésicas se encuentran contenidas en la mucosa,
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sin penetrar en la muscularis mucosae. Estas lesiones no tienen riesgo de metéstasis a

distancia, puesto que la mucosa no contiene linfaticos. Haggitt propuso un esquema

para clasificar los polipos con carcinoma invasor en funcion de la afectacion de la pared

del colon y linfaticos regionales (Haggitt RC et al. 1985) (Figura 1.9).

Adenocarcinoma

Level 2 4 i A Adenomatous n
e p epittelium \ ‘[)
37 5 -

Normal colomc

Level 3 &) U B, mucosa_ { 1 J‘
i - S e e e
= ~ ey &t D
Lovel & |Muscularis SO, o -
Submucosa 1 IUCOSRS Submucosa \
Musculans Muscularis
WSV ' s o iy e sl
propna | propria
Subserosal connective reary tSubsmo:.u( connechve Iossu_ﬂ
Pedunculated adenoma Seaslle adenoma

Figura 1.9: Clasificacion para polipos propuesta por Haggitt. Nivel 0: confinado a la mucosa del poélipo.
Nivel 1: invade la submucosa de la cabeza del pdlipo. Nivel 2: invade la submucosa del cuello del poélipo.
Nivel 3: invade la submucosa del tallo del pdlipo. Nivel 4: invade la submucosa de la pared del colon.

La colonoscopia completa permite realizar simultineamente la toma de biopsias
y la polipectomia. Hoy en dia se considera que es el método mas seguro y fiable para la
deteccion de los polipos colorrectales. Al no distinguir el tipo histologico, todos ellos
deben ser candidatos a la extirpacion. Las limitaciones para esto son de la propia
técnica, y en funcion del tamafnio y la forma del pdlipo, en especial en los sesiles. Se
indica la cirugia en los casos con criterios endoscOpicos y anatomo-patoldgicos de
malignidad y/o reseccion incompleta. El riesgo de cancer residual en la pared del
intestino o en ganglios linfaticos regionales en un paciente con un polipo con focos de

carcinoma extirpado endoscopicamente, depende del nivel de invasion de Haggitt. Para
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las lesiones con niveles 1, 2 y 3, el riesgo es menor al 1%. Para lesiones nivel 4, varia

entre el 12 y el 25 % (Rex DK et al. 2012, Atkin WS et al. 2002).

Como se ha mencionado, el tratamiento quirurgico se indica si la reseccion
endoscopica es incompleta y en funcion de las caracteristicas histoldgicas de la lesion.
La decision terapéutica debe de individualizarse teniendo en cuenta la morbilidad
asociada a la cirugia y la localizaciéon del polipo. En el colon consistird en una
colotomia y polipectomia quirurgica, o bien, la reseccion coélica con criterios
oncologicos, si hay alto riesgo de malignidad. Si los polipos son multiples, exceptuando
la PAF, a la reseccion quirtrgica se le pueden asociar extirpaciones endoscdpicas o
endoanales, y si existen criterios de malignidad en mas de un poélipo se pueden llevar a
cabo colectomias ampliadas o llegar a la proctocolectomia con reservorio ileal. En los
polipos localizados en el recto, aparte de la endoscopia y la biopsia, para el tratamiento
quirargico la ecografia endoluminal ayudara a localizar y estadificar preoperatoriamente
las posibles lesiones malignas. Con sospecha de benignidad o malignidad sin
infiltracion de la submucosa, las técnicas seran de reseccion local, mientras que si la

biopsia informa de un cancer invasor se debe proceder a una técnica mas radical.

El seguimiento pospolipectomia permite la deteccion tanto de lesiones residuales
o sincrénicas que pasaron desapercibidas en la exploracion basal, como de lesiones
metacronicas. El intervalo de las sucesivas exploraciones de seguimiento dependera de
los hallazgos de la colonoscopia previa (nimero, tamafio e histologia) (Castells y Marzo

2009).
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2.5. Diagnéstico.

El mayor conocimiento de la historia natural y de los factores patogénicos
implicados en el CCR ha permitido que se implanten programas preventivos dirigidos a
evitar su aparicion (prevencion primaria), detectarlo precozmente (prevencion
secundaria) o minimizar su impacto en el prondstico una vez que el tumor ya se ha

presentado (prevencion terciaria).

El diagnostico de CCR en fases muy tempranas conlleva un beneficio
considerable, puesto que es cuando el tratamiento es mas efectivo. Estas
consideraciones han llevado a sugerir exploraciones en la poblacion general adulta a
partir de los 50 afios, y antes de esa edad en personas con mayor riesgo, bien por
historia familiar, bien por otros factores de predisposicion (Castells y Marzo 2009,

Borras JM 2011).

2.5.1. Diagndstico en sujeto con sospecha clinica de Cancer colorrectal.

El diagnostico del tumor permite conocer tanto la localizacion del mismo, como
la presencia de lesiones sincronicas en el colon y, si existen, metéstasis o invasion de

Organos vecinos.

La determinacion de sangre oculta en heces (SOH) es la prueba inicial que se
emplea en el cribado. Sin embargo, la técnica de eleccion para el diagndstico de CCR es
la colonoscopia completa con una sensibilidad del 90-95% para detectar tumores y un
indice de complicaciones de 0,1% en pruebas diagndsticas (del 2% en pruebas

terapéuticas), siendo la hemorragia y la perforacion las principales complicaciones.

Cuando se identifica una lesion, es obligatoria la toma de biopsias para su

estudio patologico. Una vez diagnosticado un CCR, es necesaria la realizacion de una
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colonoscopia completa para descartar la presencia de lesiones sincronicas (3-5%) o
polipos asociadas al tumor (30%). En caso de no poder visualizar todo el colon se puede
practicar un enema opaco, una colonografia o una colonoscopia intraoperatoria (Codina

A et al. 2003, Cunningham D et al. 2010 ).

La evaluacion preoperatorio incluye la realizacion de una evaluacion clinica,
radiologica y anatomopatologica, con el objetivo de determinar la extension anatdmica
del tumor y asi poder para planificar el tratamiento, establecer el pronostico y evaluar
los resultados (Lled6 2000). Para ello, se dispone de diferentes pruebas entre las que
destacan la ecografia, la Tomografia computerizada (TAC) o Resonancia magnética
nuclear (RMN). La Tomografia con emision de positrones (PET-scan) no se

recomienda en el momento inicial del diagnostico.

Otros métodos diagnosticos se estdn empezando a introducir en el manejo del
CCR, como la colonografia o colonoscopia virtual. Esta técnica aporta una mayor
precision en la localizacion de los tumores, lo que puede ser de ayuda en el tratamiento
quirtrgico, principalmente cuando el abordaje es por via laparoscopica. También, puede
ser utilizado para la identificacion de otras lesiones que no se detectan en la

colonoscopia; por ejemplo, debido a una lesion obstructiva (Cunningham D et al.2010 ).

Los marcadores tumorales no sélo son utiles desde el punto de vista pronostico
sino también como método de diagndstico precoz de recidivas. Su determinacion debe

de ser preoperatoria.

En el caso del cancer de recto, el examen digital permite localizar y conocer la
distancia respecto al margen anal, tamafio y nimero de cuadrantes afectados, grado de

movilidad y aspecto macroscopico. Del mismo modo permite conocer el estado de los
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esfinteres y orienta sobre el tipo de cirugia. En la evaluacion del cancer de recto, aparte
de las pruebas complementarias referidas para el cancer de colon, es importante la
realizacion de una rectoscopia rigida para determinar la distancia del tumor respecto al
margen anal. Las pruebas de imagen permiten determinar la extension del tumor, tanto a
nivel locoregional como a distancia. Estos datos son esenciales para poder plantear el
tratamiento Optimo. Las pruebas de imagen son la ecografia endorrectal, TAC y RMN.
La ecografia endorrectal y la RMN son pruebas diagnosticas que permiten determinar el
grado de invasion del tumor a través de la pared rectal y la afectacion de los ganglios
(Figura 1.10). Cada una de estas pruebas tiene sus ventajas y limitaciones, por lo tanto

deben considerarse como exploraciones que ofrecen una informacion complementaria

para definir la posibilidad de llevar a cabo un tratamiento neoadyuvante.

Figura 1.10: Estadificacion sucesiva mediante ecografia endorrectal preoperatoria de diferentes canceres de
recto segun el crecimiento en el espesor de la pared, desde uTO hasta uT4, en que hay infiltracion prostatica.

2.5.2. Cribado del Camcer colorrectal en nuestro medio.

Las estrategias de cribado tienen como objetivo identificar individuos

asintomadticos con lesiones precancerosas o en una fase inicial de la progresion tumoral.

Las recomendaciones establecidas por la Sociedad Espafola de

Gastroenterologia son (Castells y Marzo 2009 ):

1.- EIl cribado de CCR debe de ofrecerse a todos los individuos sin factores de

riesgo a partir de los 50 afios de edad.
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2.- La deteccion de sangre oculta en heces (SOH) en varones y mujeres de 50-74
afnos con periodicidad anual o bienal es eficaz. Con un intervalo de un afio aumenta la
sensibilidad. La prueba de cribado en los programas poblacionales deberia ser sangre
oculta en heces (inmunologico) (SOHi1) cuantitativa con un punto de corte que garantice
un balance oOptimo entre sensibilidad y especificidad, teniendo en cuenta la

disponibilidad de la colonoscopia.

3.- La sigmoidoscopia es eficaz en el cribado del CCR, siendo el intervalo
recomendado de 5 afos. Si el resultado es positivo es obligado explorar
endoscopicamente el resto del colon, dada la mayor incidencia de lesiones sincronicas
proximales al trayecto explorado. Se estima que después de una sigmoidoscopia se
realiza un 5-16% de colonoscopias. La suma de esta prueba con la SOH no ha

evidenciado mayor eficacia que ambas por separado.

4.- El papel del enema opaco no es eficaz en el cribado, aunque si puede ayudar a
la exploracion completa del colon cuando la colonoscopia no es posible, como en el

caso de un CCR estenosante que impide el paso del endoscopio.

5.- La colonoscopia es una prueba de cribado eficaz siendo el intervalo

recomendado de 10 afios.

Las nuevas pruebas de cribado incluyen el andlisis de ADN fecal y la
colonografia por tomografia computarizada. El anélisis de ADN fecal permite rastrear la
presencia de células tumorales en las heces mediante técnicas de biologia molecular; su
sensibilidad es mayor que las pruebas de SOH, con una especificad similar. La
colonografia por tomografia computarizada o colonoscopia virtual consiste en la

obtencion de iméagenes de tomografia tras insuflar el colon con aire o CO; y su posterior
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reconstruccion. Por el momento no deben ser consideradas en el cribado de CCR
mientras que no se realicen mas evaluaciones sobre los beneficios, costes y

aceptabilidad.

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.
2.6. Clasificacion por estadios. Definiciones.

La clasificacion por estadios o estadificacion de los tumores colorrectales es el
proceso de determinar hasta donde se ha extendido el cancer. Ello viene determinado
por el grado de diseminacion locorregional, tanto a nivel de la pared del colon como por
via linfatica en los ganglios de drenaje del propio 6rgano, como por la posible extension
hematogena, alcanzando 6rganos a distancia. La estadificacion del CCR es necesaria
para planificar el tratamiento, establecer el pronodstico y evaluar los resultados del

tratamiento.

Se utilizan varios sistemas de clasificacion, aunque los mas frecuentes y mas
recomendados son los de Dukes, Astler-Coller y AJCC/TNM. En 1932, Dukes propuso
su clasificacion, que se caracteriza por su sencillez y por su correspondencia con el
prondstico, en la que definia tres estadios, A, B y C, segtn el tumor invadiera la pared,
sin alcanzar la subserosa; la rebasara; o hubiera afectacion de ganglios locorregionales,
respectivamente. Posteriormente, de las multiples modificaciones, s6lo son validas, por
una parte, aquella que anadia la “D” en caso de presencia de metastasis a distancia

(Turnbull 1967), y més importante todavia, la llevada a cabo por Astler y Coller, en
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1954, que diferenciaba los estadios B1 y B2, asi como C1 y C2, seglin la afectacion del

espesor de la pared del colon. En el mismo afio fue introducida la clasificacion TNM.

er 1954
cicz2 §i

Turnbull 1967
D

Figura IL.11: Céancer colorrectal:  Sistemas de  estadificacion. (Imagen tomada de
http://www.cirugest.com/htm/revisiones/cir15-14/15-14-08.pdf)

Astler y Coll
B1 B2

Mucosa

Muscularis
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El Comité Americano Conjunto en Céancer (AJCC) designoé la estadificacion
mediante la clasificacion TNM para definir el cancer de colon, y es actualmente la
clasificacion 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 metéstasis a distancia
(M). La misma clasificacion se usa tanto para la estadificacion clinica como patologica

(Edge SB et al 2010).

Tumor primario (T):

Tx: El tumor primario no se puede evaluar.
TO: No hay evidencia de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de la ldmina propia.
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T1: El tumor invade la submucosa.

T2: El tumor invade la muscular propia.

T3: El tumor invade la subserosa o tejidos pericolorrectales.

T4a: El tumor penetra la superficie del peritoneo visceral.

T4b: El tumor invade directamente o se adhiere a otros érganos o estructuras.

Ganglios linfaticos regionales (N):

NX: Los ganglios regionales no pueden ser evaluados.
NO: No hay metastasis en ganglios linfaticos regionales.
N1: Metastasis en uno a tres ganglios linfaticos regionales.
Nla: Metastasis en un ganglio linfatico regional

N1b: Metastasis en 2 a 3 ganglios linfaticos regionales.

Nlc: Deposito(s) tumoral(es) en la subserosa o en los tejidos mesentéricos o
pericolonicos no peritonealizados, o en los tejidos perirrectales, sin metastasis

ganglionar regional.

N2: Metastasis en cuatro o mas ganglios linfaticos regionales.
N2a: Metastasis en 4 a 6 ganglios linfaticos regionales.

N2b: Metéstasis en >7 ganglios linfaticos regionales.

Metéstasis a distancia (M):

MX: No se puede valorar la metastasis a distancia.
MO: No hay metastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia.
MIla: La metastasis estd confinada a un érgano o sitio (es decir, higado, pulmén, ovario,
ganglio no regional).

M1b: Hay metastasis en >1 6rgano o sitio, o el peritoneo.
La etapa o estadio en la que se encuentra el tumor, que va desde el “0” hasta el
“4” en niimeros romanos, viene determinada por la combinacion de las categorias T, N
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y M del paciente, como se observa en la Figura [.12 y en la Tabla [.4, en la que también

se relacionan con la clasificacion de Dukes y la modificada de Astler Coller.

Estadio T N M Dukes MAC*
0 Tis NO MO -- --
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1IB T4a NO MO B B2
1c T4b NO MO B B3
IIA T1-T2 NI1/Nlc MO C C1
T1 N2a MO C C1
11IB T3-T4a N1/Nlc MO C C2
T2-T3 N2a MO C c1/c2
T1-T2 N2b MO C Cl1
IIC T4a N2a MO C C2
T3-T4a N2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA Cualquier T Cualquier N Mla -- --
IVB Cualquier T Cualquier N M1b -- --

a. MAC: clasificacion modificada de Astler Coller.

Tabla I.4. Clasificaciones por estadios para el CCR (Imagen tomada del Nacional Cancer Institute:
WWW.cancer.gov).
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J Tumor in metastases to
colon wall other organs

Stage O

N high grade "
_ dysplasia

Figura 1.12: Clasificacion por estadios del CCR segun la afectacion de la pared del colon; ganglios y
organos a distancia. (Imagen tomada de www.hopkinscoloncancercenter.org )

Varios estudios evaltian la importancia pronostica de diferentes caracteristicas
histologicas, moleculares y clinicas; sin embargo el estadio del tumor sigue siendo el
mejor indicador de prondstico a largo plazo en el CCR. Como se ha descrito
anteriormente, éste viene determinado por el grado de penetracion del tumor en la pared
del colon y la afectacion ganglionar. La tasa de supervivencia global a los 5 afios se

representa a continuacion (O'Connell JB et al. 2004).

Estadio I (T1-T2 NO): 93%

Estadio ITA (T3NO): 85%

Estadio IIB (T4NO0): 72%

Estadio IITIA (T1-T2 N1): 83%

Estadio IIIB (T3-T4 N1): 64%

Estadio ITIC (N2): 44%

Estadio IV: 8,1%
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2.7. Tratamiento.

El tratamiento del CCR depende de la localizacion de la neoplasia y de la
estadificacion de la misma. El tratamiento quirurgico es, actualmente, el tratamiento
curativo para el CCR localizado. La cirugia también ofrece una opcioén potencialmente
curativa en pacientes seleccionados con enfermedad metastasica limitada. Ademas,
incluso los pacientes que no son candidatos para la reseccion curativa se pueden
beneficiar del tratamiento quirdrgico para solucionar complicaciones como la
obstrucciéon o sangrado del tumor primario. El tratamiento quirdrgico se puede
complementar con tratamiento oncoldgico (quimioterapia y/o radioterapia) segin los

Casos.

2.7.1 Tratamiento quirdrgico.

El objetivo del tratamiento quirtrgico del CCR es la reseccion completa del
tumor con margenes de seguridad, la extirpacion de todo el territorio ganglionar
correspondiente con ligadura de los vasos principales en su origen. La cirugia
oncoldgica radical previene la recidiva local en la mayor parte de los casos (Harris GJ et
al 2002). A la hora de definir la extension de la reseccion célica hay que tener en cuenta
tanto los margenes proximales y distales, que deben ser de al menos 5 cm. del tumor,
como realizar una linfadenectomia adecuada. Las recomendaciones actuales son la
exéresis de al menos 12 ganglios para una correcta estadificacion; ello es de importancia
puesto que proporciona informacion pronostica que guia el tratamiento adyuvante. La
reseccion en bloque de los drganos adheridos podria ser necesaria en tumores avanzados

para realizar una reseccion RO (Cunningham D et al. 2010).
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El analisis patolégico de la pieza quirtirgica también ha de realizarse de una
forma sistematica con unos parametros minimos. De esta manera se puede establecer el
pronostico correcto de los pacientes, determinar la necesidad de tratamiento

complementario y mejorar la supervivencia (Roig JV et al. 2003).

Segun la localizacion del cancer, el tratamiento quirturgico lo podemos dividir

cn:

La hemicolectomia derecha se realiza generalmente para tumores que asientan desde el
ciego hasta la parte proximal del colon transverso. Se realiza una hemicolectomia
derecha ampliada para tumores del colon transverso o a nivel de dngulo esplénico del

colon.

La hemicolectomia izquierda es apropiada para tumores localizados en la parte distal del
colon transverso o colon descendente. Se realiza la sigmoidectomia en el caso de cancer

de colon sigmoide.

La colectomia total o subtotal estd indicada cuando existen lesiones o neoplasias
sincronicas en el lado derecho e izquierdo del colon. En ocasiones, se realiza esta
técnica en pacientes que presentan un cuadro de obstruccion intestinal secundario a un

tumor estenosante en el lado izquierdo del colon.

La cirugia laparoscopica es una opcion aceptada en el tratamiento del CCR. En
manos expertas, y en pacientes adecuadamente seleccionados se ha demostrado que los
resultados oncologicos, la morbilidad y mortalidad perioperatoria son comparables con
la cirugia abierta, mientras que la recuperacion postoperatoria es relativamente mas

rapida (Targarona EM et al. 2004, Patel SS et al. 2012, Lacy AM et al. 2008).

33



I. INTRODUCCION

En los sindromes hereditarios, como es el caso de la PAF, queda establecida la
necesidad de colectomia profilactica para evitar el desarrollo de CCR. En el caso del
SL, dado que presentan un riesgo incrementado de desarrollar tumores metacronicos y
una progresion mas rapida desde adenoma a carcinoma, se recomienda la realizacion de
una reseccion extensa (colectomia o proctocolectomia total) para el tratamiento de las
neoplasias colorrectales (de Jong AE et al. 2004,Castells y Marzo 2009, Jasperson KW

et al.2010).

El tratamiento quirGrgico del Céncer 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. La eleccion de la técnica depende de diferentes

variables.

1.- Reseccion local. La reseccion local transanal consiste en la escision del tumor por

via anal, con un margen de seguridad de un centimetro alrededor del mismo. Es una
técnica que surge como alternativa a procedimientos radicales. Sin embargo, dada la
baja frecuencia de tumores subsidiarios de esta técnica (el 5% de los tumores de recto)
su empleo es escaso. Se debe de emplear en tumores rectales poco avanzados
localmente (pT1), sin evidencia de afectacion ganglionar, moderadamente o bien
diferenciados, menores de 3 cm de diametro, limitados a un cuadrante de la
circunferencia rectal y situados por debajo de 8-10 cm del margen anal (Chang AJ et al.
2008). La pared del recto se reseca incluyendo la grasa perrirectal para intentar detectar
la presencia de ganglios linfaticos y estadificar el tumor. Si el estudio
anatomopatoldgico indica un estadio mayor del diagnosticado con las pruebas de

imagen, se debe realizar una operacion radical.
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En determinados pacientes, como son aquellos de edad avanzada o con
enfermedades asociadas y alto riesgo quirtrgico para procedimientos radicales, se puede

plantear la reseccion local, aunque no cumplan todos los criterios.

La reseccion local también se puede realizar mediante cirugia microscopica
endoscopica transanal (TEMS). Fue disefiado por Buess et al en 1980, y es una técnica
minimamente invasiva que permite el acceso quirurgico al recto superior y medio
(Buess G et al. 1985). Los estudios publicados sugieren que es un procedimiento
seguro, con menor morbilidad que la cirugia radical y con tasas de recurrencia menores
y mejores resultados que la reseccion local transanal (Christoforidis D et al. 2009, Q1 Y

etal. 2011).

2.- Reseccion anterior. La cirugia radical 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 c¢m, adquiriendo una mayor importancia el margen de reseccion circunferencial y
el concepto de escision total del mesorrecto. En los tumores que estan situados a diez
centimetros o menos del margen anal se realiza reseccion de la pieza con margenes
distales y proximales adecuados, y exéresis completa del mesorrecto; mientras que
tumores localizados por encima de esta distancia se realiza una reseccion parcial que
exige la exéresis del recto y mesorrecto al menos 5 cm distales al tumor (Meredith KL

et al. 2009).

Las tasas mas bajas de recurrencia (4%) y los mejores resultados de

supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con cancer de recto, se observan tras
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introducir la técnica de exéresis completa del mesorrecto. Se ha comprobado que es una
técnica factible, segura y su abordaje laparoscopico no parece implicar ninguna

desventaja oncolodgica (Leroy J et al. 2004, Leroy J et al. 2004a, Piso P et al.2004).

En la resecciéon anterior ultrabaja, la asociacion de un reservorio colico
disminuye las secuelas funcionales de la técnica y mejora la calidad de vida de los
pacientes sometidos a la misma. También puede ser conveniente asociar una ileostomia
de proteccion en casos de anastomosis muy bajas o en pacientes con importante
comorbilidad asociada, evitando las fugas 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, Galler AS et al 2011).

Figura 1.13: Pieza quirargica de una reseccion anterior baja. Se muestra consideraciones
especiales de la cirugia del cancer de recto como la escision del mesorrecto.

3.- Amputacion abdominoperineal. La Amputacion abdominoperineal (AAP) fue
desarrollada por Miles en los paises anglosajones a comienzos del siglo XX (Galler AS
et al. 2011). Esta indicada en los canceres de la porcidon baja del recto en los que una
exéresis curativa no permite conservar el aparato esfinteriano, asi como para ciertos

canceres del conducto anal. Se considera una técnica en regresion, puesto que un
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porcentaje elevado de pacientes con cancer de recto pueden someterse a una cirugia
preservadora de esfinteres. La intervencion consiste en la reseccion del sigma, recto y

ano y la confeccion de una colostomia permanente.

La decision de hacer una AAP o una intervencion con preservacion de esfinteres
debe de tomarse antes de iniciar tratamiento neoadyuvante; es decir que el posible
efecto de reduccion tumoral inducido por la radioterapia preoperatoria no debe de
modificar la indicacion de amputacion si en el estudio preoperatorio existe evidencia de

afectacion esfinteriana (NIH consensus conference 1990).

4.- [ntervencion de Hartmann. Consiste en realizar una reseccidon colorrectal sin

restablecer la continuidad intestinal, y confeccionar una colostomia terminal con
extremo colico proximal. Es una intervencion que se puede realizar con intencion
curativa en casos de cancer complicado con una obstruccion o perforacion, en pacientes
ancianos para evitar una herida perianal o en casos de incontinencia fecal. También

puede realizarse en el curso de una exéresis paliativa.

Todas las intervenciones descritas previamente se pueden abordar por via
laparoscopica, siendo una técnica segura y eficaz y obteniendo los mismo resultados

oncoldgicos en comparacion con la cirugia abierta (Hotta T y Yamaue H 2011).

2.7.2 Tratamiento adyuvante.

En los pacientes que han sido sometidos a un tratamiento quirdrgico con
intencién curativa, se cree que la recurrencia de la enfermedad deriva de
micrometastasis clinicamente ocultas que estdn presentes en el momento de la cirugia.
El objetivo del tratamiento adyuvante es la erradicacion de estas micrometastasis,

aumentando asi la Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) y la Supervivencia Total
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(ST). El estadio I del CCR presenta un excelente pronostico con una supervivencia a los
cinco afios del 95% vy el tratamiento quirirgico es suficiente sin necesidad de
adjuvancia. En contraste, el tratamiento adyuvante ha demostrado claros beneficios en
el estadio III de la enfermedad (una reduccion del 30% en el riesgo de recurrencia y del
22 al 32% en la mortalidad), mientras que su indicaciéon para el estadio II es
controvertida, salvo en pacientes de alto riesgo (Dunn KB y Trudel JL 2011,

Cunningham D et al. 2010 ).

Actualmente las combinaciones con Oxaliplatino se consideran las mas
adecuadas. El régimen mas recomendado es la asociacion de Oxaliplatino con
Leucovorina (LV) e infusioén de 5-fluorouracilo (5- FU) (FOLFOX). Este régimen se ha
ido modificando, y muchos oncoélogos usan FOLFOX7, que elimina la infusion de 5-
fluorouracilo siendo significativamente menos mielosupresor. La combinacion de
Oxaliplatino oral y Capecitabina (XELOX) es una opcion aceptable, aunque es
potencialmente mas toxica que FOLFOX. En pacientes con contraindicacion para el
Oxaliplatino, es adecuado el régimen de 5-FU y LV administrado por via intravenosa
durante seis meses. Otra alternativa aceptada es el uso de fluoropirimidinas orales (UFT,
capecitabina) durante seis meses. En cuanto al cancer de recto, el estudio alemén
CAO/ARO/AIO 94, demostré una incidencia significativamente menor de recurrencia
local y toxicidad, y una mayor incidencia de preservacion de esfinteres con tratamiento
neoadjuvante en comparacion con quimiorradioterapia postoperatoria. Desde entonces,
el tratamiento neoadyuvante se considera el tratamiento de eleccion en el cancer de

recto estadio II y III (Cunningham D et al. 2010 ).

El mayor conocimiento de las bases moleculares y alteraciones genéticas

implicadas en la carcinogénesis que hoy se tiene, permite identificar un fenotipo
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concreto de CCR, que en muchas ocasiones viene acompanado de diferentes
comportamientos de los tumores, desde el punto de vista prondstico o diferente

respuesta ante ciertos tratamientos.

La mejor manera de combinar y secuenciar los diferentes farmacos activos de
los que disponemos atn no se ha establecido, y debido a la heterogeneidad de los CCRs,
se debe de escoger la estrategia mas adecuada para cada individuo. En algunos casos, el
analisis de biomarcadores esta influyendo en la eleccion del tratamiento. Por ejemplo, es
bien conocido que la presencia tanto de mutacion en KRAS como BRAF se asocia a una
mayor resistencia al tratamiento con antiEGFR, y que tumores con IMS presentan peor

respuesta al tratamiento con 5-FU (D1 Nicolantonio F et al. 2008, Tejpar S et al. 2009).

2.7.3 Tratamiento paliativo.

La mayoria de los pacientes con CCR y enfermedad metastdsica no pueden ser
curados y la intencién del tratamiento es paliativa. La quimioterapia paliativa ha
demostrado aumentar la supervivencia en al menos el doble, controlar la aparicion de
enfermedad sintomatica y mantener la calidad de vida durante el mayor tiempo posible.
Ademas, en ocasiones, permite la reseccion quirrgica de las metastasis (Macedo LT et

al. 2012, Konopke R et al. 2012, Bartlett DL et al. 2012).

Las recomendaciones de las principales sociedades, son el uso de FOLFIRI o
FOLFOX asociado a farmacos dirigidos a los receptores de factores de crecimiento
epidérmico (Cetuximab, Bevacizumab o Panitumumab) como primera linea de
tratamiento. En pacientes que no son candidatos a un tratamiento intensivo, es valido el

régimen de SFU y LV, asociado a bevacizumab. Otra alternativa, igualmente valida, es
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el uso de fluoropiridinas orales, como capecitabina con o sin bevacizumab (Bartlett DL

etal. 2012, Macedo LT et al. 2012, Giacchetti S et al. 2000, Saltz LB et al. 2000).

Al menos el 70% de los pacientes con CCR desarrollan metastasis hepaticas en
el curso de su enfermedad. La reseccion hepatica es el tratamiento potencialmente
curativo, alcanzando indices de supervivencia del 58% a los 5 afios. Hoy en dia la tnica
premisa necesaria para indicar la cirugia es poder extirpar toda la enfermedad
macroscopica con margenes libres de enfermedad. Sin embargo, hay que tener en cuenta
el tejido hepético residual, la presencia de enfermedad extrahepatica, y comorbilidades
del paciente. La alternativa al tratamiento quirdrgico son los procedimientos locales
como la radiofrecuencia, la quimioembolizacion, etc (Bartlett DL et al. 2012, Konopke

R et al. 2012).

El objetivo de mejorar los indices de supervivencia ha de basarse en un
tratamiento multidisciplinario: oncoldgico, quirdrgico, radioldgico, anatomopatoldogico,

etc.
2.8. Seguimiento.

A pesar de un tratamiento quirdrgico con intencidon curativa y el uso de
tratamiento oncoldgico asociado, un 40 % de los pacientes con enfermedad en estadio II
o III tendrd una recurrencia de la enfermedad después del tratamiento inicial. El
seguimiento estricto de estos pacientes tras la cirugia durante los primeros afos, ha
demostrado descubrir las recidivas en un estadio potencialmente curable y por tanto

mejorar la supervivencia (Scheer A et al. 2009, Baca B et al 2011).
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Existen diversas sociedades nacionales e internacionales (American Society of
Clinical Oncology, European Society of Medical Oncology, etc) que publican

periddicamente recomendaciones para el seguimiento del CCR intervenido.

Las recomendaciones de la American Society of Clinical Oncology (ASCO),
actualizadas en el 2005 se exponen a continuacion: se recomienda una entrevista clinica
y exploracion fisica con el fin de llevar a cabo tareas de medicina preventiva, cada tres a
seis meses para los tres primeros afios, cada seis meses durante los afios cuarto y quinto,
y anualmente a partir de entonces. El andlisis de antigeno carcinoembrionario (CEA) es
capaz de detectar de manera precoz la recidiva local o a distancia de la enfermedad,
incluso antes de que aparezcan los sintomas. Su determinacion para pacientes en estadio
IT y III deberia de realizarse cada 2-3 meses durante, como minimo, los dos primeros
afios de diagndstico y anualmente hasta los cinco afios. El examen endoscépico se
recomienda repetir al afio de la reseccion primaria del cancer de colon o recto para
excluir lesiones nuevas o recidivas en la anastomosis. Si es normal, se repite a los tres
afios, y si es normal, en los subsiguientes intervalos de cinco afios. Se recomienda la
realizacion de TAC toracico y abdominal anual durante al menos los tres primeros afios.
En el cancer de recto, se recomienda la realizacion de TAC pélvico anual si no se
administro radioterapia pélvica. La realizacion tanto del hemograma, como el test de
sangre oculta en heces, la radiografia de térax o el PET no se justifican de forma

habitual (Desch CE et al. 2005).

En la tabla L.5. Se presenta un protocolo valido de seguimiento para el CCR

intervenido en nuestro medio (Navarro y Piulets 2003).
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T(m) CEA ECOGRAFIA RXT COLONOSCOPIA TC ABDOMINAL
3 X X
6 X X X*
9 X
12 X X X X*
15 X
18 X X X*
21 X
24 X X X X* X*
28 X
32 X
36 X X X
42 X
48 X X X X
54 X
60 X X X

Tabla LS5: Protocolo de seguimiento del CCR. * Localizacion rectal. CEA: antigeno
carcinoembrionario; RxT: radiografia de torx: TC: tomografia computarizada. T (m): tiempo en meses
(Navarro y Piulats 2003).

3. EL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR.

El CCR presenta una de las proporciones mas importantes de casos familiares
dentro de las neoplasias malignas méas comunes. Hasta el 30% aproximadamente tienen
un componente familiar. Dentro de éstos, el 5% se debe a mutaciones conocidas a nivel
germinal y su expresion clinica esta bien caracterizada; son formas de CCR hereditario,
donde se incluyen el SL (2-5%) y la PAF, entre otros. El 20-30% restante, son casos que

presentan agregacion para este tipo de tumores, pero desde el punto de vista genético no
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son bien conocidos ni se identifica claramente su modelo de herencia. Dentro de este

grupo se puede situar el sindrome familiar tipo X (Lindor et al. 2005, Valle et al. 2007).

3.1. Sindrome de Lynch.

3.1.1. Concepto y variantes.

El SL es la forma mas comun de CCR hereditario y supone del 1-6% del total de
CCR. Es un sindrome de herencia autosdémica dominante, con la aparicion de CCR a
una edad mas temprana que en la poblacion general, siendo la edad media al diagnostico
de 44 anos. En el SL es més frecuente que la neoplasia se localice a nivel proximal del
colon. Ademas hay una mayor incidencia de CCR multiples, sincronicos (18%) y /o

metacronicos (24%).

Desde el punto de vista microscopico, es comun la presencia de tumores
mucinosos o pobremente diferenciados. Otras caracteristicas anatomopatologicas son la
presencia de células en anillo de sello, patrén de infiltracion Crohn like o la infiltracion

linfoide tumoral.

El SL no solo predispone al desarrollo de CCR, sino también al desarrollo de
neoplasias en otras localizaciones. El cancer de endometrio es la neoplasia extracolonica
mas frecuente asociada al Lynch, con un riesgo de desarrollo del 40-60%. Se
diagnostica también a una edad mas precoz respecto a los esporadicos y la mayoria son
de tipo endometrioide. Otras neoplasias asociadas son gdastricas, ovario, intestino
delgado, epitelio hepatobiliar y urotelial, cerebro, pancreas, etc (Jasperson KW et al.

2010, Valle et al. 2007, Balmana J et al. 2010).

Los individuos afectados por el SL pueden desarrollar polipos con mas

frecuencia que la poblacion general, sin embargo la poliposis es infrecuente. Estos
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presentan ciertos rasgos diferenciadores: aparecen a edad mas temprana, tienen mayor
tamafio, y presentan caracteristicas histopatologicas asociadas a alto riesgo de
degeneracion (alto indice de displasia y mas vellosos). Ademas se ha observado que la
progresion a la malignizacion es mucho mas rapida (Jasperson KW et al. 2010, Cappell.

2008, Kastrinos F et al. 2013, Vasen et al. 2007).

Dentro del SL se han descrito variantes como son, el sindrome de Muir- Torre,
en el que, aparte del CCR, aparecen tumores sebaceos de piel (adenomas sebaceos,
epiteliomas y carcinomas). La mayoria de las mutaciones encontradas se hallan en el
gen MSH2; y el sindrome de Turcot, en el que se asocia la presencia de CCR con
tumores del sistema nervioso central, principalmente gliomas. En relacion a sus bases
genéticas, se pueden distinguir dos tipos de sindrome: el causado por mutaciones en el
gen APC, que se comentara mas adelante; y el causado por mutaciones en MLHI, MSH?2

y MSH6 (Balmaia J et al. 2010).

El SL resulta de una mutacién a nivel germinal en los genes de reparacion de

bases desapareadas (Mismatch Repair Genes MMR) del ADN: MSH2 MLHI MSHG6,

PMS?2 E190% se debe a MLHIy MSH?2, y el 10% a MSHG6 Estas alteraciones dan lugar
a la acumulacion de secuencias genéticas llamadas microsatélites y mutaciones en genes
supresores (TGF, BRIl y BAX). Su expresion molecular es la inestabilidad de

microsatélites o ausencia de expresion de proteinas del sistema de reparacion.

Se ha observado que existe una correlacion genotipo-fenotipo de las mutaciones
de los genes de reparacion. La mutacion de MLHI 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
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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

etal. 2010).

La identificaciéon de sujetos portadores de mutaciones asociadas al SL es
esencial. Su diagndstico se realiza siguiendo los criterios clinicos de Amsterdam vy,
actualmente mas utilizados, los criterios de Bethesda. A partir de ellos, se lleva a cabo el
analisis de la IMS o de la IHQ de las proteinas del sistema de reparacion del ADN

previo al estudio genético.

Los criterios de Amsterdam son criterios clinicos mas estrictos y por tanto
presentan mayor especificidad, mientras que los criterios de Bethesda son més generales
y tienen mayor sensibilidad. La ausencia de unos criterios clinicos que combinen alta
sensibilidad y especificidad, y el conocimiento de que mas del 90% de los SL muestran
IMS, hacen que algunos autores recomienden la realizacion de IHQ de las proteinas del
sistema MMR o IMS en todos los pacientes con diagndstico de CCR a la hora de
seleccionar pacientes a los que se debe realizar el analisis de mutaciones asociadas con
el SL, independientemente de las caracteristicas clinicas o familiares (Balmana J et al.

2010, Vasen et al. 2007, Kuppermann M et al. 2013, Byfield y Syngal 2008).

La IMS se utiliza como marcador de la deficiencia del sistema MMR. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que un 15% de los CCR esporadicos presentan IMS.
En estos casos hay que descartar que no sea debido a una mutacion somatica del gen
BRAF o a hipermetilaciéon del promotor de MLHI, que ocasiona su silenciamiento

(Balmafia J et al. 2010, Byfield y Syngal 2008, Kuismanen SA et al. 2000).
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3.1.2. Cribado del Sindrome de Lynch.

El cribado del CCR en el SL es eficaz y va dirigido a la identificacion y la
reseccion de polipos, asi como a la deteccion de carcinomas en las fases iniciales de su
desarrollo (Castells y Marzo 2009). Varios estudios han demostrado que el cribado del
CCR se asocia a una disminucion del 60% en la incidencia de cancer y a un descenso
significativo de la mortalidad global en relacion con la no realizacion de cribado (Vasen

2007, 2010).

El seguimiento se propone para casos en los que se ha identificado mutaciones
en MLHI, MSH2 o MSH6, o con una evidencia familiar y clinica muy clara de SL (de la

Chapelle 2003).

Se recomienda la colonoscopia completa anual a partir de los 20-25 afios, o 10
afios antes de la edad de diagnostico del CCR en el familiar afecto mas joven,
escogiendo la opcion que primero ocurra. El limite superior no queda establecido,

continuando el seguimiento segtn el estado de salud del individuo.

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
(< 3 cm). Por ello, estudios recientes sugieren que la realizacion de la colonoscopia con
técnicas de imagen avanzadas, como la cromoendoscopia y las imdgenes de banda

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

Las familias con mutacion identificada o con alta sospecha de SL, presentan un
riesgo mayor de desarrollar neoplasias extracolonicas. Se recomienda el cribado
sistematico de cancer de endometrio y ovario, a partir de los 25-35 afios, mediante la

realizacion de un examen ginecologico, una ecografia transvaginal anual, aspirado
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endometrial y CA-125 (Balmafia J et al. 2010). El cribado de cancer de endometrio es
especialmente importante en las familiares portadoras de mutacion en el gen MSHG6,
puesto que presentan una mayor frecuencia de este tipo de neoplasia (Castells y Marzo
2009). Para el resto de 6rganos, el cribado dependera de la incidencia de cada tipo de

neoplasia en cada familia, o a la aparicidon de sintomatologia.

3.1.3. Tratamiento quirurgico.

Debido al riesgo de desarrollar CCR sincronicos y metacronicos, la progresion
mas rapida de adenoma a carcinoma y la posibilidad de lesiones planas precursoras
dificiles de tratar endoscopicamente, algunos autores recomiendan realizar una cirugia
mas extensa (colectomia total o proctocolectomia) para el tratamiento de CCR en
pacientes pertenecientes al SL (Vasen et al. 2007, Castells y Marzo 2009, Balmafia J et
al. 2010). Se ha visto que la colectomia subtotal, llevada a cabo en individuos jévenes
aumenta la expectativa de vida hasta en 2,3 afios, en comparacion con la reseccion
segmentaria. Por tanto, actualmente se considera la realizaciéon de colectomia subtotal
en casos de SL con diagnostico de CCR. Aunque tanto la edad, la comorbilidad, la
opinidn del paciente, como la localizacién del tumor son, entre otros, factores que se
deben de tener en cuenta en la decision terapéutica definitiva (De Vos tot Nederveen

Cappel WH 2003, Haanstra JF et al. 2012).

La colectomia profilactica en individuos con riesgo o portadores asintomaticos
no se recomienda; aunque se puede plantear sélo en casos donde el seguimiento
endoscopico no se va a cumplir. El tratamiento habitual en mujeres que desarrollan
carcinoma de endometrio es la histerectomia y doble anexectomia. Este tipo de cirugia

de forma profilactica, puede ser una opciéon en mujeres portadoras de mutacion de los
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genes de reparacion (en especial MSH6), después de cumplir las expectativas de

natalidad, o en la menopausia (Castells y Marzo 2009, Balmaiia J et al. 2010).

En el SL existe un riesgo elevado de desarrollar lesiones sincrénicas o
metacronicas. El riesgo de desarrollar una segunda neoplasia colorrectal a los 10 afios
de seguimiento en los pacientes que han sido sometidos a cirugia es del 16% (Balmana J
et al. 2010). Por otra parte, el riesgo de desarrollar un carcinoma de recto en los
pacientes que se ha preservado este segmento es del 12%, tras un periodo de
seguimiento de 12 afos. Todo ello, justifica una vigilancia endoscopica con un intervalo
de 1 a 3 afios, segun la edad, patologia asociada y tipo de intervencion realizada.

(Balmafia J et al. 2010, Castells y Marzo 2009, Jasperson KW et al. 2010).
3.2. Poliposis Adenomatosa Familiar.

3.2.1. Concepto y variantes.

La PAF es el segundo sindrome hereditario més frecuente y representa menos
del 1% del total de CCRs. Es una enfermedad hereditaria autondmica dominante
causada por mutaciones germinales en uno de los alelos del gen supresor APC
(adenomatous polyposis coli) localizado en 5g21, con una penetrancia del 100%.
Aproximadamente un tercio de los casos de PAF no presentan antecedentes familiares
de la enfermedad, y por tanto representan casos de novo, pudiendo transmitir la
enfermedad a su descendencia (Jasperson KW et al. 2010, Laurent S et al. 2011). Su

incidencia es de un caso por 10.000-20.000 habitantes (Castells y Marzo 2009).

La PAF se define por el desarrollo de cientos a miles de adenomas a nivel de
colon y recto, iniciandose en la adolescencia y con un potencial de malignizacion muy

alto. Ello supone su progresion inevitable a CCR a una edad de 35-40 afios,
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significativamente mas precoz que los canceres esporadicos. La localizacion mas
frecuente de los tumores es el colon izquierdo (70-80%) (Laurent S et al. 2011).
Ademas puede asociarse a ella un amplio espectro de alteraciones en otros 6rganos,
como la afectacion del tracto digestivo superior (polipos gastricos o en duodeno en un
90%), tumores desmoides, quistes epidérmicos, cancer de tiroides, meduloblastomas,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina o hepatoblastomas (Perea J et

al. 2009, Jasperson KW et al. 2010, Balmaiia J et al. 2010).

Numerosos estudios han establecido que existe una correlacion genotipo-
fenotipo de las mutaciones a nivel del gen APC, que condicionan el espectro clinico de
la enfermedad. Los portadores de mutaciones a nivel del codon 1309 se relacionan con
un fenotipo mas severo, con el desarrollo de mayor numero de pdlipos, mayor riesgo de
polipos rectales y a una edad mas precoz; mientras que mutaciones en el extremo 5’ del
gen APC se asocia a menor nimero de polipos, menor riesgo de polipos rectales y a una

edad mas tardia de inicio (Bertario L et al.2003, Castells y Marzo 2009).

En la PAF el riesgo de malignizacion es del 100%. Por ello, se requieren
estrategias de manejo diferente, no solo en el seguimiento de los pacientes, también
respecto a la posibilidad de quimioproteccion (sulindac) y de tratamiento quirurgico. La
cirugia profilactica es necesaria en estos pacientes por tanto, para prevenir el desarrollo

de CCR.

La Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) es una variante menos
severa. Se describe por la presencia de una media de 30 polipos adenomatosos en el
colon (siempre menos de 100), con mayor tendencia de desarrollar neoplasias en colon
derecho y a una edad de presentacion del CCR mas tardia que en la PAF clésica (edad

media de 50-52 afios). Las manifestaciones del tracto digestivo superior suelen ser
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equivalentes a la PAF, mientras que las restantes son menos frecuentes. Solo en
alrededor del 10% de los casos se identifica mutacion a nivel de APC, localizandose con
mayor frecuencia en los extremos 3y 5" del gen, y en exon 9 (Jasperson KW et al.

2010).

Un 30% aproximadamente de las familias con adenomas multiples (15-100) que
no presentan mutacion en el gen APC si lo hacen en el gen MYH. Este sindrome se
conoce como Poliposis asociada a MYH. La Poliposis asociada a MYH es una
enfermedad autonomica recesiva debida a la presencia de mutaciones bialélicas
germinales en el gen MYH. Desde el punto de vista clinico, pueden aparecer tanto
polipos adenomatosos como hiperplésicos, con un riesgo aumentado de CCR y sin una
predileccion especial por alguna localizacion del colon. Las manifestaciones
extracolonicas son similares a las relacionadas con la PAF. Debido a su similitud con la
PAFA desde el punto de vista fenotipico, se debe de llevar a cabo el test genético en
todos los individuos con mas de 10 adenomas colorrectales sin mutacion en el gen APC

(Balmafia J et al. 2010, Jasperson KW et al. 2010).

El sindrome de Gardner también es una variante de la PAF en la que, ademés de
la aparicion de los pdlipos colorrectales, también aparecen una variedad de
manifestaciones extraclonicas, entre las que se encuentran los osteomas (sobre todo en
craneo y mandibula), alteraciones dentales, quistes epidérmicos, fibromatosis

retroperitoneal o mesentérica, etc.

Por ultimo, el sindrome de Turcot es otra variante de la PAF en la cual se
desarrollan tumores del sistema nervioso central, generalmente gliomas malignos o

meduloblastomas. Es debido a mutaciones en APC, aunque también se han descrito
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casos asociados a mutaciones en los genes reparadores del ADN, relacionados con el

SL.

3.2.2. Cribado de la Poliposis Adenomatosa Familiar.

El cribado de los casos de PAF asintomatica en comparacion con aquellos en
que el diagnostico del CCR se efectia en fase sintomatica reduce la mortalidad por la
neoplasia (Dunlop 2002, Giardiello FM et al. 2001, Grady et al. 2003). A los familiares
con riesgo (individuos portadores de mutaciones y los pertenecientes a familias con
PAF en la que no ha sido posible identificar la mutacion causal) se debe de realizar una
sigmoidoscopia cada 1-2 afios a partir de los 13-15 afios y hasta los 40 afos de edad, y
cada 5 afios, hasta los 50-60 afos. Si se sospecha PAFA, el cribado debe de iniciarse
alrededor de los 15- 25 afos, en funcidn de la edad de presentacion de la enfermedad en
los familiares afectos. En este caso la colonoscopia debe ser completa, por la tendencia
a localizarse en el colon derecho. Tanto en la PAF como en la PAFA, una vez detectada
la presencia de adenomas, debe de realizarse una colonoscopia anual hasta la realizacion

de tratamiento definitivo (Castells y Marzo 2009).

El analisis genético de APC permite el diagnodstico presintomatico de familiares
en riesgo; ello ayuda a racionalizar el cribado familiar, y realizar seguimiento

endoscopico Unicamente en los miembros portadores de mutaciones.

3.2.3. Tratamiento de la afectacion colorrectal.

Ya se ha senalado que la PAF es el tnico sindrome en el que queda establecido
la necesidad de realizar tratamiento profilactico. La eleccion de la técnica quirdrgica
(proctocolectomia con reservorio ileal y anastomosis ileoanal o colectomia con

anastomosis ileorrectal) dependerd de variables del individuo, enfermedad, o por las
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complicaciones e impacto en la calidad de vida (Jasperson KW et al. 2010) (Perea J et
al. 2009). La técnica quirurgica que se ha utilizado mas frecuentemente es la
proctocolectomia total con anastomosis ileoanal con reservorio. El mayor conocimiento
genético de la enfermedad permite que, actualmente, se empiece a dirigir el tratamiento
hacia un manejo individualizado, basado en la correlacion entre el genotipo y el

fenotipo (Friedl W et al. 2001, Nieuwenhuis MH et al. 2007).

En los pacientes que se han sometido a cirugias que no han extirpado por
completo la mucosa del colon, se debe mantener un seguimiento periédico de la misma
cada 6 meses. Para los reservorios ileoanales, puesto que existe también cierto riesgo,

siempre menor, de aparicion de nuevos polipos, se realizara a intervalos de 1-3 afios.

La administracion de AINES (sulindac, celecoxib) en la PAF s6lo esta aceptada
como terapia adyuvante a la cirugia en pacientes con polipos residuales y nunca como

alternativa a ésta (Castells y Marzo 2009).
3.3 Otros sindromes.

Existen otros sindromes de CCR hereditario, como el Sindrome de Peutz-
Jeghers, autosémico dominante, que se caracteriza por el desarrollo de pdlipos
hamartomatosos, pigmentaciéon mucocutanea y un riesgo mayor de presentar diferentes
tumores. También, la Poliposis Juvenil Familiar y la Poliposis hiperplésica, con un

riesgo incrementado de desarrollar CCR, asi como otras manifestaciones extracolonicas.

El Cancer colorrectal familiar tipo X, es un grupo de casos que cumplen los
criterios clinicos de Amsterdam pero no presentan alteraciones en el sistema de
reparacion del ADN. Presentan agregacion familiar, un riesgo aumentado de CCR y una

serie de caracteristicas clinicas que le diferencian del SL, como son ausencia de
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aumento de riesgo para otro tipo de neoplasia, una edad mayor al diagnostico, mayor
preferencia por el colon izquierdo, y una mayor aparicion de pdlipos durante el
seguimiento, con una transformacion maligna mas lenta. Su componente hereditario aun

se desconoce.

4. CANCER COLORRECTAL EN EL ADULTO JOVEN.

El CCR de aparicion precoz es infrecuente, con una incidencia de 2- 8% de
todos los CCR. Sin embargo, cada vez es mayor, como muestran las tasas de incidencia
de CCR entre los 20-49 afios de edad, alcanzando 1,5% por afio en los hombres y 1,6 %
en las mujeres desde 1992 a 2005. La creciente incidencia del CCR en adultos jovenes
contrasta con la progresiva disminucidon entre las personas mayores; ello sugiere la
importancia de una evaluacidon precoz en aquellos casos de adultos jovenes con una

sintomatologia compatible (Boyle y Ferlay. 2005, Siegel RL et al. 2009).

El CCR de aparicion precoz es un grupo heterogéneo, que incluye desde casos
con un importante componente familiar hasta otros que son esporadicos. Se conoce que
son diferentes alteraciones moleculares las que contribuyen a esta aparente

caracteristicas clinicopatologicas, familiares y prondsticas (Perea J et al. 2011).

Actualmente, hay algunos aspectos controvertidos en la historia natural y el
prondstico del CCR de inicio precoz. Ademas, diferentes estudios insisten en la
existencia de diferencias clinicas y patoldgicas cuando se compara con el CCR en el

anciano (Losi L et al. 2005, Fairley TL et al. 2006).

De forma global, el CCR de aparicion precoz se caracteriza clinica y
patoldogicamente por un predominio de tumores de bajo grado de diferenciacion,

mucinosos o con mayor porcentaje de células en anillo de sello. Asocian un mayor
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porcentaje de tumores sincronicos y/o metacronicos; mayor desarrollo de polipos
durante el seguimiento y mayor agregacion familiar. En cuanto a la localizacion del
tumor, las series publicadas difieren en su ubicacién. Mientras que unas muestran un
predominio por el colon izquierdo y recto, otras series destacan una mayor proporcion

de tumores a nivel del colon derecho (Issa JP et al. 2004, Goel A et al. 2010).

Desde el punto de vista molecular, se han descrito dos grupos de este tipo de
neoplasias. Por un lado, la proporcion de casos que presentan IMS y se relacionan con
el SL; y por otro lado, los casos que presentan alteraciones moleculares que se

relacionan con la via de carcinogénesis asociada a la INC, y presentan EMS.

En el primer grupo, relacionado con la via de carcinogénesis de la IMS, como
corresponde, la frecuencia de casos de CCR con componente familiar o hereditario es
mayor. La proporcion de tumores de aparicion precoz con IMS varia entre 19,7% y
41%, dependiendo de la edad de inicio (Losi L et al. 2005, Liang JT et al. 2003), y se
estima que el SL causa un tercio de los casos (Samowitz WS et al. 2001). La edad
precoz de desarrollo de CCR se considera un marcador de componente hereditario
potencial; y por ello, junto con otras caracteristicas, se propone como herramienta
efectiva para identificar el SL (Perea J et al. 2011). En un porcentaje menor de casos, la
IMS es consecuencia de la hipermetilacion del promotor del gen MLHI, y se relaciona

con la via de carcinogénesis conocida como FM.

El CCR de edad precoz con IMS presenta unas caracteristicas clinicas y
patologicas similares a las descritas para el SL: inicio precoz, predominio por el colon
derecho, mayor frecuencia de tumores sincronicos y metacronicos, y mayor proporcion
de CCR pobremente diferenciados, mucinosos y con células en “anillo de sello”. El

prondstico de estos es mejor respecto a los estables. Hasta hace pocos afos, el estudio
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del CCR de aparicion precoz se centraba en este tipo de tumores, al centrarse los

estudios en el componente hereditario que presentan estos tumores de este rango de

edad.

Sin embargo, en dicho estudios llamaba la atencion la alta proporcion de casos
que no presentaban caracteristicas clinicas y moleculares relacionadas con el SL. En
este otro extremo se encuentran aquellos CCRs de inicio precoz que presentan
predominio de la via de la INC, con EMS en el CCR. Este grupo presentaria una edad
mas tardia de inicio, menor predominio por colon derecho y menor porcentaje de CCRs
sincronicos y metacronicos, asi como un diagnostico en estadios extremos. En
comparacion con los CCR con EMS en ancianos, presentan mayor predominio por el
colon izquierdo y recto, mayor frecuencia de tumores mucinosos o con células en anillo

de sello; y mayor agregacion familiar y con tumores tipo Lynch.

De igual forma que recientemente para el CCR en general, se ha encontrado que
algunos de los tumores con EMS no presentan INC, también parece que existiria dicha
categoria en los jovenes. Este subgrupo que se asocia con peor prondstico, fenotipo
invasivo, metastasis temprana y mayor agregacion familia, podria estar en relacion,
ademads, 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).

En resumen, existe la necesidad de llevar a cabo un estudio mas exhaustivo del
CCR en el adulto joven, para identificar las bases moleculares del CCR en este rango de
edad, con el fin de identificar, entre otros elementos, posibles caracteristicas propias de

esta categoria dentro del CCR. Se trataria de definir caracteristicas anatomo-clinicas y
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moleculares del CCR en este grupo de poblacion, y ademas, poder contestar las
cuestiones que surgen, por tanto, de lo antes descrito:;Las caracteristicas del CCR en el
adulto joven son semejantes al CCR esporadico, o al relacionado con el sindrome de
Lynch? ;O en realidad existen dos grupos bien diferenciados? Mas aun:;Es posible que
al compararlos con un grupo mas amplio de CCR, tal vez de diferente edad de
aparicion, existieran caracteristicas diferenciadoras del CCR de inicio precoz? Ante
estos ultimos desafios, se hace indispensable el primer paso, que no es otro que el de
caracterizar adecuadamente las diferentes vias de carcinogénesis dentro del CCR de

aparicion precoz, asi como su correlato anatomoclinico y familiar.
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La incidencia del CCR en el adulto joven estd en aumento, lo que supone un
impacto notable en la poblacién a la que afecta. En un principio, la edad de aparicion
precoz del CCR hizo que este subgrupo de neoplasias se asociara a formas hereditarias
del mismo, como el SL, y todos los estudios se encaminaron a dicho componente
hereditario. Sin embargo, poco a poco, se ha ido confirmando que las formas
hereditarias de CCR son un pequefio porcentaje. Por tanto, partimos de la premisa de
que el CCR de aparicion precoz es un grupo heterogéneo, en el que no sélo se incluyen

casos con importante componente familiar.

Por otro lado, tres son las vias principales de carcinogénesis colorrectal que se
han identificado: la via mutadora o de IMS, la via de INC o via supresora, y la mas

reciente, la via del FM. Sin embargo, a pesar de la referida heterogeneidad del grupo de
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aparicion precoz de CCR, ain no se han analizado por completo las tres vias de

carcinogénesis dentro de este subgrupo, y mucho menos su correlacion fenotipica.

En el presente trabajo se han analizado los datos clinicos, anatomo-patolégicos,
familiares, imnumohistoquimicos y moleculares de una serie de pacientes pertenecientes
al Hospital Universitario Doce de Octubre, con un diagnostico de Cancer Colorrectal
intervenido a una edad menor o igual a 45 afos. Los objetivos que nos hemos

propuestos son:

1. Identificar las caracteristicas clinicas, anatomo-patologicas, familiares y

moleculares de este subgrupo de poblacion en nuestro medio.

2. Valorar la implicaciéon de cada una de las vias de carcinogénesis

colorrectal dentro del grupo de aparicion precoz.

3. Describir las caracteristicas diferenciales clinico patologicas, familiares y

moleculares del CCR de inicio precoz segin su via de carcinogénesis:

a. Valorar rasgos diferenciales entre los tumores que presentan IMS

y EMS.

b. Valorar rasgos diferenciales entre los tumores segin la via del

FM.

c. Valorar rasgos diferenciales entre los tumores que presentan IMS,

INC y MACS.

4. Caracterizar los CCR en este subgrupo de poblacion segin la
clasificacion molecular, basdndonos en su estado de inestabilidad y de

metilacion.
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5. Identificar las diferencias anatomoclinicas y familiares en funcion de la

localizacion del CCR.
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III. MATERIAL Y METODOS
1. SUJETO DE ESTUDIO.
1.1. Procedencia.

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:
intervenidos con el diagnostico de CCR a una edad igual o inferior a 45 anos. El periodo

de tiempo estudiado fue desde Enero de 2002 a Diciembre de 2008.
1.2. Informacion recogida.

1.2.1. Informacion clinica.

De cada uno de los casos incluidos en el estudio se recogié tanto informacion

relacionada con el tumor como del paciente:

° Datos clinicos:
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- Sexo.

- Edad al diagnéstico.

Datos anatomo-patologicos:

- Localizacion del tumor colorrectal:
» Derecha o proximal (desde el ciego hasta el angulo esplénico).
» Izquierda o distal (desde el colon descendente hasta el sigma).
» Recto 0 unidn recto-sigmoidea.

- Grado histologico de diferenciacion: bien, moderado, pobre.

- Produccion de moco (mucinoso, con células en anillo de sello).

- Estadio de Astler-Coller modificado.

- Clasificacion TNM.

- Presencia de otros CCR sincronicos o metacronicos.

- Presencia de pdlipos en colon, asociados, antes o después del CCR; tipo y

numero.

Datos evolutivos:

- Presencia de neoplasias relacionadas con el SL.

- Presencia de otras neoplasias no relacionadas.
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1.2.2. Informacion familiar.

Se ha contactado con los sujetos incluidos en el estudio (probandus o caso
indice) o, en caso de fallecimiento, con un familiar de primer grado. Se concertd una
entrevista con varios objetivos. Por una parte, recoger los datos referentes a la estructura
y antecedentes de la familia relacionados con enfermedades neoplasicas, tratando de
recoger datos de al menos tres generaciones: nimero y relacion de familiares, edades en
el momento de la entrevista, fallecimientos y causa, ocurrencia de canceres, edades al
diagndstico; por otra, se obtenia el consentimiento informado (Anexo 1), con objeto de

poder estudiar inicialmente el tejido parafinado del CCR causa de la inclusion.

Mas adelante, en los casos en los que, como se vera posteriormente, el estudio de
la IMS resultaba positivo y/o cumplia criterios clinicos de Amsterdam II para el SL, se
volvia a contactar de nuevo con ellos para obtener una muestra de sangre periférica para
el estudio de posibles mutaciones de los genes de reparacion de errores en el ADN mas
frecuentes, MLHI1, MSH2 y MSH6. En el caso de que el probandus hubiera fallecido, se
recogia la muestra del familiar mas cercano que hubiera desarrollado CCR o una
neoplasia relacionada con el SL a una edad mdas temprana, obteniendo a su vez el

consentimiento para el mencionado estudio.

A partir de la informacidon que proporciona el arbol genealdgico se determina si
la familia cumple o no los criterios clinicos de CCR familiar y/o hereditario. A partir de

estos datos, se define al sujeto indice seglin sus antecedentes familiares como:

e Sospecha de SL, en aquellos casos en que se cumplen los criterios clinicos de

Amsterdam.
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e Agregacion familiar para neoplasias relacionadas con el SL, independientemente

de la presencia o no de neoplasia no relacionadas con dicho sindrome.

e Agregacion familiar para neoplasias no asociadas con el SL, cuando s6lo existe
agregacion a dichas neoplasias, y al menos dos de ellas en familiares de primer

grado.

e Esporadico, en el caso de que sea el Unico individuo de la familia que haya
presentado un CCR y no hay antecedentes familiares de canceres asociados al

SL.
2. MUESTRAS
2.1. Liquidos biologicos.

2.1.1. Sangre periférica.

Como se ha mencionado previamente, s6lo en los casos en que la muestra del
tumor presentaba IMS y/o la familia cumpliera criterios de Amsterdam II, se obtuvo una
muestra de sangre periférica (15 ml en EDTA) del probando afectado por cancer
colorrectal y/o por un cancer asociado al SL. En caso de fallecimiento del mismo, se
identificaba al individuo de la familia con mayor probabilidad de ser portador de

mutacion para el estudio de los genes relacionados con el SL.

Para la extraccion del ADN gendmico de estas muestras se utilizaron protocolos
manuales con modificaciones de otros previamente descritos, o protocolos

automatizados de obtencion de ADN genomico.
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2.1.1.1. Extraccion manual.

- La sangre extraida se coloca en un tubo de 50 cc, a la que se anade suero
fisiologico carbamilfosfato sintetasa hasta completar el volumen, y se agita para

homogeneizar.

- Se coloca en centrifugadora a 3.000 revoluciones por minuto (rpm) y a 4°C a lo
largo de 15 minutos. Concluido este periodo, se decanta el sobrenadante con el

fin de obtener el sedimento de leucocitos.

- Se toma este sedimento y se la afiade agua bidestilada estéril hasta completar de
nuevo 50 cc, para luego agitar hasta conseguir el desprendimiento del boton de

células del fondo del tubo.

- De nuevo se centrifuga a la velocidad, temperatura y tiempo previos, y se

obtiene tan solo el sedimento de leucocitos.

- Se vuelve a repetir la operacion de anadir agua bidestilada, pero hasta alcanzar
los 25 cc y se agita. Se centrifuga con los mismos parametros previamente

descritos.

- Tras decantar y, una vez obtenido el sedimento de leucocitos, se anade, segun el
botén de células, un volumen variable de tampon de lisis de leucocitos (4-7 cc),
que consiste en 40 cc de NaCl 5M, 4 cc de EDTA (pH 8) 025 M, 2’5 cc de Tris
2 M pH 7’5 y agua destilada hasta alcanzar un volumen de 500 cc; 266-466 ul
de sodio dodecil sulfato (SDS); y 666-1.166 ul de solucion de Proteinasa K (10

mg/ml).
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Se agita con el fin de disgregar el boton de células, para a continuacion colocar

en incubadora toda la noche a 37°C.

Se anaden 1°33-2"33 cc de NaCl segtn los volimenes usados para la lisis, con el
objetivo de precipitar el ADN. Posteriormente se agita y se centrifuga, variando
tan solo el parametro de tiempo, que de 15 minutos pasa a 30 minutos.

Realizado esto, se sitia el sobrenadante en un tubo distinto.

Se afiaden dos volimenes de alcohol etilico absoluto respecto a la cantidad de
tampon de lisis de leucocitos empleado, para luego agitar con suavidad, hasta

lograr apreciar el ovillo de ADN.

Con una pipeta Pasteur esterilizada con el extremo en forma de gancho, se coge
el ovillo, y se pasa por dos tubos, uno después del otro, de etanol frio al 70%.
Mediante esta maniobra se eliminan impurezas. Se deja secar unos instantes para

eliminar los restos del etanol.

Se resuspende en Tris-EDTA (TE) 1:0°1 a pH 8 (solucién amortiguadora) o en
agua destilada estéril. Se busca la correcta disolucion del ADN, por lo que se

agita con suavidad durante dos horas a 37°C.

2.1.1.2. Extraccion automatica.

La extraccion de ADN a través del sistema MagNa Pure LC (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Alemania) se lleva a cabo a través de diferentes pasos

automatizados:

Con un volumen de 1 cc de sangre periférica, el sistema afiade:

0"115 cc de solucion de Proteinasa K, que logra la digestion de proteinas.
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e (0'84 cc de tampon lisis-union, que ayuda a la lisis celular y consigue la situacion

salina idonea para luego lograr la retencion del ADN.

e 054 cc del reactivo MGP, que logra la retencion por medio de particulas

magnéticas.

e 2’42 cc de tampodn de lavado I, que elimina lo que no estd unido a dichas

particulas, como proteinas, membranas, heparina.

e 128 cc de tampon de lavado II, que retira restos celulares y reduce la

concentracion salina.

e 0,84 cc de tampon de lavado 111, que elimina restos de etanol.

Por ultimo, se resuspende el ADN purificado en 200 pl de tampén de disolucion

calentado.
2.2. Tejido incluido en parafina.

Como se ha mencionado previamente, se recogid tejido tumoral conservado en
parafina de cada uno de los probandi. Para la obtencion de las mencionadas muestras, se
contd con la colaboracion del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital
Universitario 12 de Octubre, de Madrid. De igual manera, con anterioridad a esto,

también se logro el consentimiento informado para el estudio de las mismas.

Con este tejido se realizo el andlisis de la IMS, asi como la realizacion de la

Inmunohistoquimica de las proteinas del sistema de reparacion del ADN.

Es importante tener en cuenta que antes de la extraccion de ADN del tejido
parafinado, se debe evaluar la proporcion de células tumorales y normales. Este paso se

realiza mediante una tincién con hematoxilina-eosina. Cuando los tejidos presentaban
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una proporcion de células tumorales inferior al 70%, se trata de separar el tejido tumoral

del sano en dos bloques distintos.

2.2.1. Tincién hematoxilina-eosina.

Tomando el bloque de tejido incluido en parafina, se realiza un corte de 3 um

con un microtomo.

Se incuba a 70°C durante una hora.

Se afiade xilol a la muestra con objeto de desparafinar, durante 2 minutos, dos

VECES.

Se hidrata la muestra con etanol en dos fases. La primera con etanol absoluto

durante 2 minutos, y la segunda, al 95% durante el mismo periodo de tiempo.

Se lava con agua destilada otros dos minutos.

Durante 15 minutos se tifie con hematoxilina de Mayer.

Se vuelve a lavar mediante el mismo procedimiento previo.

Se tifie con eosina durante 2 minutos.

Se afiade etanol al 70% con el fin de eliminar los restos de eosina.

Por medio de varios pasos sucesivos, se deshidrata la muestra, con etanol al 96%

(30 segundos), absoluto (2 minutos), y xilol (2 minutos, dos veces).

Por ultimo, se monta el cubre con Eukitt o DPX.

2.2.2. Extraccion de ADN.

Se colocan tres cortes de 10 um de tejido en un tubo de 1°5 cc.
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Mediante 1 cc de xilol, incubando 5 minutos a 65°C, se centrifuga a 12.000 rpm

10 minutos, con el fin de desparafinar. Después se retira el sobrenadante.

Si todavia quedan restos, se repite el paso anterior.

Se aniade 1 cc de etanol absoluto y se incuba 5 minutos a 65°C.

Se centrifuga con los mismos parametros previos y se retira el sobrenadante.
Se afiade 1 cc de etanol, aunque ahora al 50%, y se incuba 5 minutos a 65°C.

Se realiza la misma operacion de centrifugado, retirando el sobrenadante, para

posteriormente dejar secar hasta que no queden restos de etanol.

Se anaden 400 pl de tampon (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 2’5 mM
MgCl,, 0°45% Nonidet P40, 4°5% Tween 20) y 40 ul (1/10 de volumen de

tampon) de Proteinasa K (10 mg/ml).
Se incuba a 55°C, el tiempo necesario hasta que no se observen restos de tejido.

Si pese a los pasos previos, y tras varias horas de incubacion, quedan restos sin
digerir, se debe afadir cantidades equivalentes de tampdén y Proteinasa K, o

centrifugar brevemente y separar el sobrenadante.

A continuacion se coloca el sobrenadante en un tubo de purificacion Phase Lock
Gel™ Light (Eppendorf AG, Alemania) y se afiade un volumen (440 pl) de

fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

Incubar en rotacion durante 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente

centrifugar a 12.000 rpm, 5 minutos.
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e Recuperar la fase acuosa (superior), pasarla a un tubo nuevo Phase Lock Gel™
Light y afadir un volumen (440 ul) de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1). Una vez hecho esto, se incuba de nuevo en rotacion de igual forma
que la previa y después se centrifuga con los mismos parametros que en el paso

previo.

e De nuevo se recupera la fase acuosa en un tubo de 1’5 ml y se afiade en esta
ocasion un volumen (440 pl) de cloroformo. Por tercera vez se incuba en

rotacion y centrifuga, para luego recoger la fase acuosa en un tubo de 1°5 ml.

e Se suma 1/10 del volumen de acetato sddico 3 M y dos volimenes de etanol
absoluto frio. A continuacion se deja precipitar el ADN a -20°C durante toda la

noche.

e Se centrifuga a 12.000 rpm, 15 minutos a 4°C y se retira el sobrenadante. Acto

seguido se lava con 1 ml de etanol frio al 75%.

e Misma maniobra de centrifugacion a 12.000 rpm, aunque ahora 10 minutos, a
4°C, retirando el sobrenadante y dejando secar con el fin de eliminar los restos
de etanol.Por ultimo, se resuspende el boton de ADN en TE (pH 8) o en agua

destilada estéril.
3. VALORACION DE LA CANTIDAD Y CALIDAD DEL ADN.

Una vez obtenido el ADN, es esencial la comprobacion de la calidad y cantidad
del mismo, mediante la electroforesis horizontal en gel de agarosa al 12%. EI proceso

se describe a continuacion:
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e Se colocan 0’3 g de agarosa (Agarosa Media, Pronadisa, Laboratorios Conda,
Madrid) y 30 cc de tampon TBE 1X (Tris, acido bérico, EDTA) en un matraz de
250 cc de capacidad. Se lleva a ebullicion en un microondas hasta que se funda

la agarosa.

e Tras dejar que se atempere, se afiaden 3 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml).

e La disolucion se dispersa en una bandeja, sellada por los extremos con cinta
adhesiva, y luego se coloca un peine cerca del borde, donde quedaran los

pocillos de carga. Una vez hecho esto, se deja que el gel solidifique.

e Se retiran la cinta adhesiva y el peine, para luego colocar el gel en una cubeta de
eletroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretaia),

cubriéndolo con TBE 1X.

e En lo pocillo del gel se cargan 2 pl de muestra junto con el tampdén de carga
(glicerol, azul de bromofenol, xilencianol), para acto seguido, conectar una

fuente de alimentacién a la cubeta y dejar migrar las muestras.

e FE] gel se visualiza en un transiluminador de luz ultravioleta (Ge/Doc 2000, Bio-

Rad, High Wycomb, Gran Bretana).

La concentracion y grado de pureza del ADN se estima a través de un espectrofotometro

de luz ultravioleta Beckman DU53(0 mediante el siguiente proceso:

e Se prepara una dilucion 1:200 del ADN extraido (2 pl en un volumen final de
agua destilada de 400 pl). Dicha dilucidon se coloca en una cubeta de cuarzo,
recogiendo medidas con el espectrofotometro de la densidad 6ptica a 260 nm y a

280 nm de longitud de onda.
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e Se aplica la formula siguiente para el calculo de la concentracion:

Abs,eo * 100 * factor de dilucion (200)

C: la concentracion (pg/ml); Abs,eo. absorbancia de la muestra a 260 nm;

L: coeficiente de extincidn molar bicatenario (0°02 pg/ml).

e La pureza del ADN se estima por medio de la relacion de absorbancia a 260 nm

y a 280 nm. El rango optimo se sitia entre 1’8 y 2.

4. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES EN TEJIDO NORMAL

4.1. Panel de Bethesda

El denominado “panel de Bethesda” se recomienda actualmente para la

determinacion del estado de IMS en los tumores sospechosos de SL (Boland CR et al.

1998). Incluye el estudio de cinco microsatélites: BAT25, BAT26, D5S346 (APC),
D17S250 (Mfd15CA) y D2S123. El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid (Dr. Daniel

Rueda).

Para realizar este estudio se utiliz6 un ensayo de PCR multiplex que genera
productos marcados con fluorescencia para poder analizarlos en un secuenciador ABI
automatico (HNPCC Microsatellite Instability Test, Roche, Mannheim, Alemania)

(Tabla IIL.1).
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Marcador Localizacion cromosémica Tamaifio del producto de PCR .
. . L. Fluorescencia
microsatélite (gen proximo a marcador) (pb)
BAT25 4q1? 110-130 6-FAM
(c-kit)
2p16.3-p21
BAT26 (hMSH2), 100-120 TET
5q21/22
D5S34 100-1 HEX
55346 (APC) 00-130
17q11.2-q12
D17S2 140-1 TET
75250 (BRCAI) 0-170
2pl6
D2S123 (hMSH2) 200-230 6-FAM

Tabla III.1. Tamafio de los productos de PCR y fluorocromos empleados para el andlisis de la IMS
mediante el “panel de Bethesda” (HNPCC Microsatellite Instability Test, Roche).

A partir del ADN tumoral y normal extraido de tejidos incluidos en bloques de
parafina, el protocolo de PCR multiplex que se empled es el recomendado por el

fabricante:
Se afiaden a un tubo de 0°2 ml, en hielo, los siguientes reactivos:
Multi Primer MiX........cccocooveeiueeeiiieeiieeeciieeeieeesieeenvee s Sul

Es una mezcla de cebadores marcados con distintos fluorocromos (6-FAM, TET o

HEX) para amplificar los 5 microsatélites.

o Enzyme Master MiX...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieaeneane. S5ul
Contiene un tampo6n de reaccion, ADN Taq polimerasa y dNTPs.

®  ADN (200 N1Z)..uvriieiiieeiiieeciee et eree e e X

e H,O destilada y estéril (hasta volumen final 25 pl)............... Y

Siendo X el volumen de la dilucién de ADN necesario para tener una cantidad de éste
de 200 ng. El volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 ul,

dependera del valor de X.
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La reaccion se realizé en un termociclador GeneAmp ® 9700 (Perkin-Elmer, PE Applied

Biosystems) y en las siguientes condiciones:

94°C........ 2’
94°C........ 30”
35 ciclos
55°C........ 30”
72°C........ 30”
72°C........ 7’

Preparar para cada muestra: 12 pl de formamida desionizada, 0’1 pl de un

marcador de tamafio marcado con TAMRA (TAMRA 500) y 1 ul del producto de PCR.

Esta mezcla se analiza en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied
Biosystems) y se visualizan los resultados mediante el software GeneScan 3.5 (Figura

1L1).

78



III. MATERIAL Y METODOS

A Tejido normal, EMS Pares de bases
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Figura III.1. Resultado de la amplificacion del ADN normal (A) y de un tumor (B) que muestra IMS en
todos los marcadores microsatélites analizados.

Consideramos IMS aquellos casos con IMS alta, es decir, cuando presenta
dentro del panel de Bethesda >2 loci con Inestabilidad. El resto de casos se definieron

como EMS.
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5. ESTUDIO MOLECULAR DE LOS GENES DE REPARACION DE LOS ERRORES

DE EMPAREJAMIENTO DEL ADN (MLHI1, MSH2 Y MSH6)

5.1. Analisis de mutaciones en MLH1 y MSH2.

El estudio de la secuencia de MLHI y MSH?2, asi como el de MSHG6, que se
describe en el siguiente apartado, se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia

Molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid (Dr. Daniel Rueda).

La identificacion de las mutaciones de los genes se llevo a cabo por medio de la
electroforesis en geles en gradiente desnaturalizante (Guldberg P y Guttler 1993, Makec

M et al.1997).

La PCR empleada es la descrita por Wijnen et al., con diversas modificaciones,
tanto los cebadores y las condiciones de la PCR, como las de la electroforesis (Wijnen J

1996, Wijnen J 1995). (Tablas I11.2 y IIL.3).

Es necesario destacar dos elementos que aparecen en la reaccion de
amplificacion: Una “pinza CG”, que se une en el extremo 5" a uno de los cebadores con
objeto de estabilizar la doble hebra de ADN, y evitar asi la total desnaturalizacion en el
proceso de electroforesis; y en el otro cebador se afiade una secuencia M13, que sirve

como molde para secuenciar aquellos fragmentos con patrones anomalos de migracion.

Las secuencias de la “pinza CG” y de M 13 son las siguientes:
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-Pinza CG: 5 — CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGLeaeeececaeeccees?
-M13: 5’ - GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG - 3’

; . Gradiente
Exon Cebadores Tamaiio (pb) desnaturalizante
| (M13) 5° - AGACGTTTCCTTGGCTCTTC - 3° 257 50-70%
(Pinza CG) 5’ - CCGTTAAGTCGTAGCCCTTA - 3’

5 (Pinza CG) 5’ - TTTTCTGTTTGATTTGCCAG - 3° 210 30-50%
(M13) 5° - CGCACAAACATCCTGCTACT - 3’

3 (Pinza CG) 5’ - TGGAAAAATGAGTAACATGATT -3’ 255 30-50%
(M13) 5° - CAACAGGAGGATATTTTACACA - 3’

4 (Pinza CG) 5” - TTCCTTTTTCTTTCAGTCTATTT - 3’ 207 30-50%
(M13) 5> - TGAATATATATGAGTAAAAGAAGTCAG - 3’

5 (Pinza CG) 5° -TCTCTCTACTGGATATTAATTTGTT - 3’ )14 30-50%
(M13) 5° - AAGCTTCAACAATTTACTCTCC - 3’

6 (M13) 5> - CAAGAAAAATCAATCTTCTGTT - 3° 223 30-50%
(Pinza CG) 5’ - ATGACAAATCTCAGAGACCC - 3°

. (M13) 5> - TCTAGTGTGTGTTTTTGGCA - 3° 194 30-50%
(Pinza CG) 5° - AACAAAACCATCCCCCATAA - 3°

g (M13) 5° - AATCCTTGTGTCTTCTGCTG - 3’ 217 30-50%
(Pinza CG) 5” - AAAGATTTTTTTATATAGGTTATCG - 3°

9 (M13) 5° - CAAAAGCTTCAGAATCTCTTT - 3 213 30-50%

(Pinza CG) 5° - TTTCCCATGTGGTTCTTTTT - 3’

0 (M13) 5" - GGACAGTTTTGAACTGAGTTG - 3° )
(Pinza CG) 5° - GTCTTGGTTGAGGAGTTTGG - 3° 227 30-50%

M13)5” - AAGGTAATTGTTCTCTCTTATTTT - 3’

280 30-509
i (Pinza CG) 5° -CACAAGTAGCTGGATGAGAA -3’ &
12 (Pinza CG) 5° -TAATACAGACTTTGCTACCAGGA - 3’ 473 30-50%
M13) 5° - GGTAGGCTGTACTTTTCCCA - 3° ’
(Pinza CG) 5° - CTGCACTTCCTTTTCTTCAT - 3°
1 270 30-50%
3 (M13) 5° -CCCTATGCATCCCAGGCA - 3° ’
(Pinza CG) 5 - TGTTTTTTGGTTTTATTTTTTG - 3’ o
14 M13) 5> - TCTGCTTGTTCACACACTCA - 3° 232 30-50%
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’ ’
(Pinza CG) 5° - TTCCCTTGTCCTTTTTCCTG - 3’
222 -509
17 (M13) 5° - CATGTACCGAATGCTTAGTA - 3’ 30-50%
13 (Pinza CG) 5’ - TAAATTCGTACCTATTTTGAGG - 3’ 251 15-30%
M13) 5° - CCTGGGGTGCCAGTGTGCAT - 3’ ’
19 M13) 5° - GGAGGCTTATGACATCTAATG - 3 300 30-50%

(Pinza CG) 5° - AAGAACACATCCCACAGTGC - 3’

Tabla IIL.2. Estudio de mutaciones del gen MLH1. Cebadores empleados para la amplificacion de los
exones y regiones intronicas adyacentes, tamafios de los fragmentos amplificados en pares de bases y
condiciones desnaturalizantes de los geles.
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Tamaiio Gradiente

Exén - Cebadores (pb) desnaturalizante

1 (M13) 5’ - TCGCGCATTTTCTTCAACC - 3’ 277 50-70%
(Pinza CG) 5’ - GTCCCTCCCCAGCACGC - 3’

) (Pinza CG) 5’ - TTGAACATGTAATATCTCAAATCTGT - 3’ 183 15-50%
(M13) 5’ - AAAGGAAGATAATTACCTTATATGC - 3°

3 (M13) 5 - TCAAGAGTTTGTTAAATTTTTAAAA -3’ 91 30-50%
(Pinza CG) 5’ - CTAGGCCTGGAATCTCCTCT - 3’

4 (Pinza CG) 5’ - TTCCTTTTCTCATAGTAGTTTAAAC -3’ 730 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> - CATTAATTCAAGTTAATTTATTTCA - 3° 309 30-50%
(Pinza CG) 5 - AAAACAAAATCACTTGTTACCTTCA - 3’

g (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’ 208 30-40%
(Pinza CG) 5’ - GCATTTAGGGAATTAATAAAGGG - 3’

1 (Pinza CG) 5’ - ATAAAACTGTTATTTCGATTTGCA - 3’ 297 30-50%
(M13) 5> - CCAGGTGACATTCAGAACATT - 3’
(Pinza CG) 5’ - TTATTATTCAGTATTCCTGTGTACA- 3’

12 388 30-50%
(M13) 5> - CCCACAAAGCCCAAAAACC- 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 (Ml3) 5’ - GTCCCCTCACGCTTCCC - 3’ 295 30-50%
(Pinza CG) 5° - AAACTATGAAAACAAACTGACAAAC -3’

16 (M13) 5’ - AATGGGACATTCACATGTGTT -3 369 15-30%

(Pinza CG) 5° - CCATGGGCACTGACAGTTAA -3’

Tabla IIL.3. Estudio de mutaciones del gen MSH2. Cebadores empleados para la amplificacion de los
exones y regiones intronicas adyacentes, tamafios de los fragmentos amplificados en pares de bases y

condiciones desnaturalizantes de los geles.

En todos los exones, los componentes y condiciones de la PCR son iguales, y se

enuncian a continuacion:

Tampon PCR 10X (BioTaq)

dNTPs (1°25 mM)
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e (Cebador sentido (10 uM) 2’5 ul
e (Cebador antisentido (10 uM) 2’5 ul
e ADN (50 ng) X

e ADN Taq polimerasa (1 U) (BioTaq) 2 ul
e H,O destilada (hasta volumen final 25 ul) Y

El volumen de dilucion de ADN que se necesita para obtener 50 ng de éste se
considera X, mientras que Y es el volumen de agua que se requiere para alcanzar un

volumen total de 25 pl, y por tanto, depende de X.

Las reacciones de amplificacion se llevan a cabo con los siguientes parametros:

94°C........ 5

94°C........ I

58°C........ 1°30” 35 ciclos
72°C........ 2

72°C........ 10°

Los productos de PCR se someten a una electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en un sistema Dcode (Bio-Rad). Una
solucion es 100% desnaturalizante cuando presenta una concentracion de urea 7 M y
40% de formamida. Se describen las condiciones desnaturalizantes para cada exén de

MLHI y MSH?2 en las Tablas II1.2 y III.3, respectivamente.

La electroforesis vertical se realiza a temperatura constante de 65°C durante 18

horas con una intensidad de corriente de 17 mA. Finalizada la electroforesis, el gel se
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tifie con bromuro de etidio durante 15 minutos y se visualiza en un transiluminador de

luz ultravioleta (Gel/Doc 2000, Bio-Rad).

Como se ha sefalado con anterioridad, los fragmentos que manifiestan un patron
anémalo de migracion se secuencian empleando como cebador la secuencia

complementaria de M13.

La nomenclatura utilizada para la descripcion de las variaciones de secuencia
identificadas es la recomendada por den Dunnen y Antonarakis (2001), y se encuentra

disponible en: http://archive.uwcm.ac.uk/uwem/mg/docs//mut_nom.html.

5.2. Analisis de grandes deleciones genémicas.

El estudio de grandes deleciones genomicas de los genes MLHI y MSH? se
realiza mediante la técnica de amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacion
(MLPA). SALSA P003 MLHI/MSH?2 es la forma comercial de MLPA para el estudio
completo de los exones de los genes MLHI y MSH2 (MRC-Holland, Amsterdam,
Holanda). Presenta una mezcla de 42 sondas diferentes: una para cada uno de los 19
exones de MLHI, una para cada uno de los 16 exones de MSH2 y 7 sondas que se
utilizan como controles, y que corresponden a otros genes humanos localizados en

distintos cromosomas (Tabla I11.4).
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Longitud Posicion cromosomica
(nuc%eétidos) Sonda MLPA Control  MLHI MSH2
94 Sonda control sintética 2ql4

130 Sonda control 0797-L0463 5q31

136 Sonda control 0981-L0566 10p11

142 Sonda MLH1 0886-L.0474 exon 1

148 Sonda MSH2 1027-1L.0599 exon 1
154 Sonda MLH1 1008-L0577 exon 2

160 Sonda MSH2 0906-L.0494 exon 2
166 Sonda MLH1 0888-L.0476 exon 3

172 Sonda MSH2 1029-L0601 exon 3
178 Sonda MLH1 0889-1.0477 exon 4

184 Sonda MSH2 0908-L.0496 exon 4
193 Sonda control 0976-L0563 11p13

210 Sonda MLH1 0890-L.0478 Exon5

211 Sonda MSH2 0909-L.0497 exo6n 5
220 Sonda MLH1 0891-L0479 exon 6

229 Sonda MSH2 0910-L0498 exon 6
238 Sonda MLH1 0892-L.0480 exon 7

247 Sonda MSH2 0911-L0499 exo6n 7
256 Sonda MLH1 0893-1.0481 exon 8

265 Sonda MSH2 0912-L.0582 ex6n 8
274 Sonda MLH1 0894-1.0482 exon 9

283 Sonda control 0438-L0003 17921

292 Sonda MSH2 0913-1.0583 exon 9
301 Sonda MLH1 0895-1.0483 exon 10

310 Sonda MSH2 0914-L.0584 exon 10
319 Sonda MLH1 0896-1.0484 exon 11

328 Sonda MSH2 0915-L.0503 exon 11
337 Sonda MLH1 0897-1.0485 exon 12

346 Sonda MSH2 0916-L.0504 exon 12
355 Sonda MLH1 0898-1L.0486 exon 13

364 Sonda MSH2 1013-L0575 exon 13
373 Sonda control 0681-L0154 4925

382 Sonda MLH1 0899-L.0586 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-L.0627 exon 16
436 Sonda MLH1 1030-L0602 exon 17

445 Sonda MLH1 1031-L.0603 exon 18

454 Sonda MLH1 0904-1.0492 exon 19

463 Sonda control 0979-L0568 10p14

472 Sonda control 0980-L0567 11p12

Tabla IIL.4. Sondas utilizadas en el producto comercial de MLPA, SALSA P003 MLH1/MSH2, para

la

deteccion de grandes reordenamientos de los genes MLH1 y MSH2. Se indica la longitud de cada sonda y

el exon del gen en el que se localiza, asi como las sondas
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El protocolo que se aplica presenta ligeras modificaciones frente al recomendado

por el fabricante:
A- Desnaturalizacion del ADN e hibridacion de las sondas:

e Se diluye el ADN (100 ng) con TE (10 mM Tris-HCI pH 8.2; 1 mM EDTA)

hasta alcanzar un volumen de 5 pl.

e La mezcla se desnaturaliza en un termociclador a 98°C durante 5 minutos y

atemperar a 25°C.

e Se afiade posteriormente 1’5 pl de la mezcla de sondas SALSA y 1°5 pl del

tampon MLPA.

e Por ultimo, se mezcla e incuba a 95°C durante un minuto y posteriormente a

60°C, a lo largo de 16 horas.

B- Reaccion de ligacion:

e [amezcla de ligacion se prepara en hielo con los siguientes componentes:

3 ul de Tampon A de la Ligasa 65.

3 ul de Tampodn B de la Ligasa 65.

25 ul de H,O destilada y estéril.

1 pl de Ligasa 65.

e La temperatura del termociclador se lleva hasta 54°C y una vez alcanzada dicha

temperatura, se anaden 32 ul de la mezcla a cada muestra.

e Por ultimo, se incuban a 54°C durante 15 minutos y posteriormente a 98°C, tan

s6lo 5 minutos.
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C- Reaccion de PCR:

e Lamezcla de PCR se prepara con los siguientes componentes:

2 ul de Cebadores SALSA:

Sentido: 5’ - *GGGTTCCCTAAGGGTTGGA - 3’

Antisentido: 5° - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA - 3’

*Marcado con fluorocromo.

2 pl de Tampon de Dilucion de Enzima.

5’5 ul de H,O destilada y estéril.

0’5 pl de ADN Taq Polimerasa SALSA.

e En otros tubos de 0°2ul se afiade:

4 ul de Tampoén SALSA de PCR 10X.

26 ul de H,O destilada y estéril.

10ul de la reaccion de ligacion.

e Estos tltimos tubos se colocan en el termociclador a 60°C y cuando estén a dicha

temperatura, se aflade a cada uno 10 pl de la mezcla de PCR.

e Lareaccion de PCR se inicia bajo las siguientes condiciones:

95°C........ 30”
60°C........ 30” ]
33 ciclos
72°C........ 60”
72°C........ 20°
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e Por ultimo, se cargan 6 ul de producto de PCR en gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio y se visualiza directamente bajo luz UV (GelDoc 2.000,
Bio-Rad).

D- Visualizacion:

Para cada una de las muestras se prepara la siguiente mezcla: 12 pl de
formamida desionizada, 0’1 pl del marcador de tamafio marcado con TAMRA
(TAMRA 500) y 1 pl del producto de PCR. La mezcla resultante se analiza en un
secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y se visualizan los resultados

mediante el software GeneScan 3.5.
5.3. MSH6

El estudio de mutaciones del gen MSH6 se realizd6 mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (dHPLC) en condiciones parcialmente desnaturalizantes. El
principio bésico de esta técnica es la retencion discriminante, a través de una matriz no
porosa, de fragmentos de ADN que muestran complementariedad absoluta

(homoduplex) y de fragmentos que no la muestran (heterodtplex).

5.3.1. Amplificacion de los exones y regiones intronicas adyacentes

Se disenan cebadores que cubran toda la secuencia codificante del gen (exones)
y regiones adyacentes. Se adquirieron los oligonucleotidos a través de Sigma-Genosys
Ltd (Cambridgeshire, Gran Bretana). En la Tabla IIL.5 se indican las secuencias de los
cebadores utilizados, el tamafio del fragmento amplificado por PCR, y las temperaturas

y tiempos de las reacciones de PCR.

La composicion de la mezcla de PCR es comun para la amplificacion de todos los

fragmentos:
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e Tampdén PCR 10X (Roche)......cceevcuveeeiiieciieeeiieee. 2’5 ul
O MECL) i e 1’5l
o ANTP (1’25 MM).coiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 4 ul
e (Cebador sentido (10 MM)........cccueevieeiieniienieeieeeee, 1 ul

e (Cebador antisentido (10 mM).........cceeveeeiieniiinieennnne. 1 ul

e ADN Taq Polimerasa (Roche) (1 U)......cccceevveeurrnnennne. 1 ul

®  ADN (100 N1E) weovtieiiieiie ettt X

e H,O destilada (hasta volumen final 25 pl)................... Y

Siendo X el volumen de la dilucion de ADN necesario para tener una cantidad de
¢éste de 100 ng. El volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25

ul, dependeré del valor de X.

Las reacciones de PCR se realizan en un termociclador GeneAmp ® 9700 (Perkin-

Elmer, PE Applied Biosystems). Los tiempos y ciclos de reaccién varian entre

fragmentos (Tabla II1.5):

Tiempos “largos”:

95°C............. 5’

95°C...........307

“T* PCR”.....30” 40 ciclos
72°C.......... 45"

72°C..cunene T
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Tiempos “intermedios”:

95°C...........30” 5 ciclos
50°C...........30”
72°C...........30”
95°C...........307 5 ciclos
52°C...........30"
72°C...........30”

25 ciclos
95°C...........30”

55°C...........307

72°C...........307

95°C...........30”
“Ta PCR”. ...30” 35 ciclos

72°C..........45”
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Ta
Exén- Tamafio Tiempos T* PCR
fragmento Cebadores (pb) PCR (°C) ?;I)P Lc
5’ - TCCGTCCGACAGAACGGTTG - 3’
1A 5’ - TTCGCGTGAGGCCCTGGCCGA - 129 Largo 55 66’0

3,

5" CGCTGAGTGATGCCAACAAG - 3° ’
P 5’ - CAACCCCCTGTGCGAGCCTC -3 >0 Largo 48 67°1

5 AACTAAGTTATGTATTTCCT- 3° . ,
2 5 - CCTGTCTGTCTGTTTCTCTC -3 00 Intermedio 35 394

. 5 GAACTGCTGGGATTACAGGC =37 ’
) 5’ - GTATTTCAGGCTTTGCACTG -3* >0 Corto 63 59°1

5 CCCAGAAGGGAGGTCATTIT - 3° ,
3B 5 - CCCCATCACCCTAACATAAA -3° 200 Largo 33 586

. 5 CCAAATTTTGATTTGTTTIT - 3° ,
4 5" - CCACATCAGAGCCACCAATG -3 27 Largo 33 >33

5 CGAAGGGTCATATCAGATTC - 3’ ,
4B 5 - ATACCAAACAGTAGGGCGAC -3 >/ Largo 33 590

5 CGTTAGTGGAGGTGGTGATG - 3° ,
4c 5 - ATGAATACCAGCCCCAGTTC -3° -3 Corto 33 84

5"~ CTGTACCACATGGATGCTCT - 3’ ’
4P 5’ - CTTCCTCTTTTTCTTTGAGG -3 7 Corto 48 58’5

AE 5’ - CCTCTGAGAACTACAGTAAG -3 Cort 50 571
5’ - CCAAAACTGGGAGCCGGGTA -3° 293 ore

5 CTGTTCTCTTCAGGAAGGTC - 3° ,
4F 5 - AGCCATTGATAAAAGCTCCT -3° /1 Corto 33 3875

5 CCTCAAAAAATGCCTTATTG - 3° ,
4G 5 - AGCCATTGCTTTAGGAGCCG -3 0% Corto 33 3677

5 T ACTTGCCATACTCCTTITGG - 3° ,
4H 5 - TCCAGAGCAGAAAGAAAATC -3° 20 Corto 43 STT

5 CTACATACAGCAAGAAGAAG - 3’ ,
4 5 - CCTGCTTTGGGAGTAATAAG -3° 2> Largo 33 >6°0

5" - GAAAAGGCTCGAAAGACTGG - 3’ ’
N 5’ - TCGTTTACAGCCCTTCTTGG -3* >0 Corto 45 591

5 GAAGAATACGACTTGAAATC - 3° ,
4K 5' - GCACTACTTATCAAAGCCTG -3° 2+ Corto 46 >T6

5> — AAAACCCCCAAACGATGAAG -
5* 3 220 Corto 60 59’2
5’ - GTCTTCGTAATGCAAGGATG -3’

5" CTTAGAGCTTAAAGGATCAC — 3° ,
o8 5’ - CTTTCTGATAACAAAACTTT -3 200 Largo 54 571

5 - CTTTATGAAACTGTTACTACC —
6 3 237 Corto 50 56’6
5’ - GCAAATATCTTTTATCACAT - 3’

5" - GAGTATTCATTTGTGATTTT - 3’
5’ - ,
7 AAATGTTTTTAAGATAGATAGTCTTC 171 Corto 50 537

-3
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Ta
Exén- Tamaifio Tiempos T* PCR

DHPL
fragmento Cebadores (pb) PCR °C) ©C) c

5 —CCTTTTTTGTTTTAATTCCT -3’ s
8 5"~ CAAGAGAAGTGCCCTCTCAA —3° 208 Corto >0 64

5 _TTTTGAGAGGGCACTTCTCT = 3° ,
? 5 - CCCCTTTTACTGTTTCTTTG -3 200 Corto >0 >T0

5 ATTTTAAGGGAAGTTTGCC — 3° ,
10 5 _ GTTTATTAGATCATAATGIT -3 ' ©° Largo >0 T4

Tabla III.5. Cebadores, tamafios de los productos amplificados, condiciones de amplificacion y
temperaturas de desnaturalizacion para la cromatografia de alto rendimiento, de cada uno de los
fragmentos del gen MSH6.

5.3.2. Cromatografia liquida de alto rendimiento (dHPLC)

Se utiliza el sistema WAVE® (Transgenomic, Gran Bretafia) (Figura IIL.2),
basado en la cromatografia liquida de intercambio i6nico en fase reversa. Consiste en
una columna rellena de una matriz no porosa de bolas de polimeros de poliestireno-
divinilbenceno (fase estacionaria). A estas bolas estan unidas a cadenas de 18 carbonos
(C-18) que forman puentes C-C. Por su naturaleza, las bolas de la columna son
electrostaticamente neutras e hidrofobicas, por lo que no reaccionan con los acidos
nucleicos. Para facilitar esta union, se afiade acetato de trietilamonio (TEAA), que actiia
como molécula puente que ayuda a la adsorcion de los acidos nucleicos a las bolas, ya
que es una molécula hidrofobica y con carga positiva. El ADN debe estar parcialmente
desnaturalizado. Para ello debe de aplicarse una temperatura de desnaturalizacion que es

especifica para fragmento ya que depende de la longitud y secuencia de bases.

La fase movil del sistema consiste en una combinacion de tampones que extraen
el ADN de la columna: TEAA 0’1 M mezclado con acetonitrilo al 25%. A
concentraciones mayores de acetonitrilo, la interaccion hidrofobica entre la matriz y el
ADN/TEAA se va debilitando y los fragmentos comienzan a salir de la columna, en

primer lugar los heteroduplex y posteriormente los homoduplex (Figura II1.2).
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Los fragmentos de ADN pasan por un detector ultravioleta a medida que van
saliendo de la columna, de manera que el software (Navigator, Sistema WAVE,

Transgenomic) lo representa en forma de picos.

o Poliestireno-divinilbenceno-C18
—
gm &ﬁ@ O  Acetato de trietilamonio

T
5% § ADN
G

=)

£

Figura IIL.2. Esquema representativo de una columna del sistema WAVE. La fase estacionaria es una
matriz de bolas de poliestireno-divinilbenceno-C18, a la que se une el acetato de trietilamonio y
posteriormente los fragmentos de ADN. La columna se encuentra incluida en un horno que permite trabajar
en condiciones desnaturalizantes.

Los casos con una mutacion o un polimorfismo en uno de los alelos
(heterocigotos), presentan un ratio 1:1 de alelo normal/mutado. En estos casos, cuando
se desnaturaliza el ADN a 95 °C y se va enfriando (renaturalizando) poco a poco, se
forma una mezcla de homo- y heteroduplex. Estos ultimos saldran de la columna en
primer lugar, visualizandose como un pico previo al correspondiente a los homoduplex

(Figura II1.3, cromatograma verde).

93



III. MATERIAL Y METODOS

130 200 210 240 260 280
; é ; = = - o — o1 = =
wm | & = 2 E é é % 3 7 & &
+ = Z = -
Z & 3 3 3 5 5 | 3 3 2
2500 | 3
|
o
2000 |
B DA CH

1500 |
B DA Paciente

1000 |

ADN ctrl.
500 | ADN caso

18 :18ample3.15.04.F 34/ [EE 28 115ample3.15.04F 547

Figura IIL.3. Visualizaciéon mediante GeneScan 3.5 de grandes reordenamientos estudiados mediante
MLPA. En el ejemplo, en azul esta representada una muestra control (normal) y en verde, una muestra con
una delecion de varios exones del gen MSH2.

5.3.3 Secuenciacion

Todos los productos de PCR en los que se detectan variantes mediante la técnica
de dHPLC, son secuenciados con el objeto de definir si se trata de una variante

polimérfica o de una mutacion.

El producto de PCR se purifica para eliminar los restos de cebadores y dNTPs
no utilizados en la reaccion de amplificacion (High Pure PCR Product Purification Kit,
Roche Diagnostics GmgH, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Los productos de PCR purificados se secuencian de forma automatica mediante
el sistema ABI Prism (Applied Biosystems, EEUU) de terminadores fluorescentes Big

DyeTM y un secuenciador multicapilar 4B/ modelo 3.700.

Se realiza una reaccion de secuenciacion ciclica de 20 pl de volumen final que
contiene: 10 uM del cebador sentido o antisentido (a eleccion), 5% de DMSO, 4 pul del
terminador Big Dye y 4-12 ng del producto purificado (en funcion del tamafio del
fragmento). La reaccion se lleva a cabo en un termociclador Gene Amp PCR system

9700 (Perkin Elmer, EEUU) en las siguientes condiciones:
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95°C........ 10”

10 ciclos
50°C.......... 5”
60°C.......... 4

El producto final es purificado por ultrafiltracién en columnas Sephadex G-50

(Millipore), para ser analizado mediante el secuenciador multicapilar ABI 3700.

Las secuencias se visualizan mediante el visor de cromatogramas Chromas

(http://www.technelysium.com.au).

5.4. Estudio de hipermetilacion del promotor del gen MLH1

Para las distintas partes del estudio se emplearon modificaciones de protocolos

previamente descritos (Suter CM et al.2004, Herman JG et al. 1998).

Consideramos que una muestra presenta hipermetilacion del promotor de MLH1
en linea germinal cuando las tres pruebas que se realizan para este estudio lo

corroboran.

5.4.1. Controles

Como controles positivos de hipermetilacion del promotor de MLHI se
utilizaron las lineas celulares de cancer colon RKO y SW48. Estas dos lineas estan
caracterizadas por no presentar mutacion en ninguno de los genes de reparacion, por

mostrar IMS y por tener en ambos alelos del gen MLHI hipermetilacion del promotor.

Como control negativo empleamos sangre periférica de un control normal de la

poblacion.
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5.4.2. Modificacion con bisulfito sddico

En esta reaccion todas las citosinas (C) se convierten en uracilos (U), pero
aquellas que estan metiladas (5-metilcitosina) son resistentes a esta modificacion y
permanecen como citosinas (Wang Y et al. 2003). Este ADN modificado puede ser
amplificado y secuenciado, proporcionando asi informacion detallada, dentro de la

region amplificada, del estado de metilacion de todas las islas CpG.

El protocolo del tratamiento con bisulfito y la posterior purificacion y

precipitacion del ADN modificado se detalla a continuacion:

e Preparar en tubos de 1’5 ml:

10 ul de ADN a concentracion 100 ng/pl.

40 ul de H,O destilada.

5’7 ul de NaOH 3 M.

e Desnaturalizar 10-15 minutos a 37°C.

e Durante el tiempo de desnaturalizacion, preparar:

Hidroquinona 16’4 mM (45 mg en 25 ml de H,O destilada).

Bisulfito sédico 3’03 M pH 5 (3.8 g en 10 ml de H,O destilada y 100 pul de NaOH 10 M

para ajustar el pH) y protegerlo de la luz.

e Afadir 33 pl de hidroquinona 16’4 mM y 530 ul de bisulfito sédico 3°03 M pH
5 a los tubos con el ADN desnaturalizado. Agregar una gota de aceite de

mineral.

e Incubar a 50°C durante 16 horas en oscuridad.
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Separar el aceite de la muestra pasando ésta a un nuevo tubo de 1’5 ml.

Preparar una unidad de filtracion a vacio y colocar las columnas y jeringas de
purificacion Wizard® DNA Clean-up (Promega, Madison, WI, EEUU)

identificadas con el nimero de cada muestra.

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

jeringa.

Abrir la bomba de vacio y las llaves correspondientes a cada columna.

Una vez filtrada la muestra, lavar la columna con 1 ml de isopropanol al 80%,

seguido de otro lavado con 800 ul de isopropanol al 80%.

Descartar la jeringa y transferir la columna a un tubo de 1’5 ml.

Centrifugar durante 1 minuto a 14.000 rpm a temperatura ambiente para eliminar

restos de isopropanol.

Transferir la columna a otro tubo de 1.5 ml y afadir 40 pl de agua destilada a
50°C para extraer el ADN de la columna. Se puede hacer una segunda extraccion

con 20 ul de agua.

Anadir 4’4 ul de NaOH 3M a los 40 pl de ADN de la primera extraccion y 2°2

ul a los 20 ul de la segunda.

Incubar durante 15 minutos a 37°C (completar la reaccion quimica de C a U).

Afadir 1 pl de glucogeno 10 mg/ml, 17 ul de acetato aménico 10 M y 500 ul de

etanol absoluto frio para precipitar el ADN.

Precipitar a -80°C.
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e Centrifugar a 14.000 rpm 15 minutos a 4°C y descartar el sobrenadante.

e Lavar con 800 ul de etanol frio al 75%.

e Centrifugar a 14.000 rpm 15 minutos a 4°C y descartar el sobrenadante.

e Dejar secar el sedimento de ADN y resuspender en 20 pl de agua destilada.

5.4.3. PCR especificas de presencia y ausencia de metilacion

Las secuencias de los cebadores utilizados han sido descritas previamente
(Herman et al. 1998). Se adquirieron los cebadores a través de Sigma-Genosys Ltd

(Cambridgeshire, Gran Bretaa).
Cebadores especificos de metilacion:
Sentido: 5’ - ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC - 3’
Antisentido: 5’ - CCTCATCGTAACTACCCGCG -3’
Cebadores especificos de ausencia de metilacion:
Sentido: 5 -TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT - 3’

Antisentido: 5’ - ACCACCTCATCATAACTACCCACA -3’

La mezcla de PCR, para un volumen final de 25 pl, para ambas reacciones contiene:

e Tampdn PCR 10X (FMECL2)..ceiiiiiiiiiiiie et 2’5 ul
® ANTPS (1’25 MM).ccniiiiiiiieceeeeee e e e e e e e e e aeeeans 4l
e Cebador sentido (20 MM)......oeeeiiiiriiieiieeee e 0’5 pl
e Cebador antisentido (20 MM)........cccvieiiiiieiiieeieeeee e 0’5 ul
e ADN modificado bisulfito........cccceimiiiiiiiiiiiiiieeee X
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e ADN Polimerasa Herculase® (Stratagene, La Jolla, CA, EEUU).....0°2 nl

®  HoO deStilada.....ccoeiiiiiiiiieiieiee e Y

Siendo X el volumen de la dilucion de ADN modificado con bisulfito necesario para
tener una cantidad de éste de 100 ng. El volumen de agua (Y) necesario para completar

el volumen total a 25 pl, dependera del valor de X.

La reaccion de PCR se realiza en un termociclador GeneAmp ® 9700 de Perkin-

Elmer (PE Applied Biosystems) en las siguientes condiciones:

95°C........ 2’
95°C........ 5”
40 ciclos
58°C........ 5”
72°C...... 207
72°C...... 10°

Los productos de PCR obtenidos (6 pl) se cargan directamente en un gel de

agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y se visualiza directamente bajo luz UV

(GelDoc 2000, Bio-Rad).
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5.4.4. PCR independiente del estado de metilacion

La secuencia del promotor que corresponde a la de los cebadores que se utilizan
en esta reaccion de PCR no contiene islas CpG, por lo tanto, tras la modificacion con
bisulfito de sodio amplificaran tanto los casos con metilacion de las islas CpG del

promotor como los que no tienen estas islas metiladas.

Las secuencias de los cebadores utilizados han sido previamente descritas

(Herman JG et al. 1998).

Sentido: 5" - GAGTAGTTTTTTTTTTAGGAGTGAAG - 3’

Antisentido: 5’ - AAAAACTATAAAACCCTATACCTAATCTA -3’

La mezcla de reactivos para la reaccion de PCR, para un volumen final de 25 pl,

contiene:
e Tampdn PCR 10X (FMECL2)..cciiiieiiieeiiieeieeeieeee e 2’5 ul
® ANTPS (1’25 MM).coiiiiieiiieeeeeeee e 4l
e Cebador sentido (100 MM)......ccccuveeiiieeiiieeiieeeeecee e 1l
e Cebador antisentido (100 MM).......cccceevviieiiieeiieeeeiee e, 1 ul
e  DMSO (dimetilsulfoxido)......ccovvvieviieriiiieiieeieeeee e 1’25 ul
e  ADN modificado bisulfito.........cccceveeveriiiniininiiiniinicicnieeeee X
e ADN Polimerasa Herculase ® Enhanced DNA.......................... 0°2 ul
o HoO destilada........cooueviiniiiiiiiiiiieice e Y
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Siendo X el volumen de la dilucion de ADN necesario para tener una cantidad
de éste de 100ng. El volumen de agua (YY) necesario para completar el volumen total a

25 ul, dependera del valor de X.

La reaccion de PCR se realiza en un termociclador GeneAmp ® 9700 de Perkin-

Elmer (PE Applied Biosystems) en las siguientes condiciones:

95°C........ 2’
95°C........ 5”
40 ciclos
58°C........ 5”
72°C...... 207
72°C...... 10°

Los productos de PCR obtenidos (6 pl) se cargan directamente en un gel de

agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y se visualiza directamente bajo luz UV.
5.4.4.1. Digestion con enzima de restriccion BstUI

Entre 2 y 7 pl del producto de PCR obtenido con los cebadores que amplifican
independientemente del estado de metilacion se digirieron con la enzima de restriccion
BstUI. La diana de restriccion de esta enzima es la secuencia 5°-CG/CG-3’. Por lo tanto,
cuando las islas CpG no estdn metiladas, tras la modificaciéon con bisulfito esta
secuencia se transforma en 5’-UGUG-3’, por lo que no serd reconocida por BstUI,
mientras que si estdn metiladas la secuencia original se conserva y la enzima realiza el

corte.

Las condiciones de digestion son las recomendadas por el fabricante (New

England BioLabs, Inc., Ipswich, MA, EEUU):
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o Tampon IX NE 2. ..o s e eeee e S

(Tris-HC1 10 mM, NaCl 50 mM, MgCl,10 mM, ditiotreitol 1 mM)

®  BStUIL (10 U/H)ciiiiiiiiieeeeeeeeee e 0’3 ul
o Producto de PCR........ooiiiiii e X
e H,O destilada (hasta volumen final 15 pl).......ccccoeevveniiiniiiiieene. Y

Siendo X el volumen de la diluciéon de ADN necesario para tener una cantidad
suficiente para que la visualizacion de los productos digeridos sea adecuada. En general,
el valor de X puede variar entre 3 y 9 pl. El volumen de agua (Y) necesario para

completar el volumen total a 15 ul, dependera del valor de X.

La mezcla se digestion s€ incuba 60°C 'durante™ horasFy se carga todo el
volumen (15 pl) en un gel de agarosa al 3%: 1°5% de agarosa media de Pronadisa y
1’5% de agarosa Metaphor (Cambrex Bio Science Rockland, Inc. Rockland, EEUU)

(Figura I1L.4).

Figura II1.4. Visualizacién en gel de agarosa de la técnica combinada de modificacion con bisulfito y
digestion con la enzima BstUI. A) Marcador de peso molecular M5. B) Control positivo de hipermetilacion
bialélica del promotor de MLH1: linea de cancer
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5.4.4.2. Secuenciacion

El volumen de producto de PCR que no se ha utilizado para la digestion, se
purifica para eliminar los restos de cebadores y dNTPs no utilizados en la reaccion de
amplificacion (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche Diagnostics GmgH,
Mannheim, Alemania), y se secuencia de forma automatica mediante el sistema AB/
Prism de terminadores fluorescentes Big DyeTM y un secuenciador multicapilar AB/

modelo 3.700.

El objetivo de esta secuenciacion es la visualizacion de los picos
correspondientes a las islas CpG. Cuando no existe metilacion de las islas de la
secuencia, tras la modificacion con bisulfito, las citosinas se transforman, por lo que en
la secuencia, el pico corresponderd en su totalidad a una timina. Sin embargo, cuando
uno de los alelos del promotor esta metilado se observan dos picos superpuestos (C y T)

de aproximadamente el mismo area (Figura IIL.5).

TTGH G HG TTH GTHGTTHNGTTATATAZATHNGT THG

Figura II1.10. Resultado de la secuenciacion de un caso que presenta un alelo del gen MLHI1 con
hipermetilacion del promotor.

6. INMUNOHISTOQUIMICA DE LAS PROTEINAS DEL SISTEMA DE

REPARACION: Mlh1, Msh2, Mshé.

Las hibridaciones inmunohistoquimicas con los anticuerpos seleccionados se
realizaron en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario 12 de

Octubre, de Madrid (Dra. Yolanda Rodriguez).

El proceso consta de los siguientes pasos:
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Se desparafinan las secciones de 4 um de tejido fijado en formol e incluido en

parafina durante 12 horas en la estufa a 36°C.

Posteriormente se hidratan con sucesivos pases de alcoholes durante periodos de
tiempo variable: 10 minutos en xileno (2 veces), 5 minutos en etanol al 100%, 5
minutos en etanol al 95%, 5 minutos en etanol al 70% y 2 minutos en agua

destilada.

Se lleva a cabo el desenmascaramiento antigénico por medio de una olla a

presion en tampoOn de citrato sddico 10mmol/l a pH 5°6, durante 3 minutos.

Se inactiva la peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 3% (solucion
bloqueante S2023, DAKO, Glostrup, Dinamarca), durante 5 minutos a

temperatura ambiente.

Después se incuba el anticuerpo primario a la diluciéon adecuada.

La inmunodeteccion se realiza con inmunoglobulinas anti-ratén (anticuerpo
secundario), biotiniladas, para después realizar la adicion de estreptavidina
marcada con peroxidasa y de diaminobenzidina como sustrato. Todas las
tinciones inmunohistoquimicas fueron llevadas a cabo mediante el robot

automatizado TechMate 500 (DAKO).

Por ultimo se contratifien las secciones con hematoxilina de Harry, se lavan y
deshidratan a través de sucesivos pases por alcoholes: 30” en etanol al 95%, 30”

en etanol al 100%, 10 minutos en xileno y 1 hora en xileno.
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Las caracteristicas de los anticuerpos y las diluciones utilizadas en cada caso, se

presentan en la Tabla III.6.

Marcador Clon Proveedor

Proteinas del Sistema de reparacion | Mlhl BD PharMingen G168-15
Msh2 Oncogene FEl1
Mshé6 BD Transduction Lab. 44

Tabla II1.6. Anticuerpos utilizados, casas comerciales, clones y diluciones utilizadas para realizar la
técnica de inmunohistoquimica en cortes de tejido incluido en parafina.

Como se ha sefialado previamente en la Introduccion existen numerosos estudios
que muestran que el andlisis inmunohistoquimico utilizando anticuerpos para detectar
las proteinas Mlhl, Msh2 y Msh6 es un método util para identificar portadores de
mutacion en los genes de reparacion (Berends MJ et al. 2001, Muller W et al. 2001,
Christensen M et al. 2002, Hendriks Y et al. 2003). De igual manera, también se ha
indicado que esta técnica per se no es suficiente para la seleccion de casos para el
estudio de los genes de reparacion, siendo necesaria la utilizacion de otros estudios o
criterios, como son la IMS y los criterios clinicos de Amsterdam y Bethesda (Salahshor
S et al. 2001, Lindor NM et al. 2002, Wahlberg SS et al. 2002, Muller A et al. 2004,

Hampel H et al. 2005).

A la hora de valorar la IHQ de las proteinas de reparacion del ADN, Mlh1, Msh2
y Mshé, los casos se consideraron positivos o negativos seglin la presencia o ausencia

de expresion de dichas proteinas.
7. ANALISIS DEL FENOTIPO METILADOR DE ISLOTES CpG.

El estado de metilacion de las regiones promotoras del panel de genes del
Fenotipo Metilador de Islotes CpG comprendia los siguientes genes: CACNAIG,
CDKN24, CRABPI, IGF2, MLHI, NEUROGI, RUNX3 y SOCS1 (Ogino S et al. 2006,

Weisenberger DJ et al. 2006). Fueron estudiados mediante la técnica de “methylation-
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specific multiplex ligation-dependent probe amplification” (MS-MLPA) (Nygren AO et
al. 2005), usando el kit comercial SALSA MLPA (ME042-B1, MRC-Holland),
siguiendo el procedimiento recomendado por el distribuidor. Los productos de MS-
MLPA fueron analizados mediante eletroforesis capilar en un analizador 3100-Avant
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y los picos consiguientes examinados usando el
software Genemapper v3.5. El indice de metilacion de los locus CpG especificos se
calcularon dividiendo el area normalizada de una muestra de una sonda digeridad Hhal
dada y su equivalente no-digerido. El FM-Alto se definid6 como la presencia de >6/8
promotores de genes metilados, FM-Bajo cuando presentaba de 1/8 a 5/8 promotores de
genes metilados, mientras que el FM-0 result6 de la ausenica (0/8) de promotores de

genes metilados (Ogino S et al. 2007).

8. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD CROMOSOMICA MEDIANTE ARRAYS

DE CGH (COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDISATION).

8.1. Cuantificiacion de ADN

La cuantificacion de ADN suficiente para llevar a cabo el andlisis se realizo
utilizando el Espectrofotometro Nanodrop (ND-1000, NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA), y la calidad del mismo fue evaluada por la relacion de 260:280,

y por visualizacion en gel de agarosa.
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8.2. Hibridacion genomica comparada mediante “array”.

Hibridacién genomica comparada (CGH) se ha realizado mediante microarrays
de oligonucleodtidos (Roche NimbleGen, Inc., Reykjavik, Islandia), a fin de identificar
de alteraciones en el numero de copias (Copy number alterCNAS. Todos los
microarrays de oligonucleotidos del genoma fueron proporcionados por NimbleGen.
Este contiene 135000000 sondas isotérmicas, 45- a 75-mer, que se extiende por el
genoma de la rata a una distancia entre sondas de mediana de 12524bp 0,1 pg de gDNA
de cada muestra. La muestra de referencia se marco usando el NimbleGen. Dual-color
kit de marcado de ADN, y se hibridaron a un humano NimbleGen CGH 12x135K. Se
extrajeron muestras de ADNg y controles de Promega, que se desnaturalizd en
presencia de un cebador marcado Cy3-(prueba) o Cy5 (control) de manera aleatoria, y
se incubaron con el fragmento Klenow de ADN polimerasa, junto con dNTP (5 mM de
cada dNTP), a 37 © C durante 2 horas. La reaccion concluyd mediante la adicion de
EDTA 0,5 M (21.5puL), antes de la precipitacion con isopropanol y lavado de etanol.
Tras la cuantificacion, la prueba y las muestras de control emparejados por sexo se
combinaron en cantidades equimolares y se aplicaron a una de las doce matrices en los
de dispositivos de microarrays. La hibridacion se llevdo a cabo en una Cémara de
hibridaciéon NimbleGen Roche por un periodo de 48 horas. Las laminas fueron lavadas
y escaneadas usando un NimbleGen MS 200 Microarray escaner. Archivos de imagen
de matriz (Tif) producidos por el 200 Software de recopilaciéon de datos MS fueron
importados en DEVA v1.2.1 (Roche NimbleGen Inc) para su analisis. Ademas, en todos
los casos, el andlisis de segmentacion se realizé mediante segmentacion binaria Circular
disponible en el software waviCGH, un servidor web para el analisis y comparacion de

nimero de copia alteraciones gendmicas en el mismo software de multiples waviCGH
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(Carro, A et al.2010). Cada region gendmica que exhibia un cambio de nimero de copia
se examin® utilizando el navegador del genoma (http://genome.ucsc.edu/) para

determinar la ubicacion y la importancia del cambio.

Se considera cromosoma estable aquellos con menos de un 20% de segmentos
alterados, definiendo como MACS aquellos con 1-4 cromosomas inestables (ganancias

y/o pérdidas).
9. ANALISIS ESTADISTICOS.

A la hora de realizar el estudio descriptivo, las variables cualitativas vienen
expresadas por el numero de casos (n), asi como por el porcentaje respecto al total de
casos de la variable en cuestidon. En relacion a las variables cuantitativas, vienen

expresadas mediante la media y la desviacion estandar.

Para comparar las caracteristicas familiares, clinico-patoldgicas, genéticas e
inmunohistoquimicas entre las diferentes categorias, se utiliz6 la prueba de Chi
cuadrado (%) de Pearson para variables categoricas, o bien el test exacto de Fisher (test
no paramétrico). Las medias de las edades de aparicion 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 utilizo el programa estadistico SPSS

v.17.0 para Windows (Chicago, Illinois, EEUU).

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. RESULTADOS GLOBALES.
1.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En el estudio, se parte de un grupo de pacientes diagnosticados e intervenidos
por CCR a una edad igual o menor de 45 afios en el Hospital Universitario Doce de
Octubre, de Madrid. Se han identificado un total de 88 individuos, en el periodo de

tiempo comprendido entre Enero de 2002 y Diciembre de 2008.

Se recogieron los datos de las variables descritas en el apartado de Material y

Métodos, revisando las historias clinicas de los distintos sujetos.

La edad media al diagnostico es de 39 afios, siendo el rango de edades desde los
17 afos hasta los 45 afios, en que se fija la edad de corte del estudio (Tabla IV.1). En la

figura IV.1 se expresa la distribuciéon de CCR por edades de diagnostico. En cuanto a la
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distribucién por sexos, existe un predominio en el varon, 60,2% frente a 39,8% de

mujeres (Tabla IV.1).

Tabla IV.1. Edad media al diagndstico del CCR vy distribucion de sexos.

Edad media al diagndstico 39,22 afios ( DE: 5,2)
(Rango) (17-45)
Sexo Mujeres: 35(39,8%) / Varones: 53 (60,2%)

DE: Desviacion estandar.

87 —

| ol

17 27 29 31 32 33 34 35 36 37 3 39 40 41 42 43 44 45

Frecuencia

=
]

edad al diagnostico

Figura IV.1. Distribucion de los CCR por edad de diagnostico.

Las diferentes localizaciones de los CCR, asi como las técnicas quirtrgicas
empleadas se presentan en la tabla IV.2. El mayor porcentaje de CCR se encuentra en el

colon izquierdo, dato que resulta destacable.
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Tabla IV.2. Localizacion del CCR y técnicas quirirgicas utilizadas.

Localizacion
Colon derecho 22 (25%)
Colon izquierdo 38 (43,2%)
Recto y unién rectosigmoidea 28 (31,8%)

Técnica quirdrgica

Hemicolectomia derecha 14 (15,9%)
Hemicolectomia izquierda 12 (13,63%)
Sigmoidectomia 9 (10,22%)
Intervencién de Hartmann 6 (6,81%)
Colectomia segmentaria 6 (6,81%)
Reseccidn anterior baja 14 (15,9%)
Amputacién abdomino-perineal 2 (2,27%)
Otras técnicas 25 (28,4%)

Intencion de la cirugia
Curativa / Paliativa 70 (80,5%) /17 (19,5%)

Respecto a las caracteristicas histoldgicas, el 74 % de los casos fueron
clasificados como adenocarcinomas y el 26 % resultaron ser polipos malignizados.
Dentro de los adenocarcinomas, el 55,4% de los casos presentan grado medio de
diferenciacion, y el 32,3% son tumores de alto grado de diferenciacion. En cuanto a la
produccioén de moco, se incluyen tanto los tumores mucosecretores como aquellos con
presencia de células en anillo de sello. Ambas caracteristicas se objetivan con mayor
frecuencia en los CCR de aparicién precoz. Dieciocho casos del total de las neoplasias
(27,7%) son mucosecretoras, y 4 (5,2%) presentan cé€lulas en anillo de sello. En la tabla

IV.3 se resumen los datos histologicos.
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Tabla IV.3. Caracteristicas histologicas de los CCR.

Grado de diferenciacion

Alto 21 (32,3%)

Medio 36 (55,4%)

Bajo 8 (12,3%)

Produccion de moco

Mucosecretor ( SI/NO) 18 (27,7%) /47 (72,3%)
Células en anillo de sello ( SI/NO) 4 (5,2%) / 61 (94,8%)
Total de CCR productores de moco 20 (30,8%)

En la tabla IV.4 se presenta la estadificacion del CCR segtn el sistema AJCC/
TNM. En la presente muestra, se observa una distribucion homogénea del estadio al
diagnostico, con ligero predominio de los estadios iniciales. El 33,3% de los casos
presentan metastasis ganglionares y el 23,9 % metastasis a distancia en el momento del
diagnéstico.

Tabla IV.4. Estadificacion tumoral. Afectacion ganglionar y a distancia.

Estadio

I 26 (29,5%)
I 26 (29,5%)
1 15 (17%)
v 21 (23,9%)
Afectacion de ganglios linfaticos

Sl 27 (33,3%)
NO 54 (66,7%)
Metastasis a distancia al diagndstico

Sl 21 (23,9%)
NO 67 (76,1%)

La ST fue, de media, 58,51 meses, y la SLE 50,79 meses. En el momento del

diagndstico, 21 pacientes presentan enfermedad a distancia; si se excluyen éstos, la SLE
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se incrementa hasta los 66,71 meses, y la ST de 71,54 meses. De los 67 pacientes; que
no presentan enfermedad a distancia al diagnostico, 10 (15,2%) presentaron recidiva

tumoral. De ellos, 3 casos (30%) fue a nivel locorregional y 7 (70%) a distancia.

En la Tabla IV.5 se muestra la distribucion de la localizacion de las metastasis a
distancia, junto con los datos de seguimiento y supervivencia. De los pacientes que
presentaron metastasis a distancia, 4 pacientes lo hicieron tanto en el higado como en
pulmoén, 5 presentaron carcinomatosis, uno afectacion a nivel de los ganglios

retroperitoneales, otro en ovario y en el resto de casos fueron hepdticas exclusivamente.

La mayoria de los pacientes que presentaron recidiva tumoral fueron
reintervenidos, excepto en dos casos, que no fueron candidatos a cirugia de rescate al
presentar multiples implantes peritoneales. Uno de los pacientes fue intervenido por
recidiva en pancreas, con reseccion corporocaudal. El paciente presento un periodo libre
de enfermedad de 16 meses hasta la recidiva y una supervivencia total de 72 meses.
Otra de las pacientes fue intervenida en dos ocasiones por recidiva locorregional a nivel
del mufion rectal, al afio de la primera cirugia, siendo necesaria la realizaciéon de AAP, y
al siguiente afio en la pared abdominal. Posteriormente, desarrolld metastasis
pulmonares y una recidiva pélvica, no siendo subsidiaria de tratamiento quirtrgico,
falleciendo a los 33 meses del primer diagnostico. En el resto de los pacientes, se
practicd una ooforectomia por recidiva en ovario, y resecciones hepaticas de las
respectivas metéstasis, estando todos ellos libres de enfermedad en el momento de la

ultima revision, excepto un caso que fallecid a los 53 meses del primer diagndstico.
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Tabla IV.5. Seguimiento de los pacientes: supervivencia, recidiva tumoral, tipo de recidiva, localizacion de
la metastasis y mortalidad global.

ST 58,51 meses
SLE 50,79 meses
ST* 71,537 meses
SLE * 66,71 meses
Recidiva tumoral * ( SI/NO) 10/56 (15,2%/84,8%)
Tipo de recidiva
Locorregional 3 (30%)
A distancia 7 (70%)
Metastasis a distancia
Hepaticas 9 (42,8%)
Hepaticas y pulmonares 4 (19%)
Ovario 1 (4,76%)
Carcinomatosis peritoneal 5 (23,8%)
Retroperitoneales 1 (4,76%)
Mortalidad (SI/NO) 26/62 (29,5%/70,5%)

ST: Supervivencia Total. SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad.

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

La mortalidad global fue de un 29,54% (26 pacientes), con una edad media al
fallecimiento de 43 afios. En todos los casos la causa de muerte se relaciona con el
CCR. Las caracteristicas de los pacientes fallecidos no difieren con respecto a las
descritas del grupo total, salvo logicamente en el estadio al diagnostico: el porcentaje de
neoplasias en estadios avanzados resultd ser mayor. El 76,9% de los tumores
presentaron un estadio IV, frente al 23,9 % del grupo total. También se observo una
mayor presencia de metastasis a nivel ganglionar (78,9%) y a distancia (76,9%). La
intencion de la cirugia en dichos pacientes fue paliativa en 17 pacientes (68%) y
curativa en 8 pacientes (32%), mientras que, en la muestra global de pacientes, al 80,5%

se les intervino con intencidn curativa.
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Cinco pacientes presentaron otro CCR en el seguimiento: en cuatro casos la
presentacion fue sincronica y en dos metacronica. Por otro lado, nueve pacientes
presentaron neoplasias extracolonicas; de las que s6lo dos casos, se asociaban a SL,
destacando un paciente con presencia de modo sincronico CCR y carcinoma de ovario.
En total, 13 pacientes (14,77%) presentaron neoplasia primaria multiple a lo largo de la

evolucion.

Cincuenta pacientes presentaron algun tipo de polipo coldénico a lo largo del
seguimiento, siendo la mayoria adenomatosos (55%). Solo un caso se detectd previo al
diagnoéstico de CCR, mientras que 18 pacientes presentaron polipos durante el
seguimiento y 16 fueron sincronicos. Quince pacientes presentaron tanto en el momento
del diagndstico como durante el seguimiento. De los cincuenta pacientes, seis fueron
diagnosticados de PAF; y si excluimos a éstos, la media de pdlipos asociados al CCR

fue de 1,8.
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Tabla IV.6. Tabla resumen de las caracteristicas generales y anatomo-clinicas.

Total N (%)

Pacientes 88 (100)
Edad media de diagnéstico del CCR. 39,22
Sexo:

Varones 53 (60,2)

Mujeres 35(39,8)
Localizacion tumoral:

Colon derecho 22 (25)

Colon izquierdo y recto 66 (75)
Diferenciacién tumoral:

Alto 21 (32,3)

Moderado 36 (55,4)

Bajo 8(12,3)
Produccién de moco. 20 (30,8)
Estadio TNM:

I 26 (29,5)

)i 26 (29,5)

il 15 (17)

v 21(23,9)
Presencia de p6lipos asociados. 50 (56,8)
CCR sincroénicos y metacrénicos. 5(6,1)

1.2. Caracteristicas familiares.

Una vez conocidas las caracteristicas individuales de los sujetos del estudio, se
identifican los antecedentes familiares de cada caso, como se describe en el apartado de

Material y Métodos.

De los 82 casos, 34 (41,5%) se consideraron esporadicos, 33 (40,24%)

presentaron agregacion familiar para el CCR y 15 (18,29%) cumplian los criterios de
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Amsterdam para el SL. Se excluyeron del estudio, las seis familias diagnosticadas de

PAF.

En la Tabla IV.7 se exponen los diferentes tipos de neoplasias asociadas con el
SL que aparecieron en los familiares de los pacientes estudiados. La neoplasia mas
frecuente fue el CCR, seguida del adenocarcinoma géstrico. Las siguientes en orden de
frecuencia fueron el adenocarcinoma de ovario y tutero, y las neoplasias de vias urinarias
y del sistema nervioso central (SNC). En un caso, existen antecedentes de

adenocarcinoma de pancreas en la familia.

Tabla IV.7. Relacion de los diferentes tumores relacionados con el Sindrome de Lynch y su frecuencia de
aparicion en las diferentes familias. No se incluyen los CCR de los probandi. El porcentaje se refiere al
numero de familias con dicho tumor respecto al total de cada grupo.

Total Esporadico  Agregacion Sindrome de Lynch
Numero de familias 82 34 33 15
Colorrectal 30 (36,5%) 15 (44,1%) 15 (93,7%)
Utero 4 (4,87%) 3 (8,8%) 1 (6,25%)
Gastrico 11 (13,41%) 6 (17,64%) 5(31,25%)
Vias urinarias 2 (2,43%) 1 (2,94%) 1 (6,25%)
SNC 2 (2,43%) 1 (2,94%) 1 (6,25%)
Ovario 4 (4,87%) 2 (5,88%) 2 (12,5%)
Pancreas 1(1,22%) 1 (2,94%)

De las 33 familias que presentan agregacion, 13 (38,23%) se asocian con
neoplasias no relacionadas con el SL. En la Tabla IV.8 se exponen el tipo y numero de

neoplasias identificadas.

El céncer de pulmoén se identifico en diez familias (12,19%), y el cancer de
mama en nueve (10,97%), siendo las neoplasias mas frecuentes. Los tumores

otorrinolaringolégicos (ORL), las leucemias y el adenocarcinoma de prostata, se
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observaron en cuatro familias (4,87%). Destaca que este tipo de tumores se presentan,
mayoritariamente, en las familias definidas como familias con agregacion, y no en las

que cumplian criterios de Amsterdam.

Tabla IV.8. Relacion de los diferentes tumores no asociados con el Sindrome de Lynch y su distribucion en
los diferentes tipos de familias. El porcentaje se refiere al nimero de familias con dicho tumor respecto al
total de cada grupo.

Total Esporéadicos Agregacion  Sindrome de Lynch
Numero de familias 82 34 33 15
Tipo de tumor
Mama 9(10,97%) 3(9,7%) 5 (14,7%) 1(6,25%)
ORL 4 (4,87%) 1 (3,12%) 3 (8,82%)
Leucemia 4 (4,87%) 4 (11,76%)
Enfermedad de
Hodgkin 2 (2,43%) 1(2,94%) 1 (6,25%)
Esdfago 1 (1,219%) 1(2,94%)
Pulmoén 10(12,19%) 1 (3,12%) 7(20,58%) 2 (12,5%)
Sarcoma 3 (3,6%) 1 (3,12%) 1 (2,94%) 1(6,25%)
Prostata 4 (4,8%) 3 (8,82%) 1 (6,25%)

1.3. Caracteristicas moleculares.

1.3.1 Via mutadora o de Inestabilidad de microsatélites.

1.3.1.1 Inestabilidad de microsatélites.

De los 88 pacientes, se excluyeron 6 con diagnostico de PAF mencionados
anteriormente, y uno al no obtenerse tejido tumoral suficiente para su analisis. En los 81
casos restantes se llevo a cabo el analisis de la Inestabilidad de microsatélites, cuyos

resultados se describen en la Tabla IV.9. So6lo 12 casos presentaron IMS (14,81%),
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mientras que la mayoria de los casos presentaron EMS (85,18%).

Tabla IV.9. Distribucion de los pacientes segun la presencia de inestabilidad de microsatélites en el CCR.

Inestabilidad de microsatélites (IMS). 12 (14,81%)
Estabilidad de microsatélites (EMS). 69 (85,18%)

1.3.1.2 Analisis inmunohistoquimico de las Proteinas del sistema de reparacion.

Los resultados obtenidos en el estudio IHQ de las proteinas correspondientes a

los genes MMR se detalla en la Tabla IV.10.

Tabla IV.10. Resultados del analisis inmunohistoquimico de las proteinas del sistema de reparacion de los
errores de emparejamiento.

Estudio inmunohistoquimico

Normal Ausencia de expresion
Sistema de reparacion
MIh1 (n=81) 76 (93,8) 5(6,2)
Msh2 (n=81) 75 (92,6) 6 (7,4)
Msh6 (n=81) 76 (93,8) 5(6,2)
Pms2 (n=68) 67 (98,5) 1(1,5)

En cinco casos de tumores IMS, se identifica ausencia de expresion de la
proteina Mlh1. En cuatro de ellos se detecta mutacion del gen; y s6lo en un caso, la falta
de expresion es secundaria a hipermetilacion del promotor de MLHI. En uno de los

casos, se acompaiia de la ausencia de Pms2.

La falta de expresion de la proteina Msh2 se identifica en seis casos. Todos
presentan IMS, y en cuatro casos se detecta mutacion del gen correspondiente. En

cuanto a la proteina Msho6, de los cinco resultados negativos, cuatro se acompanan de
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pérdida de expresion de Msh2. Se identifica mutacion del gen MSH6 en un caso,

mientras que en 3 a nivel de MSH?2.
1.3.1.3 Analisis genético.

De las muestras de sangre periférica obtenidas de los probandos cuyos tumores
presentaron IMS, se extrajo el ADN para proceder al estudio completo de los genes
MMR. De los doce casos analizados, diez mostraron mutaciéon de alguno de los

principales genes implicados en la reparacion del ADN, como se expone en la Tabla

IV.11. Las mutaciones a nivel de MLHI y MSH?2 se presentan con la misma frecuencia
en nuestra muestra. Por otro lado, uno de los casos no mostr6 mutacion genética,
presentando, sin embargo, hipermetilacion del gen MLHI, 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 IV.11. Resultados del estudio genético en los pacientes con tumores IMS.

Estudio genético

MIhl 4 (40)
Msh2 4 (40)
Mshé 2 (20)

En la tabla IV.12 se muestran los tipos de mutaciones puntuales y de grandes

reordenamientos identificados en los genes MMR.
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Tabla IV.12. Mutaciones identificadas en los genes MMR.

Gen | Exon/Intréon | Codon Alteracion Consecuencia en la proteina
cl399 G>T p. Glud67X (
MLH2 | Exon 9 467 G>T
Nonsense)
MLH2 | Ex6n 5 310 =G C929T>G p.Leu310 Arg
MLHG6 | Intron 6 3557-2 A>G Delecion puntual
MSH2 | Exon 1-3 Gran delecion
MSH1 | Ex6n 13 497 C>T C1459 C>T pR487x
MSH2 | Ex6n 8 Gran delecion
MSH1 | Ex6n 13 497 C>T c1459 C>T pR487x
MSH®6 | Exon 2 431 G>T pSerl44lle
MLH1 | Exon 10 875 >C Leu292 Pro
Exon- Incorrecto  procesamiento  del
MLH1 2103,2103+1 | delG
intron18 ARNm

1.3.2 Via serrada o Fenotipo metilador.

En 68 pacientes del total de 88 casos; se realiza el estudio de patrones de
metilacion de islotes CpG. El 19,1% presentan FM alto, el 41,17% FM bajo y el 39,7%
FM-cero. El grupo con FM alto se caracteriza por un mayor porcentaje de casos que
cumplen criterios de Amsterdam tipo II y presencia de tumores asociados al SL; al igual
que se observa predileccion por la localizacion del CCR en el colon derecho y mayor

frecuencia de mutaciones de los genes MMR.

123



IV. RESULTADOS

1.3.3. Via supresora o Inestabilidad cromosémica.

En nuestro estudio, se realiza el analisis de la INC en 59 pacientes del total de 88
casos mediante técnica de CGH-array (Comparative Genomic Hybridization). El 16,94
% presenta IMS, el 25,42 % INC y el 57,63% no muestran IMS ni INC, definiéndose
como MACS. Los tumores con INC se caracterizan por un mayor predominio por el
colon izquierdo y recto, grado medio de diferenciacién y menor proporcion de tumores
productores de moco. El 60% de los casos presentan agregacion familiar para el CCR, y

destaca un FM bajo en una importante proporcion de casos (46,6%).

2. ESTUDIO COMPARATIVO.

2.1. Estudio comparativo de la via supresora. Tumores estables (EMS) e inestables

(IMS).

Una vez realizado el estudio descriptivo y el andlisis de las diferentes vias dentro
de la muestra general, se procede a comparar en primer lugar las caracteristicas clinico-

patologicas entre los tumores con IMS frente a los que presentaron EMS.

Como se ha indicado previamente, 12 casos (14,8%) mostraron IMS. Los
resultados de comparar las caracteristicas clinicas, familiares y moleculares entre los 12

casos con IMS y los 69 EMS, se presentan a continuacion.

2.1.1 Caracteristicas anatomo-clinicas.

La diferencia en la edad al diagndstico entre los CCR que presentan IMS frente a
los EMS resulta estadisticamente significativa. La edad media de aparicion del CCR en
los IMS es de 34,3 afios, mientras que en los EMS el diagnostico es mas tardio, con una
edad media de aparicion de 40,4 afios. En cuanto a la distribucion por sexos, destaca un

porcentaje mayor de hombres en los IMS (75%) (Tabla IV. 13).
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Tabla IV.13. Edad media al diagnéstico del CCR y distribucion por sexos.

IMS EMS P
Edad al diagnéstico® 34,33 (27-41; DE: 5,19) 40,41 ( 25-45; DE: 4,323) < 0,005
Sexo (M/V) 3(25%) /9 (75%) 29 (42%) / 40 (57,9%) NS

* Edad media en afios (Rango y Desviacion estandar).

M: Mujer; V: Varén. NS: No significativo.

En la Tabla IV. 14 se presentan las diferentes localizaciones de los CCR y los
resultados de la comparacion entre los dos grupos definidos. Al mismo tiempo se indica
la intencidon de la cirugia, curativa o paliativa. En los casos con EMS, se observa un
predominio de CCR izquierdo (42,02%), seguido de recto (37,68%); mientras que los
casos con IMS se distribuyen de forma equivalente. Sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas, s6lo en el grupo como EMS se llevaron a cabo cirugias

con intencion paliativa (20,58%).

Tabla IV.14. Localizacion del CCR e intencion quirtirgica en los tumores IMS y EMS.

IMS EMS P
Localizacion
Colon derecho 6 (50%) 14 (20,28%)
Colon izquierdo 6 (50%) 29 (42,02%)
Recto y union rectosigma 0 26 (37,68%) 0,016
Intencién de la cirugia
Curativa / Paliativa 12 (100%) /0 54(79,4%)/14(20,58%) NS

Respecto a las caracteristicas histologicas, 21 casos fueron polipos malignizados.
De ellos, el 90% mostraron EMS. El grado de diferenciacion de las neoplasias fue
predominantemente de grado medio en los EMS y alto grado de diferenciacion en los

IMS. La presencia de células en anillo de sello, asi como la produccién de moco, son
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caracteristicas mas frecuentes en los tumores con IMS, con unos valores de la p

cercanos a la significacion estadistica. En la Tabla IV.15 se muestran estos datos

histologicos.

Tabla IV.15. Comparacion de las caracteristicas histopatologicas de los IMS y EMS.

IMS n (%)
Grado de diferenciacion
Bajo 2 (18,18)
Medio 4 (36,36)
Alto 5(45,45)
Produccion de moco +/- (%)
Mucosecretor 4(36,36)/7(63,63)
Células en anillo de sello 2(18,18)/9(81,81)
Produccion de moco 6(54,54)/5(45.,45)

EMS n (%)

6 (12,24)

28 (57,14)

15 (30,61)

+- (%)
13(26,53)/36(73,46)
2(4,08)/47(95,9)
13(26,5)/36(73,46)

NS

NS
0.090
0.071

La comparacion de la estadificacion tumoral de los casos con IMS frente a los

EMS, muestra diferencias estadisticamente significativas. En ambos grupos hay un

ligero predominio de los estadios iniciales, como se muestra en la Tabla IV.16. Destaca

el bajo porcentaje de tumores IMS con afectacion ganglionar (16,6%) y la ausencia de

metastasis a distancia al diagndstico.
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Tabla IV.16. Estadificacion tumoral de los tumores IMS y EMS.

Estadio TNM:
|

|

1l

v

Afectacion de ganglios linfaticos:

Sl

NO

Metéastasis a distancia:
Sl

NO

IMS n (%)

1(8,3)
9 (75)
2(16,7)
0

2 (16,66%)
10 (83,33%)

0
12(100%)

EMS n (%)

22 (31,9)
17 (24,6)
12 (17,4)
18 (26,1)

22 (34,9%)
41(65,05%)

18(26%)
51(73,9%)

0.004

NS

0.059

En la Tabla IV. 17 se muestran los resultados de SLE, ST y mortalidad al

comparar el grupo de IMS frente a los EMS. Tanto la SLE, como 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 presentan

recidiva tumoral a lo largo del seguimiento, la SLE y ST aumenta en el grupo de EMS

sin alcanzar los valores del grupo de IMS. La tasa de mortalidad también fue mayor en

el grupo EMS.
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Tabla IV.17. Seguimiento de los pacientes: Supervivencia, mortalidad, recidiva y tipo de recidiva.

IMS n (%) EMS n (%) p
Total de pacientes:
ST 86 54,81 0,003
SLE 80,416 46,37 0,006
Pacientes sin metastasis al diagnostico:
ST 87,55 69,93
SLE 87,55 70,06
Recidiva tumoral* 3/12 (25) 9/52 (17,3) NS
Tipo de recidiva:
Locorregional 1(33,33) 2(22,22)
A distancia 1(33,33) 6(66,66)
Ambas 1(33,33) 1(11,11) NS
Mortalidad* 2/12 (16,66) 21/69 (30,43) NS

ST: Supervivencia Total. SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad. ( en meses)
*Pacientes que no presentaban enfermedad a distancia en el momento del diagnoéstico.

El grupo IMS presenta mayor frecuencia de CCR sincronicos y/ metacronicos
(16,67% frente a 4,3%). Trece pacientes presentaron mas de una neoplasia a lo largo de
la evolucidn; aquellas que fueron extracolonicas (8 casos) corresponden a pacientes con

EMS.

En cuanto a la presencia de pélipos, en ambos grupos se desarrollan a lo largo de
la evolucion, siendo mas frecuente en el grupo de IMS, con predominio de los polipos

mixtos (57,14%).

2.1.2. Caracteristicas familiares.

Los antecedentes familiares oncoldgicos entre los tumores IMS y EMS se

muestran en la Tabla IV.18. Los casos con sospecha de SL predominan en los casos con
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IMS, sin ningin caso esporadico, mientras que los tumores con EMS fueron casos
esporadicos y con agregacion familiar. Seis pacientes estables, mostraron antecedentes
familiares sugestivos de SL. Sin embargo, ninguno de los casos con EMS mostré falta
de expresion de las proteinas de reparacion del ADN en el estudio IHQ. Dentro de los
tumores con IMS, destaca la mayor presencia en la familia de neoplasias asociadas con

el SL.

Tabla IV.18. Antecedentes oncoldgicos familiares de los tumores IMS y EMS.

IMS n (%) EMS n (%) p
Agregacion familiar de neoplasias:
Caso esporadico 0 34 (49,2) 0.001
Agregacion familiar 2 (16,67) 30 (43,47) NS
Amsterdam 11 positivo 10 (83,33) 5(7,24) 0.001

Neoplasias relacionadas con el Sindrome de Lynch en otro miembro de la familia.
Numero de familias. 12 (100) 29 (42,02) <0.001
Neoplasias no relacionadas con el Sindrome de Lynch.
Numero de familias. 5(41,6) 26 (37,68) 0.85

En las siguientes tablas (Tabla IV.19 y IV.20) se muestran los tipos de
neoplasias asociadas al SL y no asociadas al SL, respectivamente, presentes en ambos

grupos familiares.
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Tabla IV.19. Relacién de los tumores relacionados con el Sindrome de Lynch aparecidos en familiares de
los probandi con tumores IMS y EMS.

IMS EMS

Numero de familias con neoplasia* 12 (100) 29 (42,02)
Colorrectal 17 13

Utero 1 3
Gastrico 5 6

Vias urinarias 1 1

Sistema nervioso central 1 2

Ovario 2 2
Pancreas 0 1

* Porcentaje respecto a cada uno de los grupos IMS y EMS. No se incluyen los CCR de los probandi.

Tabla 1V.20. Relacion de los tumores no asociados con el Sindrome de Lynch que presentaron los
familiares de los probandi con tumores IMS y EMS.

IMS EMS
Neoplasias no relacionadas con el SL* 5(41,6) 26 (37,68)
Mama 2 7
ORL 0 4
Leucemia 0 4
Enfermedad de Hodgkin 1 1
Esofago 0 1
Pulmon 2 8
Sarcoma 1 2
Prostata 1 3

* Porcentaje respecto a cada uno de los grupos IMS y EMS. No se incluyen los CCR de los probandi.

En la Tabla IV.21 se resumen los datos anatomo-clinicos y familiares globales

en los tumores IMS y EMS.
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Tabla IV.21. Resumen de los datos anatomo-clinicos y familiares en los grupos IMS y EMS.

Pacientes

Edad media de diagnéstico del CCR.

Sexo:

Varones

Mujeres
Localizacion tumoral:

Colon derecho

Colon izquierdo

Recto y union rectosigma
Diferenciacién tumoral:

Alto

Moderado

Bajo
Produccién de moco ( Si /No)
Estadio TNM:

1

1l

Vi

V14
Presencia de po6lipos asociados.
(Si/No)
CCR sincroénicos y metacronicos.
Agregacion familiar de neoplasias:
Caso esporadico
Agregacion familiar

Amsterdam 11 positivo

IMS n (%)

12 (14,81)
34,33
(27-41;DE:5,19)

9 (75)
3 (25)

6 (50)
6 (50)
0

5 (45,45)
4 (36,36)
2 (18,18)
6(54,54)/5(45,4)

1(8,3)
9 (75)

2 (16)

0

9 (75)/3 (25)

2 (16.67)

0

2(16,67)
10 (83,33)

EMS n (%)

69 (85,18)

40,41
(25-45;DE:4,32)

40 (57,9)
29 (42)

14 (20,28)
29 (42,02)
26 (37,68)

15 (30,61)
28 (57,14)
6 (12,24)

13(26,5)/36(73,46)

22 (31,9)
17 (24,6)
12 (17,4)
18 (26,1)
38 (55)/31 (45)

3 (4,34

34(49,27)

30 (43,47)
5 (7,24)

< 0,005

NS

0,016

NS

0,071

0,004
NS

NS

0,001

NS
0,001
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2.1.3. Caracteristicas moleculares.

En este apartado se comparan los resultados del analisis IHQ de los marcadores

seleccionados y estado metilador en los dos grupos de tumores, IMS y EMS.
2.1.3.1. Analisis de las proteinas del sistema de reparacion.

Como se observa en la Tabla IV. 22, la falta de expresion de las proteinas del
sistema de reparacion se observa solo en el grupo de CCR con IMS. Por tanto, los
resultados obtenidos en la inestabilidad de microsatélites se correlacionan con los de la

IHQ de las proteinas MMR.

Tabla IV.22. Resultados del analisis de la expresion inmunohistoquimica de las proteinas del sistema de
reparacion de los errores de emparejamiento (proteinas MMR).

IMS EMS

+ (%) / - (%) + (%) / - (%)
Proteinas del sistema de reparacion.
MIh1 7(58,3)/5 (41,7) 69 (100) /0 (0)
Msh2 6 (50) / 6 (50) 69 (100) / 0 (0)
Msh6 7(58,3)/5 (41,7) 69 (100) / 0 (0)

Se observan diferencias entre los dos grupos IMS y EMS en relacion con las
proteinas del sistema de reparacion mas frecuentes, no existiendo falta de expresion en

ninguno de los casos de EMS.
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2.1.3.2. Analisis de la metilacion de islas de CpG.

Dentro de los casos con IMS, cuatro (5,9%) presentan FM alto y seis (8,8%) FM
bajo / cero. En el grupo de los tumores EMS, 49 (72,1%) pacientes presentan FM bajo

/cero; y solamente en nueve casos (13%) se observa FM alto.

La comparacion de las caracteristicas anatomo-patoldgicas, familiares y
moleculares entre los grupos con IMS y EMS, segun los diferentes perfiles de

metilacion se detallan en el apartado 3.

En resumen, las principales caracteristicas con significacion estadistica que
diferencian a los tumores con IMS son: la edad media al diagnostico mas precoz, la
localizacion tumoral, con una distribucion homogénea entre el colon derecho e
izquierdo, mayor proporcion de tumores diagnosticados en estadios iniciales (83,3%) y
mejores tasas de supervivencia. Otra caracteristica con tendencia a la significacion
destacable, fue una proporcion importante de tumores con produccién de moco o con
células en anillo de sello (54,54%). Los tumores con IMS presentan mayor asociacion

con el SL (83,3%), asi como con la via de FM (40%).

2.2. Estudio comparativo de la via serrada o Fenotipo Metilador.

La via denominada del FM es la de mas reciente identificacion, y se caracteriza
por la metilacion de islas CpG promotoras de genes supresoras de tumores. En nuestro
trabajo, se estudiaron patrones de metilacion seglin se describe en el apartado de
Material y métodos y se compararon desde el punto de vista estadistico los tres grupos,

tanto las caracteristicas anatomoclinicas como familiares.
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2.2.1 Caracteristicas anatomo-clinicas.

Del total de la muestra, el 19,1% presentan FM alto, el 41,2% FM bajo y el 39%

FM cero.

Una de las principales caracteristicas, con significacion estadistica, que
diferencian los casos con FM alto respecto al resto es la localizacidon del tumor, con un
mayor predominio por el colon proximal (61,5%). Los tumores con FM bajo y FM cero
se localizan principalmente en colon izquierdo (50% y 51,9%) y recto (20,8% y 40,7%),

respectivamente.

Respecto a las caracteristicas histoldgicas, los tumores con FM alto se

caracterizan por mayor porcentaje de tumores con bajo grado de diferenciacion (22,2%),

y productores de mucina (44,4%), no siendo esta diferencia, sin embargo,

estadisticamente significativa.

Los tumores con FM alto presentan mayor frecuencia de polipos de tipo mixto
durante el seguimiento (77%). Otras caracteristicas con tendencia a la significacion
fueron la presencia de CCR sincronico y metacrénico, con un 23,1% frente a 3,6% en

los FM bajo y 14,8% en los tumores con FM bajo.

La comparacion de los estadios tumorales de los CCR con FM alto frente a FM
bajo o cero, no muestra diferencias estadisticamente significativas. En los tres grupos se
observa una distribucion homogénea, con leve predominio por el estadio II en los
tumores con FM alto (46,2%).

2.2.2 Caracteristicas familiares.

Se procede a comparar las caracteristicas familiares de los tres grupos tumorales

en funciéon de su estado de metilacion. El grupo con FM alto se caracteriza por un
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mayor porcentaje de casos que cumplen criterios de Amsterdam tipo II (30,8%) y
presencia de tumores asociados o no al SL (30,8); mientras que la mayoria de los casos
esporadicos presentan FM bajo (42,9%). Los tumores con FM cero presentan
agregacion familiar para CCR en el 44,4% de los casos y en el 37% no se identifican

antecedentes familiares.

En la Tabla IV.23 se resumen las principales caracteristicas anatopatologicas y

familiares del CCR segun se estado de metilacion.

Tabla IV.23. Resultados del andlisis de la metilacion de islas de CpG.

FM alto FM bajo FM cero

n (%) n (%) n (%) p
Pacientes 13 (19,1) 28 (41,2) 27 (39,7)
Edad media de diagnoéstico del CCR. 36,9 (6,4) 39,4 (5) 40,1 (4,5) 0,18
Sexo:

Varones 6 (46,2) 18 (64,3) 18 (67)

Mujeres 7(53,8) 10 (35,7) 9 (33) 0,43
Localizacidn tumoral:

Colon derecho 8 (61,5 6(21,4) 2(7.4)

Colon izquierdo 3(23,1) 14 (50) 14 (51,9)

Recto 2 (15,4) 8 (28,6) 11 (40,7) 0.005
Diferenciacién tumoral:

Bajo 2/9 (22,2) 3/22 (13,6) 0 0,27
Produccion de moco. 4/9 (44,4) 8/22 (36,4) 5/24(20,8) 0,3
Estadio TNM:

I 4 (30,8) 7(25) 7(25,9)

I 6 (46,2) 9 (32,1) 10 (37)

" 2 (15,4) 7 (25) 4 (14,8)

v 1(7,7) 5(17,9) 6(22,2) NS
Presencia de pélipos asociados. 10 (77) 14 (50) 14 (52) 0,23
CCR sincrénicos y metacrénicos. 3(23,1) 1(3,6) 4 (14,8) 0,16
Antecedentes familiares de cancer:

Caso esporadico 5(38.5) 12 (42,9) 10 (37)
Agregacion familiar 4(30,8) 11 (39,3) 12 (44,4)
Amsterdam 11 positivo 4(30,8) 5(17,9) 4 (18,5) NS
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2.3. Estudio comparativo de la via mutadora o inestabilidad de microsatélites.
Tumores con Inestabilidad de microsatélites, Inestabilidad de cromosomas y

MACS.

A partir de la muestra caracterizada de CCR igual o menor de 45 afos, se analiza
la INC de 59 casos mediante técnica de CGH-array. Se considera cromosoma estable
aquellos con menos de un 20% de segmentos alterados, definiendo como MACS
aquellos con 1-4 cromosomas inestables (ganancias y/o pérdidas). Se procede a

comparar las caracteristicas entre dicho grupo con los que presentan INC e IMS.

De 59 casos, 10 (17 %) presentaron IMS, 15 (25,42%) INC y 34 (57,63%) no
muestran IMS ni INC, definiéndose por tanto como MACS Se presentan a continuacion
los resultados de comparar las caracteristicas clinicas, familiares y moleculares de los

tres grupos definidos.

2.3.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

Los CCR que presentan IMS se diagnostican a una edad media mds precoz (34,3
afios) que los tumores MACS e INC, cuya edad media al diagnéstico es de 40,3 y 39,5
afios respectivamente. En cuanto a la distribucion por sexos, en el grupo de los MACS e
INC es homogénea, mientras que en los IMS destaca un mayor porcentaje de hombres
(80%). No se observan diferencias significativas ni en la edad al diagnostico ni en el

SE€XO0.
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Tabla IV. 24. Edad y distribucion por sexo.

IMS INC MACS p
Edad al diagnostico* 343 39,53 40,35

(27-43 DE: 5,9) (31-45DE: 4,2) (25-45DE: 4,7)
Sexo ( M/V) 2 (20)/8 (80) 7 (47)/8 (53) 14 (41)/20 (59) NS

* Edad media en afios (Rango y Desviacion estandar).
M: Mujer; V: Varon.  NS: No significativo.

La distribucion del CCR por localizaciones muestra diferencias estadisticamente
significativas, con una p de 0,015. Tanto en los casos con INC como en los tumores
MACS, se observa un predominio por el CCR izquierdo (53,3% y 41,2%), seguido de
recto (40% y 38,2%). Los CCR con IMS presentan una distribucion equivalente entre el
colon derecho e izquierdo. En la Tabla IV.25 se exponen los resultados descritos
previamente, junto con la intencion de la cirugia, curativa o paliativa, en funcion de la

presencia o no de enfermedad a distancia en el momento del diagnoéstico.

Tabla IV.25. Distribucion por localizacion del CCR e intencion de la cirugia.

IMS INC MACS p

Localizacion de colon:

Derecho 5(50) 1(6,6) 7 (20,58)

Izquierdo 5(50) 8(53,3) 14 (41,2)

Recto y rectosigma 0 6 (40) 13 (38,2) 0,015
Tipo de cirugia:

Curativa 10 (100) 12 (80) 29 (85)

Paliativa 0 3 (20) 5(15) NS

En la Tabla IV.26, se muestran las caracteristicas histologicas y los resultados de

la comparacion entre los grupos definidos. El grado de diferenciacion de las neoplasias
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fue predominantemente de grado medio en los MACS y en los INC; en los IMS, 50%
fueron alto grado y 50% grado medio de diferenciacion. El porcentaje de tumores con
produccién de mucina es mayor en los MACS respecto a los INC, pero menor que en

los IMS, sin observarse diferencias significativas.

Tabla IV.26. Caracteristicas histologicas.

IMS INC MACS p
Grado de diferenciacion:
Alto 5(50) 3/12 (25) 9/26 (34.6)
Medio 5(50) 9/12 (75) 14/26 (53.8) NS
Bajo 0 0 3/26 (11,5)
Produccion de moco:
Mucosecretor ( SI/NO) 4(40)/6 (60)  2(16,6)/10(83,3) 8(30,7)/18(69,2) NS
Células en anillo de sello
(SI/NO) 1(10)/9(90)  0/12(100) 1(3,8)/25(96,1) NS
Total de CCR productores de
moco 5(50)/5(50)  2(16,6)/10(83,3) 8(30,7)/18(69,2) NS

La comparacion del estadio tumoral de los casos con IMS frente a los INC y
MACS se detalla en la Tabla IV.27 y resulta estadisticamente significativo con una p de
0,004. Se observa un predominio de los estadios iniciales en los tres grupos. En los
tumores MACS e INC existe mayor afectacion ganglionar, siendo esta diferencia
significativa, con una p de 0,034. Asi mismo, sin llegar a la significacion, destaca el
mayor porcentaje de metastasis en el momento del diagnostico en comparacion con los

tumores IMS.
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Tabla IV.27. Estadificacion tumoral.

IMS INC MACS p

Estadio TMN:

I 0 4 (26) 10 (29)

I 10 (100) 4 (26) 9 (26)

I 0 3 (20) 8 (23)

v 0 4 (26) 7 (20) 0,004
Afectacion de ganglios linfaticos
SI 0 7 (47) 14 (41,17) 0,034
NO 10 (100) 8 (53) 20 (59)
Metastasis a distancia al diagndstico
Sl 0 4 (26,6) 7(20,6) NS
NO 10 (100) 11(73,3)  27(79,4)

Los resultados de comparar la SLE, ST y mortalidad en los tres grupos se
describen en la Tabla IV.28. Los pacientes con tumores con IMS presentan una SLE y
ST mas favorable y una tasa de mortalidad menor, respecto a los otros dos grupos. Al
comparar los tumores MACS frente a los INC, destaca la ausencia de diferencias tanto

en la tasa de supervivencia como de mortalidad.

Tabla IV.28. SLE, ST y Mortalidad.

IMS IC MACS P
ST 86,4 60,7 60 0,2
SLE 80,8 50,6 51,26 0,1
Mortalidad. 1(10) 4(26,7) 9 (26,5) 0,5

ST: Supervivencia Total. SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad.
Los tumores IMS presentan mayor porcentaje de CCR metacronico (p 0,004).
Sin embargo no se observan diferencias en cuanto a presencia de tumores sincronicos ni

neoplasias multiples a lo largo de la evolucion.
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En cuanto a la presencia de polipos, en los tres grupos se desarrollan a lo largo

de la evolucidn, destacando una mayor frecuencia en el grupo de IMS (90%).

2.3.2. Caracteristicas familiares.

Los antecedentes familiares oncoldgicos entre los tumores IMS, MACS e INC se
muestran en la Tabla 1V.29. Como era de esperar, los casos con sospecha de SL
predominan en los casos con IMS, mientras que los tumores con INC fueron casos
esporadicos y con agregacion familiar y en los tumores MACS predominan los

esporadicos.

Tabla 1V.29. Caracteristicas familiares.

IMS INC MACS p
Agregacién familiar de neoplasias
Caso esporadico 0 6 (40) 20 (58,8) 0,004
Agregacion familiar 1(10) 8 (60) 13(38,2) NS
Amsterdam 11 positivo 9 (90) 1(6,7) 1(6,7) 0,001

2.3.3. Caracteristicas moleculares.

Los resultados de la comparacion de las caracteristicas moleculares entre los
tumores IMS, INC y MACS se resumen en la Tabla IV.30. Sin presentar significacion
estadistica, vuelve a confirmarse la asociacion directamente proporcional entre la IMS y
el FM. Por otro lado, como era de esperar, la falta de expresion de las proteinas del
sistema de reparacion solo afecta al grupo de CCR con IMS. En cuanto al analisis de la
metilacion de islas de CpG, los tumores MACS e INC presentan una asociacion,

discretamente mayor, con FM bajo y cero, sin encontrarse diferencias significativas.
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Tabla IV. 30. Comparacion de las caracteristicas moleculares (analisis del estado de metilacion de islas de

CpG.)
IMS IC MACS P
FM alto 3(30) 2 (13) 7(20,6)
FM bajo 4 (40) 6 (40) 13 (38,23)
FM cero 3 (30) 7 (46,6) 14 (41,17) NS

En definitiva, se puede resumir que las principales caracteristicas que
diferencian los tumores MACS son: localizacién del tumor, con un predominio por el
colon izquierdo (41,17%); mayor proporcion de tumores productores de mucina
respecto a los INC, pero menor que en los IMS; y mayor afectacion ganglionar y
presencia de metastasis en el momento del diagnostico, similar a los INC. La
estadificacion tumoral muestra diferencias significativas (p=0,004), con un predominio
por los estadios iniciales. Los tumores MACS presentaron muy baja asociacion con la

via del fenotipo metilador (21%).
3. CLASIFICACION MOLECULAR.

Como se detalla en el apartado de Material y métodos, atendiendo a las
alteraciones moleculares relacionadas con la carcinogénesis colorrectal, se clasifica al
CCR en cuatro grupos segln el estado de la IMS y el FM. En este apartado se describen
y comparan las caracteristicas anatomo-patolégicas y familiares de los grupos

establecidos. Los resultados se exponen en la Tabla IV.31.

Cuatro pacientes (5,9%) presentan IMS y FM alto y se caracterizan por una edad
precoz de aparicion del CCR, siendo la edad media al diagndstico de 29 afios, y mayor
predileccion por el colon derecho (75%). Se diagnostican en estadios iniciales (25% en
estadio I y 75% en estadio II). Los cuatro casos cumplian criterios clinicos de
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Amsterdam 1I y se clasificaron como SL. La presencia de IMS y FM bajo/cero se
observa en seis casos (8,8%), con predominio por el sexo masculino (83,3%) y por la
localizacién izquierda del colon (66,7%). Sus caracteristicas histopatologicas destacan
por presentar el mayor porcentaje de tumores productores de mucina (66,7%) y células
en anillo de sello (16,7%), en comparacion con los otros grupos. Los seis casos se
diagnostican en estadio Il y presentan una importante agregacion familiar con el SL. De
los 69 casos con EMS, 9 pacientes presentan FM alto; mientras que 49 pacientes
presentan FM bajo/cero, siendo el grupo mas frecuente (72,1%). Los pacientes con
EMS y FM alto se diagnostican a una edad media mas tardia (40,1 afios). El 56% de
estos tumores se localizan en el colon derecho y la mitad de los casos son productores
de mucina. Mas de la mitad (56%) se consideran casos esporadicos. En los pacientes

con EMS y FM bajo/cero se observa una mayor preferencia por el colon izquierdo y

recto y una mayor frecuencia de tumores diagnosticados en estadios mas avanzados
(22,4%). Dentro de este grupo, el 45% de los tumores presentan agregacion familiar

para el CCR.

Los tumores con FM alto, con o sin IMS se localizan predominantemente en el
colon derecho. Los casos de SL se relacionan con IMS, independientemente del FM, sin
embargo los casos con EMS, también presentan cierta agregacion familiar con tumores

asociados o no con el SL.

En la Tabla IV. 31 se resumen las principales caracteristicas clinicas y familiares

del CCR segun su clasificacion molecular.
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Tabla IV.31. Resumen datos anatomo-clinicos y familiares segtin la clasificacion molecular.

Pacientes
Edad media (DE)
Sexo:
Hombre
Mujer
Localizacion:
Derecho
Izquierdo
Recto
Mucinoso
Células en anillo de
sello
Ausencia de MIh1
Mutacion BRAF
Mutacion de genes
MMR
TNM:
|
1
1
v
Historia familiar_de
CCR:

Amsterdam tipo Il

Agregacion Lynch
Agregacion no
Lynch

Esporéadico

IMS/

FM alto.
n (%)
4(5,9)
29,25 (3,3)

2(50)
2(50)

3(75)
1(25)

0

1/3 (33,3)

0/3 (0)
2(50)
0

4(100)

1(25)
3(75)
0
0

4 (100)
0

IMS/

FM bajo/cero.
n (%)

6 (8,8)
37,17(3,3)

5(83,3)
1(16,7)

2(33,3)
4(66,7)

0

4/6 (66,7)

1/6 (16,7)
1(16,7)
0

3(50)

0
6(100)
0
0

5(83,3)
1(16,7)

EMS/
FM alto.
n (%)
9(13,2)
40,3(1,3)

4(44,4)
5(55,6)

5(55,6)
2(22,2)
2(22,2)
3/6(50)

0/6 (0)
0
0

3(33,3)
3(33,3)
2(22,2)
1(11,1)

0

3(33,3)

1(11,1)
5(55,6)

EMS/

FM bajo/cero.
n(%)

49 (72,1)
40,1(4,8)

31(63,3)
18(36,7)

6(12,2)
24(49)
19(38,8)
9/40 (22,5)

2/40 (5)
0
12,1)

14(28,6)
13(26,5)
11(22,4)
11(22,4)

5(10,2)

12(24,5)

10(20,4)
22(44.,9)

<0,001

NS

0,007
0,11

NS
<0.001
NS

<0.001

0,06

0.001

0,028
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4. ESTUDIO COMPARATIVO DEL CCR DE APARICION PRECOZ SEGUN SU

LOCALIZACION EN EL COLON.

Como se sabe, el CCR se desarrolla a partir de diferentes vias de carcinogénesis,
las cuales, presentan caracteristicas clinicopatologicas diferentes, entre ellas la
localizacion en el colon. Una vez analizado de forma global el CCR en adultos jovenes,
y posteriormente segun las diferentes vias de carcinogénesis, procedemos a identificar y
comparar las distintas caracteristicas anatomoclinicas, familiares y moleculares, segun

criterios de localizacion tumoral.

4.1. Caracteristicas anatomoclinicas.

De la muestra total de pacientes (88 casos), el 25% de los CCR se localizan en el
colon derecho, el 43,2% en el colon izquierdo y el 31,8% en el recto. Los CCRs de
localizacion derecha se diagnostican a una edad media mas precoz (34 afios) en
comparacion con los localizados en colon izquierdo y recto, con una edad al diagnostico
de 38 afios en ambos casos. La distribucion por sexos, es homogénea en los tumores de
colon derecho, mientras que en el colon izquierdo y recto destaca una frecuencia mayor
de hombres. Tanto en la edad al diagndstico como en la distribucion por sexos no se

observan diferencias significativas al comparar los tres grupos.

Las caracteristicas histopatologicas de cada localizacion y los resultados de la
comparacion se resumen en la Tabla IV.32. No se observan diferencias en el grado de
diferenciacion, en la produccién de mucina ni en la presencia de células en anillo de
sello. Aunque, los tumores localizados en el lado derecho del colon, muestran un
porcentaje mayor de casos con bajo grado de diferenciacion (22,2%), la produccién de

moco es similar en las tres localizaciones y destaca la presencia de células en anillo de
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sello en 2 casos de los CCRs que se originan en el recto (9,5%), mientras que en el

colon derecho no se identifica ningtn caso.

Tabla IV.32. Comparacion de las caracteristicas histopatologicas segtin la localizacion tumoral.

CCR derecho. CCRizquierdo. CCR recto p

n (%) n (%) n (%)
Grado de NS
diferenciacion:
Alto 6/18 (33,3) 9/26 (34,6) 6/21(28,6)
Medio 8 /18 (44.,4) 14/26 (53,8) 14/21(66,6)
Bajo 4/18 (22,2) 3/26 (11,5) 1/21(4,7)
Produccion de moco: NS

Mucosecretor ( SI/NO)  12(66,7)/6(33,3)  7(26,9)/19(73)  5(23,8)/16(76)
Células en anillo de
sello( SI/NO) 0/18 (100) 2(7,7)/ 24(92,3)  2(9,5)/19(90,5)

En cuanto a la estadificacion tumoral, los CCRs que se localizan en el colon
derecho se diagnostican mas de la mitad (54,2%) en estadio II, los tumores del colon
izquierdo, el 66% en estadios precoces y los CCRs que se originan en recto, el 36% se
diagnostican en estadio IV. La comparacion entre los tres grupos resulta
estadisticamente significativa con una p de 0,004. En relacion al prondstico, también se
observan diferencias significativas (p 0,005) en la mortalidad y supervivencia media
total de los tumores derechos, izquierdos y de recto, siendo esta ultima de 95.4%, 68.4%

y 53.5% respectivamente. En la Tabla IV. 33 se detallan los resultados expuestos.
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Tabla I'V.33. Comparacion de estadificacion tumoral, ST, SLE y mortalidad segun la localizacion tumoral.

CCR derecho. CCR izquierdo. CCR recto p
n (%) n (%) n (%)
Estadio TMN: 0,004
I 5(22,7) 13 (34,2) 8 (28.6)
I 12 (54,5) 12 (31,6) 2(7,2)
i 4(18,2) 3(7,9) 9 (32,1)
v 1(4,5) 10 (26,3) 9 (32,1)
ST 95,4 68,4 53,5 <0,001
SLE 72,36 48,68 36,7 0,006
Mortalidad. 14,5 12 (31,6) 13 (46,4) 0,005

Los tumores localizados en el colon derecho asocian CCR sincrénicos y/o
metacronicos en un 27.3% y neoplasias primarias multiples en un 30,8%, siendo
estadisticamente significativo al comparar con los tumores que se localizan en el colon

izquierdo y recto.

En cuanto a la presencia de polipos, los tumores del colon derecho presentan un
mayor niumero de polipos a lo largo de la evolucion en comparacion de los tumores de

otras localizaciones (72,7%).
4.2. Caracteristicas familiares.

Los antecedentes familiares de los CCRs en funcion de su localizacion en el
colon muestran diferencias estadisticas y se presentan en la Tabla IV.34. Los CCRs que
se localizan en el colon derecho asocian SL en un 40 % y presentan antecedentes
familiares del mismo en un 35 %. En los tumores que se localizan en el colon izquierdo
predominan los casos esporadicos (51,4 %), en el 31,4 % presentan agregacion familiar

para neoplasias relacionadas o no con el SL y 6 casos cumplen criterios de Amsterdam

146



IV. RESULTADOS

II. Por altimo, los CCRs que se localizan en el recto destacan que el 48 % presentan

antecedentes familiares de neoplasia asociadas al SL.

Tabla IV. 34. Comparacion de las caracteristicas familiares en funcion de la localizacion tumoral.

CCR derecho. CCRizquierdo. CCRrecto p

n (%) n (%) n (%)
Agregacion familiar de neoplasias
Caso esporadico 5(25) 18 (51,4) 11 (40,7) 0,005
Agregacion familiar SL 7(35) 6(17,1) 13 (48) 0,032
Agregacion familiar no SL 0 5(14,3) 2(7,4) NS
Amsterdam 11 positivo 8 (40) 6 (17,1) 1(3,7) 0,005

4.3. Caracteristicas moleculares.

A continuacion, se comparan los resultados del analisis inmuhistoquimico y el

estado metilador de los CCRs localizados en el colon derecho, colon izquierdo y recto.

4.3.1. Inestabilidad de Microsatélites.

Un tercio de los CCRs que se localizan en el colon derecho y el 15% de los que
se localizan en el colon izquierdo presentan IMS; mientras que no se identifica ninglin

caso en los tumores de recto.

4.3.2. Anélisis de la metilacion de islas de CpG.

En cuanto al FM, se observa que el 50% de los tumores que asientan en el colon
derecho presentan FM alto, el 37 % FM bajo y el 12,5% FM cero. En los tumores que se
localizan en el colon izquierdo y recto, predomina el FM bajo/0, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa con una p de 0,005.
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Como se ha indicado con anterioridad, combinando el estado de la IMS y el FM,
se clasifica desde el punto de vista molecular al CCR en cuatro grupos. Los resultados,

segun criterios de localizacion tumoral se exponen en la Tabla IV. 35.

Tabla. IV. 35. Diferencias en la clasificaciéon molecular segun la localizacion tumoral

p
CCR derecho  CCRizquierdo  CCR recto
n (%) n (%) n (%)
FM alto 8/16 (50) 3(9,7) 2(9,5)
FM bajo 6/16 (37,5) 14 (45,2) 8 (38,1) 0,005
FM cero 2/16 (12,5) 14 (45,2) 11 (52,4)
IMS/FM alto 3(18,8) 1(3,2) 0
IMS/ FM bajo-cero 2 (12,5) 4(7,9) 0 0,007
EMS/ FM alto 5(50) 2 (6,5) 2(9,5)
EMS/ FM bajo-cero 6 (37,5) 24 (77,4) 19 (90,5)

4.3.3. Analisis de la inestabilidad cromosémica.

Se analiza la INC en 59 casos del total de la muestra mediante la técnica de
CGH-array, descrita en el apartado de material y métodos. Estratificamos la muestra en
funcion de la localizacion tumoral en el colon y los resultados obtenidos se exponen a

continuacion.

Diez casos (17 %) presentaron IMS, de los cuales el 50% se localizan en el
colon derecho y 50% en el izquierdo. En 15 casos (25,42%) se identifica INC y se
distribuyen eminentemente en el colon izquierdo (53,3%) y recto (40%). So6lo un caso
con INC se localiza en el colon derecho. El 68,4% de los tumores localizados en recto y
el 52% de los localizados en colon izquierdo no muestran ni IMS ni INC,

considerandose por tanto tumores MACS.
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En la Tabla IV.36 se resumen las principales caracteristicas de los CCRs en

funcidn de su localizacion en el colon.

Tabla IV. 36. Caracteristicas principales de los CCR en funcion de su localizacion en el colon.

CCR derecho CCRizquierdo  CCR recto
n (%) n (%) n (%) p

Pacientes 22 (25) 38 (43,2) 28 (31,8)
Edad media (DE) 34,1 (6,4) 38,1 (5) 38,3(45) 02
Sexo:

Hombre 11 (50) 24 (63,2) 18 (64,3) NS

Mujer 11 (50) 14 (36,8) 10 (35,7)
Mucinoso 6/ 18 (33,3) 7/ 26 ( 34,6) 5/21(23,8) NS
Células en anillo de sello 0 2/26(7,7) 2/21(9,5) NS
Grado de diferenciacion:

Bajo 4/18 (22,2) 9/26 (34,6) 1/21(4,7) NS

Medio 8/18 (44,4) 14/26 (53,8) 14/21(66,6)

Alto 6/18 (33,3) 3/26 (11,5) 6/21 (28,6)
Po6lipos 16 (72,7) 25 (65,8) 12 (42,9) 0,08
Tipos de pdlipos

Adenomas 7 (43,8) 13 (54,2) 8 (66,7)

Hiperplasico 2 (12,4) 4 (16,7) 2 (16,7)

mixtos 7 (43,8) 7(29,2) 2(16,7) NS
CCR sincroénico/ metacraénico 6 (27,3) 3(7,9) 2(7,1) 0,05
TNM:
I 5(22,7) 13 (34,2) 8 (28,6)
I 12 (54,5) 12 (31,6) 2(7.2)
1l 4 (18,2) 3(7,9) 9(32,1)
v 1 (4,5) 10 (26,3) 9(32,1) 0,004
Mortalidad. 1 (4,5) 12 (31,6) 13 (46,4) 0,005
Agregacioén familiar
neoplasias
Caso esporadico 5(25) 18 (51,4) 11 (40,7) 0,005
Agregacion familiar SL 7 (35) 6(17,1) 13 (48) 0,032
Agregacién familiar no SL 0 5043) 2(7,4) NS
Amsterdam 11 positivo 8 (40) 6 (17,1) 1(3,7) 0,005
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Caracteristicas moleculares
IMS /EMS
IC
MACS
FM alto
FM bajo
FM cero

6 (30)/14 (70)
1(7,7)

7 (54)

8/16 (50)
6/16 (37.5)
2/16 (12,5)

6(17,1)/29(82,9) 0/26(100) 0,005

8 (29,6)
14 (52)
3(9,7)
14 (45,2)
14 (45,2)

6 (31,6)

13 (68.,4)

2(9,5)

8 (38,1) 0,005
11 (52,4)
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V. DISCUSION.

1. EL CANCER COLORRECTAL EN EL ADULTO JOVEN,

El CCR es la tercera neoplasia mas comun y la segunda causa de mortalidad por
cancer en los paises desarrollados. El riesgo acumulado es de un 2-6% en la poblacion
general y €ste riesgo aumenta con la edad. La mayor parte de los CCR ocurren a una
edad media de 60-70 afios. EI CCR de aparicion precoz es infrecuente, con una
incidencia del 2-8% de todos los CCR. Sin embargo, segin muestran los ultimos
estudios estadisticos su incidencia estd aumentando (Boley y Ferlay 2005, Siegel RL et

al. 2009).

Dentro del CCR de aparicion precoz se identifican subgrupos de CCR con
diferentes caracteristicas clinicopatologicas, familiares y moleculares (Perea J et al.

2011). Ademas, varios estudios reiteran la existencia de diferencias respecto a aquellos
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casos que aparecen en pacientes de mayor edad (Losi L et al. 2005, Fairley TL et al.
2006). Desde el punto de vista clinicopatolégico, el CCR en jovenes se caracteriza por
bajo grado de diferenciacion, produccion de moco, mayor frecuencia de células en
anillo de sello, y mayor porcentaje de tumores sincronicos o metacronicos, y desarrollo
de polipos durante el seguimiento. En cuanto a la localizacion, algunos autores
muestran predominio por el colon izquierdo y recto, mientras que otras series destacan

su origen en el colon derecho (Issa JP et al. 2004, Goel A et al. 2010).

El CCR de aparicion precoz es un grupo heterogéneo, que incluye desde casos
con un importante componente familiar hasta otros que son esporadicos. En los casos
que se asocian al SL aumenta la proporcion de tumores a nivel de colon derecho y con
mejor pronostico, mientras que los casos esporadicos destacan por diagnosticarse en

estadios mas avanzados.

Desde el punto de vista molecular, los CCR de edad precoz pueden subdividirse
en tumores con IMS, que se relacionan con el SL; y los que presentan EMS. Este tltimo
grupo presentaria una edad mas tardia de inicio, menor predominio por colon derecho y
menor porcentaje de CCRs sincronicos y metacronicos, asi como un diagndstico en
estadios extremos. Se originan predominantemente en el colon izquierdo y recto, y

presentan mayor frecuencia de tumores mucinosos o con células en anillo de sello.

Desde el punto de vista familiar destaca una mayor agregacion familiar y con

tumores tipo Lynch (Snover DC 2011, Hawkins NJ et al. 2001, Perea J et al. 2011).

En los ultimos afios, se ha encontrado que un porcentaje de los tumores con
EMS no presentan INC, presente en el grupo general pero mas en particular en jovenes.

Este subgrupo parece asociarse con peor prondstico, fenotipo invasivo, metéstasis
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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).
2. CARACTERISTICAS GLOBALES DEL CCR EN MENORES DE 45 ANOS.
2.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En nuestra muestra, la edad media al diagndstico del CCR fue de 39 afios, con
un rango de edades comprendido entre los 17 a los 45 afios. Hemos observado
diferencias en la distribucion por sexos, encontrando predominio en el vardn. Estos

datos coinciden con los publicados previamente en la literatura (Losi L et al. 2005).

En la localizacion de los CCR, existe predileccion por el colon izquierdo y el
recto, con el 43,2% y 31,8% de los casos. En los datos publicados en la literatura se
observan diferencias en este sentido. Series como la de Giraldez et al. (2012) muestra un
predominio por el colon izquierdo y recto (81%) y en lo publicado por Losi et al (2005),
donde el 49,3% de los casos se localizan en colon izquierdo. También en la serie de

Chang et al. (2012) el 44% de los casos se presentan en sigma y el 36% en recto.

Estudios recientes ponen de manifiesto un aumento de la incidencia de cancer
rectal en adultos menores de 50 afios (You YN et al. 2011, Yantiss RK et al. 2009). En
otras series, sin embargo, destacan un mayor porcentaje de CCR a nivel de colon
derecho. Savas et al. (2007) evaluan 41 pacientes de menos de 40 anos de edad y
observan que el 47% de los casos se localizan en el colon proximal. En la serie de

Mahdavinia et al. (2005), estudian 112 casos de CCR menores de 45 afios, encontrando
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que los pacientes con antecedentes familiares de CCR se localizan mas frecuentemente
en colon proximal (42%), mientras que los casos esporadicos mostraron predileccion
por el colon distal (77%). En este sentido también parece apuntar Miltry et al. (2001),
concluyendo que el CCR en el colon proximal en pacientes jovenes podria reflejar una

predisposicion genética (Mitry E et al. 2001).

El adenocarcinoma mucinoso y carcinoma con células en “anillo de sello”
suponen el 10-15% y el 1% del total de CCRs, respectivamente. Diferentes
publicaciones indican que el CCR en pacientes jovenes presenta un predominio de
tumores mucinosos y con mayor porcentaje de células en “anillo de sello”; caracteristica
que comparten con los tumores asociados a formas hereditarias. Ademas, algunos
estudios han encontrado relacion entre una mayor produccion de moco en el CCR con
peor pronostico. En nuestra serie, el 74% son adenocarcinomas, con un 27,7 % de casos
productores de mucina y 5,2% de tumores con células en “anillo de sello”. Si
diferenciamos entre tumores IMS y EMS, se observa una mayor produccion de mucina
en el primer grupo (54,54% vs 26,5%). Estos datos concuerdan con lo descrito en la
literatura: en las series la produccion de moco varia desde 9% hasta 24% (Da Fonseca
LM et al. 2012, Chang DT et al. 2012, You YN et al. 2011). En estudios con un mayor
porcentaje de pacientes con SL, la incidencia de tumores mucinosos es discretamente

mayor (Losi L et al. 2005, Mahdavinia M et al. 2005, Savas N et al. 2007).

En cuanto al grado de diferenciacion, se observa que el 55,4% de los tumores
presentaron grado moderado de diferenciacion, el 32,3% alto y el 12,3% bajo grado de
diferenciacion. Tanto en los tumores con IMS como en los EMS existe predominio de
tumores de medio y alto grado de diferenciacion, sin mostrar diferencias. Estos datos

destacan con respecto a lo publicado hasta el momento en la literatura, donde diferentes
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publicaciones describen como caracteristica del CCR de aparicion precoz, un mayor
porcentaje de tumores de bajo grado de diferenciacion. Lo mismo ocurre cuando se
estratifica los tumores en base a su IMS, siendo mayor el porcentaje de tumores poco
diferenciados. En lo publicado por Chang et al. (2012), el 73% de tumores en edad
precoz presenta bajo grado de diferenciacion. Sin embargo, en otras series como la de
You NY et al. (2011) el grado de diferenciacion de los tumores se distribuye
homogéneamente, con leve predominio por bajo grado (55,6% de los casos). Los
resultados publicados por Fonseca et al. (2012) y Valle et al. (2007) coinciden con los
nuestros. En ambas series se observa un predominio de tumores con moderado grado de

diferenciacion, el 76,45% y 78,6% de los casos, respectivamente. Ademas, en la serie de

Valle et al. (2007) comparan los resultados de tumores con IMS y EMS no
objetivandose diferencias, como en nuestra serie. No ocurre lo mismo en el estudio
presentado por Losi el al. (2005), donde de forma global la proporcion de CCR con
moderado grado de diferenciacion alcanza el 72%; sin embargo al estratificarlo segin la
IMS, la proporcion de tumores con bajo grado es del 37,5%. En el estudio realizado por
Klarskov et al. (2012), que compara las caracteristicas de diferentes sindromes
hereditarios, se observa un mayor porcentaje de tumores pobremente diferenciados en el

SL.

La estadificacion del CCR es imprescindible para una correcta planificacion
terapéutica, establecer el pronostico y el riesgo de recidiva tumoral, y evaluar los
resultados del tratamiento. En nuestro estudio, se observa una distribuciéon homogénea
del estadio al diagndstico, con un ligero predominio por los estadios iniciales (ver Tabla

IV.4 del capitulo de resultados). Al momento del diagnostico, el 33,3 % de los casos
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presentan metéstasis ganglionares y el 23,9% metastasis a distancia. De los casos que no

presentan enfermedad a distancia al diagnostico, el 15,2% presentaron recidiva tumoral.

En las series revisadas predominan los estadios II y III en el momento del
diagndstico con porcentajes que varian de 18,3% al 75% (Losi L et al. 2005, Valle et al.

2007, Chang DT et al. 2012, Yantiss RK et al. 2009, You YN et al. 2011).

En general, el CCR en el adulto joven se diagnostica en estadios avanzados
(Liang JT et al. 2003, Chang DT et al. 2012, Hawkins NJ et al. 2001). Una de las causas
que podria explicarlo es la ausencia de programas de cribado de CCR en pacientes
menores de 50 afos, excepto en los casos con antecedentes familiares o personales de
cancer (Castells y Marzo 2009 ). La falta de sospecha clinica puede retrasar el
diagndstico y que éstos pacientes no se traten de forma correcta en la fase inicial de la
enfermedad. Parramore et al 1998 public6 una serie de 36 casos de CCR en menores de
40 afos, en los que el 97% de los pacientes presentaron sintomatologia relacionada con
su tumor durante una media de 7,2 meses, incluyendo dolor (72%), rectorragia (58%),
alteraciones del ritmo intestinal (53%) y pérdida de peso ( 42%). En el 78% de los
casos, el CCR se encontr6 en estadio III 6 IV. Ello indica la necesidad de estar alerta
ante cualquier sintoma relacionado con el CCR en este grupo poblacional. De este modo
se podria incrementar el diagnostico precoz y mejorar el prondstico de estos pacientes.
Nuestros resultados, sin embargo, no indican de manera tan manifiesta el predominio de
estadios avanzados, tal vez debido al programa de cribado de CCR instaurado en el area
sanitaria desde hace ya muchos afios. Por otro lado, el caracter histopatologico agresivo
del tumor y una posible base genética podria predisponer al desarrollo acelerado de este
tumor en pacientes jovenes. Estudios recientes han demostrado que la IMS puede

acelerar el desarrollo de CCR, y por tanto la mayor incidencia de CCR con IMS en
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pacientes jovenes podria resultar en un desarrollo mas rapido y el diagndstico en
estadios avanzados. Sin embargo, otros estudios no estan de acuerdo con este concepto
y defienden que los tumores con IMS no se asocian con estadios mas avanzados que los
EMS (Lin JT et al. 2005, Liang JT et al. 2003, Calin GA et al. 2000). Este trabajo
coincide con lo observado en nuestro estudio, en el que el 75% de los tumores IMS se
encuentran en estadio II y ninglin caso en estadio IV, y los tumores EMS muestran una

distribucion homogénea, con 31,8% de los casos en estadio [ y el 26% en estadio IV.

En nuestros resultados, ST fue de 58,51 meses, y la SLE de 50,79 meses. Si se
excluyen los pacientes que presentan enfermedad a distancia en el momento del
diagnéstico (21 pacientes), ambas aumentan a 71,54 y 66,71 meses, respectivamente. Se
observo recidiva tumoral en el 15,2% de los casos. De ellos, 27,3% fue a nivel
locorregional y 63,5% a distancia. La localizaciéon mas frecuente de las metastasis a
distancia fue el higado. La mortalidad en nuestra serie fue de 29,54%. El estadio
tumoral, en estos pacientes, resultd ser mas avanzado en comparacion con el grupo total

(76,9% vs 23,9% en estadio IV).

Respecto a lo publicado en la literatura, existen estudios que demuestran que el
CCR en pacientes jovenes presenta pobres resultados clinicos (Lin JT et al. 2005, (Da
Fonseca LM et al. 2012). Sin embargo, otros articulos encuentran tasas de supervivencia
equivalentes o mayores en pacientes jovenes con CCR en comparacidon con pacientes
afosos, a pesar de presentar un estadio de la enfermedad mas avanzado (O'Connell JB et
al. 2004). La diferencia respecto a los resultados de CCR en pacientes jovenes puede
deberse a la inclusion de CCR hereditario, particularmente SL, que tiene mejor
supervivencia en comparacion con el CCR esporadico (Popat S et al. 2005). En la

revision realizada por Chang et al. (2012), muestran que el CCR de aparicion precoz, a

159



V. DISCUSION

pesar de presentar caracteristicas histologicas que se relacionan con peor pronostico,
presenta tasas de ST y SLE similar a los pacientes mayores de 40 afios de edad, aunque
observaron mayor incidencia de recurrencia y de desarrollar metastasis a distancia
durante su curso de la enfermedad. Estos resultados coinciden con lo publicado por Yeo
et al. (2013): En su serie, la supervivencia media a los cinco afios fue de 59,4% en
pacientes menores de 40 anos y de 61,1% en pacientes mayores de 40 afios, mientras
que la tasa de metéstasis locorregionales y a distancia fue mayor en el grupo de los

jovenes (65,7% y 31,5% respectivamente).

En nuestro estudio, 50 pacientes presentaron algun tipo de poélipo en el colon
(56,81%). Solo en un caso se detectd previo al diagndstico de CCR, en 16 pacientes se
identificaron en el momento del diagnostico de CCR (32%), mientras que en 36% se
presentaron durante el seguimiento de la cirugia. En el 30% de los casos se identificaron
polipos tanto en el momento del diagnostico como durante el seguimiento de la cirugia
de CCR. De los cincuenta pacientes, seis fueron diagnosticados de PAF; y si se

excluyen a éstos, la media de polipos fue de 1,8.

Hay pocas series en la literatura que analicen la aparicion de polipos en estos
pacientes. La serie de Chang et al. (2012) muestra una menor frecuencia de pdlipos en
el grupo de CCR de inicio precoz en comparacion con el grupo de CCR de edad
avanzada (19/55 35% vs 39/73 52% p=0,034). Solo en 7% se identificaron de forma

sincronica con el CCR, y el numero de polipos identificados fue de 1 a 3.

Se conoce que los individuos afectados por el SL desarrollan polipos con mas
frecuencia que la poblacion general y éstos suelen aparecer a edad més temprana, tienen
mayor tamafio, y caracteristicas histopatologicas asociadas a alto riesgo de degeneracion

(alto indice de displasia y mayor componente velloso), con una progresion a la
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malignizacion mucho mas rapida (Vasen et al. 2007, Cappell. 2008, Jasperson KW et al.
2010, Kastrinos F et al. 2013). En nuestro estudio, el 75% de los casos con CCR IMS
presentan algun tipo de pdlipo en el colon, en comparacion con el 55% de los CCR
estables. En los IMS se identifica un predominio de pdlipos mixtos (57,14%) y en los
EMS de adenomas (52,63%). En otros trabajos, como el publicado por Valle et al. 2007,
el porcentaje es menor para ambos tipos de tumores, identificando la presencia de

polipos en el 17,6% de los casos IMS y en el 36% de los EMS.

En nuestros resultados, 5 casos presentaron CCR sincronico y/o metacronico,
siendo cuatro de ellos sincronicos. Por otro lado, nueve pacientes presentaron neoplasias
extracoldnicas; de las cuales dos casos se asocian a SL. En total, 13 pacientes

presentaron mas de una neoplasia primaria a lo largo de la evolucion.

El porcentaje de CCR sincronico y/o metacronico varia entre el 5-9,8% segin
los trabajos publicados. En la serie de Liang et al. (2003), se compara una muestra CCR
a edad avanzada con una poblacion de menor o igual a 40 afios. El 9,8% de los
pacientes jovenes presentaban CCR sincronico/metacronico, mientras que solo ocurria
en el 1,8 % de edad avanzada. En la serie de Perea et al. (2010) se observa una
frecuencia de 7% en una poblacion de menos de 45 afos, sin apreciarse diferencias al
estratificar en funcion de la inestabilidad de microsatélites. Sin embargo en el estudio de
Guillem et al. (1999), se aprecia un aumento de la frecuencia de CCR sincrénico y/o
metacroénico asociado con los casos que presentaban antecedentes familiares

relacionados con el SL.

A pesar de que no presente componente hereditario, y mientras se desconozcan
por completo las bases moleculares del CCR en este rango de edad, el diagndstico de un

CCR en estos sujetos no s6lo ha de determinar la necesidad de un seguimiento para
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diagnosticar de forma precoz posibles recidivas, sino, como se ha visto segin los
resultados expuestos, debido al alto riesgo de desarrollar otros polipos en el colon, asi
como CCR sincrénicos y/o metacronicos, incluso neoplasias a otros niveles. Desde
nuestro punto de vista, el seguimiento en estos sujetos, mientras no se demuestre lo
contrario, incluso en aquellos sin componente hereditario comprobado y conocido, ha

de ser de por vida, a nivel del colon, y en el resto de érganos de manera individualizada.
2.2. Caracteristicas familiares.

Como se ha mencionado previamente en la Introduccion, un 30%
aproximadamente de los CCR presentan un componente familiar. Un 5% son formas de
CCR hereditario (Sindrome de Lynch, Poliposis Adenomatosa Familiar, etc), mientras
que un 20-30% son casos que presentan agregacion familiar para el CCR, cuyas bases

moleculares estan por definir (Lindor et al. 2005,Valle et al. 2007).

En el CCR de aparicion precoz se incluyen tanto casos esporadicos como casos
con importante componente familiar. En este grupo poblacional es mas probable la
identificacion de casos de SL; por ello diferentes publicaciones proponen la utilizacion
de la edad precoz, junto con otras caracteristicas, como herramienta efectiva para la
identificacion del mencionado sindrome (Perea J et al. 2011, Jasperson KW et al 2010a,

Pucciarelli S et al. 2003).

De los 82 casos analizados de nuestra serie (excluidas las seis familias
diagnosticadas de PAF), 32 casos (39%) fueron considerados casos de CCR
esporadicos, no presentando antecedentes familiares de CCR ni neoplasias relacionadas
con el SL. Se identificaron 34 casos (41,4%) con agregacion familiar para el CCR y

19,5% cumplian los criterios de Amsterdam para el SL.
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Lo publicado en la literatura muestra que el porcentaje de casos con
antecedentes familiares relacionados con el SL varia segin el punto de corte de la edad
al diagnostico. En la serie de Losi et al. (2005), se emplea el mismo criterio de edad que
en nuestro estudio, y el nimero de casos que cumplian criterios clinicos de SL fue de 7
(10%), un porcentaje menor respecto al nuestro. Datos similares se observan en el
estudio realizado por Steinhagen et al. (2012), en el que analizaron 198 pacientes con
diagnoéstico de CCR en menores de 50 afios de edad. De ellos, 9 casos (4,5%)
presentaron criterios de Amsterdam II y 61 casos (30,8%) presentaron agregacion
familiar de CCR (10,1% con antecedentes de CCR en familiares de primer grado y
20,7% en familiares de segundo grado). Sin embargo, el porcentaje es mayor en la serie
publicada por Jasperson et al. (2010a) que establecen la edad de corte en 35 afios de
edad. De los 96 casos de CCR de menos de 36 afos, identificaron que el 18% de los
casos cumplian criterios clinicos de Amsterdam, el 28% los de Bethesda y un 54%

fueron casos esporadicos.

La diferencia de porcentajes parece tener relacion con la edad de corte, y por
tanto, cuanto menor es la edad de corte, mayor es la proporcion de casos con SL. Por el
contrario, cuanto mayor es la edad de corte, mayor es el porcentaje de casos con EMS.
Sin embargo, en comparacion con CCR estables en ancianos, el CCR con EMS en
jovenes muestra mayor agregacion familiar y presencia de tumores tipo Lynch,
pudiendo estar en relacion con nuevos sindromes de CCR hereditarios (Hawkins NJ et

al 2001, Chan TL et al 2001, Valle et al. 2007, Banerjea A et al 2009).

Hasta el momento, la historia familiar de CCR se ha considerado un factor de
riesgo mas importante en sujetos jovenes que en edades mas avanzadas, y representa un

7% del total de CCR en adultos jovenes (Giovannucci E 2006, Rosato V et al. 2013). En
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el trabajo de Perea et al. (2011) se analiza la presencia de antecedentes familiares
neoplasicos en el grupo de CCR en el adulto joven con un grupo control de CCR en
edad avanzada. Como era de esperar, se observa un predominio de casos con
antecedentes o agregacion familiares en el grupo de adulto joven (61% vs 24,7%). De
éstos, el 20% cumplian criterios clinicos de Amsterdam para el SL y sélo un caso lo
cumplia en el grupo de CCR de edad avanzada. En la serie publicada por Yantiss et al.
(2009) destaca, sin embargo, que el porcentaje mayor de casos con historia familiar
corresponde a pacientes mayores de 50 afos. En este estudio, sin embargo, se analiza la
presencia de antecedentes neoplédsicos en familiares de primer grado, sin detallar si

cumplen criterios de Amsterdam o si presentan agregacion con otras neoplasias.

Son pocos los estudios que detallan los tipos de neoplasias que presentan cada
una de las familias, asi como si se asocian o no al SL. En nuestro trabajo, las neoplasias
mas frecuentes de los familiares de aquellos casos que cumplian criterios de Amsterdam
fueron logicamente aquellas relacionadas con el sindrome: CCR, géstrico, ovario, Utero,
vias urinarias, sistema nervioso central y pancreas (ver Tabla IV.8 del capitulo de
resultados). En las familias con “agregacion con neoplasias relacionadas con el SL” se
observa la misma distribuciéon, con un predominio del CCR (44,1%) y del
adenocarcinoma gastrico (17,64%). Ademads, se identificaron 13 familias con
agregacion para neoplasias no relacionadas con el SL. Las neoplasias mas frecuentes
fueron el cancer de pulmén (12,19%) y mama (10,97%), seguido de tumores ORL,
leucemias y adenocarcinoma de prostata (ver Tabla IV.9 del capitulo de resultados).
Destaca, que tanto el cancer de mama como el cancer de pulmodn esta presente en ambos
grupos con agregacion (SL y casos con agregacion familiar), aunque el porcentaje es

mayor para el grupo de agregacion familiar (14,7% y 20,58% respectivamente). Ello se
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podria explicar debido a la alta incidencia en la poblacion de estos dos tipos de

neoplasias.

Existen familias donde pueden concurrir factores genéticos, como podria ser el
caso de aquellas con “agregacion familiar” y EMS, donde serian ciertos genes de baja
susceptibilidad al cancer los que se concentrarian en ellas, y cuyo efecto conjunto les
conferiria un aumento del riesgo para el desarrollo de diferentes neoplasias. En este
sentido, aquellos casos que, cumpliendo criterios clinicos de Amsterdam, presentaran
EMS, se hallarian los casos englobados dentro del denominado Céncer Colorrectal
Familiar tipo X (Jasperson KW et al. 2010, Lindor et al. 2005). En cuanto a la
asociacion de tumores diferentes a los habituales relacionados con el SL en aquellas
familias que cumplian criterios clinicos de sospecha de dicho sindrome, también se
sefiala esta posibilidad en algunas publicaciones. Este seria el caso de la neoplasia de
laringe, que se apunta que podria estar dentro del abanico de tumores asociados a dicho
sindrome, aunque las series correspondientes presentan una muestra reducida, o son
reseflas de un tnico caso (Lynch HT et al. 1988, Maul JS et al. 2006). En el trabajo de

Oliveira et al. (2004), se analizo el espectro de neoplasias de las familias asociadas al

SL, o familias con cierta agregacion de neoplasias relacionadas, sin criterios de edad al
diagnostico, y se encontrd que el cancer de mama es el de més frecuente aparicion
dentro de las neoplasias que no se asocian por definicion al SL, presente tanto en
familias con criterios clinicos o con agregacion, con un 26,5% y 27,8%,

respectivamente.
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2.3. Caracteristicas moleculares

2.3.1. Via mutadora o de Inestabilidad de microsatélites.

2.3.1.1. Inestabilidad de microsatélites.

La IMS se debe a una alteracion del sistema de reparacion de errores del ADN, y
conduce a la acumulacion de errores de los microsatélites, distribuidos por todo el
genoma (Peltomaki et al. 2003). La IMS es caracteristica de algunos tumores cuya base
molecular es la alteracion del sistema de reparacion. Representa el 10-15% de todos los
CCR, y es habitual en las formas hereditarias como el SL, donde las mutaciones son a
nivel germinal. En los casos esporadicos, tiene lugar de manera adquirida, mediante un
silenciamiento a nivel epigenético por hipermetilacion a nivel de la region promotora de
cualquiera de los genes relacionados con el sistema MMR (Grady WM et al. 2004).

En los 81 casos en los que se llevd a cabo el andlisis se obtuvieron como

resultado 12 (14,81%) tumores que presentaron IMS.

En los trabajos publicados, con un criterio de selecciéon por edad similar al
nuestro, la proporcion de tumores con IMS varia entre 19,7% y el 41% (Liang JT et al.
2003, Pucciarelli S et al. 2003, Losi L et al. 2005, Yiu R et al. 2005). Cuando
comparamos nuestros resultados se observa que la proporcion de tumores con IMS
apenas alcanza el limite inferior de lo expuesto en la literatura. En la serie publicada por
Losi et al. (2005), el porcentaje de tumores que presentaron IMS fue de 19,7%, mientras
que en el trabajo publicado por Perea et al. (2010), alcanza el 31%. En el estudio de
Liang et al. (2003), el porcentaje de casos inestables es de 29,4%. Liang et al.
subdividen en tres categorias por edad (13-19; 20-29 y 30-39) al conjunto de casos con

CCR en adulto joven y observan que el porcentaje mayor de casos con IMS y con
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antecedentes familiares corresponde a las dos primeras en comparacion con el grupo de
30-39 afios. Estos ultimos resultados, de acuerdo con otros estudios publicados
muestran que la frecuencia de la IMS es inversamente proporcional a la edad al
diagnostico, como hemos indicado previamente, de modo que el porcentaje de IMS
aumenta segun disminuye la edad de diagndstico de CCR (Durno C et al. 2005).
También se observa un mayor porcentaje de IMS en aquellos trabajos en los que se
incluye un niimero mayor de CCR relacionados con el SL. Este es el caso de Valle et al.
(2007), que incluye en su estudio 64 pacientes con criterios Amsterdan tipo I, de los

cuales 59,4% presentaron IMS.

Cuando se comparan los CCR en el adulto joven con los CCR a edad avanzada,
los porcentajes de IMS varian segun la literatura. En lo publicado por Liang et al.
(2003), el porcentaje de IMS pasa de 29,4% en los CCR menores o iguales a 40 afios, a
6,3% en los CCR iguales o mayores de 60 afios. Sin embargo, Chang et al. (2012) no
encontraron diferencias. En dicho trabajo, el 17% de los CCR menores de 40 afios y el
14% de los CCR a edad avanzada mostraron IMS. La ausencia de diferencias entre los
dos grupos podria estar en relacion con un mayor nimero de CCR con IMS por
hipermetilaciéon del promotor de MLHI en dicha serie, mas frecuente en casos

esporadicos y de edad avanzada (Grady WM et al. 2004, Snover DC 2011).

Segun nuestros resultados, llama la atencion que la edad precoz de CCR no se
asocie en mayor proporcion con el SL, ya que solo un pequefio subgrupo muestra
alteraciones en el sistema de reparacion del ADN. Diferentes publicaciones sugieren
que solo 1 de cada 20 pacientes jovenes con CCR es atribuible a una mutacion germinal
de los genes del sistema de reparacion del ADN, y por tanto, la mayoria presentan EMS

y representan otro grupo en el que, por el momento su etiologia genética no se ha
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descubierto totalmente (Chang DT et al. 2012, Antelo M et al. 2012, Limburg PJ et al.

2011).
2.3.1.2 Analisis inmunohistoquimico de las Proteinas del sistema de reparacion.

Estudios realizados recomiendan el andlisis IHQ de las proteinas del sistema
MMR como método de deteccion de pacientes con SL, puesto que presenta una mayor
sensibilidad y especificidad que los criterios clinicos de Amsterdam y Bethesda, y
facilita el estudio de los genes del sistema MMR, ya que la ausencia de expresion de las
proteinas indica directamente el anélisis del gen correspondiente. Al comparar la IHQ y
el analisis de la IMS, esta Gltima presenta una ligera mayor sensibilidad, aunque se
considera que ambos métodos son igual de validos a la hora de detectar a los candidatos

para el estudio genético (Hampel H et al. 2008, Pérez-Carbonell L et al. 2012).

En nuestra serie, en todos los tumores que presentan IMS, se identifica ausencia
de expresion de alguna de las proteinas del sistema de reparacion. En cinco casos, se
observa ausencia de expresion de la proteina Mlh1, que se confirma con la mutacion del
gen en cuatro casos; y solo en uno, la falta de expresion se debe a hipermetilacion del
promotor de MLH]. La falta de expresion de la proteina Msh2 y Msh6 se identifica en
seis y cinco casos respectivamente, identificindose mutacién del gen MSH2 en ocho
casos. En nuestro estudio la tasa de alteraciones de la IHQ (14,8%) estd dentro del rango
(12-21%) descrito en otros estudios que examinaron la incidencia de alteraciones THQ
en pacientes con CCR a edad precoz, incluso sin tener en cuenta la edad de inicio (Goel
A et al. 2010, Girdldez MD et al. 2012, Pinol V et al. 2004, Steinhagen E et al. 2012).
En el trabajo de Steinhagen et al. (2011), analizan la IHQ de todos los tumores en
menores o igual a 50 afios. De un total de 198 pacientes, 38 (19,1%) presentaron

ausencia de expresion de alguna de las proteinas MMR y en 10 casos se identificaron
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mutacion genética (5,1%). 4,5 % del total de pacientes cumplian criterios de Amsterdam
II, mientras que 30,8% presentaban agregacion familiar para CCR. Tan solo el 20% de

los casos con mutacion genética identificada cumplian criterios clinicos para el SL.

El estudio llevado a cabo por Limburg et al. (2011), determina la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo para la identificacion de mutaciones
para la IHQ siendo de 85,7%, 91,9%, 33,3% y 99,3% respectivamente; mientras que
para los criterios Amsterdam fue de 36,4%, 96,7%, 40% y 96,2% respectivamente. La
mayoria de los estudios en los que se analizan las estrategias de aproximacion para el
estudio genético concluyen que el uso unico de los criterios de Amsterdam y Bethesda
no es suficiente para identificar a portadores de mutaciones asociadas al SL. Varios
estudios revelan que la mayoria de los pacientes con alteraciones de las proteinas del
sistema MMR no muestran antecedentes familiares de CCR ni otras neoplasias
asociadas al SL (Niessen RC et al. 2006, Antelo M et al. 2012, Liang JT et al. 2003). En
nuestro trabajo, sin embargo, dos casos con mutacion pertenecen al grupo de agregacion
familiar (16,6%), sin cumplir los criterios de Amsterdam y los diez casos restantes si lo

hacen.
2.3.1.3. Analisis genético.

El 83,3% de los casos con IMS mostraron mutacion de algunos de los
principales genes implicados en la reparacion del ADN (40% MLH1, 40% MSH2 y 20%
MSHG6). Dos casos no mostraron mutacion genética; uno de ellos presentd una
hipermetilacion del gen MLHI, mientras que en el otro no se encontrd alteracion a pesar

de la ausencia de expresion de la proteina Msh6.
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El porcentaje de mutaciones en los genes MMR en nuestro trabajo coincide con
lo publicado previamente. En ellos la tasa de mutaciones varia desde el 8,9% hasta el
92,59% de los casos con IMS (Niessen RC et al. 2006, Liang JT et al. 2003, Perea J et
al. 2010, Antelo M et al. 2012). La variabilidad en los porcentajes se debe
principalmente al criterio de seleccion de los pacientes. En cuanto a la localizacion de
las mutaciones encontramos coincidencias con la literatura. En la serie de Nissen et al.
2006, el 32% de las alteraciones identificadas se localizaron en MLH1, el 36% en MSH?2
y el 32% en MSH6, mientras que en lo publicado por Perea et al. 2010, el 37,5 % de las
mutaciones se hallaron en MLHI y el 62,5% en MSH?2. Hay que sefialar, que en este

ultimo estudio no se tuvo en cuenta el analisis de MSHG6.

2.3.2. Via serrada o Fenotipo metilador. Como se describe en la introduccion, en la

actualidad se reconoce que el CCR comprende una familia de enfermedades con
diversas vias moleculares. La via serrada o el FM es la via de carcinogénesis
identificada mas recientemente y hoy en dia no hay duda de que las lesiones serradas
son el precursor inmediato de las lesiones con FM e IMS, y probablemente también se
relacionen con las que presentan EMS. Los tumores que surgen de esta via suponen el
35% de los CCR y se caracterizan por la metilacioén de islas CpG promotoras de genes
supresores de tumores, lo que provoca un silenciamiento epigenético. Los mecanismos
que estan implicados son multiples, siendo los méas comunes la activacion del gen BRAF
y la metilacion del promotor de MLHI (Van Rinjsoever M et al. 2002, Samowitz W et

al. 2005, Snover DC 2011, Menéndez P et al. 2012, Armaghany T et al. 2012).

En nuestro trabajo, se completa el analisis molecular del CCR en pacientes
jovenes con el estudio de patrones de metilacién de genes promotores en 68 pacientes

del total de 88 casos. Hallamos que el 19,1% presentan FM alto, el 41,17% FM bajo y el
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39,7% FM cero. Al comparar con la literatura observamos que nuestros resultados
coinciden con lo publicado, a pesar de que en ninguno de ellos el andlisis se realiza
exclusivamente en poblacion joven. En dos estudios con un nimero relativamente alto
de pacientes con CCR se obtiene un porcentaje de metilacion que varia de 12% a 25%,
disminuyendo al excluir los casos que mostraban IMS. En ninguno de los dos estudios
se tiene en cuenta el grado de metilacion (Hawkins NJ et al. 2001, van Rinjsoever M et

al. 2002).

Una subdivision comun dentro del CCR para la via del FM se realiza en funcion
de la IMS. Se considera que los tumores con EMS engloban los CCR que siguen la via
supresora y el 60% aproximadamente de CCR con FM positivo; mientras que los IMS
engloban los CRC relacionados con SL y el 40% de tumores metilados (Snover DC
2011). En nuestro estudio al clasificar los tumores en funcion de la IMS, los resultados
que obtuvimos fueron los siguientes: en el grupo de los tumores IMS, 5,9% presentaron
FM alto y 8,8% FM bajo o cero; mientras que en los tumores EMS, 13,2% fueron FM

alto y 72,1% FM bajo o cero.

En la literatura revisada, se encuentran pocos trabajos que describan las
caracteristicas de los CCR con FM en la poblacion joven. Sin tener en cuenta la edad al
diagnéstico, Hawkins et al. (2002), en su estudio de 396 casos y van Rijnsoever et al.
(2002), con 275 pacientes con CCR, describieron la relaciéon entre el FM y la
localizacion del CCR en el colon proximal, sexo femenino, edad avanzada, estadio
avanzado, produccion de moco, P53 nativo, IMS y mutacion de KRAS. En otros
estudios mds recientes, también se ha identificado mayor nimero de mutaciones de
BRAF V600E (Kambara T et al. 2001, Nagasaka T et al. 2004). En la serie de Samowitz

et al. (2005), el 29,8% de los CCR analizados presentaron FM alto; de éstos 82,1%
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fueron tumores con IMS. Se identificd hipermetilacion de MLHI en 21,3% del total,
15,3% de los casos EMS (66% de los cuales presentan FM bajo) y 80,2% de los casos
IMS, y se observo una relacion importante con mutaciones en BRAF V600E en los

tumores con FM alto (64,1% en IMS y 17,6% en EMS).

En nuestro trabajo, se observo que el 61,5% de los tumores con FM alto se
localizan proximales al angulo esplénico, el 44,4% son productores de moco y el 22,2 %
presenta bajo grado de diferenciacion. También se encuentra un porcentaje mayor de
casos que cumplen criterios de Amsterdam II y presencia de tumores relacionados con
el SL. Desde el punto de vista molecular, 4 de10 casos presentan mutacion de los genes
MMR, 2 casos presentan hipermetilacion de MLHI y en ninguno de los casos se

identifica mutacion de BRAF.

Los estudios mas recientes, muestran que el CCR de inicio precoz con FM alto
consiste en dos subgrupos: por un lado, los que se presentan mutacion del gen BRAF
(similar a los CCR esporadicos con IMS en pacientes anosos) y por otro lado, aquellos
sin mutacion de BRAF y metilacion limitada al promotor del gen MLHI. Este ultimo
grupo parece presentar tumores con caracteristicas similares al SL (Goel A et al. 2010,

van Roon EH et al. 2010).

2.3.3. Via supresora o Inestabilidad cromosOmica.

Realizamos el anélisis de la INC en 59 pacientes total de 88 casos y obtenemos
que el 16,94 % presentan IMS, el 25,42 % INC y el 57,63% no muestran IMS ni INC,
definiéndose como MACS. Segun diferentes trabajos, el porcentaje de MACS varia
entre 17-50%, siendo mds frecuente en los jovenes que en la poblacion general (Cai G et

al. 2008, Silver A et al. 2012 ). Los tumores MACS se han identificado recientemente y
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en principio, presentan caracteristicas diferentes a otros CCR. Debido a que es un
subgrupo de CCR que esta adquiriendo importancia y es objetivo de investigacion de
numerosos estudios, discutimos sus caracteristicas, asi como la comparacion con otros

CCRs en el apartado 3.3.

3. ESTUDIO COMPARATIVO.

3.1. Estudio comparativo de la via mutadora. Tumores estables (EMS) e inestables

(IMS).

Como se ha comentado previamente, la IMS caracteriza a aquellos tumores, en
los que se produce una alteracion del sistema de reparacion de errores del ADN. Se
detecta en el 15% de los CCR; 3% de éstos se asocian con el SL, cuya base molecular
son mutaciones a nivel germinal, mientras que el otro 12% son casos esporadicos y se
producen por hipermetilacion a nivel de la regién promotora de los genes relacionados
con el sistema de reparacion del ADN ( Grady WM et al. 2004, Peltomaki et al. 2003,
Boland y Goel 2010). Hoy en dia, se acepta que el CCR con IMS presenta
caracteristicas clinico-patologicas y moleculares diferenciales respecto a los que
presentan EMS, lo que sugiere que surgen de vias de carcinogénesis distintas (Boland y

Goel 2010, Giacomini CP et al. 2005).

En nuestro trabajo, comparamos las caracteristicas clinico-patologicas y
moleculares entre los CCR en el adulto joven que presentan IMS Y EMS, con el

objetivo de identificar los rasgos diferenciadores.
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3.1.1 Caracteristicas anatomo-clinicas.

Una de las primeras caracteristicas que muestran diferencias estadisticamente
significativas, es la edad al diagnostico y podria deberse a un mayor porcentaje de casos
hereditarios en el grupo de IMS. La edad media en los tumores con IMS es de 34,3 afios
y en los EMS de 40,4 anos. Esta discrepancia en la edad al diagnostico se observa en
otros trabajos revisados. En el trabajo de Losi et al. (2005), con una edad de corte de 45
afios, se observa una edad media de 38,2 en el grupo de IMS y de 40,1 en los EMS.
Perea et al. (2010), presenta resultados similares, siendo la edad media de 37 y 41 afios,

respectivamente.

La localizacion del CCR a nivel del colon también presenta diferencias. En
nuestro trabajo, los tumores con EMS muestran predominio por el CCR izquierdo
(42%) y por el recto (37,68%), mientras que los IMS se distribuyen homogéneamente
(50%). Los resultados expuestos en la literatura presentan un claro predominio del
grupo de los IMS por el colon derecho, asi como por el colon izquierdo y recto en el
caso de los tumores con EMS. En el trabajo de Losi et al. (2005), el 64,3% de los
tumores con IMS y el 24,6% de los EMS se sitian en el colon derecho. Tanto en el
trabajo de Liang et al. (2003) como en el de Perea et al. (2010), se observan porcentajes
similares. En la serie de Liang et al. el 73,2% de los CCR derechos presentaban IMS,
mientras que en la de Perea et al. el 69% de los tumores con IMS se localizaban en el

colon derecho, mientras que solo lo hacian el 38% de los EMS.

Los tumores con IMS presentan ciertos rasgos fenotipicos caracteristicos. Entre
ellos, se ha descrito mayor frecuencia de tumores pobremente diferenciados, con mayor

presencia de células en anillo de sello y produccion de moco (Moran A et al. 2010, (Da
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Fonseca LM et al. 2012). Estas caracteristicas también se relacionan con el CCR de
aparicion precoz (Chang DT et al. 2012, Liang JT et al. 2003, Lin JT et al. 2005,

O'Connell JB et al. 2004).

En nuestros resultados, el grado de diferenciacion, tanto en los tumores con IMS
como en los EMS fue predominantemente de grado medio y alto grado de
diferenciacion, sin mostrar diferencias. La presencia de células en anillo de sello y la
produccion de moco fue mayor en los tumores con IMS en comparacion con los EMS

(54,54% vs 26,5%), con tendencia a la significacion estadistica.

Estos resultados coinciden con lo publicado en otros trabajos como el de Losi et
al. (2005), Liang et al. (2003), Valle et al. (2007) y Perea et al. (2010), con un
predominio de grado medio de diferenciacion tanto en los tumores con EMS como en
los IMS. En estudios con un mayor porcentajes de pacientes con SL, el porcentaje de
tumores pobremente diferenciados, asi como la incidencia de tumores mucinosos es

discretamente mayor (Klarskov L et al. 2012, Savas N et al. 2007).

La comparacion de la estadificacion tumoral de los casos con IMS frente a los
EMS, muestra diferencias estadisticamente significativas. El 75% de los tumores con

IMS se encontraban en estadio II y ninglin caso en estadio IV; mientras que los tumores

EMS mostraron una distribuciéon homogénea, con 31,8% de los casos en estadio I y el

26% en estadio IV (ver Tabla IV 16 del capitulo de resultados).

Al comparar nuestros resultados con la literatura, destaca un mayor porcentaje
de casos de estadios avanzados tanto en los tumores EMS como los IMS. El grupo de
Losi et al. (2005) presenta una distribucion por estadios con predominio de los estadios

II y HI. Sin embargo, no se observan, como en nuestros trabajo, diferencias
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significativas al comparar los tumores en funcion de su estado de inestabilidad. En la
serie de Liang et al. (2003), tampoco se muestran diferencias al comparar el estadio de
la enfermedad al diagnostico. Presentan una distribucion homogénea, con ligero

predominio por los estadios I1I y I'V.

En cuanto a la ST, SLE, aparicion de recidiva tumoral y mortalidad, nuestro
trabajo muestran que los pacientes que presentan IMS presentan tasas mas favorables.
Cuando se excluyen aquellos casos que presentaban enfermedad a distancia en el
momento del diagnostico y/o presentan recidiva tumoral a lo largo del seguimiento, la
SLE y ST aumenta en el grupo de EMS sin alcanzar los valores del grupo de IMS.
Nuestros resultados coinciden con lo publicado en la literatura, que concluye que el
CCR con IMS presentan mejores tasas de supervivencia y que la IMS se puede
considerar un factor independiente de buen prondstico (Popat S et al. 2005,Gryfe R et

al. 2000).

3.1.2. Caracteristicas familiares.

Al comparar las caracteristicas familiares entre los dos grupos de CCR
definidos, se observa que el 83,3% de los tumores con IMS pertenecen a las familias
que cumplen criterios de Amsterdam II, frente al 8,7% de los tumores con EMS. Los
tumores con EMS son casos con agregacion familiar, el 26% con neoplasias
relacionadas con el SL y el 19% con otras neoplasias, y el 100% de los casos

esporadicos.

El SL se define por la IMS, como consecuencia de alteraciones en los genes
implicados en la reparacion del ADN. La mayor proporcion de casos con caracteristicas

relacionadas con el SL se observa dentro del CCR de inicio precoz (Yiu R et al. 2005).
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En nuestros resultados se muestra que el 83,3% de los casos de IMS se explican por
mutaciones en los genes de reparacion del ADN y ningun caso se define como
esporadico. Estos porcentajes dan como consecuencia la equivalencia de fenotipos entre
los casos con IMS en los casos jovenes en muestras con la mayoria de caracteristicas
que presenta el SL. Sin embargo, en otros trabajos el porcentaje es menor. En la serie de
Losi et al. 2005, 50% de los tumores IMS pertenecen a familias que cumplen criterios
de Amsterdam II, y 36% son CCR esporadicos. En el trabajo de Steinhagen et al. 2012,

16% de los tumores IMS se definen como SL.

En el grupo con EMS, hay que tener en cuenta los casos con antecedentes
familiares que cumplen los criterios de Amsterdam y el porcentaje de casos con
agregacion familiar, tanto para neoplasias relacionadas como no con el SL. En nuestra
serie, el 8,7% y el 45% de los casos con EMS, respectivamente. Estas caracteristicas,
junto con la edad precoz, hacen pensar en el componente genético del cancer. Varios
autores proponen, que estos casos, en especial aquellos que cumplen criterios de
Amsterdam, podrian estar en relacion con nuevos sindromes de CCR hereditarios, cuyas

bases genéticas alin no se conocen, como el sindrome familiar tipo X (Chan TL et al.

2001, Hawkins NJ et al. 2001, Banerjea A et al. 2009, Valle et al. 2007, de la Chapelle

2003, Lindor et al. 2005, Johnson V et al. 2005).

3.1.3. Caracteristicas moleculares.

El analisis de la IHQ relacionada con las proteinas del sistema de reparacion del
ADN, muestra, como era de esperar, diferencias entre los dos grupos IMS y EMS.
Mientras que en los tumores EMS presentan expresion normal de las proteinas del

sistema MMR, en los tumores IMS es donde se observan alteraciones de la expresion.
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Estos resultados, como se ha mencionado previamente, son esperables y coinciden con
lo publicado (Lanza G et al. 2002, Stone JG et al. 2001, Lindor NM et al. 2002, de Jong
AE et al. 2004). La correlacidon que se observa entre el andlisis de la inestabilidad y la
IHQ, demuestra que ambos estudios sirven como herramienta eficaz para la seleccion de
casos candidatos al analisis de la mutaciones en los genes de reparacion (Vasen et al.

2007, Balmafia J et al. 2010, Byfield y Syngal 2008, Kuppermann M et al. 2013).

Las caracteristicas entre los grupos con IMS y EMS, segtn los diferentes perfiles

de metilacion se discute en el apartado 4.
3.2. Estudio comparativo de la via serrada o Fenotipo Metilador.

Como se describe previamente en el apartado 2.3.2, en nuestro trabajo se
observo que mas de la mitad de los tumores con FM alto se localizan en el colon
proximal, asocian producciéon de mucina y bajo grado de diferenciacion. Ademas,
presentan una mayor frecuencia de casos que cumplen criterios de Amsterdam II y
presencia de tumores relacionados con el SL. Desde el punto de vista molecular, la
mayoria se deben a mutacion de los genes MMR, 2 casos presentan hipermetilacion de

MLH1 y ninguna mutacion de BRAF.

Los trabajos publicados en la literatura, asocian el FM con la localizacién del
CCR en el colon derecho, estadio avanzado, produccion de moco, IMS, mutacion de
KRAS 'y BRAF V600E. (Kambara T et al. 2001, Nagasaka T et al. 2004). En la poblacion
joven, se observa que los casos con mutacion del gen BRAF, presentan caracteristicas
similares a el CCR en el anciano con IMS, mientras que los casos que se deben a
hipermetilacién del promotor del gen MLH]I, se asemejan al SL (Goel A et al. 2010, van

Roon EH et al. 2010).
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En el apartado 4, se describe con detalle el estudio comparativo del perfil

metilador, en base a la clasificacion molecular del CCR.

3.3. Estudio comparativo de la via mutadora o inestabilidad de microsatélites.
Tumores con Inestabilidad de microsatélites, Inestabilidad de cromosomas y

MACS.

Los tumores MACS representan un subgrupo de cancer colorrectal que asocian
tanto estabilidad de microsatélites como cromosémica. Ademds no pertenecen
estrictamente a la via serrada. Este grupo, en principio presenta caracteristicas clinicas,
patologicas y moleculares diferentes a otros CCR, aunque con resultados muy diversos

en la literatura.

3.3.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En nuestro trabajo, se analiza la INC en 59 casos mediante técnica de CGH-
array. El 57,63% de los CCR (34 casos) resultd presentar EMS asi como estabilidad
cromosoOmica, y por tanto se clasificaron como MACS. En la literatura, el porcentaje de
MACS varia entre 17-50% segun diferentes series (Cai G et al. 2008, Silver A et al.
2012 ). En nuestra estudio el nimero de casos supera el 50%, y ello podria deberse a
que los MACS se identifican con mas frecuencia en CCRs en jovenes (Chan TL et al.
2001). En cuanto a las caracteristicas clinicopatoldgicas, encontramos que la edad
media al diagnéstico es de 40 afios; y en cuanto a la distribucion por sexos, el 58,8% de
los pacientes son hombres y el 41,2% mujeres. Las diferentes localizaciones de los
CCR, existe una preferencia por el colon izquierdo y recto (41,2% y 38,2%
respectivamente). Respecto a las caracteristicas histoldgicas, el 53,8% presenta grado

medio de diferenciacion y el 34,6% son neoplasias con alto grado de diferenciacion.
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Dentro de la produccion de moco, el 23,5% son tumores mucosecretores y 3,8% (un
caso) presenta células en anillo de sello. Nuestros resultados no difieren respecto a otros
estudios publicados en la literatura (Banerjea A et al. 2009, Tang R et al. 2004, Silver A

etal. 2012).

En la serie de Banerjea et al. (2009), el 30,8% se clasifican como MACS, siendo
el 57% hombres y el 43% mujeres. E1 60% de los CCR se localizan en el recto y el 54%
presentan moderado grado de diferenciacion. En la serie de Silver et al. (2012), 60 casos
de 170 (35%) son MACS, con una distribuciéon homogénea entre sexos (53% varones y
47% mujeres). También, se observd mayor predileccion por el recto (45%), moderado

grado de diferenciacion (75%) y produccion de moco en el 22% de los casos.

Los MACS parecen asociarse con peor prondstico y presentar metéstasis en el
momento del diagndstico (Banerjea A et al. 2009, Hawkins NJ et al. 2001). En nuestra
muestra, existe una distribucion homogénea del estadio al diagnostico, con predominio
de los estadios iniciales. El 41,2% de los casos presentan metastasis ganglionares y el
20,6% metéstasis a distancia en el momento del diagndstico. La ST fue, de media, de
60,17 meses, y la SLE de 51,26 meses. Nueve pacientes (26,5%) fallecen como
consecuencia de la evolucion de su enfermedad. En el estudio de Banerjea et al. (2009)
el 64% de los casos presentaron un estadio II segun clasificacion TNM y un porcentaje
de mortalidad de 36%. Banerjea et al. (2009) demostraron que los tumores MACS
presentaban una recidiva precoz de la enfermedad y wuna supervivencia
significativamente menor que los tumores IMS e INC. Ello lo asociaron con que los
MACS mostraban una respuesta inmunologica disminuida o inhibida en relacién con

otros fenotipos de CCR. Cai et al. (2008) describieron que el 69,2% de los MACS se
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diagnosticaron en estadio III/IV. El 61,5% de los casos presentaron metastasis

ganglionares y el 15,4 % metastasis a distancia en el momento del diagnostico.

Al revisar la literatura, se pone de manifiesto que no existe consenso en cuanto
al pronostico de este subgrupo de CCR. Mientras que algunos estudios muestran que los
MACS tienen mejor tasa de supervivencia en comparacion con CCR con IMS y INC
(Kakar S et al. 2008, Silver A et al. 2012 ); otros observan que los MACS presentan

peor pronostico (Banerjea A et al. 2009).

Al realizar el estudio comparativo entre los tumores con IMS, INC y MACS,
observamos que en nuestro trabajo, no se identifican diferencias estadisticamente
significativas ni en la edad al diagndstico ni en la distribucion por sexos. Aunque, los
CCR con IMS se diagnostican a una edad mas precoz (34,3 afios), en comparacion con
los tumores MACS e INC, cuya edad media es de 40,3 y 39,5 afios respectivamente; y
presentan predominio por el sexo masculino (80%). Una de las principales
caracteristicas con diferencias estadisticamente significativas es la localizacion del
tumor. Los CCR con INC y MACS predominan en el colon izquierdo (53,3% vy 41,2%),
seguido de recto y rectosigma (40% y 38,2%), mientras que los tumores con IMS se
distribuyen en el colon derecho e izquierdo de forma equivalente. Respecto a las
caracteristicas histoldgicas, en los MACS y en los INC predomina el grado medio de
diferenciacion (53,8% y 75% respectivamente), y en los IMS el 50% presentaron alto
grado de diferenciacion. El porcentaje de tumores con produccidon de mucina es mayor
en los MACS que en los INC (23,5% vs 13,3%), pero menor que en los IMS (23,5% vs
30,8%), sin alcanzar la significacion estadistica. Nuestros resultados coinciden con los
descritos en otras series. En el trabajo de Banerjea et al. (2009), se observan diferencias

estadisticamente significativas en relacion con la distribucion del CCR en el colon. Los
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tumores con INC y los MACS se originan predominantemente en recto (51% y 60%,
respectivamente), mientras que el 81% de los CCR con IMS asientan en el colon
derecho. En el grado de diferenciacion no se encuentran diferencias al comparar los tres
grupos de tumores. Aunque los IMS presentan una proporcion relativamente mayor de
tumores pobremente diferenciados (31%). Silver et al. (2012) compara las
caracteristicas entre los tres grupos de CCR en una serie de 170 casos y observa un
predominio significativamente mayor por la localizacion izquierda del colon en los
tumores INC y MACS que en los IMS. La frecuencia de la produccion de moco fue
mayor en los MACS que en los INC (22% vs 7%), pero menor de la observada en los
IMS (22 % vs 39%). En relacion al grado de diferenciacion, el porcentaje de bajo grado
de diferenciacion en los MACS es mayor que en los INC, sin alcanzar la significacion

estadistica, pero menor respecto a los IMS.

En nuestra serie, encontramos diferencias al comparar el estadio tumoral de los
CCR con IMS frente a los INC y MACS. El 100% de los CCR con IMS se diagnostican
en estadio II segln la clasificacion TNM. La afectacion ganglionar es mayor en los
MACS vy en los INC, siendo esta diferencia significativa. También, sin alcanzar la
significacion, se describe una mayor frecuencia de metastasis en el momento del
diagnostico en comparacion con los tumores IMS. Nuestros resultados no se
corresponden con lo descrito por Banerjea et al. (2009) y Silver et al. (2012) en sus
trabajos. En ninguno de ellos se observan diferencias al comparar el estadio tumoral,
presentando una mayor frecuencia por el estadio II en los tres grupos de CCR. En
cuanto a las tasa de supervivencia y mortalidad, observamos que los pacientes con
tumores con IMS presentan una SLE y ST mas favorable y una tasa de mortalidad

menor respecto a los otros dos grupos. Al comparar los tumores MACS frente a los
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INC, destacamos la ausencia de diferencias tanto en la tasa de supervivencia como de
mortalidad. En la literatura, no existe consenso en cuanto al pronostico de los MACS.
Mientras que algunos trabajos demuestran una tasa de supervivencia mayor para los
MACS respecto a los IMS e INC (Kakar S et al. 2008, Silver A et al. 2012 ), otros
presentan peor pronostico para los MACS y mejores tasas de supervivencia en el grupo
de los IMS (Banerjea A et al. 2009, Hawkins NJ et al.2001). Por lo tanto, parece
necesaria la realizacion de maés estudios que permitan aclarar la supervivencia a largo

plazo de los tumores MACS en comparacion con los IMS e INC.

Finalmente, coincidiendo con lo descrito por otros autores (Kakar S et al. 2008),
en nuestro trabajo, no encontramos numerosos rasgos diferenciales dentro del grupo de

los CCR con EMS, al comparar los MACS respecto a aquellos con INC.

3.3.2. Caracteristicas familiares.

Al analizar nuestros resultados describimos que, los casos con sospecha de SL
predominan en los tumores con IMS (90%), mientras que los tumores con INC fueron
casos esporadicos (33,3%) y con agregacion familiar (60%) y en los tumores MACS, el

55,8% se consideran esporadicos y el 44,% presentan agregacion familiar para el CCR.

Hay pocos trabajos publicados que comparen las caracteristicas familiares de los
tres grupos de CCR. En la literatura se analiza cada uno de éstos grupos por separado,
como se ha descrito en apartados anteriores. Los tumores con IMS pueden ser
esporadicos (hipermetilacion de MLH1), o bien relacionarse con sindromes hereditarios,
concretamente con el SL, como ocurre en nuestro trabajo (Losi L et al. 2005). En el
grupo de CCR con INC se encuentran la mayor parte de los casos esporadicos (cerca del

85%), pero también se incluyen los casos de PAF, que presentan mutaciones germinales
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del gen APC (Armaghany T et al. 2012, Pino MS et al. 2010). En cuanto a los tumores
MACS, algunos estudios publicados concluyen que los tumores MACS podrian estar
relacionados con sindromes familiares de CCR, basandose en la mayor frecuencia de
estos tumores en pacientes jovenes y con antecedentes familiares de CCR. Sin embargo,

otros estudios piensan que la EMS y cromosémica no predispone a un sindrome

hereditario (Chan TL et al. 2001, Rex DK et al. 2012).

3.3.3 Caracteristicas moleculares.

Se realiza el andlisis de la IHQ relacionada con las proteinas del sistema de

reparacion del ADN. Como era de esperar, la falta de expresion de alguna de ellas s6lo

afecta al grupo de CCR con IMS. Posteriormente, se estudia el perfil metilador de cada
uno de los grupos y se compara entre ellos, sin encontrarse diferencias estadisticamente
significativas. El mayor porcentaje de tumores con FM alto se asocia con los IMS
(30%), mientras que los tumores MACS e INC presentan una asociacion discretamente

mayor con FM bajo/0 (ver Tabla IV 30 del capitulo de resultados).

Aunque se conocen pocos datos desde el punto de vista molecular, varios
estudios han observado que los MACS se asocian con FM bajo. En la serie de Silver et
al. (2012) el 68% de los casos presentan FM 0 y el 34% FM bajo. Sin embargo, otros
estudios como el de Cai et al. (2008), relacionan los MACS con un FM alto, en un
46,2%. En los MACS es poco frecuente tanto la mutacion del gen BRAF como la
ausencia de expresion del gen MLHI; y parecen presentar un patréon de hipometilacion
al compararlos con CCRs con IMS o INC. Esto plantea la posibilidad de que la

hipometiliaciéon del gen LINE-1, caracteristicas de las formas de edad precoz de
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aparicion del CCR podrian estar en relacion con los MACS (Silver et al. 2012, Antelo et

al. 2012).

La falta de consenso en la caracterizacion molecular, hace necesario la
realizacion de investigaciones futuras sobre el papel de la metilacion del ADN en los

MACS utilizando un gran niimero de genes implicados en la carcinogénesis (Silver A et

al. 2012, Tang R et al. 2004, Cai G et al. 2008, Kakar S et al. 2008, Banerjea A et al.

2009).

4. CLASIFICACION MOLECULAR.

Tras la realizacion de una revision bibliografica, hasta lo que conocemos,
nuestro trabajo es el primero que caracteriza el CCR en adultos jovenes segun su

clasificacion molecular.

Basandonos en el estado de IMS y de metilacion, definimos los cuatro grupos
moleculares definidos y que cada vez son mds aceptados de la clasificacion molecular
del CCR (Jass JR et al. 2007, Ogino S y Goel A 2008). En nuestro trabajo, en el grupo
con IMS, 4 casos (40%) presentaron FM alto y 6 casos (60%) FM bajo o cero; mientras
que en el grupo con EMS, 9 casos (13,2) fueron FM alto y 50 casos (72,1%) FM bajo o

CECro.

Siguiendo esta clasificacion, el grupo con IMS y FM alto se relaciona con CCR
pobremente diferenciado, produccion de moco y presencia de células en anillo de sello.
Desde el punto de vista molecular se asocia con mutacion del gen BRAF e
hipermetilacion del promotor MLHI. En nuestros resultados, sin embargo, todos los
casos con IMS y FM alto se corresponden con SL; y los dos casos con IMS sin

encontrarse mutacion de los genes MMR se engloban dentro de FM bajo. Esto podria
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explicarse por el bajo grado de mutacion del gen BRAF en la poblacion joven (Goel A et
al. 2010, Giraldez MD et al. 2012). Por otro lado, el criterio de inicio precoz podria
modificar las caracteristicas de este grupo debido al alto porcentaje de casos de SL
identificados. El grupo de IMS y FM bajo/cero se asocia con rasgos clinicopatoldgicos
y familiares caracteristicos del SL. En nuestro estudio, el 66,7% de los CCR se localizan
en el colon izquierdo y presentan una importante agregacion familiar. E1 50% de los
casos de SL se engloban dentro de este grupo. El grupo de EMS y FM alto se
caracterizan por presentar mayor predominio por el colon derecho, pobre diferenciacion
tumoral y presencia de células en anillo de sello. Estos rasgos coinciden con lo descrito
en nuestros resultados; y en cuanto a las caracteristicas familiares el 33% presentan
agregacion familiar con neoplasias Lynch. Por altimo, el grupo con EMS y FM bajo es
el grupo mas frecuente. En nuestro estudio supone el 72% y se caracteriza por un
predominio por el recto y rectosigma, una distribucion homogénea en todos los estadios
y desde el punto de vista familiar, el 45% presentan agregacion familiar tanto con
neoplasia relacionadas como no con el SL e identificAndose 10% de casos que cumplen
criterios de Amsterdam II. Este subgrupo de tumores podria explicarse dentro de
sindromes hereditarios cuyas bases moleculares no estin completamente definidas,

como el sindrome familiar tipo X o los denominados MACS.

186



V. DISCUSION

5. ESTUDIO COMPARATIVO DEL CCR DE APARICION PRECOZ SEGUN SU

LOCALIZACION EN EL COLON.

Varios estudios sugieren que la localizacion del tumor es uno de los factores mas

influyentes en la morfologia del CCR. Los trabajos que comparan las caracteristicas del

CCR en funcién de su localizacion; muestran que existen diferencias desde el punto de
vista clinicopatologico, familiar y genético, asi como en los factores de riesgo, al
comparar los tumores que se originan en el lado derecho del colon con los localizados

en el colon izquierdo y recto (Snaebjornsson P et al. 2010).

Cada vez mads, se sugiere que las diversas diferencias entre el cancer del lado
derecho y del lado izquierdo del colon y recto puede deberse, en parte, a diferencias
entre el colon derecho, colon izquierdo y recto normal, tales como el origen
embriolégico, propiedades fisioldgicas, biologicas y expresion genética. Esto
predispondria a seguir vias de carcinogénesis y progresion diferentes en funcion de la

localizacion en el colon (Li FY et al. 2009, Oleg K. Glebov et al. 2003, Iacopetta 2002).

En la literatura, son varias las publicaciones que comparan las caracteristicas del
CCR en funcién de la edad y en funcion de su localizacion en el colon de forma
independiente. Sin embargo, hasta el momento, no se encuentran trabajos publicados
que estudien las caracteristicas del CCR en el adulto joven segln su localizacion en el

colon.

En nuestro trabajo, una vez estudiado el CCR en adultos jovenes de forma
global, identificamos y comparamos sus caracteristicas segun criterios de localizacion

tumoral.
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5.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En nuestra serie, el 25% de los CCR se localizan en el colon derecho, el 43,2%
en el colon izquierdo y el 31,8% en el recto. Los resultados muestran que los tumores
que se localizan en el colon derecho se diagnostican a una edad media mas precoz (34
afnos) y su distribucion por sexos es homogénea; mientras, los tumores que se localizan
en el lado izquierdo del colon y en recto se diagnostican a una edad media

discretamente mayores (38 afios) y predominan en hombres.

Sin tener en cuenta la edad al diagnostico, en la literatura encontramos varios
trabajos relacionados con la localizacion en el colon del CCR. En cuanto a la edad al
diagnoéstico y la distribucion por sexos, la mayoria de los estudios sugieren una
frecuencia diferente segiin ambas variables. En el trabajo de Nawa et al. (2008) se
describe un porcentaje mayor de CCR localizado en el colon derecho en pacientes de
edad avanzada. Cuando se estratifica por intervalos de edad, se observa que la
proporcion de CCR derecho es relativamente mayor en pacientes menores de 40 afios
(33%) y mayores de 80 afos (43%). La proporcion de mujeres, también es
significativamente mayor en los casos de tumores localizados en el lado derecho del
colon (52% vs 39%). Snaebjomsson et al. (2010) concluyen en su trabajo, que a medida
que aumenta la edad de las mujeres aumentan los casos de CCR en el colon derecho. En
cambio, en los hombres el mayor numero de casos que se localizan en el colon derecho

ocurren en pacientes jovenes.

En nuestra serie de CCR en menores de 45 afios, destaca un porcentaje
claramente mayor de casos que se originan en el colon izquierdo y recto, con un

predominio del sexo masculino (60,2%). Estos resultados coinciden con lo publicado en
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otras series que indican que el cancer de colon derecho se observa con frecuencia en las
personas de edad avanzada y en las mujeres, mientras que el cancer de colon izquierdo
predomina en la poblacion joven y en los hombres (Gonzalez EC et al. 2001, lacopetta
2002, McCashland TM et al. 2001). Posiblemente, como se indica mas adelante, la
menor proporcion de casos con IMS en nuestra serie sea la razon principal para la

menor proporcion de casos localizados a nivel de colon derecho.

En cuanto al estudio histopatologico, determinadas caracteristicas se han
asociado con los tumores que se localizacion en el lado derecho del colon, como bajo
grado de diferenciacion, presencia de células en anillo de sello y produccion de mucina,
cuya frecuencia es mayor al comparar con los tumores que se originan en el colon
izquierdo y recto. Dichas caracteristicas también han sido descritas para el CCR de

aparicion precoz (Ghazi S et al. 2012, Snaebjornsson P et al. 2010, Nawa T et al. 2008).

En nuestro trabajo, no observamos diferencias para ninguna de las caracteristicas
histopatologicas descritas al comparar las tres localizaciones del CCR. Los tumores
localizados en el lado derecho del colon, muestran un porcentaje mayor de casos con
bajo grado de diferenciacion (22,2%), pero, sin embargo la produccion de moco es
similar en las tres localizaciones y los dos casos que presentan células en anillo de sello
se localizan en el recto. Estos resultados difieren de lo esperado. Al tratarse de una serie
de CCR en adultos jovenes se podria esperar un porcentaje mayor de tumores
localizados en el colon derecho con caracteristicas histologicas relacionadas con
sindromes hereditarios, como el SL (Ghazi S et al. 2012). De nuevo la proporcion

mayor de casos con EMS puede ser la razon de esta diferencia.

Los resultados de la estadificacion tumoral muestran diferencias

estadisticamente significativas. Los CCRs que se localizan en el colon derecho se
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diagnostican mas de la mitad (54,2%) en estadio II, los tumores del colon izquierdo, el
66% en estadios precoces y los CCRs que se originan en recto, el 36% se diagnostican
en estadio V. Los estudios realizados en la poblacion general, independientemente de la
edad al diagnostico, indican que los CCR que se desarrollan en el lado derecho del
colon se diagnostican en estadios mas avanzados que los que se originan en el colon
izquierdo y recto; y sugieren que puede ser debido a que los tumores en el colon
derecho son menos sintomaticos que los del colon izquierdo y recto (Nawa T et al.

2008, Ghazi S et al. 2012).

Seglin la literatura, el CCR en adultos jovenes se diagnostica en estadios
avanzados. Sin embargo en las series revisadas, predominan los estadios II y III, lo que
coincide con nuestros resultados (Losi L et al. 2005, Valle et al. 2007, Yantiss RK et al.
2009, Chang DT et al. 2012, You YN et al. 2011). En nuestra serie, el CCR localizado
en el colon derecho se diagnostica en estadios iniciales en el 77,2 % y solo un caso
(4,5%) en estadio avanzado. En los tumores localizados en el colon izquierdo y
principalmente en recto se observa un porcentaje mayor de casos en estadios avanzados
(26,3% y 35,7 % respectivamente). Estos resultados pueden explicarse por un mayor
porcentaje de casos asociacion con antecedentes familiares relacionados con SL en el
CCR derecho (73%), y por tanto, la eficacia de los programas de seguimiento de

poblacion de alto riesgo en nuestro centro.
5.2. Caracteristicas familiares.

Los antecedentes familiares de los CCRs segln criterios de localizacion en el
colon muestran diferencias estadisticamente significativas. El 27,2% de los CCRs que
se localizan en el colon derecho cumplen criterios Amsterdam II, y el 73% presentan

antecedentes familiares de neoplasias asociadas al SL. En cambio, los casos esporadicos
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predominan en los tumores que se localizan en el colon izquierdo (51,4 %) y recto (40,7
%). En los tumores de colon izquierdo el 31,4% presenta agregacion familiar para el
CCR y 6 casos se asocian con el SL, mientras que los tumores de recto el 55,4% asocia
antecedentes familiares de neoplasias relacionadas con el SL. Estos resultados coinciden
con la literatura. En el SL es mas frecuente que la neoplasia se localice a nivel proximal
del colon, por lo que se espera identificar; mayor porcentaje de casos que cumplan
criterios de Amsterdam II en el colon derecho en comparacion con las otras
localizaciones (Jasperson KW et al. 2010, Balmana J et al. 2010, Valle et al. 2007). Por
otra parte, llama la atencion el alto porcentaje de casos con antecedentes familiares en
los tumores localizados en el recto y en el colon izquierdo. Estos casos podrian estdn en
relacién con nuevos sindromes hereditarios cuyas bases moleculares y caracterizacion
fenotipica estdn por establecer, como puede ser el denominado CCR Familiar tipo X

(Lindor et al. 2005, Valle et al.2007).
5.3. Caracteristicas moleculares.

Los conocimientos de las caracteristicas moleculares en funcion de la

localizacion del CCR en el colon en una poblacion de adultos jovenes son limitados.

En nuestro trabajo se realiza el andlisis de la IMS y se observa que el 33,3% de
los tumores que se localizan en el colon derecho y el 15% de los que se localizan en el
colon izquierdo presentan IMS. Por el contrario, todos los tumores que se desarrollan en
el recto presentan EMS. Como es de esperar, los casos relacionados con el SL, y por
tanto, que presentan IMS, asientan con mayor frecuencia a nivel derecho del colon

(Jasperson KW et al. 2010, Goodenberger M et al. 2011).
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En cuanto al estado de metilacion, existen diferencias significativas al comparar
el CCR en funcién de su localizacion. Mientras que en los tumores del colon derecho
predomina en FM alto (37%), en los del colon izquierdo y recto predomina el FM

bajo/cero (45,2% y 52,4 respectivamente).

El estudio de la INC muestra que el 17% presentan Estabilidad Cromosoémica,
cuya distribucion es homogénea entre el colon derecho y el izquierdo. La INC ocurre en
un 25,4% de los tumores, localizdndose sobre todo en el colon izquierdo (53,3%) y
recto (40%). El 68,4% de los tumores localizados en recto y el 52% de los localizados

en colon izquierdo son tumores MACS.
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VI. CONCLUSIONES

1. En nuestra serie, en el CCR del adulto joven predomina el sexo masculino y muestra
en mas de la mitad de los casos grado medio de diferenciacion, una elevada frecuencia
por el colon izquierdo (43%) y recto (32%), produccion de mucina en un tercio de los

casos y polipos en el 57%.

2. El 59% de los tumores de nuestra serie se diagnosticaron en estadios iniciales,
mientras que el 33% presentaron metéstasis ganglionares y el 23,9% metastasis a

distancia en el momento del diagnostico.

3. La presencia de antecedentes familiares es comin en este grupo de pacientes. El
41,4% de los casos muestra agregacion familiar de CCR y el 19,5% cumplen criterios

de Amsterdam I1.

195



VI. CONCLUSIONES

4. A pesar de que en la poblacion joven es mas probable la identificacion de casos con
SL, s6lo el 15% de los tumores presenta IMS, de los que el 83% de los casos se debe a
mutaciones germinales de los genes MMR. Los tumores con IMS se diagnostican a una
edad media més precoz que los casos estables, y predominan los casos de SL, asi como

mayor agregacion familiar de neoplasias asociadas con el SL.

5. La mayoria de los CCR en adultos jovenes en nuestra serie presentan EMS (85%).
Predomina en el CCR izquierdo (42%) y recto (38%) y la mitad de los casos muestran
agregacion familiar y con tumores tipo Lynch, lo que hace suponer su asociacion con la
presencia de genes de baja penetrancia, entre los que posiblemente se hallen los

implicados en el CCR Familiar tipo X.

6. En nuestra serie, menos de un tercio de los tumores presentan FM alto. Algunas de
las caracteristicas que presentan los CCR con FM se solapan con las descritas para el
SL: el predominio por el colon proximal, menor grado de diferenciacion y produccion

de mucina, asi como la mayor agregacion familiar.

7. Mas de la mitad de los tumores (57,63%) presentan estabilidad de microsatélites y
cromosdmica y se definen como MACS. En la poblacion joven, las caracteristicas de los
tumores MACS no muestran numerosas diferencias, en especial respecto a aquellos con
INC. Esto sugiere la necesidad de buscar nuevos marcadores moleculares a los que

asociar al criterio de la INC para definir como un subgrupo de CCR independiente.

8. En cuanto a la aplicacion de la clasificacion molecular del CCR, podemos concluir
que los tumores con IMS y FM alto se asocian con el SL en el 100% de nuestros casos,
mientras que los tumores con IMS y FM bajo predominan en los hombres y en el colon

distal, con mayor producciéon de mucina e importante agregacion familiar con el SL.
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Mas de la mitad de los tumores con EMS y FM alto (56%) son esporadicos y se
localizan en el colon derecho. Por ultimo, los tumores con EMS y FM bajo, son el grupo
mas frecuente y predominan en el colon distal. Estos se diagnostican en estadios mas

avanzados y el 45% presentan agregacion familiar para el CCR.

9. La localizacion del CCR en jovenes condiciona caracteristicas clinicas y moleculares
propias, que pueden llevar a un nuevo enfoque en el manejo clinico del CCR. En
nuestro trabajo, el CCR derecho se asocia con mayor niimero de casos de SL, mayor
frecuencia de CCR sincrénico y/o metacronico y polipos. Un tercio de los casos son
inestables y més de la mitad presentan FM alto. Por otro lado, el CCR izquierdo son
casos esporadicos el 60%, la mayoria se diagnostican en estadios iniciales (66%), se
asocian con FM bajo/cero y el 15% presentan IMS. Los tumores que se localizan en
recto destacan por la ausencia de asociacion con SL, FM alto e IMS, se diagnostican en
estadios avanzados (36%) y mas de la mitad presentan antecedentes familiares de

neoplasias asociadas al SL.

10. Basandonos en nuestros resultados, concluimos que el CCR en el adulto joven
parece ser un grupo heterogéneo de CCR, con diferencias moleculares,
clinicopatoldgicas y familiares respecto a las series publicadas de CCR en poblacion
general. Por el momento, no se conoce completamente su base molecular y se sugiere la

implicacion de genes poco habituales en el desarrollo del CCR en esta poblacion.
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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 v 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 fin
de utilizar dicho sobrante en investigacion biomédica relacionada con el céancer. 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.

El consentimiento que ahora presta no supone para usted ningin riesgo o molestia
adicional ya que Unicamente va a autorizar la investigaciéon con muestras sobrantes de
tejido o sangre, que de otra forma se desecharian. Para la obtencidon de este material, no
se llevara a cabo ninguna prueba o intervencion distinta de aquella en la que se obtiene

la muestra de tejido o sangre para su estudio.
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La donacion 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 supondrd ningiin cambio en la relaciéon con su
médico ni perjuicio alguno en su diagndstico /tratamiento y/o seguimiento. En caso de
revocacion su muestra dejard de formar parte de la investigacion aunque los datos

obtenidos hasta ese momento si formaran parte de la misma.

Caracter altruista de la donacion

La donacién tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra
ni ahora ni en el futuro ningin beneficio econdémico por la misma. No esta previsto
compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigacion. En todo
caso, usted renuncia a cualquier beneficio econdémico que pudiera corresponderle en el
futuro y que sea, légicamente, renunciable. Tampoco obtendra ninglin 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.

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
podrén ser cedidas a otros grupos de investigacion bajo acuerdos de colaboracion y

siempre para la investigacion biomédica del cancer.

Proteccion de datos y confidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre Usted, seran confidenciales y procesados de
acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y la legislacion sanitaria y relativa a la investigacion biomédica
vigente, tratindose los mismos Unicamente de acuerdo con los objetivos en el presente
comunicado descritos, por lo que cualquier relacion entre la muestra y su identidad
personal tienen cardcter estrictamente confidencial. Asimismo, se informa que los

resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo con las muestras, pueden
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ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca serd 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, solo serd identificado por un
numero y/o un cédigo 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 Orgénica 15/1999 de Proteccion
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.

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.

Informacion sobre resultados del estudio

Los datos que se obtengan del andlisis 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 practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor

clinico para Ud.
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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 serdn 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 tendran en ningin momento, como ya se ha indicado

anteriormente, acceso a su identidad.

Le Agradecemos su desinteresada colaboracion 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
Direccion
DNI N¢ historia clinica
Autoriza la comunicacion de la informacion | S} NO

relevante derivada de la investigacion

Firma Fecha

Manifiesto que he recibido la informacion que me ha sido
proporcionada sobre el procedimiento anteriormente indicado y he
podido formular las preguntas que he considerado oportunas
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|

Hospital Universitario
12 de Octubre

SaludMadrid m Comunidad de Madrid

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha: / /

D.N.I. del paciente: -

Nombre del Médico que informa: . N° Colegiado: . 7

UNIDAD DE CANCER FAMILIAR. ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS PREDISPONENTES A CANCER
DE COLON NO ASOCIADO A POLIPOSIS (CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPOSICO)

En la mayoria de las ocasiones el cancer de colon se presenta con caracter esporadico. Existen algunas familias en las
que se observa que el nimero de casos es superior a lo que cabria esperar en la poblacién general, sin que ello se
acompafie de poliposis intestinal y acompafiados de una elevada incidencia de tumores como el de estdmago, vias
biliares, endometrio u ovario entre otros. Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunas de estas familias

presentan mutaciones en alguno de sus genes que son los responsables de este hecho.

Estas mutaciones se transmiten de padres a hijos, igual que se transmiten otros caracteres fisicos (como, por ejemplo, el
color del pelo) y su presencia supone un aumento del riesgo de desarrollar a lo largo de la vida un cancer de colon, recto,
endometrio y en menor medidas de otros tumores como los mencionados anteriormente.

La presencia de una de las mutaciones citadas en una persona no significa que se tenga la certeza absoluta de que este
individuo vaya a desarrollar este tipo.de tumor, Unicamente indica que existe un riesgo mayor al de la poblacion general.

Por el contrario, la ausencia de dicha mutacién no puede garantizar la no aparicién del cancer, puesto que es posible que
existan otras mutaciones hoy en dia desconocidas y que por lo tanto no pueden ser estudiadas o simplemente que no
hayan sido detectadas y por otro lado siempre persiste el riesgo de desarrollar un céncer de forma esporadica (no

hereditario).

Su caso ha sido valorado por una Unidad de Consejo Genético en Cancer Familiar que, a la vista de sus antecedentes
familiares, ha considerado la posibilidad de proceder a un estudio molecular con el fin de determinar si posee aiguna
alteracién genética de las que hoy en dfa conocemos como responsables del “Sindrome de Céncer de Colon Hereditario

no Polipdsico”.

El analisis se realiza sobre una muestra de sangre extralda a tal efecto una vez otorgado el consentimiento, valorandose
de forma exclusiva factores genéticos relacionados con este sindrome sin que pueda ser utilizada para otros fines ni para
estudiar otros aspectos que no sean los relacionados con este tipo de tumores. En ocasiones y previo al estudio de
mutaciones en sangre debe procederse a un estudio del tejido tumoral para lo cual puede ser preciso solicitar muestras de

tejido al servicio de Anatomia patolégica correspondiente.

La informacién sobre los resultados es estrictamente confidencial y inicamente seré facilitada a la persona estudiada y a
quienes ella nos autorice por escrito. Estos datos quedaran bajo la custodia de la Unidad de Consejo Genético que le
atienda, sin que consten en su historial clinico y no podran ser cedidos a ninguna entidad o persona sin su autorizacion
expresa. Los datos podran ser utilizados con el fin de realizar estudios epidemiolégicos, garantizando en todo momento el
anonimato. Si, no obstante lo anteriormente expuesto, en algin momento usted decide que esta informacion sea
destruida, podra solicitarlo por escrito a la persona responsable de la Unidad que le ha estudiado.

Si su analisis genético es negativo, es decir, no se encuentra ningin tipo de mutacion que suponga especial
predisposicién al cancer, se le indicaran cuéles son las medidas de prevencion a tomar y que dependerén de la existencia

o no de casos de portadores de la mutacién conocidos en su familia.

Si su andlisis genético es positivo se le informara sobre el riesgo existente, asl como de las alternativas de prevencion
Jisponibles en la actualidad.

n ocasiones se puede obtener un resultado que denominamos no informativo. Este tipo de resultados implica que no se
:onoce en la actualidad las repercusiones que ciertas alteraciones detectadas puede tener sobre el riesgo de padecer

:ancer de colon.
n A ecA

Cantintin Al Anren
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I

/

y

LCuando la existencia de la mutacién en la familia ha sido confirmada, debe saber que otros miembros de su familia
/pueden haberla heredado: de usted (en caso de sus descendtentes) o de sus antepasados (en caso de otros familiares
como tlos o primos). La Unidad de Consejo Genético en ninglin caso contactara 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 asi cudl es su riesgo

individual con respecto a estos tumores.

De igual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutir en su estado emocional y/o psicolégico, tanto
positiva como negativamente.

Si usted decide que no desea realizarse un estudio genético, sepa que su decision sera respetada en todo momento y
recibira el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manera debe saber que existen modelos teéricos que
permiten conocer de manera aproximada su riesgo de padecer determinados tipos de ¢ancer, los cuales podrian

aplicarsele si no desea realizarse este tipo de test.

Comentarios del médico que informa: s : " e

AUTORIZACION

YO obiee e —-— —wt—— . - —..ay, he sido informado oralmente y por escrito sobre las
caracteristicas, beneficios y problemas que plantea el estudio genético en el cancer.

He comprendido esta informacion y cualquier duda surgida me ha sido aclarada por el médico.

Por lo anterior OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que se proceda al estudio de factores genéticos predisponentes al

cancer sobre una muestra de sangre que me sera extralda a tal efecto y analisis de tejido tumora| si ell ra necesario.
2

Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legalmente)

Fecha: Fecha:

Autorizo para que las personas abajo indicadas puedan ser informadas sobre los resultados del estudio realizado.

Nombre.__ ___ TF
Nombre.__._._ Ul o i
N T e oot o I e LN S IR, S S AR e N L N o
o e e B Sy S RS R B O e O ST T e e L D N v O,
Fdo.: D. /D* Fecha:

REVOCACION

En ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad de revocarlo y solicito se
proceda a la destruccién de las muestras sanguineas extraldas y de la informacién de ellas obtenida.

Firma: Fecha:
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ANEXO 2. PUBLICACIONES:

Early-onset colorectal cancer is an easy and effective tool to identify

retrospectively Lynch syndrome.

Perea J, Rodriguez Y, Rueda D, Marin JC, Diaz-Tasende J, Alvaro E, Alegre C, Osorio

I, Colina F, Lomas M, Hidalgo M, Benitez J, Urioste M.

Ann Surg Oncol. 2011 Nov;18(12):3285-91.

“Age of onset” should be a major criterion for subclassification of Colorectal

Cancer.

Perea J, Rueda D, Canal A, Rodriguez Y, Alvaro Edurne, Osorio 1, Alegre C, Rivera B,

Martinez J, Benitez J, Urioste M.

The Journal of Molecular Diagnostics. (en proceso de revision)
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