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RESUMEN






Introduccion

El cancer colorrectal (CCR), es la tercera neoplasia mas comun y la segunda causa de
mortalidad por cancer en los paises desarrollados. Desde una perspectiva molecular,
la formacion de un tumor es consecuencia de la acumulacion de multiples alteraciones

tanto a nivel genético como epigenético.

La mayoria de los CCR son esporadicos y aparecen como consecuencia de mutaciones
a nivel somdtico. Sin embargo, pueden existir mutaciones a nivel germinal que
transmiten la susceptibilidad para el CCR a las generaciones posteriores, produciendo

los diferentes sindromes de CCR hereditario.
Se han identificado tres grandes vias de carcinogénesis en el desarrollo del CCR:
e via supresora o de inestabilidad cromosdmica (INC),

e via mutadora o de inestabilidad de microsatélites (IMS)

e via metiladora o del fenotipo metilador de islas de CpG (CIMP).

La via supresora o de INC es la alteracion mas frecuente. No sélo se encuentra en la

mayor parte de los casos de CCR esporadicos, sino también en sindromes hereditarios
como la poliposis adenomatosa familiar (PAF). Este tipo de tumores se caracterizan
por el desequilibrio cromosdmico (aneuploidia), con deleciones, amplificaciones y una
alta frecuencia de pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss of Heterozygosity). Existen

dos tipos de alteraciones:

e la activacidén de oncogenes, como K-RASy c-MYC
e la inactivacién de genes supresores del crecimiento tumoral, APC, DCC, p53,

TGFBR o PIK3CA

La via mutadora o de IMS se caracteriza por la aparicidon de alteraciones en los genes

mismatch repair (MMR). Los genes MMR (MSH2, MLH1, PSM1 Y PSM2, MSH6 o
MLH3), son genes que regulan la correccién de los emparejamientos incorrectos o

pequeiias inserciones que se producen en la replicacién del ADN. Las mutaciones en



estos genes inducen errores de replicacion de ADN, originando lo que se conoce como
IMS. El paradigma de esta via de carcinogénesis es el sindrome de Lynch (SL), aunque

también se produce en el 15-30% de los CCR esporadicos.

La via metiladora se caracteriza por la metilacién de regiones ricas en citosina y

guanina, denominadas islas CpG. Estas zonas son regiones del ADN que conforman

aproximadamente un 40% de los promotores de los genes de mamiferos. Si los

genes estan expresados, las islas CpG estan desmetiladas; la metilacién de las islas
CpG, provoca un silenciamiento epigenético del gen en cuestién. La via metiladora
se denomina también via serrada de carcinogénesis colorrectal, ya que surge a

partir de una lesién precursora serrada. La metilacion de las islas CpG da lugar a lo
gue se conoce como fenotipo metilador (CIMP, del inglés Cp G island methylator
phenotype) que se determina cuantificando la proporcién de loci metilados de una
seleccion de los genes mas frecuentemente afectados por esta modificacién
epigenética. Se distinguen tres fenotipos: ausencia de metilacidon (CIMP-0), metilacion
baja (CIMP-L) o metilacién alta (CIMP-H). Los mecanismos mas comunes que originan
un CCR surgen a través de esta via mediante la activacion del gen BRAF, que supone la
inhibicién de la apoptosis fisioldgica a nivel de las células epiteliales del colon y la

metilacion del promotor de MLH1, produciendo los casos de CCR esporadicos con IMS.

El colon presenta una gran extensién de mucosa, con un alto indice de recambio
celular, lo que favorece el desarrollo de neoplasias a lo largo de su superficie y a lo
largo del tiempo. Se denominan CCR sincrénicos a los tumores que, siendo
independientes, se diagnostican al mismo tiempo o en los primeros seis meses
después del primer diagnostico. Se estima que entre el 5-10% de los tumores de colon

son multiples.

Los tumores sincronicos, normalmente, se originan sobre un sustrato etioldgico
comun, bien genético o ambiental. En este sentido se conocen diferentes entidades
gue aumentan el riesgo de presentar CCR sincronico, entre ellas se encuentran los
sindromes de CCR heredo familiar y aquellas enfermedades y situaciones que afectan

en un determinado tiempo a una superficie extensa de la mucosa coldnica,



promoviendo la aparicion de varios focos de displasia. Este es el caso de la enfermedad
inflamatoria con afectacién coldnica de larga evolucién. Sin embargo, sélo el 10% de
los CCR sincronicos estdn relacionados con entidades de reconocido riesgo de tumores
multiples. Por tanto, existe poca informacion acerca de los factores que predisponen

a gran mayoria de los CCR sincroénicos.

Justificacion y Ojetivos

Como se ha mencionado anteriormente, los CCR sincrénicos comparten el mismo
sustrato germinaly, a priori, la misma susceptibilidad a agentes externos. Sin embargo,
existen otros factores a nivel embriolégico y fisiolégico que pueden modular la
susceptibilidad de los diferentes segmentos del colon a sustancias carcinogénicas,

capaces de modificar el patrén molecular y por tanto las caracteristicas del tumor.
Teniendo en cuenta estas consideraciones se planted la siguiente hipétesis:

“Los tumores sincronicos de colon, no relacionados con factores hereditarios,

comparten las mismas vias de carcinogénesis”
Para validar esta hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

1. Identificar las caracteristicas anatomo-clinicas de los pacientes con CCR sincrénico

no hereditario y sus diferencias respecto al patrén de distribucién.

2. Caracterizar los tumores sincronicos de cada individuo segun la clasificacién

molecular, atendiendo a su estado de IMS y fenotipo CIMP.

3. Analizar la concordancia de las caracteristicas moleculares de los diferentes

tumores del mismo individuo y su variacién en funcién del patrén de distribucion.

4. Caracterizar el patron de expresion de diferentes marcadores celulares,
analizando su correlacidn tanto entre tumores, como con los diferentes patrones

de distribucion.



Resultados

En el presente estudio se han analizado las caracteristicas anatomo-clinicas vy
moleculares de una serie de 50 pacientes con CCR sincrénico, en los que se ha
descartado como factor etiolégico los sindromes heredo-familiares conocidos. Se ha
valorado la IMS, el fenotipo de metilacién CIMP y el patrén inmuno-histoquimico de
varios marcadores, analizandose posteriormente la concordancia de estos parametros
entre los tumores de cada individuo. De forma paralela, se ha estudiado si existen
variaciones de las caracteristicas moleculares de los tumores, en funcién del patrén de
distribucidn:
- Patrén de distribucion en colon derecho (PD-CD): todos los tumores se
localizan proximales al angulo esplénico.
- Patron de distribucion en colon izquierdo (PD-CI): todos los tumores se
localizan distales al angulo esplénico.
- Patron de distribucién difuso (PD-D): existen tumores tanto a nivel proximal

como distal al dngulo esplénico.

La edad media de los pacientes estudiados fue de 71,24 (+9,8) anos. Se identificaron
un total de 125 tumores cuya localizacién mas frecuente, considerada de forma

individual, fue recto seguida de colon derecho.

Los pacientes con tumores con PD-CD presentaron menor frecuencia de pdlipos
adenomatosos sin embargo, cuando existian, eran de tipo hiperplasico y productores

de mucina.

Se realizé el estudio del fenotipo metilador (CIMP) en 49 de los 50 pacientes
observando que el 97,9% de los pacientes presentaban cierto grado de metilacién en,
al menos, uno de sus tumores. De ellos, el 65,3% de los pacientes tenian un estado de

metilacion alto (CIMP-H) siendo en su mayoria hombres.

El 50% tumores sincrénicos no hereditarios presentaron un fenotipo CIMP-H

significativamente mayor de lo descrito en las series de CCR esporadico.



Aproximadamente un tercio de los pacientes (34,7%) presentaban un patron de
metilacion (CIMP-H-CIMP-H), el 30,6% de los pacientes presentaban un patrén (CIMP-
H, CIMP-0/L), mientras que el 34,7% presentaban (CIMP-0/L,CIMP-0/L).

Los resultados indicaron que el fenotipo CIMP-H-CIMP-H se asociaba directamente con
una mayor afectacion linfatica (p=0,054) y de manera inversa con el grado de

diferenciacion tumoral.

En este trabajo se han identificado algunos genes, dentro del panel de metilacidn

CIMP, que se asocian a variables con significado prondstico del CCR sincrénico:

e El patréon de metilacién (+/+) para el gen ACNA1G se asocié a con mayor
afectaciéon ganglionar, mayor persistencia de la enfermedad y muerte
relacionada con CCR

e La metilacion del gen MLH1 en alguno de los tumores se asocié con CCR con
bajo grado de diferenciacién.

e El patron de metilacion (+/+) para el gen SOCS1 se asocidé a mayor presencia

de metdstasis en el momento del diagndstico.

Otros genes del panel CIMP tienen patrones de metilacién que se asociaron a tumores

con distribuciones caracteristicas:

e La metilacién del gen CKDN2A en al menos uno de los tumores se asocié a un
patrén de distribucién segmentario.

e Los pacientes que presentaban tumores con PD-D, presentaron mayor
concordancia, a nivel de metilaciéon del gen IGF2, que los pacientes con

tumores con distribucién segmentaria.

En cuanto al estudio de inestabilidad de microsatélites, la frecuencia de IMS fue menor
a la esperada, ya que tan sélo tres pacientes presentaron algin tumor con IMS. Ningun
tumor con IMS presenté CIMP-H, mostrandose esta via como excluyente. Los
pacientes con IMS presentaron menor frecuencia de pdlipos coldnicos, no asociando

ninguno de los pacientes pdlipos hiperplasicos.



El grado de concordancia del fenotipo metilador entre los tumores sincrénicos, fue
moderado; siendo mayor cuando la distribucién era PD-D. La mayoria de los tumores
sincrénicos, presentaron concordancia moderada en el patréon molecular de las
diferentes vias de carcinogénesis, (combinaciones de IMS, EMS y CIMP-H, CIMP-0/L)
(x=0,47).

La expresion de algunos marcadores inmuno-histoquimicos se relacioné con
caracteristicas de significado prondstico. Asi por ejemplo, el patréon de expresién
discordante (-/+) de B-catenina, se asocidé con un mayor desarrollo de metastasis. La
expresion de pl6, en al menos uno de los tumores, se relacioné con diagndstico en
mayores estadios tumorales y la expresién de p27, en al menos uno de los tumores,

con mayor grado de diferenciacion.

La expresion de B-catenina nuclear y la activacién de la via Wnt, tuvo una concordancia
moderada en los dos tumores sincrénicos de cada uno de los pacientes. Los
marcadores E-caderina, p27 citoplasmatico, p53 y p21 mostraron un patrén

discordante de expresién en los tumores de cada individuo.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente expuestos se extrajeron las

siguientes conclusiones:

1. El cdncer colorrectal sincréonico no hereditario, presenta diferencias anatomo-
clinicas especificas en funcion de su patron de distribucion; siendo
caracteristicas de los tumores localizados en colon derecho, una menor

frecuencia de pdlipos asociados y una mayor produccidon de mucina.

2. El cancer colorrectal sincrénico no hereditario se presenta, mayoritariamente,
con patrén de distribucidon difuso o con patréon de distribucién en colon

izquierdo.



En el cancer colorrectal sincrdonico no hereditario, el patréon de distribucion en
colon derecho presenta caracteristicas moleculares especificas: una menor
concordancia del fenotipo CIMP y una mayor frecuencia de tumores con

inestabilidad de microsatelites.

Atendiendo a la clasificacion molecular global, por criterios de CIMP y de IMS,
los tumores sincrénicos no hereditarios presentan un nivel de concordancia

moderado.

El cancer colorrectal sincrénico no hereditario, presenta fenotipo metilador
alto con elevada frecuencia, siendo excepcional la inestabilidad de

microsatelites como via de carcinogénesis.

El patron de metilacion de los genes CKDN2A, IGF2 y SOCS1 en los tumores
sincréonicos muestra diferencias en funcion de que la distribucién sea

segmentaria o difusa.

Diferencias en el patron de expresién de las proteinas p16, p27 y B-catenina se

asocian a variables con significado prondstico.

La expresidn a nivel nuclear,de B-catenina y, por tanto, de la activacién de la
via de sefializacién Wnt, presenta una concordancia moderada entre los
tumores de cada individuo, siendo mas frecuente su participacién en el
proceso de carcinogénesis de los tumores con patrén de distribucion en colon

izquierdo.






SUMMARY






Colorectal Cancer (CRC) is the third most common malignant neoplasm worldwide
and the second leading cause of cancer deaths in developed countries. From a
molecular perspective, the formation of a tumor is the consequence of combined

genetic and epigenetic changes to the DNA sequence.

The majority of CRC cases are sporadic and appear as a consequence of somatic
mutation. However, there may exist germline mutations in pivotal genes underlying

the inherited forms of CRC and producing the different CRC hereditary syndromes.
Three main carcinogenic pathways have been implicated in the development of CRC:

e Chromosomal instability (CIN)
e Microsatellite instability (MSI)

e CpGisland methylator phenotype (CIMP)

CIN is the most common pathway in sporadic CRC (80-85%) including in CRC hereditary
syndromes such as Familial Adenomatous Polyposis (FAP). CIN tumors are
characterized by chromosome abnormalities (aneuploidy), with deletions,
amplifications, loss of heterozygosity (LOH), homozygous deletions, translocations,

and inversions. These tumors are associated to two types of abnormalities:
e Transcriptional activation of oncogenes such as K-ras and c-MYC.

e The inactivation of tumor suppressor genes such as APC, DCC, p53, TGFBR
and PIK3CA.

A defective DNA mismatch repair (MMR) system is the cause of microsatellite
instability (MSI) pathway. The genes (MSH2, MLH1, PSM1 Y PSM2, MSH6 o MLH3)
regulate the repair of DNA replication errors such as base mismatches, insertions and
deletions. Mutations in these genes can induce errors in DNA replication that lead to

Lynch syndrome (LS), but are also produced in 15-30% of sporadic CRC.

The DNA methylation pathway or serrated pathway play an important role in
carcinogenesis development. CpG islands are DNA regions within the genome rich in

CpG (Cytosine-phosphate-guanine) dinucleotides. CpG islands make up approximately



40% of gene promoters in mammals. The CpG sites are unmethylated in expressed
genes, hence CpG island methylation in gene promoters may inhibit gene expression
and result in gene inactivation. Serrated pathway has been seen to play a leading role
in 35% of CRCs. CIMP patterns have been classified as: CIMP-high (CIMP-H), CIMP-low
(CIMP-L) and methylator phenotype-negative (CIMP-0). Most CRCs emerging from this
pathway; the mechanism seems to be initiated by a mutation that activates gene
BRAF, which results in an inhibition of physiological apoptosis in colonic epithelial cells.
MLH1 promoter methylation, most common in such cases, results in sporadic CRCs

with MSI.

The gastrointestinal tract has a high cell turnover rate which favors the development
of neoplasm along its surface and over time. Synchronous CRC is defined as multiple
(2 or more) distinct tumors that were diagnosed within 6 months of the date of index

CRC diagnosis. It is estimated that 5-10% of the tumors are synchronous CRC.

Synchronous CRC normally originate from a shared etiological substrate, be it genetic
or environmental. Inherited CRC syndrome, polyposis and diseases that affect colonic
mucosa are several factors that increase the risk of synchronous CRC. However, only
10% of synchronous CRC are related these entities. Therefore, there is little

information about the factors that predispose the vast majority of synchronous CRC.

HYPOTESIS

As mentioned above, synchronous CRC share the same germinal substrate and the
susceptibility to external agents. However there are embryological and physiological
factors that modulate the susceptibility to carcinogenic substances of different
segments of the colon. These substances are able to modify molecular pattern and

therefore the characteristics of the tumor.

Given these considerations, the following hypothesis was proposed:

“Sporadic synchronous colorectal cancer shares the same pathways of carcinogenesis”



To test this hypothesis the following objectives were proposed:

1. Identify the anatomical and clinical characteristics of patients with sporadic
synchronous CCR and its differences with respect to the distribution pattern.

2. Characterizing synchronous tumors of each patient according to molecular
features such as MSI and CIMP phenotype

3. To analyze the concordance of molecular features of synchronous tumors and
its variation based on their distribution pattern

4. To characterize expression pattern of different cellular markers in synchronous
tumors, analyzing both the correlation between tumors and their variation in

different distribution patterns.

RESULTS

In this study the anatomo-clinical and molecular features have been analyzed in 50
patients with sporadic synchronous CRC, where known hereditary syndrome
etiological factors have been ruled out. Concordance of MSI, CIMP phenotype and
immunohistochemical pattern have been subsequently analyzed in individual
synchronous tumors. In parallel it has been studied whether there are variations in the

molecular features of tumors depending on the distribution patterns:

e Right colon pattern (RCP): All tumors are located proximal to the splenic flexure
e Left colon pattern (LCP): All tumors are located distal to the splenic flexure.
e Diffuse pattern (DP): there are tumors in both proximally and distally to the

splenic flexure.

The average age of the patients was 71.24 (+ 9.8) years, with a higher percentage of
males (66% vs 34% for women). The studies a total of 125 tumors from 50 patients.
The most frequent location of tumors, considered individually, was rectum and right

colon.



Tumors with RCP show less frecuency of adenomatous polyps, however when present

were hyperplastic and mucin-producing.

CpG island methylator phenotype (CIMP) was performed on 49 of the 50 patients
noting that 97.9% of patients had at least one tumor with a certain degree of

methylation. Of these, 65.3% of patients had CIMP-H, the majority being male.

50% of sporadic synchronous tumors exhibit CIMP-H phenotype. Approximately one
third of patients (34.7%) the methylation pattern was CIMP-H-CIMP-H, 30.6% of the
patients presented CIMP-H, CIMP-0 /L while 34.7% CIMP-0 / L, CIMP-0 / L.

Results indicate that the phenotype CIMP-H-CIMP-H directly correlates with lymphatic

affectation (p = 0.054) and inversely with the degree of differentiation of the tumors.

This study identifies several genes, included in CIMP panel, that have been associated

with prognostic variables of synchronous CRC:

e (+/4) ACNA1G methylation pattern is associated with lymph node affectation,
greater persistence of disease and death associated with CRC

e MLH1 methylation in any of CRC is associated with tumors with well
differentiated cancer cells

e (+/4) SOCS1 methylation pattern is associated with increased incidence of

metastases at time of diagnosis

Methylation pattern of specific genes included in CIMP panel that are associated with

tumor distribution pattern characteristics:

e CKDN2A methylation in at least one of the tumors was associated with a
segmental distribution pattern

e Tumors with RCP showed concordance to IGF2 methylation.



About the study of microsatellite instability, the frequency of MSI was lower than
expected, since only three patients had at least one tumor with MSI. No tumor with
MSI showed CIMP-H, showing this way as exclusive pathway. Patients with MSI had

lower frequency of colonic polyps. None of the patients had any hyperplastic polyps.

There was a moderate concordance between methylation phenotype of synchronous
tumors; the concordance is higher in tumors CRC. Most synchronous tumors showed
moderate agreement in the molecular pathways of carcinogenesis (MSI, MSS and

CIMP-H, CIMP-0/ L) (k = 0.47).

The expression of some Immunohistochemical (IHC) markers is related to clinical
prognostic variables. For example discordant expression pattern of B-catenin (-/+) is
associated with further development of metastasis. Expression of p16 in at least one
of the tumors is related to tumors' stage at the time of diagnosis while p27 expression

in at least one of the tumors is related with higher degree of differentiation.

Nuclear expression of B-catenin and Wnt pathway activation, had a moderate
concordance between synchronous tumors. Expression of E-cadherin in cytoplasm and
p27, p53 and p21 expression showed a discordant expression pattern in synchronous

tumors.



CONCLUSIONS

Considering the above results the following conclusions were drawn:

1. Sporadic synchronous colorectal cancers exhibit anatomical and clinical
differences based on distribution pattern; tumors with right colon pattern have
a lower frequency of polyps and less mucine production.

2. Sporadic synchronous colorectal cancers are mainly presented with diffuse or
left colon pattern.

3. Sporadic synchronous colorectal cancers with right colon pattern show specific
characteristics including less concordance between CIMP phenotype, and a
high incidence of tumors with MSI.

4. According to CIMP and MSI global molecular classification status, sporadic
synchronous colorectal cancers present a moderate concordance.

5. Sporadic synchronous colorectal cancers have CIMP-H phenotype in high
frequency remain exceptional MSI phenotype.

6. CKDN2A and IGF2 methylation pattern show differences depending on
distribution pattern of tumors (segmental pattern vs. diffuse pattern).

7. Differences p16, p27 and B-catenin expression pattern are associated to
variables with prognostic significance.

8. Nuclear expression level of B-catenin and therefore Wnt signaling pathway
activation has a moderate concordance between synchronous tumors of each
individual, having a more frequent participation in right colon pattern
carcinogenesis.



1. INTRODUCCION






1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR), es la tercera neoplasia mas comun y la segunda causa de
mortalidad por cancer en los paises desarrollados. Su incidencia no es homogénea,
oscila entre los 0,5 casos/100000 habitantes afio en la India hasta los 51,3

casos/100000 habitantes afio en Nueva Zelanda.

Estas diferencias se pueden atribuir tanto a factores ambientales como culturales en
el seno de una susceptibilidad genética. Cuando comparamos con otros paises
europeos, la incidencia y la mortalidad en Espafia ocupa una posicién intermedia (48).
El riesgo acumulado de CCR en la poblacion general es de un 2-6%, siendo mayor

cuando existe historia familiar de CCR (156) .
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Figura 1. Incidencia y mortalidad en diferentes areas geograficas (afio 2012)

La evolucidén de la incidencia del CCR, tras un periodo de incremento, comienza a
estabilizarse, lo que sucede también con la mortalidad (113). El progresivo
envejecimiento de la poblacién influye de forma muy marcada en el incremento del
nuimero de casos observados (167). Los datos de “Surveillance, Epidemiology and End

Results” (SEER) de Estados Unidos y de otros registros de cdncer occidentales, sugieren



Andlisis de las vias de carcinogénesis del cdncer colorrectal sincronico no hereditario

que la tasa de incidencia estd aumentando en el grupo de edad entre 40-44 afios,

mientras que estd disminuyendo en los grupos de mayor edad(36) (Figura 2).
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Figura 2 Incidencia especifica por edad de CCR entre los afios 2002-2006 en hombres y mujeres de
todas las razas. Datos de: Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, 2002-2006.

Se considera que en Espaiia, la incidencia de CCR seguird aumentando en los préximos
afios, alcanzando en 2020 mas de 22426 casos en hombre y 14803 en mujeres (48)

como se observa en la Figura 3.
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Figura 3: Estimacion de la incidencia de CCR por sexos en 2020, considerando la incidencia actual y las
caracteristicas de la poblacién espafiola.

Por lo tanto, parece claro que el CCR seguira siendo un tumor de gran impacto en la

poblacién, a pesar de que tanto la tasa de incidencia como la de mortalidad tienden



hacia el descenso. El aumento de la supervivencia observada, se debe
fundamentalmente a dos factores. En primer lugar, gracias a una mejor prevencion,
utilizando técnicas de diagndstico precoz mas fiables e identificando a los grupos de

mayor riesgo y en segundo lugar a la mejora de las estrategias terapéuticas.

1.2. FISIOPATOLOGIA DEL CANCER DE COLON.

1.2.1. Secuencia de carcinogénesis

Estructura normal del colon

El intestino grueso o colon, se extiende desde el ciego hasta el ano. Su longitud es de
aproximadamente 150 cm y se divide clasicamente en los siguientes segmentos: ciego,

colon ascendente, transverso, descendente, sigma y recto.

La mucosa estd revestida de células mucosecretoras y células cilindricas con
microvellosidades en su polo apical. En las criptas de las glandulas de Lieberkiihn se

disponen abundantes células caliciformes, argentafines e indiferenciadas o células

madre(95)(186)(22).
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Figura 4: Histologia de la mucosa de colon. De American Joint Committee on Cancer (AJCC). Staging
Manual.Modificado de: “The role of the immune system in governing host-microbe interactions in the
intestine”. Brown et al Nature Immunology 14, 660-667 (2013)

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 capaces



de producir de forma continuada todas las estirpes celulares, asi como mantener la

capacidad de regeneracion del intestino ante una lesién.

Carcinoma invasivo:

El cancer se caracteriza por la proliferacion excesiva y descontrolada de un grupo de
células, dando lugar a un tumor o neoplasia. Estas células presentan la capacidad de
invadir los tejidos adyacentes asi como de migrar a otros érganos y proliferar

produciendo metdstasis.

En el concepto de carcinoma subyace la capacidad, de algunos clones, de proliferar e
invadir otras estructuras adyacentes. La produccién de proteasas favorece que el
tumor traspase la membrana basal, de forma que las células epiteliales entran en
contacto con la matriz extracelular mesenquimal, por ello, el clon debe modificar su
patrén de interaccion para asegurar la supervivencia (187). Las alteraciones mejor
caracterizadas son las relacionadas con las moléculas de adhesion intercelular como
E-cadherina. Las uniones intercelulares a través de la E-cadherina permiten a las
células el crecimiento en laminas, manteniendo de manera quiescente a esas células.
Las células que traspasan la membrana basal, dejan de formar parte de las laminas
celulares del epitelio. En esta situacién se conforman como células individuales, con
atributos de células mesenquimales y con mayor capacidad de migracién en invasién.
En éste momento, se produce la interaccidén de la célula tumoral con otras estirpes
celulares como los adipocitos, fibroblastos, células madre mesenquimales y
macrofagos, que liberan citoquinas y otros mediadores, dando lugar a un
microambiente tumoral que influye en las caracteristicas y el comportamiento de la

neoplasia (66).

Intravasacion, supervivencia y migracion vascular

El siguiente paso en la progresion del tumor es la intravasacién, proceso por el cual las
células se introducen en la luz de los vasos sanguineos y linfaticos. Supone un factor

prondstico importante en la progresion de la enfermedad y estd favorecida por



diferentes factores como el crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Una vez que
la célula tumoral alcanza la circulacién, tiene que presentar capacidad de sobrevivir en
ese ambiente. Se sabe ademds que la expresion del receptor tirosin kinasa, TrkB,

impide la apoptosis por anoikis (64)(40).

Colonizacion del tejido diana.

Una vez alcanzado el érgano diana, las células tumorales se deben adaptar a las
condiciones del nuevo estroma, que pueden ser muy diferentes al 6rgano de origen.
De nuevo es de gran importancia el fenotipo de transicién mesenquimal que haya
desarrollado la estirpe tumoral y la interaccién con el nuevo microambiente, los
factores de crecimiento e interleukinas. Estos pequefios nichos de células tumorales
son denominados micrometdstasis. No siempre las células consiguen progresar en el
ambiente y no llegan a desarrollar metastasis macroscdpicas (66). Para desarrollar una
macrometastasis puede ser necesario que las células tumorales adquieran nuevas
capacidades que les permitan mantener un crecimiento vigoroso. Entre ellas se
encuentran la capacidad de inducir angiogénesis y de eludir la respuesta inmune o

modificar el metabolismo energético celular, como se esquematiza en la Figura 5.
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Figura 5: Capacidades adquiridas en el proceso de carcinogénesis por las células tumorales.
Potenciales dianas terapéuticas y farmacos en desarrollo. Adaptada de Hanahan and Winberg.
(Hanahan and Weinberg 2011)



1.2.2. Vias de carcinogénesis

El mecanismo por el que las células adquieren un comportamiento invasivo se
denomina carcinogénesis. Es la consecuencia de alteraciones en la codificacién y
expresion de genes implicados en los sistemas de proliferacién y diferenciacion celular.
Como se haindicado anteriormente, son especialmente trascendentes las alteraciones
de los genes implicados en la regulacidn de las uniones intercelulares, la capacidad de

migracion y supervivencia celular, asi como la capacidad de inducir la angiogénesis.

El modelo cldsico de secuencia “adenoma-carcinoma” (Figura 6) supone la
acumulacién de alteraciones genéticas sobre el clon tumoral inicial, promoviendo la

emergencia de nuevos subclones celulares, con nuevas capacidades y un fenotipo mas

agresivo.
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Figura 6: Secuencia adenoma-carcinoma. Adaptado de Mordn A et al 2010 y Armaghany T et al.2012

Desde una perspectiva molecular, la formacién de un tumor es consecuencia de la
acumulacién de multiples alteraciones (1) tanto a nivel genético como epigenético. Las
alteraciones genéticas se producen a nivel de la secuencia de ADN, e implican
mutaciones, deleciones, amplificaciones e incluso pérdidas o ganancias de
cromosomas enteros. Los cambios epigenéticos sin embargo no afectan a la secuencia
de los propios genes, sino a la expresion de los mismos. Son multiples los mecanismos
epigenéticos de la regulacion de la expresion genética, como por ejemplo la
metilacién del ADN, la modificacion de histonas o el ARN no codificante. La metilacion

es uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados en el CCR, siendo muy



relevante en el silenciamiento de genes debido a hipermetilacion de las islas CpG

localizadas en sus promotores, como en caso de MLH1 o BRAF (176).

La mayoria de los canceres son esporadicos, como consecuencia de mutaciones a nivel
somatico, sin embargo pueden existir mutaciones a nivel germinal, que transmiten la
susceptibilidad para el CCR a las generaciones posteriores, produciendo los diferentes

sindromes de CCR hereditario(179).

Mas alld de las mutaciones cldsicas de oncogenes y de genes supresores de tumores,
cada vez se le da mds importancia a una pléyade de mutaciones y polimorfismos de
genes implicados en la carcinogénesis. Estas mutaciones de forma individual, afectan
a un escaso numero de pacientes, pero de forma global pueden presentar una gran
importancia para entender el proceso de carcinogénesis y la historia natural de cada

tumor(155)(197).

La carcinogénesis es por tanto un proceso complejo, que da lugar a una gran
heterogeneidad y por tanto, una gran variabilidad morfolégica y evolutiva en cada

tumor (29)(51).

El mayor conocimiento de las bases moleculares de la carcinogénesis tiene
importantes implicaciones tanto en el prondstico como en el tratamiento del
cancer(195). El CCR, es uno de los tumores mas estudiados desde el punto de vista
genético. La inestabilidad genética de la mucosa colorrectal facilita el desarrollo de
hiperplasia, adenoma, carcinoma in situ y, finalmente, carcinoma invasor (Figura 6).
Desde que en 1990, Fearon y Volgelstein formularon el primer modelo de
carcinogénesis (46), se han identificado tres grandes vias de carcinogénesis en el

desarrollo del CCR:

e lavia supresora o de la inestabilidad cromosémica (INC)
e |avia mutadora o de la inestabilidad de microsatélites (IMS)

e |avia metiladora o del Fenotipo Metilador de islas de CpG



Cada una de ellas muestra diferencias desde el punto de vista molecular,
histopatoldgico y prondstico. Sin embargo estas tres vias no son mutuamente
excluyentes (1); puede haber solapamiento de las diferentes vias de carcinogénesis de
manera que el CCR no se conforme de una manera Unica y, aunque haya una secuencia
preferente, lo relevante es la acumulacién de eventos genéticos que daran el fenotipo
final del tumor (58)(176) (Figura 7). El mecanismo dominante serd el que determine

diferentes asociaciones clinicas, e incluso el tipo de lesién precursora.

CCR asociado a PAF CCR 20%
(FM - EMS) 1% (FM + EMS)

S
Via supresora
e

Secuencia adenomay
carcinoma

FM -EMS CCR Vi
Esporadicos (60%) ’ 1a
mutadora

Sindrome de Lynch (IMS) CCR esporadico
(FM — IMS) 5% (FM + IMS) 13%

Adenoma
Serrado clasico

Figura 7: Representacion de los diferentes grupos de CCR segun las distintas vias de carcinogénesis,
asi como los correspondientes solapamientos. Modificado de Snover DC, 2011.

La inestabilidad cromosdmica (INC)

La INC es la alteracion mas frecuente. Se encuentra en la mayor parte de los casos de
CCR esporadicos (80-85%), pero también en sindromes hereditarios como la Poliposis
Adenomatosa Familiar (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).
En ellos se produce una progresion predecible de cambios genéticos, con los

correspondientes cambios histoldgicos(3).



Diferentes mutaciones genéticas se han relacionado con la carcinogénesis del CCR,
pero la funcién exacta de muchos de estos genes en la iniciacidn y la progresion de la

enfermedad aun no se ha confirmado. Existen dos tipos de alteraciones:

e la activacidn de oncogenes, como K-RAS 'y c-MYC
e la inactivacion de genes supresores del crecimiento tumoral como APC, DCC

gen p53(129)(1).

APC esta mutado en el 70-80% de los CCR, la mayoria son mutaciones sin sentido (125)
y estan presentes en los focos de displasia criptica y en los pélipos de pequefio tamafio
en la PAF por lo que parece ser un evento precoz en la secuencia carcinogénica
(178)(98). APC estad implicado en la via de seializacién intracelular denominada
wingless (Wnt), forma un complejo con la proteina B-catenina, estimulando la
degradacion de la misma. La mutacion de APC hace que haya mayor disponibilidad de
B-catenina, promoviendo la proliferacidn celular a través de la proteina Tcf-4. Se ha
observado que la mayoria de los CCR espordadicos, que no presentan mutaciones de
APC, presentan mutaciones de la B-catenina, iniciando del mismo modo, la cascada de

alteraciones de la via Wnt(201).

Los oncogenes RAS codifican para la sintesis de proteinas con homologia a las
proteinas G, que regulan la trasmisién de las sefiales de crecimiento desde el medio
extracelular hasta el nlcleo, cuando se encuentran trifosforiladas (GTP-proteina)(128).
Esta via de sefializacién se regula mediante la hidrolisis de la GTP-proteina a GDP
proteina por una GTPasa. La mayoria de las mutaciones de RAS relacionadas con la
carcinogénesis, provocan la resistencia de la proteina a la hidrdlisis, recibiendo la

célula un estimulo de continuo crecimiento (18)

Segln los datos obtenidos en diferentes modelos, parece que el papel fundamental de
K-RAS es mantener activadas aquellas células que ya presentan un estimulo de

proliferacién por mutaciones de APC (128).

La proteina p53 se une al ADN actuando como factor de transcripcién de genes

inhibidores del crecimiento. Su funcidn es crucial cuando las células estan sometidas a



estrés, deteniendo el ciclo celular como respuesta a estimulos que pueden dafiar el
ADN, como la hipoxia, para favorecer la reparacion del mismo (99). El gen que codifica
para p53, se encuentra alterado en el 75% de los CCR, sin embargo es excepcional su
pérdida en los adenomas, lo que significa que la pérdida es un evento tardio dentro de
la secuencia de la tumorogénesis (92)(46). Otras mutaciones identificadas, como la
alteracion en la via de sefializaciéon de TGF-B, que tiene normalmente un efecto
inhibitorio, o DCC que estd implicado en la interaccién entre las células y la matriz

extracelular, son necesarias para desarrollar un perfil invasor (46)(118).

El fallo del sistema de reparacion de ADN

El fallo del sistema de reparacion de ADN, también contribuye al desarrollo de tumores
de colon. Las mutaciones en estos genes inducen errores de replicacion de ADN,
originando lo que se conoce como IMS. Los genes MMR (mismatch repair), son genes
qgue regulan la correccién de los emparejamientos incorrectos o pequeiias inserciones
que se producen en la replicacion del ADN. Entre ellos encontramos MSH2, MLH1,
PSM1 y PSM2, MSH6 o MLH3 (13)(14). Las alteraciones germinales de estos genes
provocan el sindrome de Lynch (SL). Por otro lado existen pacientes con fenotipo de
SL, sin expresion de las proteinas encargadas de la reparacion del ADN, pero que no
presentan alteraciones en la secuencia genética de los MMR; su expresién se ve
trucada por mecanismos epigenéticos, como por ejemplo la metilacién de MLH1
(159)(120). La alteracion del sistema reparador de genes conduce a la acumulacién de
errores en los microsatélites (152). Genes supresores de tumores como TGF-/RI,

IGFIIR, MSH3 y BAX no son reparados y pierden su funcion.

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 son 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 (60).



En el afio 1997 se establecié un panel de cinco marcadores genéticos (“panel de
Bethesda”) para el analisis de IMS: dos repeticiones de mononucledtidos (BAT25 y
BAT26), y tres repeticiones de dinucleétidos (D25123, D55346 y D175250) (14). Dicho

panel es el mas utilizado actualmente vy clasifica los tumores en tres grupos:

e Tumores de alta IMS (inestabilidad en dos o0 mas marcadores)
e Tumores de baja IMS (inestabilidad en un solo marcador)

e Tumores sin IMS o estables (EMS), cuando ningin marcador muestra IMS.

Ademads de servir como herramienta para la identificar casos de SL, la IMS tiene
importantes implicaciones pronosticas y terapéuticas. Por una parte, parece que los
CCR con IMS presentan un mejor prondstico, mientras que, por otro lado, presentarian
una resistencia al 5-fluorouracilo. Los casos con IMS esporadicos (15% del total de CCR
esporadicos) pueden ser debidos a hipermetilacién del promotor de MLH1, pudiendo
ser diferenciados de aquellos con SL mediante la realizacidon de pruebas dirigidas a

evidenciar esta circunstancia.

Via serrada o fenotipo metilador

El fenotipo metilador (FM) o via serrada es la via de carcinogénesis identificada mas
recientemente. Aproximadamente el 30% de los CCR se deben a este mecanismo (166)

(158)(192)(3).

Se caracteriza por la metilacion de regiones ricas en citosina y guanina, denominadas
islas CpG, promotoras de genes supresores de tumores. Los tumores que surgen de
esta via representan aproximadamente el 35 % de los CCR. Estos tumores surgen de
una lesién precursora serrada, donde es muy habitual la metilacién de islotes CpG de
regiones promotoras de multiples genes, provocando el silenciamiento epigenético
(inactivacién) de varios genes de forma aleatoria. Esto da lugar a lo que se conoce
como fenotipo metilador de las islas CpG (CIMP), que se determina cuantificando la

proporcién de loci metilados entre una seleccidn de los genes mas frecuente afectos.



Se distinguen tres fenotipos CIMP:

e ausencia de metilacion (CIMP-0)
e metilacién baja (CIMP-L)

e metilacién alta (CIMP-H)

El proceso de carcinogénesis comienza habitualmente con la mutacién del gen BRAF,
gue supone la inhibicidn de la apoptosis fisioldgica a nivel de las células epiteliales del
colon y la metilacién del promotor de MLH1, originando los casos de CCR esporadicos

con IMS. (176)(24)(202).

En el estudio molecular de los pdlipos serrados, a diferencia de los adenomas
convencionales, se observa que la mutacidén de BRAF se observa ya en las lesiones
precursoras (87); lo que sugiere que esta mutacion es un acontecimiento temprano
dentro de la via serrada de carcinogénesis (161). Sin embargo son necesarias otras

alteraciones moleculares para desarrollar un pdlipo avanzado o progresar a CCR.

El silenciamiento mediante la metilacién de genes relacionados con la supresion de
tumores, puede ser un mecanismo sencillo que desencadena la progresion de la lesién.
De esta forma, se explicaria la frecuente correlacién descrita entre la mutacion BRAF
y CIMP. De modo que en estudios moleculares de CCR se ha observado que la

asociacion mutaciéon BRAF y CIMP presenta una odds ratio de 203 (196).

MACS (“microsatellite and chromosomal stable”)

Recientemente, varios estudios han descrito la presencia de un porcentaje de casos
de CCR que no presentan ni INC ni IMS y ademas no pertenecen estrictamente a la via
serrada. Este subgrupo de CCR, conocido como MACS, presenta caracteristicas clinico-
patoldgicas y moleculares diferentes a otros CCR; lo que sugiere que podrian seguir
una via de carcinogénesis diferente. Los MACS se identifican con mas frecuencia en los
CCR de pacientes jovenes (71). Ademas presentan una mayor predileccion por el colon
izquierdo y recto, y parecen asociarse a peor prondstico, detectandose metastasis en
el momento del diagndstico. Otras caracteristicas clinico-patoldgicas, sin embargo, son

similares a las descritas para el CCR con IMS (72)(32).



Por el momento, no hay unanimidad en la informacién obtenida, aunque parece claro
gue los MACS se asocian con un perfil de metilacién de ADN diferente, en el que estan

implicados genes poco habituales (86)(174)(181) (28)(9).

1.2.3. Clasificacion molecular de los CCR

Por ultimo, es importante sefialar que en los Ultimos afios estd adquiriendo
importancia la aparicion de una clasificacién molecular, basada en los tres eventos
moleculares principales descritos con anterioridad (INC, IMS y FM), siendo un reflejo

de los mecanismos subyacentes de carcinogénesis.

Por tanto los CCR se podrian clasificar, segun sus caracteristicas moleculares, en cuatro

grupos principales:

e Tumores IMSy FM bajo.
e Tumores IMS con FM alto.
e Tumores EMS y FM bajo

e Tumores EMSy FM alto

La participacién de una u otra via se correlaciona con algunos aspectos clinicos y

caracteristicas anatomo-patoldgicas (Tabla 1). (143)

Inestabilidad cromosémica Inestabilidad de microsatélites Fenotipo metilador
LOH IMS Metilacion promotores de
Aneuploidia o poliploidia Diploidia genes

Alteraciones epigenéticas
Localizacion preferentemente
lzquierda Derecha Derecha

Caracteristicas histologicas

Bien diferenciados Pobremente diferenciados Pobremente diferenciados
No infiltracidn linfocitica Infiltracion linfocitica

Raramente mucinosos Frecuentemente mucinosos

Peor prondstico Mejor prondstico

Tabla 1: Caracteristicas diferenciadoras entre los CCR que presentan inestabilidad cromosdmica,
inestabilidad de microsatélites y fenotipo metilador. Modificado de la Chapelle 2003.



1.3.  POLIPOS COLONICOS: LESIONES PRECURSORAS DEL CCR

Los pélipos coldnicos son crecimientos exofiticos de la mucosa del colon y constituyen
el primer paso en el proceso de carcinogénesis. Pueden presentar tamafio, morfologia
y caracteristicas histoldgicas variables que son cruciales para determinar el potencial

de malignidad.

La mayoria de los canceres de colon surgen a partir de los denominados pélipos
adenomatosos, siguiendo el modelo de tumorogénesis cldsico. No obstante, en los
ultimos afios se da cada vez mas importancia a los pélipos serrados y su capacidad para

desarrollar neoplasias invasivas.

1.3.1. Pdlipos adenomatosos

Los podlipos adenomatosos son las lesiones proliferativas mas frecuentes del colon, se
estima que aproximadamente el 30% de las personas de 50 afios presentan alguin
pdlipo adenomatoso; esta proporcion se incrementa con la edad, alcanzando el 50%

a los 70 (198). El riesgo de malignizacién de los pélipos adenomatosos depende de:

- Las caracteristicas morfoldgicas: Los poélipos deprimidos de la clasificacion de
Paris (182), lic y lll, presentan mayor riesgo de progresién a carcinoma invasivo
(Figura 8) (69).

- Las caracteristicas histoldgicas: los pélipos con componente velloso (200) o con
displasia de alto grado (5) presentan mayor riesgo de carcinoma invasivo y de
tumores metacrénicos después de su reseccién.

- El tamano de los pdlipos: Los pdlipos mayores de 10 mm presentan
caracteristicas histolégicas de mayor riesgo (140)(109)(202)(26),

- El numero de pdlipos: El niumero de pdlipos avanzados encontrados en la
primera colonoscopia y en las sucesivas es uno de los factores de riesgo mas

consistentes para el desarrollo de una neoplasia metacrdénica (200).
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Figura 8. Clasificacion de Paris: clasificacion morfologica de los pélipos de colon

1.3.2. Pélipos serrados

En 2011 la Organizacién Mundial de la Salud establecié una nueva clasificacién de los
polipos hiperplasicos, distinguiendo los pdlipos hiperplasicos propiamente dichos, de
los pélipos serrados (158)adoptando las recomendaciones previamente establecidas
por Snover et al. (177) (183). En los pdlipos hiperplasicos se diferencian a su vez dos
subtipos: tipo rico en células globosas (GCHP) y tipo microvesicular (MVHP). Estos
ultimos presentan la capacidad de progresar a pélipos sésiles serrados. Los pdlipos

serrados se subclasifican en pélipo sésil serrado y Polipo serrado tradicional.

Los podlipos serrados presentan, desde el punto de vista histoldgico, un aspecto
dentado del epitelio de las criptas y caracteristicamente surgen en el colon proximal

(105).

Los pdlipos serrados son lesiones precancerosas que hasta en un tercio de las
ocasiones desarrollan CCR. La probabilidad de desarrollar CCR es todavia mayor si se
dan fendmenos de inestabilidad de los microsatélites. (209)(24). Los adenomas
serrados siguen una via de trasformacion a cancer distinta a la secuencia adenoma-
carcinoma convencional (Figura 9). En la Tabla 2 se muestran las diferencias entre las

dos secuencias de carcinogénesis mencionadas(1).

Se ha descrito que la progresion hacia CCR es mas rapida que en los adenomas

convencionales, lo que posibilita la aparicion de lesiones sincrénicas (134)(24)
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Figura 9. Secuencia de alteraciones moleculares implicadas en el desarrollo de adenomas serrados sésiles
(SSA). Modificado de Leggett and Whitehall, 2010.

Los resultados de los estudios del potencial carcinogénico de la via serrada son muy
heterogéneos, ya que la prevalencia descrita de estas lesiones varia en los diferentes
estudios debido a la falta de uniformidad de criterios diagndsticos. La fiabilidad
diagnodsitca se puede ver condicionada tanto por la variabilidad inter-observador de
patélogos y endoscopistas como por la disponibilidad de técnicas de amplificacién o

de alta definicion en los equipos, que facilite la deteccidn de las lesiones (162)(105).

Caracteristicas de la
secuencia a carcinoma

Localizacidon

Morfologia

Progresion desde
displasia

Alteracion genética

Hipermetilacién de DNA
IMS

Sindromes relacionados

% del CCR esporadico

Desde adenoma
convencional

A'lo largo de todo el
colon

Pedunculado/Sésil
Menos frecuente

Mutacion gen APC, p53

Infrecuente
Raro

PAF
85%

Desde adenoma serrado

Predileccién colon
derecho

Sésil, plano
Mas frecuente

Mutacion gen BRAF
Frecuente

Tipico (inactivacién de
hMLH1)

Poliposis serrada

15%

Tabla 2: Caracteristicas de las dos vias principales de generacion de pdlipos coldnicos



1.4. FACTORES ETIOLOGICOS

Los mecanismos que participan en el desarrollo y progresién del CCR son complejos.
En las ultimas décadas, se ha avanzado significativamente en la compresién del
proceso de la carcinogénesis, no sélo en la identificacién de los factores genéticos y
moleculares implicados, sino también en la caracterizacion de los aspectos
epidemioldgicos (31). A continuacién se describen los principales mecanismos de

susceptibilidad genética y ambiental para el desarrollo de CCR.

1.4.1. Cancer heredofamiliar

Las personas con historia personal o familiar de CCR presentan mayor riesgo que la
poblacién general, estimdndose que aproximadamente el 30% de todos los casos de

CCR se deben fundamentalmente a la predisposicion familiar (108) (60).

El 25% de los casos con agregacion familiar, se producen por alteraciones genéticas
con baja penetrancia o por alteraciones en multiples “loci” de susceptibilidad con un
efecto sumatorio, confiriendo un riesgo intermedio para CCR en la poblacién afecta.
Tan sdlo el 5% restante, se debe a mutaciones de alto riesgo, bien caracterizadas y que
corresponden a los sindromes de CCR heredofamiliar clasicos (SL, PAF). Existen otras
entidades de frecuencia marginal como la Poliposis asociada al gen MUTYH o las

Poliposis Hamartomatosas (Figura 10).

Sporadic Cases

Cases with Familial
Risk
10% to 30%

Lynch Syndrome
(Hereditary
Nonpolyposis
Colorectal Cancer)
2% to 3%

Hamartomatous
Polyposis Syndromes
<0.1%

Familial Adenomatous
Polyposis
<1%

Figura 10: Importancia relativa de los diferentes sindromes de CCR heredofamiliar.
Extraido de Burt et al, Gastroenterology, Vol. 119, No. 3 (25)



En estos pacientes es fundamental la realizacion de una historia familiar. Su fiabilidad
puede verse afectada por diferentes factores. Pueden desconocerse enfermedades de
parte de los familiares. En las familias de pequefio tamafio o con muertes prematuras
pueden limitarse la informacion. Finalmente debido a la penetrancia incompleta de
algunos genes, un individuo puede portar los genes que predisponen para CCR, pero
nunca desarrollar la enfermedad, lo que da la impresidon de que la afectacion no se
transmite a lo largo de las generaciones. La historia referida por el paciente debe

verificarse, dentro de lo posible con informes médicos.

Sindrome de Lych.

El SL es el resultado de mutaciones a nivel germinal de los genes MMR (MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2). Los dos primeros son responsables de mas del 90% de los casos
genéticamente definidos, alcanzando el 10% aquellas que afectan a MSH6 (164). Estas
alteraciones dan lugar a la acumulacién de secuencias genéticas Ilamadas

microsatélites y mutaciones en genes supresores de tumores (TGF, BRIl y BAX) (154).

Es la forma mas comun de CCR hereditario, su trasmisidon es autosémica dominante vy
comprende aproximadamente el 1-6% de todos los canceres colorectales. La media de
edad al diagndstico es de 44 anos, aproximadamente 20 afos antes de la edad media
de presentacion del CCR esporadico. El SL se caracteriza por localizarse
frecuentemente en el colon derecho, tratarse de tumores de bajo grado de
diferenciacién y de predominio mucinoso, presentando habitualmente de células en

anillo de sello e infiltracion linfoide tumoral (81).

El SL también al desarrollo de neoplasias en otras localizaciones extracoldnicas. El
cancer de endometrio es la neoplasia extracoldnica mas frecuente asociada al SL, con
un riesgo de desarrollo del 40-60%. Otras neoplasias asociadas son las gastricas, de
ovario, intestino delgado, epitelio hepatobiliar, urotelial, cerebro y pancreas (80)

(188)(8).

Los individuos afectados por el SL desarrollan pdlipos con mas frecuencia que la

poblacién general, de mayor tamafiio y aparecen a edades mas tempranas. Ademas, se



ha observado que la progresién a la malignizacién es mucho mas rapida (80)(89). Por
todo ello, en el SL se observa una mayor incidencia de CCR multiples, tanto sincrénicos

(18%) como metacrdnicos (24%) (90)(8)(80)(31).

Aunando los diferentes factores caracteristicos del SL, se han desarrollado una serie
de criterios que permiten sospechar la presencia del sindrome. En 1990, el grupo
colaborador internacional de cancer de colon hereditario no asociado a poliposis
(CCHNP) propuso los denominados “criterios de Amsterdam”, que posteriormente han

sufrido diferentes modificaciones hasta desarrollar los criterios de Bethesda.

Los criterios de Bethesda son menos estrictos y por tanto presentan mayor
sensibilidad aunque menor especificidad (14). En los ultimos afios, se estan validando
diversos modelos matematicos, como el PREMM 126, MMRpro o MMRpredict

predictivos que ayudarian a facilitar el diagndstico del SL (199).

Los criterios clinicos sirven para identificar a los pacientes con riesgo de SL y que, por
tanto, requieren ser estudiados con mayor profundidad (Tabla 3). El siguiente paso en
el proceso diagndstico es la deteccion bien de IMS o bien la ausencia de expresién de
las de las proteinas de reparacion del ADN con el estudio inmunohistoquimico.
Diversos estudios han demostrado que el valor predictivo positivo de los criterios de
Amsterdam | para la identificacion de mutaciones alcanza el 50%, mientras que los de

Bethesda es del 10-20% (197).

Amsterdam |

1. Tres o mas familiares con CCR, uno de los cuales es familiar de primer grado de los otros dos.
2. Al menos dos generaciones afectadas.

3. Uno o mas casos de cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50 afios.

4. Habiendo descartado la PAF.

Amsterdam I

1. Tres o mas familiares con un cédncer asociado al CCHNP (colorrectal, endometrio, intestino delgado,
ovario, uréter, pelvis renal, cerebro, tracto hepatobiliar, tumores sebaceos de piel), uno de los cuales
es familiar de primer grado de los otros dos.

2. El cancer colorrectal aparece al menos en dos generaciones.

3. Uno o mds casos de cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50 afios.

4. Habiendo descartado la PAF.




Bethesda modificados

1. Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50 afios.

2. Individuos con dos canceres asociados al CCHNP, incluyendo canceres colorrectales sincrénicos y
metacronicos o canceres extracoldnicos asociados al SL, independientemente de la edad.

3. Cancer colorrectal con fenotipo de Inestabilidad de Microsatélites alta (presencia de linfocitos infi
ltrantes de tumor, carcinoma con diferenciacién mucinosa o en anillo de sello, reaccién linfocitaria
peritumoral tipo Crohn, patrén de crecimiento medular), diagnosticado antes de los 60 afios.

4. Individuos con cancer colorrectal y un familiar de primer grado con céncer colorrectal y/o un cancer
extracoldnico asociado al SL; uno ellos diagnosticado antes de los 50 afios.

5. Individuos con cancer colorrectal y al menos dos familiares de primer o segundo grado con cancer
colorrectal y/o un céncer extracolénico asociado al SL; independientemente de la edad.

6. Cancer colorrectal de células en anillo de sello diagnosticado antes de los 45 afios.

Tabla 3. Criterios clinicos de Amsterdam y de Bethesda para la sospecha del SL

El estudio de expresién de las proteinas del sistema de reparacion del ADN MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2, mediante inmunohistoquimica permite seleccionar a los sujetos

candidatos a la determinacién de los genes relacionados con el SL.

El estudio de la inestabilidad de los microsatélites, es también una buena
aproximacion para el diagndstico de alteraciones en el sistema del MMR. Sin embargo,
esta caracteristica del tumor en el SL no es especifica del mismo, ya que algunos CCR

espordadicos también presentan IMS (123)(82)(133)

Poliposis Adenomatosa:

La Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) es una enfermedad autosdmica dominante,
con una prevalencia aproximada de 1 de cada 10.000-20.000 individuos (Castells y
Marzo 2009). La PAF es el segundo sindrome hereditario mas frecuente, aunque
representa menos del 1% del total de CCR. Esta causada por mutaciones germinales
en uno de los alelos del gen supresor APC (adenomatous polyposis coli) localizado en
5921y tiene una penetrancia del 100%. Aproximadamente un tercio de los casos de
PAF son casos “de novo”, pudiendo transmitir la enfermedad a su descendencia (80,

189)

La PAF se define por el desarrollo de cientos a miles de adenomas a nivel de colon y

recto a partir de la adolescencia y con un potencial de malignizacion del 100% antes



de la cuarta década de la vida. La cirugia profilactica es necesaria en estos pacientes,

para prevenir el desarrollo de CCR.

La localizacién mas frecuente de los tumores es el colon izquierdo (70-80%) (101)
aunque también pueden presentar afectacion del tracto digestivo superior, con una
prevalencia de adenocarcinoma de duodeno entre el 1y el 10% de los pacientes. Otras
manifestaciones extracoldnicas habituales son los tumores desmoides (10% de los
pacientes), quistes epidérmicos, cancer de tiroides, meduloblastomas, hipertrofia

congénita del epitelio pigmentario de la retina o hepatoblastomas (8, 80, 153).

La Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) se caracteriza por la proliferacion
de pdlipos a lo largo del colon aunque en menor cantidad que en la PAF clasica, la
media de pdlipos se situa en torno a 30. La edad media de presentacion es superior a
la PAF cldsica y los tumores tienden a localizarse en el colon derecho. Solo en alrededor

del 10% de los casos se identifica mutacidn a nivel de APC (54).

Un 30% aproximadamente de las familias con adenomas multiples (15-100), que no
presentan mutacidn en el gen APC, presentan mutaciones del MYH, también llamado

MUTYH (171).

La Poliposis asociada a MYH, es una enfermedad autosémica recesiva, donde aparecen
tanto pdlipos adenomatosos como hiperplasicos, con un riesgo aumentado de CCR y

sin una predileccidn especial en la localizacion del colon.

Debido a su similitud con la PAF atenuada, 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 mutacién en el gen APC).

El sindrome de Gardner, también es una variante de la PAF en la que, ademas de la
aparicion de los pdlipos colorrectales, existen una variedad de manifestaciones
extracoldnicas, entre las que las que destacan los osteomas (sobre todo en craneo y
mandibula), alteraciones dentales, quistes epidérmicos, fibromatosis retroperitoneal

0 mesentérica.



Por ultimo, el sindrome de Turcot es otra variante de la PAF en la cual se desarrollan
tumores del sistema nervioso central, generalmente gliomas malignhos o
meduloblastomas. Este sindrome se debe a mutaciones en el gen APC, aunque

también se han descrito casos asociados a mutaciones los genes MMR.

Poliposis hamartomatosas

Dentro de este grupo se encuentran el Sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) y la Poliposis
Juvenil (PJ), en los que existe igualmente un riesgo aumentado de desarrollar CCR y
otras neoplasias malignas. En el caso del SPJ las lesiones caracteristicas son pélipos
hamartomatosos en el intestino delgado (96%) (119). En el estdmago vy el colon se

encuentran en el 25-30% de los casos respectivamente.

Clinicamente debutan en la juventud con complicaciones locales provocadas por los
hamartomas, habitualmente sangrado u obstruccién. La caracteristica externa mas
tipica es la pigmentacidon mucocutdnea, en labios, mucosa oral y periorbitaria. El riesgo
de desarrollar cdncer a lo largo de la vida se estima entre el 81% y el 93%, pudiendo
afectar al tracto gastrointestinal, la mama o el pancreas (52). La Unica causa conocida
del SPJ son mutaciones a nivel germinal en el gen STK11, mientras que para la PJ

pueden afectarse tanto SMAD4 como BMPRI1A.

Poliposis serrada

La poliposis hiperpldsica o poliposis serrada (PS), es una entidad infrecuente y dificil de
diagndsticas por la morfologia de los pdlipos, en la que aparecen multiples pélipos de
tipo hiperplasicos. El sindrome PS, se define por la presencia de los siguientes criterios

(177):

e Al menos cinco pélipos serrados con localizacion proximal a sigma, con al
menos dos de ellos mayores de 10 mm.

e Cualquier numero de pdlipos serrados localizados en los segmentos
proximales a sigma, en un individuo con un familiar de primer grado

diagnosticado de PS.



e La presencia de mas de 20 polipos serrados de cualquier tamafio distribuidos

a lo largo del colon.

En el sindrome de PS la prevalencia de CCR alcanza el 35% (15) y se ha demostrado un
incremento significativa de tumores sincrénicos y metacrénicos. Los tumores se
localizan preferentemente en el colon derecho (105). Los tumores asientan

fundamentalmente en el colon derecho (208).

La PS tiene un cardcter familiar, pero aun no esta bien definido el patrén hereditario.
La alteracion molecular caracteristica de este sindrome son las mutaciones del gen

BRAF, aunque en un 50% de los casos se asociaba la presencia de IMS (110).

Céancer Colorrectal familiar tipo X

Existen familias que, a pesar de cumplir los criterios clinicos de Amsterdam, presentan
tumores donde la expresion de las proteinas del sistema de reparacidn estd intacta,
tampoco presentan IMS, ni alteracion de los genes MMR. Este grupo se denomina
Cancer Colorrectal Familiar tipo X, y presenta caracteristicas diferenciales frente al SL.
No presentan neoplasias en otros érganos y el diagndstico se produce a edades mas

avanzadas.

Mutaciones de POLE y POLD

Las mutaciones en los genes relacionados con la ADN-polimerasa POLE y POLD se
asocian con el desarrollo de CCR en el contexto de poliposis y cancer de endometrio
(147). Estas mutaciones se han identificado en familias con agregacion para CCRy con
negatividad para APC, MYH y genes relacionados con MMR. El patréon de trasmision
sugiere una herencia autosémica dominante. Se recomienda el estudio genético de
estas variantes en pacientes con multiples podlipos, en los que no se identifica un

patrén molecular que explique la predisposicion familiar (20).



1.4.2. Cancer esporadico

El CCR es el resultado de la interaccion de factores genéticos y ambientales que son
decisivos para el desarrollo de la enfermedad. Se ha observado un incremento del
numero de casos de CCR en inmigrantes que se desplazan desde zonas de baja

incidencia hacia otras de alta incidencia(65).

Existen multiples factores que pueden influir en este cambio de incidencia, desde la
exposicion a toxicos, la modificacion de los habitos de vida, la dieta, o agentes
infecciosos(84). Sin embargo, es dificil determinar con certeza la importancia relativa

de cada uno de estos elementos.

Agentes toxicos

El consumo de tabaco incrementa la incidencia y la mortalidad del CCR en todos los
grupos de poblacién, pero presenta especial relevancia en los pacientes con
predisposicion genética previa, como el sindrome de Lynch (148). Incrementa el riesgo
de desarrollo tanto de pdlipos adenomatosos avanzados como de pélipos serrados

(194).

El alcohol parece tener un efecto dosis dependiente, con apenas efecto en los
bebedores ocasionales, llegando a alcanzar un riesgo relativo de 1.52 en el abuso de
alcohol (47). La interferencia con la absorcion de folato, se considera uno de los
mecanismos mas importantes. La dieta puede modificar el riesgo de CCR al poder

producir su incremento (67).

Dieta

La dieta se considera uno de los factores mas relevantes en la modificacién del riesgo
de CCR ya que el colon es un 6rgano expuesto de forma constante a las substancias

ingeridas y a los productos de su digestion(194).

Koushik et al, en un metandlisis indica, que la dieta rica en fruta y verduras reduce el
riesgo de CCR, con un RR de 0.92 (IC 0.86-0.99), fundamentalmente reduciendo casos

de colon distal (94). No queda claro si el efecto protector tiene relacién con el consumo



de fibra, ya que alguno estudios han observado que con el consumo de 10 gramos de
fibra diaria, se alcanzaba una reduccién de riesgo de un 10% (6), no se han confirmado
estos resultados en otros trabajos (169)(4). Las variabilidad entre los estudios pueden
deberse al efecto que producen los diferentes tipos de fibra. La fibra no procesada, de

grano entero, parece tener mas beneficio que la fibra procesada (116).

Aunque no hay datos consistentes acerca del consumo de carne roja, esta se ha
relacionado con el incremento de CCR y fundamentalmente con CCR de colon derecho.
Al parecer la forma de procesarla también puede modificar el riesgo. Algunos autores
han indicado que los hidrocarburos aromaticos y otros productos de la combustion de
la carne, cuando se procesa a altas temperaturas (barbacoa), pueden incrementar el
riesgo de CCR (135). Algunos autores han indicado que la susceptibilidad a estos

agentes puede estar promovida por cierta predisposicién personal (49).

También existe controversia sobre el papel de la cafeina. Existe un metanalisis que
incluye 12 estudios de casos y controles que atribuye un factor protector al consumo

de café a dosis altas (55), sin embargo, otros estudios lo contradicen. (122)(39).

El consumo de suplementos de calcio se ha asociado a una incidencia menor de pdlipos
adenomatosos, asi como una disminucion del riesgo de recurrencia de CCR (172). En
los estudios realizados no se ha comprobado que disminuya la tasa de carcinoma
invasivo (193). Por otra parte la vitamina D y sus metabolitos actian como inhibidores
de la progresiéon del cancer de colon (27). El incremento de los niveles séricos de
vitamina D, se asocia a una disminucién del riesgo de CCR. Por cada incremento de 10
mmol/L se observaba un descenso del 6% en la prevalencia (34). Sin embargo, no

gueda clara la asociacidn causal y los posibles factores de confusion.

El sindrome metabdlico.

La obesidad incrementa el riesgo de padecer CCR en 1.5 veces respecto a la poblacion
con indice de masa corporal (IMC) normal (138)(56). Aunque el sobrepeso es un factor
de riesgo para los dos sexos, parece mas importante en los hombres que en las

mujeres. Por cada 5 Kg/m2 de IMC, se incrementa el riesgo de CCR en un 24% en los



hombres y sélo en un 9% en las mujeres (157). Se ha observado que la diabetes y mas
en concreto la resistencia a la insulina, incrementa el riesgo de CCR vy el riesgo de
recurrencia tras el tratamiento (210) (50). Este hecho se debe fundamentalmente a
que la insulina es un factor de crecimiento para las células de la mucosa intestinal. Los
pacientes con niveles del factor de crecimiento IGF-1 (insulin-like growth factor) mas
altos presentan un riesgo relativo de 2.51 (IC 95% 1.15-5.46) que los pacientes con
niveles mas bajos. Por otro lado, al parecer, los niveles altos de la proteina ligadora

de IGF (IGFBP-3), presenta un papel protector (115)

Enfermedad inflamatoria intestinal

Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) en sus dos variantes, la
enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, presentan mayor probabilidad de
desarrollar un CCR. El riesgo de CCR en la Ell es 2-3 veces mayor que en la poblacién

general. El riesgo aumenta es mayor en funcion de: (42) (198)(21)

- Los afios desde el diagndstico de la enfermedad (2% a los 10 afios, el 8% a los
20 aifos, hasta 18% a los 30 afios)

- Laseveridad

- La extensidn de la enfermedad (5.7% en los casos de pancolitis)

- La asociacién con colangitis esclerosante secundaria

Los mecanismos de la inflamacidn crénica, responsables de la carcinogenesis incluyen
tanto citoquinas, factores de crecimiento, enzimas de degradaciéon de la matriz
extracelular, como la produccion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno, que
inducen inestabilidad cromosdmica (70). El ambiente inflamatorio afecta a todas las

fases del desarrollo del CCR.

- Alinicio del desarrollo, en la fase premaligna, promoviendo el dafio del ADN y
la inestabilidad cromosdmica.
- Facilita la transformacién infiltrativa, inhibiendo la apoptosis y acelerando la

proliferacion y la angiogénesis.



- Finalmente promueve la progresion del tumor y las metastasis, estimulando el

crecimiento del tumor y desarrolldando nuevos cambios genéticos.

Es importante considerar, ademas. que la inflamacién crénica puede promover la
transformacion celular a traves del dafo directo del ADN y por procesos de metilaicon,
el tumor tambien incrementa la respuesta inflamatoria, retroalimentandose ambos

procesos (66)(63).

En la Ell, el proceso hasta el desarrollo del CCR, no obedece al patrén clasico de la
secuencia adenoma-carcinoma y la transicién de la mucosa normal a displasia de alto
grado, no esta tan claramente delimitada (203)(83). La carcinogénesis en el CCR
asociado a enfermedad inflamatoria intestinal, difiere de la secuencia habitual de
acontecimentos respecto a a la de los casos esporadicos (203) donde las alteraciones
del gen APC ocurre de una manera precoz y las alteraciones de p53 se observan en las
lesiones que ya presentan un fenotipo agresivo. En la Ell, se han observado zonas de

mucosa sin displasia, que ya presentaban con mutaciones de la p53.

Los fendmenos de metilacién del ADN favorecen la aparicién de focos de displasia de
una manera amplia, a lo largo de toda la mucosa coldnica inflamada (78), lo que
provoca una alta tasa de cancer sincrénico y metacrénico (107). En ausencia de
inflamacion activa, cualquier grado de displasia debe considerarse ya que hasta el 42%
de los pacientes con displasia de alto grado presetaban un CCR sincrdnico. Entre el 16
y el 27% de los pacientes condisplasia de bajo grado pesentaban displasia de alto grado
e incluso CCR sincrénico en otros segmentos. (43). En estos casos es necesario, un
seguimiento estrecho con colonoscopia en 3 o 6 meses. Si se encontrase displasia de

bajo grado multifocal se podria plantear incluso la colectomia profilactica (43)(74).

Prevencion

Los datos existentes, sobre los factores ambientales como causa directa del CCR, no
tienen la suficiente consistencia como para fijar unas directrices claras, en la

prevencion primaria del mismo.



En principio, 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. Hasta el momento, no se ha confirmado en estudios prospectivos el efecto
protector de la administracién de folatos, calcio y vitamina D, ni tampoco

betacarotenos, selenio, ni vitaminas A, B, Co E.

En cuanto a los estilos de vida, se recomienda la realizacidn de ejercicio fisico evitando
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 prevencién primaria del CCR

(34)(157)(47).

1.5.  CONSIDERACIONES CLINICAS

1.5.1. Diagnostico

El prondstico del CCR varia de forma significativa en funcion del estadio en el momento
del diagndstico (141). Estas consideraciones han llevado a sugerir estrategias para el
diagndstico precoz en pacientes asintomaticos en funcién del riesgo para desarrollo
de CCR (190)(31). Se considera poblacion de riesgo intermedio a los mayores de 50
anos, puesto que a partir de esta edad se incrementa significativamente la incidencia
de CCR (48). Los individuos con factores de riesgo personal o familiar para el desarrollo
de CCR se consideran de alto riesgo y son tributarios de esquemas de cribado

especificos.

En ocasiones el diagndstico se establece cuando el paciente presenta sintomas
sintomatologia digestiva. Entre los signos y sintomas de alarma de neoplasia, se
encuentran: el cambio de ritmo intestinal, la presencia de masa abdominal o anal, el
desarrollo de sindrome constitucional, la anemia y el sangrado mezclado con las
deposiciones. En esta situacién la colonoscopia se considera la prueba de eleccién con

una sensibilidad del 90-95% para detectar tumores y un indice de complicaciones de



0,1% en pruebas diagnodsticas (del 2% en pruebas terapéuticas), siendo la hemorragia

y la perforacién las principales(170).

Estudio de extension

Tras el diagnéstico de un CCR, es necesaria la realizacién de una colonoscopia
completa para descartar la presencia de lesiones sincronicas (3-5%) o polipos
asociados al tumor (30%). En caso de no poder visualizar todo el colon se debe realizar
una técnica complementaria para valorar el resto del colon. Se puede realizar un
enema opaco, una colonoscopia intraoperatoria o preferentemente un TAC-

colonoscopia (Codina A et al. 2003, Cunningham D et al. 2010 )(37).

La evaluacién preoperatoria es fundamental para determinar la extension anatémica
del tumor y asi poder para planificar el tratamiento, establecer el pronéstico y evaluar
los resultados (Lledé 2000). Para ello, se dispone de diferentes pruebas entre las que
destacan la ecografia, la Tomografia computarizada (TAC) o Resonancia magnética

nuclear (RMN).

La ecografia endorrectal y la RMN son pruebas diagndsticas que permiten determinar
el grado de invasién del tumor a través de la pared rectal y la afectacién de los ganglios

(Figura 11).

Figura 11: Estadificacién sucesiva mediante ecografia endorrectal preoperatoria de diferentes
canceres de recto segun el crecimiento en el espesor de la pared, desde un TO hasta un T4, en el que
hay infiltracion prostatica.

Clasificacion por estadios.

La clasificacion por estadios de los tumores colorrectales esta determinado por el

grado de diseminacién locorregional, tanto a nivel de la pared del colon como por via



linfatica y hematdgena. Se han utilizado varios sistemas de clasificacion, aunque los
mas empleados han sido las de Dukes, Astler-Coller y finalmente la clasificacién del El

Comité Conjunto Americano sobre el Cancer (AJCC) basada en el sistema TNM.
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Figura 12: Clasificacion modificada de Astler y Coller

En 1932, Dukes propuso su clasificacidn, que se caracteriza por su sencillez y por su
correspondencia con el prondstico. Se definian tres estadios, A, By C, segun el tumor
invadiera la pared, sin alcanzar la subserosa, la rebasara, o hubiera afectacion de
ganglios loco-regionales, respectivamente. Tiempo después, en 1954, se introdujo la
revisidn realizada a cabo por Astler y Coller, que diferenciaba los estadios B1 y B2, asi
como C1 y C2, segun la afectacion del espesor de la pared del colon y el nimero de

ganglios afectados. En el mismo ano fue introducida la clasificacion TNM (Figura 12).

El AJCC designé la estadificacion mediante la clasificacion TNM para definir el cancer
de colon, y es actualmente la clasificacion mas utilizada. El sistema AJCC/TNM describe
la extensién del tumor primario (T), la ausencia o presencia de afectacién de ganglios
linfaticos regionales (N), y la ausencia o presencia de metdstasis a distancia (M). La
misma clasificacién se usa tanto para la estadificacidn clinica como patoldgica (44)

(http://www.cancerstaging.org)(Tabla 4).



http://www.cancerstaging.org/

Tx: El primario no se puede evaluar.
TO: No hay evidencia de tumor.
Tis: Carcinoma in situ
Tumor T1: Invade la submucosa.
primario T2: Invade la muscular propia.
(T) T3: Invade la subserosa o tejidos pericolorrectales.

T4a: Penetra la superficie del peritoneo visceral.

T4b: Invade directamente o se adhiere a otros érganos o estructuras.

NX: Los ganglios no pueden ser evaluados.
NO: No hay metastasis linfatica

N1: Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.

Ganglios N1la: Metdstasis en un ganglio linfatico
linfaticos N1b: Metastasis en 2 -3 ganglios linfaticos
regionales , o _
N1ic: Afectacén de subserosa o mesentéricos, perirrectales
(N)

N2: Metastasis en 24 ganglios linfaticos regionales.
N2a: Metdstasis en 4-6 ganglios linfaticos.

N2b: Metastasis en 27 ganglios linfaticos.

MX: No se puede valorar la metastasis a distancia.
Metastasisa = MO: No hay metastasis a distancia.
distancia M1: Metastasis a distancia.
(M) M1a: La metastasis estd confinada a un érgano o sitio

M1b: Hay metdastasis en >1 drgano o sitio, o el peritoneo.
Tabla 4: Sistema de clasificacion TNM: Calificacion de extensiéon (T), afectacion ganglionar (N) vy
presencia de metastasis (M).

La etapa o estadio en la que se sitda el tumor, que va desde el “0” hasta el “4” en
numeros romanos, viene determinada por la combinacién de las categorias T, Ny M
del paciente, como se observa en la Tabla 5, donde también se representa la
supervivencia media alos 5 afios, en funcién del estadio al diagndstico. Varios estudios
evaluan la importancia prondstica de diferentes caracteristicas histoldgicas,
moleculares y clinicas, sin embargo el estadio del tumor sigue siendo el mejor

indicador de prondstico a largo plazo en el CCR(141).



NO N1 N2a N2b

Supervivencia 5 aios

Tis 0

T1 | mA | mwa | e Estadiol: ~ 93%
Estadio lIA: 85%

T2 | mA | me | e

Estadio lIB:  72%
T3 A 1B 1B e Estadio IIA:  83%
Estadio llIB:  64%
Estadio llIC:  44%
EstadioIV:  8,1%

IVA con cualquier T o N

IVB con cualquier To N

Tabla 5: A la izquierda: clasificacion por estadios para el CCR segun la clasificacion TNM de la AJCC. A
la derecha: Tasa de supervivencia a los 5 afios (O’Connell, Maggard, and Ko 2004)

1.5.2. Tratamiento quirdrgico

El tratamiento del CCR depende de la localizacién 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 opcion potencialmente curativa en

pacientes seleccionados con enfermedad metastasica limitada(170).

(10) Ademas, incluso los pacientes que no son candidatos para la reseccién curativa se
pueden beneficiar del tratamiento quirdrgico ante complicaciones como la
obstruccion o sangrado del tumor primario. El tratamiento quirdrgico se puede
complementar con tratamiento oncoldgico (quimioterapia y/o radioterapia) segun los

casos(190).

El objetivo del tratamiento quirdrgico del CCR, es la reseccidn completa del tumor con
margenes de seguridad y 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 (68). A la
hora de definir la extension de la reseccién cdlica, hay que tener en cuenta tanto los

margenes de reseccién, como realizar una linfadenectomia adecuada ya que



proporciona informacion pronostica que ayuda a establecer el tratamiento adyuvante.
La reseccién en blogue de los érganos adheridos, podria ser necesaria en tumores
avanzados para realizar una reseccion RO (35). Segun la localizacion del cancer, el

tratamiento quirdrgico lo podemos dividir en:

e 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 angulo esplénico del colon.

e hemicolectomia izquierda es apropiada para tumores localizados en la parte
distal del colon transverso o colon descendente.

e sigmoidectomia en el caso de cancer de colon sigmoide.

e La colectomia total o subtotal esta indicada cuando existen lesiones o
neoplasias sincrénicas 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.

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 metacroénicos y
una progresion mas rapida desde adenoma a carcinoma, se recomienda la realizacidon
de una reseccion extensa (colectomia o proctocolectomia total) para el tratamiento
de las neoplasias colorrectales (31)(80). El tratamiento quirdrgico del Cancer de Recto
presenta consideraciones especiales. Actualmente con intencién curativa se
contemplan cuatro opciones: reseccidon local, resecciéon anterior, amputacién

abdomino-perineal, Intervencién de Hartmann

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 estan presentes en el momento de la cirugia. El objetivo del



tratamiento adyuvante es la erradicacidon de estas micrometastasis, aumentando asi
el tiempo libre de enfermedad vy la supervivencia total. El estadio | del CCR presenta
un excelente prondstico con una supervivencia a los cinco afos del 95% vy el
tratamiento quirdrgico es suficiente sin necesidad de tratamiento adyuvante. En
contraste, este ha demostrado claros beneficios en el estadio Il de la enfermedad (una
reduccion del 30% en el riesgo de recurrencia y del 22 al 32% en la mortalidad). Su

indicacion para el estadio Il es controvertida, salvo en pacientes de alto riesgo (190).

En cuanto al cdncer de recto el tratamiento neoadyuvante presenta mejores
resultados que la quimio-radioterapia postoperatoria, por lo que se considera el

tratamiento de eleccién en el cancer de recto estadio Il y lll (57).

El analisis de los marcadores moleculares del tumor, se emplea para optimizar adecuar
la elecciéon del tratamiento. Por ejemplo, es bien conocido que la presencia tanto de
mutacién en KRAS como BRAF se asocia a resistencia al tratamiento con antiEGFR
(195), y que tumores con IMS presentan peor respuesta al tratamiento con 5-FU (168).
Sin embargo, no existen claros factores predictivos de respuesta a los inhibidores del

factor de crecimiento vascular (VEGF) como el bevacizumab. (170)

Tratamiento paliativo

La quimioterapia paliativa ha demostrado aumentar la supervivencia en al menos el
doble, controlar la apariciéon de enfermedad sintomatica y mantener la calidad de vida
durante el mayor tiempo posible. Por otro lado, en ocasiones, permite la reseccién
quirurgica de las metdstasis (190). Al menos el 70% de los pacientes con CCR
desarrollan metastasis hepaticas en el curso de su enfermedad. La reseccién hepatica
es el tratamiento potencialmente curativo, alcanzando indices de supervivencia del
58% a los 5 afios (10). El objetivo de mejorar los indices de supervivencia ha de basarse
en un tratamiento multidisciplinario: oncoldgico, quirurgico, radiolégico, anatomo-

patoldgico, etc.



1.5.3. Seguimiento

A pesar de un tratamiento quirdrgico con intencion curativa y el uso de tratamiento
oncolégico asociado, un 40 % de los pacientes con enfermedad en estadio Il o lll tendra
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 (7).

Las recomendaciones de la American Society of Clinical Oncology (ASCO),
indican que el seguimiento debe ser mds intensivo, al menos, durante los primeros
cuatro a cinco afios, puesto que es el periodo de tiempo en el que se producen la
mayoria de las recidivas (121). El examen endoscépico se debe repetir de la reseccién
del tumor, para excluir tumores metacrénicos asi como la recidiva sobre la

anastomosis (38)(190)

1.6.  CANCER COLORRECTAL SINCRONICO

1.6.1. Cancer de colon multiple

El cadncer de colon, como se ha descrito previamente es uno de los tumores mas
frecuentes en el ser humano. El colon presenta una gran extensidon de mucosa, con un

alto indice de recambio celular.

El proceso de carcinogénesis, iniciado por alteraciones genéticas, tanto de caracter
hereditario, como debidas a la exposicién ambiental, puede promover la aparicién de
diferentes focos de adenocarcinoma a lo largo de la superficie del colon y a lo largo del
tiempo. Se consideran tumores multiples primarios de colon a la presencia de al menos
dos tumores independientes, que se producen en la misma persona. Se estima que
hasta el 5-10% de los tumores de colon son multiples. Cuando el diagndstico de los dos
tumores se realiza al mismo tiempo o en un corto espacio de tiempo se denominan
tumores sincrénicos. Cuando el tiempo entre el diagndstico del primer tumor y el

segundo es superior a seis meses, se denominan metacronicos (126).



Series recientes de CCR describen un riesgo de tumores metacrénicos de CCR del 3.4%
a los 10 afos (132)La prevalencia de CCR sincrénico se sitla en las series mas largas

entre el 3.1% (85) y el 3.9% (131).

1.6.2. CCR sincronico

La mayoria de los CCR sincrénicos aparecen en el mismo segmento o en un segmento
proximo. (100). No queda claro el papel prondstico que puede tener la consideracién
de un CCR sincrénico. La mayoria de los estudios no observan un aumento de la
mortalidad (33)(146)(149). En cambio otros estudios encontraron peor supervivencia

en los CCR sincronicos (45)(137).

La identificacidén de los factores que pueden favorecer el desarrollo de CCR multiple,
supone un gran reto, ya que puede permitir estrategias preventivas (150)(156). Por
ejemplo, se puede optar por una técnica de reseccién mdas amplia en los pacientes con
riesgo de lesiones metacrdnicas. Por otro lado se puede modificar la perioricidad de

las colonoscopias de cribado (165)(132).

La primera aproximacién a la multicentricidad, la encontramos en las los estudios
realizados tras el seguimiento de los pacientes a los que se les habia resecado pdlipos
adenomatosos. Se ha observado que varias caracteristicas de los adenomas tales como
el tamafio, la presencia de componente velloso, el nimero o la localizacién hacen

predecir la aparicidn de nuevas lesiones afios después (69).

Los tumores sincrénicos, normalmente, se originan sobre un sustrato etioldgico
comun, bien genético o ambiental. En este sentido se conocen diferentes entidades
gue aumentan el riesgo de presentar CCR sincrénicos. En primer lugar podemos
considerar los sindromes de CCR heredofamiliar y la poliposis, que por presentar
mutaciones germinales promueven el desarrollo de varias lesiones a lo largo del
tiempo (96). En segundo lugar, podemos pensar en aquellas enfermedades y
situaciones que afectan en un determinado tiempo a una superficie extensa de la
mucosa colénica y promueven la aparicién de varios focos de displasia. Este es el caso

de la enfermedad inflamatoria con afectacion coldnica de larga evolucion (62) .



Estas entidades con reconocido riesgo de tumores multiples, sélo se encuentran en
aproximadamente el 10% de los pacientes con CCR sincrénico (96). Por tanto existe
poca informacidn acerca de los factores que predisponen a gran parte de los CCR
sincronicos. Ademas, practicamente todos los estudios hacen referencia a casos de
CCR en el contexto de CCR familiar, o bien englobando todos los casos en conjunto.
Por lo que existe mucha mas informacidn sobre los tumores multiples asociados a CCR

familiar.

1.6.3. CCR sincronico familiar

La frecuencia de tumores multiples es mucho mds alta en los sindromes de CCR
familiar. Mulder et al encontraron una frecuencia de 11.8% de tumores multiples en
el grupo de SL frente al 3.6% de los casos esporddicos. Desde otro punto de vista el
14% de los CCR sincrdénicos presentaban SL, y hasta el 27.6% presentaban familiares

de primer grado con CCR.

No existen apenas estudios que se centren en analizar las caracteristicas especificas

de los CCR sincrénicos fuera del contexto no hereditario.

Las guias de Bethesda actualizadas, sugieren que la presencia de tumores sincrénicos
es una indicacién para evaluar la posibilidad inestabilidad de microsatélites, para
descartar la existencia de un SL. Sin embargo, en el estudio Hu et al, solo el 38% de los

MSI-H tenian sindrome de Lynch, mientras que el 62% eran esporadicos (76).

Entre las caracteristicas anatomo-clinicas de los tumores sincrénicos, se ha observado
gue la mediana de edad es mayor, que en los pacientes con tumores individuales
(mediana de edad 70 vs. 60; P=0.001) (76). Sin embargo otros autores no describen
diferencias en la edad (96)(100). En cuanto al sexo, la mayoria de los estudios

observan mayor frecuencia en varones (156)(16)(100).

La presencia de adenomas en la colonoscopia del diagnéstico es también
significativamente mayor en los pacientes con cdnceres sincrénicos que en los
individuales (100). Los tumores sincrénicos presentan con mayor frecuencia patrén

mucoso en la histologia y se asocian con frecuencia a la presencia de pdlipos serrados.



La asociacion de podlipos adenomatosos y serrados parece incrementar

sugestivamente el riesgo de CCR sincrénico (76).

1.6.4. CCR sincrénico no hereditario

Existen varios factores ambientales reconocidos que se correlacionan con el desarrollo
de CCR sincronico. La relacién entre CCR y alcohol, incluso a dosis moderadas de 20-
40 gramos al dia, habia sido descrita previamente (145). Borda et al propusieron la
ingesta de alcohol como un factor independiente para el desarrollo tanto de CCR
sincronico como metacrénico (16)(17). En el analisis multivariante al ajustar por sexo,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas con el consumo de
alcohol y parece que el incremento de riesgo se debia fundamentalmente, a que el
consumo de alcohol es mas frecuente en varones (16). De nuevo, Win et al, tampoco

encontraron diferencias entre sexos, edad al diagndstico ni consumo de tabaco(199).

Finalmente la enfermedad inflamatoria intestinal con afectacién colénica es un factor
de riesgo significativo para el desarrollo de tumores sincrénicos. El 18% de los canceres
relacionados con la Ell son sincrénicos (62). El riesgo se incrementa en relacién con la
extension, la gravedad y el tiempo de evolucion (61). La prevalencia de CCR en la colitis
ulcerosa se incrementa de 3.7% al 5.4% si la afectacién es pancolénica. La tasa de
incidencia acumulada de CCR a lo largo de los afios de enfermedad es del 2% a los 10

anos, 8% a los 20 afios y 18% a los 30 afios (43).

1.6.5. Estudio de las vias de carcinogénesis

Actualmente el conocimiento molecular de las vias de carcinogénesis permite estudiar
con mas profundidad las bases moleculares implicadas en el desarrollo de tumores

multiples.

El estudio de los tumores sincrdnicos supone un excelente modelo para examinar las
alteraciones moleculares en la carcinogénesis del CCR, especialmente para conocer el

sustrato que potencia la aparicion de lesiones. (59)

La comparacion del patrén genético de las diferentes lesiones sincrénicas puede

aportar un importante conocimiento sobre la biologia del tumor. La observacién de



alteraciones moleculares aleatorias sugeriria que la asociacién de dos tumores en el
mismo paciente es fruto del azar. Sin embargo la observacion de mutaciones

relacionadas, podria apuntar a una etiologia concreta que justificase la presentacion

de al menos dos tumores en el mismo paciente. (137).






2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS






Se denomina CCR sincrénicos a los tumores que, siendo independientes, se
diagnostican al mismo tiempo o en los primeros seis meses después del primer
diagndstico. Estos tumores comparten el mismo sustrato germinal y, a priori, la misma
susceptibilidad a los agentes externos. Sin embargo, existen otros factores a nivel
embrioldgico vy fisiolégico que pueden modular la susceptibilidad de los diferentes
segmentos del colon a sustancias carcinogénicas, capaces de modificar el patrén
molecular y por tanto las caracteristicas de los tumores. Variaciones en el patrén

molecular pueden ser determinantes en el disefio y la eficacia de |a terapia oncoldgica

Teniendo en cuenta estas consideraciones se planted la siguiente hipétesis:

“Los tumores sincronicos de colon, no relacionados con factores hereditarios,

comparten las mismas vias de carcinogénesis”

Para validar esta hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

1. Identificar las caracteristicas anatomo-clinicas de los pacientes con CCR sincrénico

no hereditario y sus diferencias respecto al patrén de distribucién.

2. Caracterizar los tumores sincronicos de cada individuo segun la clasificacién

molecular, atendiendo a su estado de IMS y fenotipo CIMP.

3. Analizar la concordancia de las caracteristicas moleculares de los diferentes

tumores del mismo individuo y su variacién en funcién del patrén de distribucion.

4. Caracterizar el patron de expresiéon de diferentes marcadores celulares,
analizando su correlacién tanto entre tumores como con los diferentes patrones

de distribucion.






=. MATERIALY METODOS






3.1. PACIENTES

3.1.1. Ambito del estudio

El dmbito geografico del estudio corresponde a pacientes inscritos en el Registro de
Tumores del Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid. Desde enero de 2005 se
reclutaron 50 casos consecutivos con el diagndstico de CCR que cumplian los criterios

de inclusion del estudio.

Criterios _de inclusidon: Pacientes con colonoscopia diagndstica completa

diagnosticados de CCR sincrdénico; definiendo el CCR sincrénico como el diagndstico

simultaneo de varios adenocarcinomas invasivos.

Criterios de exclusidon: Pacientes con carcinomas no invasivos, recurrencias locales,

sindromes polipdsicos asociados a mutaciones en APC o MUTYH, poliposis

adenomatosas con mas de 10 pdlipos y pacientes diagnosticados de SL.

3.1.2. Informacién recogida.

Informacion clinica.

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

relacionada con el tumor como del paciente (Tabla 6):

Datos clinicos: Sexo y edad en el momento del diagndstico.
Datos anatomo-patoldgicos de los tumores:

e Antecedentes oncoldgicos de los pacientes: tumores relacionados o no con SL.

DATOS ANATOMO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES

Derecha o proximal
(desde el ciego hasta el angulo esplénico)

LOCALIZACION DEL TUMOR

COLORRECTAL™ Izquierda o distal

(desde el colon descendente hasta el sigma)

Recto o unién recto-sigmoidea
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Colon derecho (PD-CD)

(localizacién exclusiva en el colon derecho)

PATRONES DE DISTRIBUCION DE LOS Colon izquierdo (PD-CI)

TUMORES A LO LARGO DEL COLON (localizacién exclusivzlerr'lecetloc)olon izquierdo y/o en

Difuso (PD-D)

(localizacion en colon derecho e izquierdo-recto)

i Bien diferenciado
GRADO HISTOLOGICO DE

DIFERENCIACION CELULAR Diferenciacion moderada

Pobremente diferenciado

p Patrén mucinoso
PRODUCCION DE MOCO ;
Presencia de células en anillo de sello

ESTADIO DE ASTLER-COLLER MODIFICADO
CLASIFICACION TUMORAL TNM
PRESENCIA DE CCR METACRONICO EN EL SEGUIMIENTO

PRESENCIA DE POLIPOS EN COLON Tipo
ANTES O DESPUES DEL CCR NGmero

NUMERO DE TUMORES SINCRONICOS

Tabla 6: Datos anatomo-patoldgicos. (*)A la hora de definir la localizacion general, se toma la del
tumor con mayor estadio.

Informacion familiar.

Una vez seleccionados los pacientes, se contactd con aquellos que habiendo sido

diagnosticados de CCR, cumplian los criterios de inclusidn del estudio (probandus o

caso indice). Se les propuso la participacién en el estudio y se solicitd su autorizacion

para la cesién de las muestras de los tumores para la investigacién Biomédica (Anexo

1). En caso de fallecimiento, se contacté con un familiar de primer grado. En ambos

casos, se concertd una entrevista en la que se recogieron datos referentes los

antecedentes familiares relacionados con enfermedades neoplasicas.



A partir de la informacion que proporciond el arbol genealdgico se determiné si la
familia cumplia o no los criterios clinicos de CCR familiar y/o hereditario. A partir de

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

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

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 sélo 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 cdnceres asociados al

SL.

3.2. MATERIAL

3.2.1. Tejido incluido en parafina

Tras la cesidn de las muestras para el estudio, se recogié el tejido tumoral conservado
en parafina de cada uno de los probandi. Para la obtenciéon de las mencionadas
muestras, se contd con la colaboracidon del Servicio de Anatomia Patoldgica del

Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid.

A partir de la muestra de tejido incluida en parafina se llevd a cabo tanto la
inmunohistoquimica de los marcadores que mas adelante se sefialan como el analisis
de la IMS. Es importante tener en cuenta que, antes de la extraccion de ADN del tejido
parafinado, se debe evaluar la proporcién de células tumorales y normales. Este paso
se realiza mediante una tincidn con hematoxilina-eosina. Cuando los tejidos

presentaban una proporcién de células tumorales inferior al 70%, se separd el tejido
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tumoral del sano, en dos bloques distintos para conseguir un enriquecimiento de la

muestra en ADN procedente de células tumorales.

Tincion hematoxilina-eosina.

La tincién hematoxilina-eosina se realizo siguiendo el siguiente protocolo:

Realizar secciones del tejido con un espesor de 3 um

Incubar las secciones histolégicas a 702C durante 1 hora.

Sumergir la muestra en xilol, con el objetivo de desparafinarla, durante 2
minutos, dos veces.

Hidratar 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.
Lavar con agua destilada otros dos minutos.

Teiiir los tejidos con hematoxilina de Mayer (15 minutos).

Lavar con agua destilada otros dos minutos

Contrastar la muestra con eosina durante 2 minutos.

Lavar la muestra, para eliminar el exceso de colorante, con etanol al 70%.
Deshidratar el tejido mediante pasos sucesivos en alcoholes de graducidn
creciente: etanol al 95% (30 segundos), etanol absoluto (2 minutos) y xilol (2
minutos, dos veces).

Por ultimo, montar las preparaciones histolégicas con Eukitt® quick-hardening

mounting médium (Sigma-Aldrich) o DPX.

Extraccion del ADN de los tejidos

Para realizar la extraccién del ADN de los tejidos embebidos en parafina se siguio el

siguiente protocolo:

Colocar tres cortes del tejido de 10 um de espesor en un tubo de 1’5 cc.
Desparafinar las muestras:

o incubar los tejidos con 1 cc de xilol, 5 minutos a 652C

o centrifugar a 12.000 rom 10 minutos

o retirar el sobrenadante.



Si todavia quedan restos de parafina, se repitira el paso anterior

Afadir 1 cc de etanol absoluto e incubar 5 minutos a 65°C.

Centrifugar a 12.000 rpm 10 minutos y retirar el sobrenadante.

Afadir 1 cc de etanol al 50%, e incubar 5 minutos a 652C.

Centrifugar a 12.000 rpm 10 minutos y retirar el sobrenadante.

Dejar secar el tejido hasta que no queden restos de etanol.

Afadir 400 pul de tampdn (50 mM KCI, 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 tampdn) de
Proteinasa K (10 mg/ml) e incubar a 559C, hasta no observar restos de tejido.
Si pese a los pasos previos, y tras varias horas de incubacidén, quedan restos sin
digerir, se debe afiadir cantidades equivalentes de tampdn y Proteinasa K, o
centrifugar brevemente y separar el sobrenadante.

Separar el sobrenadante en un tubo de purificacion Phase Lock Gel™ Light
(Eppendorf AG, Alemania) y se afadir un volumen (440 pl) de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

Incubar en rotacion durante 10 minutos a temperatura ambiente vy
posteriormente centrifugar a 12.000 rpm, 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa (superior), pasarla a un tubo nuevo Phase Lock Gel™
Light y afiadir un volumen (440 pl) de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1). Una vez hecho esto, repetir el paso previo.

Recuperar la fase acuosa en un tubo de 1’5 cc y afiadir en un volumen (440 pl)
de cloroformo.

Incubar de nuevo en rotacion, centrifugar y recoger la fase acuosa en un tubo
de 1’5 cc.

Afadir 1/10 del volumen de acetato sddico 3 M y dos volimenes de etanol
absoluto frio. A continuacidén, precipitar el ADN a -209C durante toda la noche.
Centrifugar a 12.000 rpm, 15 minutos a 42C y se retirar el sobrenadante. Lavar

con 1 ml de etanol frio al 75%.

53



e Centrifugar 12.000 rpm, 10 minutos a 42C, retirar el sobrenadante y dejar secar
para eliminar los restos de etanol. Por ultimo, resuspender el boton de ADN en

TE (pH 8) o en agua destilada estéril.

Valoracioén de la cantidad y calidad del ADN

Una vez obtenido el ADN, es esencial la comprobacién la integridad y calidad del
mismo, mediante la electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%. El proceso se

describe a continuacidn:

e Preparacion del gel de agarosa 1%:

o En un matraz de 250 ml afiadir 1,5 gr de agarosa (Agarosa media,
Pronadisa, Laboratorios Conda, Madrid) y 150 ml de tampdn TBE 1X
(Tris, &cido bérico, EDTA), y llevarlo a ebullicién en un microondas hasta
gue se funda la agarosa.

o Dejar atemperary afiadir 4 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml).

o Verter ladisolucidn en una bandeja apropiada, sellada por los extremos
con cinta adhesiva y colocar un peine cerca del borde, donde quedaran
los pocillos de carga.

o Dejar solidificar el gel

o Retirar la cinta adhesiva y el peine, colocar el gel en una cubeta de
electroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran
Bretaifa) y cubrir con TBE 1X

e (Cargar en los pocillos del gel 2 ul de muestra mezclado con tampdn de carga
(glicerol, azul de bromofenol, xilencianol), conectar una fuente de alimentacién
a la cubeta y dejar migrar las muestras

e Visualizar el gel en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000, Biorad,

High Wycomb, Gran Bretafia)

La concentracién y la pureza del ADN se cuantific6 en Nanodrop ND-1000

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).



3.3. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES EN TEJIDO
NORMAL

3.3.1. Panel de Bethesda

El denominado “panel de Bethesda” se recomienda actualmente para Ia
determinacién del estado de IMS en los tumores sospechosos de SL (14). Incluye el
estudio de cinco microsatélites: BAT25, BAT26, D55346 (APC), D17S250 (Mfd15CA) y
D2S123. El estudio se llevé a cabo por el Dr. Daniel Rueda en el Laboratorio de Biologia

Molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre, de Madrid.

Para realizar este estudio se utilizé un ensayo de PCR multiplex (HNPCC Microsatellite
Instability Test, Roche, Mannheim, Alemania) capaz de generar productos marcados
con fluorescencia que posteriormente son analizados en un secuenciador ABI

automatico (Tabla 7).

Localizacion

Marcador o Tamafio del
. . cromosomica producto de PCR  Fluorescencia
microsatélite (gen préximo a b
marcador) (pb)
BAT25 4q1.2 110-130 6-FAM
(c-kit)
2pl16.3-p21
BAT26 (hMSH2) 100-120 TET
5q21/22
D5S34 100-1 HEX
55346 (APC) 00-130
17911.2-q12
D17S2 140-17 TET
$250 (BRCA1) 0-170
2pl6
D2S12 200-2 -FAM
S123 (hMSH2) 00-230 6

Tabla 7: Tamafio de los productos de PCR y fluorocromos empleados para el analisis de la IMS mediante
el “panel de Bethesda” (HNPCC Microsatellite Instability Test, Roche).

Para la realizacidon de la PCR multiplex, se partié de ADN tumoral y normal extraido de
tejidos incluidos en bloques de parafina y se siguieron las recomendaciones del

fabricante: Reaccién de PCR para un volumen final de 25 pl
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ADN del tejido tumoral parafinado (200 ng) X ul
Multi Primer Mix 5ul
Enzyme Master Mix 5ul

Y ul

H,O destilada libre de nucleasas
(hasta 25 pl)

Tabla 8: Condiciones de la PCR multiplex

La reaccion se realizé en un termociclador GeneAmp ® 9700 (Perkin-Elmer, PE Applied

Biosystems) y en las siguientes condiciones:

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 942eC 2 min

94 °C 30 seg

35 552C 30 seg

72°C 30 seg

1 72 °C 7 min

Tabla 9: Preparacion de la mezcla para la PCR multiplex

Tras la realizaciéon de la PCR multiplex, se prepararon las muestras para su posterior
andlisis: 12 pl de formamida desionizada, 0’1 ul de un marcador de tamafio marcado
con TAMRA (TAMRA 500) y 1 ul del producto de PCR. Esta mezcla se analizé en un
secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y se visualizan los resultados
mediante el software GeneScan 3.5. Se considerd IMS cuando, dentro del panel de
Bethesda, habia 2 o0 mas de loci que presentaban modificaciones en su secuencia. El

resto de casos se definieron como EMS.
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Figura 13: Resultado de la amplificacion del ADN normal (A) y de un tumor (B) que muestra IMS en
todos los marcadores microsatélites analizados.

3.4. ANALISIS DEL FENOTIPO METILADOR DE ISLOTES CPG.

En el panel de metilacién CIMP se incluyeron los promotores de los siguientes genes:
CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 y SOCS1 (142)(196). El
analisis se realizé mediante la técnica de “methylation-specific multiplex ligation-
dependent probe amplification” (MS-MLPA) (139), usando el kit comercial SALSA MLPA
(MEO42-B1, MRC-Holland) y siguiendo el procedimiento recomendado por el
distribuidor. Los productos de MS-MLPA fueron analizados mediante eletroforesis
capilar en el analizador automatico 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

y los picos consiguientes examinados usando el software Genemapper v3.5.

El indice de metilacién de los locus CpG especificos se calculd dividiendo el area
normalizada de una muestra sonda digerida por la enzima Hhal y su equivalente no-

digerido. El FM-Alto (fenotipo metilador-alto) se definié como la presencia de >6/8
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promotores de genes metilados, FM-Bajo cuando presentaba de 1/8 a 5/8 promotores
de genes metilados, mientras que el FM-0 resulté de la ausenica (0/8) de promotores

de genes metilados (144).

3.5. CONSTRUCCION DE MICROMATRICES DE TEJIDO.

La construccion de micromatrices de tejido fue realizada en la por el servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario 12 de Octubre (Dra. Yolanda Rodriguez)
a partir de las muestras de tejido en parafina. Se eligieron los tejidos mas adecuados
en relacién a la profundidad tisular (mas de 2 mm) y a la correcta preservaciéon
antigénica tras el proceso de fijacion. A partir de las tinciones con hematoxilina-eosina
(HE) de cada bloque, se seleccionaron aquellas areas de la muestra con mejores

condiciones tumorales.

De todas las muestras se obtuvieron dos cilindros de 1 mm de diametro de distintas
zonas. Estos cilindros se transfirieron de forma precisa a un nuevo bloque de parafina
mediante una estacion de trabajo de matrices de tejido (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD) (93). Ademas del tejido en estudio, se incluyen, también por duplicado,
cilindros de diferentes tejidos (epitelio normal contiguo al tumor y tejido de la
amigdala reactiva de referencia) que sirven de control positivo para la tincidn de los

diferentes anticuerpos utilizados. En la Figura 14.A se muestra una matriz de tejido.
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Figura 14: A) Micromatriz de tejido. Tomado de http://tissuearray.org/yale/tisarray.html. B) Tincion
HE de una seccion de una de las matrices de tejido incluidas en el estudio.
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Una vez construidas las matrices, se realizaron secciones mediante un microtomo. Una
de ellas, por medio de una tincién HE, sirvié de confirmaciéon de que todas las
muestras incluidas se hallaban en la matriz (Figura 14.B). Los demas cortes se utilizaron
para las hibridaciones inmunohistoquimicas y el resto de los estudios. Es necesario
destacar que, para evitar pérdidas o escasez de muestra de tejidos, todas las muestras

se pusieron por duplicado.

3.6. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ).

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

Octubre.

Se cortaron secciones de 2 um del tejido fijado en formol e incluido en parafina; se
desparafinaron durante 12 horas en estufa a 552C y se hidrataron mediante pases
sucesivos de alcoholes: 10 minutos en xileno (2 veces), 5 minutos en etanol absoluto,

5 minutos en etanol 95%, 5 minutos en etanol 70% y 2 minutos en agua destilada.

El desenmascaramiento se llevé a cabo en una olla a presion utilizando como tampdn
de desenmascaramiento o recuperacion antigénica, citrato sédico 10 mmol a pH 5.6
durante 3 minutos. A continuacidén se realizé la inactivacion de la peroxidasa enddégena
con perdxido de hidréogeno al 3% (solucién bloqueante S2023, DAKO, Glostrup,

Dinamarca), durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de la incubacién con el anticuerpo primario (Tabla 10), la inmunodeteccion
se realizdé mediante incubacidn con inmunoglobulinas anti-ratéon y anti-conejo
(anticuerpo secundario) unidas a la enzima peroxidasa que, tras una posterior
incubacién con el sustrato diaminobenzidina, produce una reaccién cuyo producto, de
color marrdn, es visible al microscopio dptico. Todas las tinciones IHQ fueron llevadas
a cabo mediante el robot automatizado TechMate 500 (DAKO).

Por ultimo, se contratiferon las secciones con hematoxilina de Harry, se lavaron y
deshidrataron a través de sucesivos pases por alcoholes: 30 segundos en etanol al 95%,

30 segundos en etanol absoluto, 10 minutos en xileno.
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Marcador CLON Casa comercial

Mih1 G168-15 BD PharMingen
Proteinas del sistema de
L Msh2 FE11 Oncogene
reparacion
Msh6 44 BD Transduction Lab.
Moléculas implicadas en B-catenina 14 BD Transduction Lab.
adhesion celular E-cadherina 4A2C7 Zymed
pl6 F-12 Santa Cruz
Marcadores de ciclo celular | p21 (WAF1) EA10 Oncogene
p27 57 BD Transduction Lab.
p53 DO-7 Novocastra
Proliferacidn celular
Ki-67 MIB-1 DAKO
CK 20 Ks20.8 DAKO
Otros
SMAD4 B8 Santa Cruz

Tabla 10: Marcadores, clones y casas comerciales de los anticuerpos utilizados en la técnica de IHQ en
cortes de tejido incluido en parafina.

Seleccion de marcadores

La eleccion de marcadores para el estudio IHQ se llevé a cabo de acuerdo a dos
criterios. Por una parte, tomando como referencia los datos descritos en la literatura,
y por otra, debido al interés en relacién con su implicacién en rutas o procesos

importantes en el desarrollo del CCR.

Proteinas del sistema de reparacion: Mlh1, Msh2, Msheé.

Como se ha sefialado previamente en la Introduccién, existen numerosos estudios que
muestran que el analisis IHQ utilizando anticuerpos para detectar las proteinas Mlh1,
Msh2 y Msh6 es un método Util para identificar portadores de mutacion en los genes
de reparacién(12)(133) (73). De igual manera, también se ha indicado que esta técnica
per se no es suficiente para la seleccién de casos para el estudio de los genes de
reparacion, siendo necesaria la utilizacidon de otros estudios o criterios, como son la

IMS v los criterios clinicos de Amsterdam y Bethesda (133)(111).



Marcadores de ciclo celular, adhesion, proliferacion, apoptosis, v otros.

En las matrices de tejido se estudiaron marcadores moleculares relacionados con el
ciclo celular Tabla 11. A continuacién, en la Tabla 12 se recogen los marcadores
estudiados, relacionados con la adhesion celular. En la tabla Tabla 13 se observa las
moleculas relacionadas con la proliferacion celular. En la Tabla 14 se recogen otros

marcadores de interés en el CCR.

Marcadores
de PAPEL EN LOS PROCESOS CELULARES
ciclo celular
o16Ms Inhibidor de Cdk4/6 (173)
Inhibe la fosforilacion de RB (160)
021WAF1/Cip1 Activada por p53, inhibe a Cdk2, inducier?(ljo la parada del ciclo ce!ular enla
fase G1, para que se produzca la reparacion del ADN o la apoptosis (91)
Existe actividad de p21 independiente de p53. (91, 117)
027 Inhibidor de Cdk2. Induce la parada del ciclo en G1. Su nivel de expresién se

regula post-transcripcionalmente a través del proteosoma(112).

Tabla 11: Marcadores moleculares relacionados con el ciclo celular seleccionados para el estudio IHQ en
las matrices de tejido. Se indica su funcién en los procesos celulares.

Moléculas

implicadas en
PAPEL EN LOS PROCESOS CELULARES

adhesion
celular
Glicoproteina de membrana critica para el control de la adhesion celulary la
E-cadherina polaridad de los epitelios. Unida al citoesqueleto se activa a través de

interacciones con las cateninas (180)

Se localiza en la membrana citoplasmatica, formando parte de un
complejo con APC, axina y GSK-3B. Cuando el complejo no se forma

B-catenina correctamente, se activa la via de Wnt y aumenta la cantidad de $-
catenina en el citoplasma, siendo transportada y acumulada en el nicleo
(130).

Tabla 12: Moléculas implicadas en adhesién celular seleccionadas para el estudio inmunohistoquimico
en las matrices de tejido. Se indica su funcién en los procesos celulares.
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Moléculas implicadas
) ., PAPEL EN LOS PROCESOS CELULARES
en proliferacion celular
Regula la transcripcidn de numerosos genes y es crucial para el
p53 mantenimiento de la parada del ciclo celular, la regulacién de la
reparacion del ADN, la diferenciacion y la apoptosis (205)
Antigeno nuclear que esta presente sélo en las células en

Ki-67
-6 proliferacién(53).

Tabla 13: Moléculas implicadas en la proliferacion celular seleccionadas para el estudio
inmunohistoquimico en las matrices de tejido. Se indica su funcién en los procesos celulares.

Otros
PAPEL EN LOS PROCESOS CELULARES
marcadores

Se expresa en el epitelio colorrectal normal y en la mayoria (70-100%) de

CK20 los CCR, por lo que se emplea como indicador IHQ de CCR, y de forma
rutinaria para evaluar las metdstasis de origen desconocido(163).
Interviene en la via de sefializacién de TGF-B, suprimiendo el crecimiento

SMAD4

epitelial(11).

Tabla 14: Otros marcadores seleccionados para el estudio inmunohistoquimico en las matrices de tejido.
Se indica su funcién en los procesos celulares

Valoracion de los marcadores.

El porcentaje de nucleos tefidos, independientemente de la intensidad, fue
contabilizado para B-catenina, Ki-67, p16, p21, p27, p53. En el caso de B-catenina,
Citoqueratina 20 y E-cadherina, lo que se contabilizé fue el porcentaje de células con
tincidn citoplasmatica o de membrana. A la hora de llevar a cabo los andlisis
categdricos, partiendo de los porcentajes de cada uno de los marcadores IHQ, se
calculé la mediana y se consideraron positivos aquellos valores superiores a ella y

negativos los casos con porcentajes menores a la mediana.

En el caso de las proteinas de reparacién del ADN, Mlh1, Msh2 y Mshé, los casos se
consideraron positivos o negativos segln la presencia o ausencia de expresion de

dichas proteinas.



3.7. ANALISIS ESTADISTICOS

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

mediante la media y |la desviacién estandar.

Para comparar las caracteristicas familiares, clinico-patoldgicas, genéticas e
inmunohistoquimicas entre las diferentes categorias dentro de cada grupo y entre los
grupos de “Localizacion”, se utilizé la prueba de Chi cuadrado (x?) de Pearson para
variables categoricas, o bien el test exacto de Fisher (test no paramétrico). Para la
valoracion de la concordancia de variables cualitativas se utilizé el indice kappa (k).
Para la valoracion de la correlacidn de variables cuantitativas se utilizé el coeficiente
de correlacion de Pearson. Las variables continuas se compararon mediante la prueba
de T de Student para muestras independientes. Se realizd 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 realizacién de estas pruebas se

utilizé el programa estadistico SPSS v.17.0 para Windows (Chicago, lllinois, 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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4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

4.1.1. Variables anatomo-clinicas

Se han estudiado un total de 50 pacientes diagnosticados de CCR sincrdnico; la
mayoria de ellos eran hombres (66%) con un rango de edad de entre los 45 y los 91
afios, y una edad media en el momento del diagnéstico de 71,24 (9,8) afios. Las

variables epidemioldgicas se describen en la Tabla 15.

Datos epidemiolégicos de los pacientes diagnosticados de CCR

sincrénico
Numero de pacientes 50
o Hombres 33 (66%)
Distribucién por sexo - p<0,001
Mujeres 17 (34%)
Edad media al diagndstico 71,24 (+9,8) afios

Tabla 15 caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion

El tiempo medio libre de enfermedad fue de 19,61 (12,7) meses y la media de
supervivencia global fue de 68, 41 (10,1) meses. Durante el seguimiento de los

pacientes se produjeron nueve fallecimientos

Desde el punto de vista de los antecedentes familiares, ninguno de los pacientes
cumplia criterios de Amsterdam. El 78% de los CCR eran casos esporadicos, mientras
que en 11 (22%) existia algun tipo de agregacién familiar. De estos 11 pacientes, 4 de
ellos habian sido diagnosticados previamente de tumores relacionados con SL,

mientras que los otros 7 presentaban tumores no incluidos en la esfera Lynch.

En 45 pacientes (90%) se detectaron antecedentes de polipectomias asociadas. La
media de pdlipos resecados por paciente fue de 5,12 (+ 3,8) siendo la mayoria

adenomatosos 62,2%, frente a 37,8% de tipo hiperplasico.

En cuanto a la histologia de los tumores, el 22% de los pacientes presentaba tumores

con produccion de mucina mientras que el 4% tenia presencia de células en anillo de
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sello. En la Tabla 16 se muestran los resultados de la estadificacion tumoral de los

pacientes segun los criterios de la AJCC y de Astler-Coller modificada.

ESTADIFICACION TUMORAL DE LOS PACIENTES

CLASIFICACION AJCC CLASIFICACION Astler-Coller
A 14 (28,0%) In situ 1(2,0%)
B 22 (44,0%) A 13 (26,0%)
C 11 (22,0%) B1 6 (12,0%)
D 6 (6,0%) B2 16 (32,0%)

2 10 (20,0%)
D 4 (8,0%)

Tabla 16 Estadio de los tumores de los pacientes segun los criterios de la AJCC y la
clasificacion de Astler-Coller modificada.

En total se detectaron un total de 125 tumores; el 30% de los pacientes presentaba
mas de 2 tumores en el momento del diagndstico. Desde el punto de vista individual,
la localizacion mas frecuente fue en recto (44%) seguida de colon derecho (CD)

(36,8%) y colon izquierdo (Cl) (19,2%).

Como se ha mencionado en Material y Métodos, para la estadificacion de los tumores
de los pacientes se tuvo en cuenta el tumor de mayor tamafio. Cuando se considera el
tumor que definia el estadio, las localizaciones mas frecuentes fueron CD y recto con
20 (40%) y 21 (42%) pacientes respectivamente, mientras que en sélo 9 pacientes

(18%) se localizaba en CI (iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

LOCALIZACION DEL TUMOR DEFINITORIO n/(%)
DEL ESTADIO

PROXIMAL Colon derecho 20 (40)

DISTAL Colon izquierdo 9 (18)

Recto 21 (42)

Tabla 17: Localizacién de los tumores que definen el estadio y su distribucion por segmentos



En cuanto al patron de distribucion de los tumores, 22 pacientes (44%), presentaban
lesiones tanto a nivel proximal como distal al angulo esplénico (distribucién difusa, PD-
D). Los otros 28 (56%), presentan un patrén de distribucién segmentario, con tumores
exclusivamente en colon izquierdo (PD-CI) (42%) o en colon derecho (PD-CD) (14%)

(Tabla 18).

PATRONES DE DISTRIBUCION DE LOS TUMORES n (%) Total
RESPECTO AL ANGULO ESPLENICO n (%)
Colon derecho
7 (14)
(PD-CD)
Distribucion segmentaria N 28 (56)
Colon izquierdo
21 (42)
(PD-CI)
Distribucién difusa (PD-D) 22 (44)

Tabla 18: Patron de distribucion de los tumores de cada individuo respecto al dngulo esplénico

4.1.2. Descripcion de las variables anatomo-clinicas en funcién del patrén de
distribucién
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relaciéon al sexo

(Tabla 19) y edad media de los pacientes (Tabla 20) respecto a los diferentes patrones

de distribucion.

PD-CD (n=7) PD-Cl (n=21)  PD-D (n=21)

SEXO
n (%) n (%) n (%) p valor
Varén 3/7(42,9%)  17/21(81,0%) 13/22 (59,1%)
n.s.
Mujer 4/7 (57,1%) 4/21(19,0%)  9/22 (40,9%)

Tabla 19. Proporcién de hombres y mujeres en funcién del patrén de distribucion a lo largo del colon
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PD-CD PD-CI PD-D p valor

Edad media

(OE) 72,5 (9,4) 71,1 (8,8) 70,9 (11,1) n.s.

Tabla 20. Edad media de los pacientes en funcion del patron de distribuciéon de los tumores.

Se observé que solo el 57,1% de los pacientes con PD-CD presentaban pdlipos durante
el seguimiento, frente al 95,2% vy 95,5% de los que presentaban PD-Cl y PD-D
respectivamente (p= 0,016). Sin embargo la media de pdlipos resecados fue similar en

todos los patrones de distribucion (Tabla 21).

La proporcién de pdlipos hiperplasicos fue superior en PD-CD (50%), frente a PD-CI
(35%) y PD-D (38,1%), si bien estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

En relacién a la produccién de mucina, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas; 57% de las neoplasias con PD-CD frente al 4,8% y 27,3% en aquellas con

PD-Cl y PD-D respectivamente (p=0,009).

No se encontraron diferencias significativas en el estadio tumoral en funcién de los

patrones de distribucidn.

En el seguimiento realizado se aprecié que 5 pacientes con CCR sincrénico presentaron
tumores de colon metacrénicos. El tiempo medio que trascurrid entre el diagndstico
inicial y la aparicién del tumor metacronico fue de 22,8 (+10,82) meses, con un rango
comprendido entre 10 y 32 meses. De los pacientes con tumores metacrdnicos, cuatro
(80%) presentaban un PD-CI, uno PD-D mientas que ninguno de los pacientes

presentaba un PD-CD (Tabla 21).



Tabla 21 : Frecuencia de variables anatomo-patoldgicas y estadio de toda la muestra. n.s.: no

CCR total = PD-CD

PD-CI

p
n (%) n (%) n (%) n(%)  valor
Pacientes 50 7 21 22
Pdlipos en el seguimiento 21
4(57,1) 20
Media de pdlipos 45 (90) 18 (95,2) (95,5) 0,016
Tipos de pdlipos: 5,12 (3,8) (4'7) 5 (4,4) 53(29) ns.
e Adenomatosos
e Mixtos 28 262'2) 2(50) 13 (65) (61139) ns.
(hiperplasicos) 17 (37,8 ) n.s.
2 7
(50) (35) 8 (38.1)
Produccidon de mucina 11 (22) 4(57,1) 1(4,8) 6(27,3) 0,009
Células en anillo de sello 2 (4) 1(14,3 0 1(4,5) n.s.
Astler Coller modificado:
e A 14 (28) 0 7(33,3)  7(31,8)
e B 22 (44) 6(85,7) 8(38,2) 8(36,4)
e C 11(22) 0 419 7318 %
e D 3(6) 1(14,3)  2(9,5) 0
Tumores metacronicos 5(12) 0 4(23,8) 1(4,5) n.s.

estadisticamente significativo

4.2.

ANALISIS DE LAS VIAS DE CARCINOGENESIS

4.2.1. Estudio de via metiladora

Estudio del fenotipo metilador

Se realizo el estudio del fenotipo metilador en 49 de los 50 pacientes. Sélo uno de los
pacientes no presentaba marcadores de metilacién en ninguno de los tumores (CIMP-
0), mientras que 48 (97,9%) pacientes presentaban cierto grado de metilacidn en sus
tumores. De ellos, el 65,3% de los pacientes tenian un estado de metilacién alto

(CIMP-H) en al menos uno de los tumores.
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El estudio del patron de metilacion en relacién con el sexo mostré un mayor
porcentaje de hombres, con al menos un tumor con fenotipo CIMP-H (75%), frente al
47,1% de mujeres (Figura 15). Estas diferencias fueron significativas desde el punto de

vista estadistico (p=0,05).

0% 20% 40% 60% 80% 100%

®m CIMP-H/---- m CIMP-L/0 CIMP-L/0

Figura 15. Patron del nivel de metilacion de los tumores en funcion del sexo de los pacientes (*p=0,05)

Al comparar el nivel de metilacién y el grado de diferenciacion de los tumores se

observd una asociacion negativa entre ambas variables (p=0,042) (Tabla 22).

Ambos ) Ambos

Mixto p valor

CIMP-0/L CIMP-H

. Al 11 5(556%) 6 (54,5%)

© (100,0%) o7 27
Grado de 0.042

diferenciacién e Medio 0 (0,0%) 2(22,2%) 4 (36,4%) ’

e Bajo 0 (0,0%) 2 (22,2%) 1(9,1%)

Afectacion ganglionar 2(11,8%) 2 (14,3%) 7 (46,7%) 0,054
Presencia de metéstasis 0 (0,0%) 1(6,7%) 3(18,8%) n.s.

Tabla 22 Resumen de las variables anatomo-clinicas mas relevantes respecto al nivel de metilacién de
los tumores sincrénicos.
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Los resultados del estudio muestran tendencia a la asociacion (p=0,054) entre el grado
de metilacion y la presencia de ganglios afectados (Tabla 22). EI 18% de los pacientes
con CIMP-H en los dos tumores presentaban mayor nimero de metastasis, mientras

que ninguno de los pacientes con CIMP-0/L en sus dos tumores las desarrollé.

No se han observado diferencias en el estadio de Astler-Coller, ni en el estadio TNM,
en funcidn del patron de metilacion de los tumores CCR. No se han observado
diferencias en el nimero de pélipos asociados en relacidn con el patrén de metilacion

de los tumores.

El patrén de metilacion CIMP-H-CIMP-H fue mas frecuente en aquellos pacientes que
desarrollaron posteriormente tumores metacrénicos (60% vs. 31%). Todos los
pacientes con tumores metacrénicos presentaban CIMP-H en, al menos, uno de los
tumores frente al 63,4% de los pacientes que no desarrollaron tumores metacrénicos

(p>0,05) (Tabla 23).

Ambos ] Ambos
Mixto p valor
CIMP-0/L CIMP-H
Tumores Presencia 0% 40% 60% n.s.
metacrénicos Ausencia 38% 31% 31% n.s.

Tabla 23. Desarrollo de tumores metacronicos en funcion del patron de metilacion.

Se analizé la concordancia del grado de metilacion entre los dos tumores del mismo

individuo observandose una nivel de concordancia moderado (k=0,44) (Tabla 24).

TUMOR 2

CIMP-0/L CIMP-H

] o .
TUMOR 1 CIMP-O/L 17 (34,7%) 15 (30,6%)
CIMP-H 0 (0,0%) 17 (34,7%)

Tabla 24. Patrén de metilacion en tumores sincrénicos K=0,44.
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Valoracion del fenotipo metilador en funcion del patron de distribucion

Al comparar el patrén de distribucidon de los tumores en funcién del fenotipo metilador
de los mismos, se observé una mayor frecuencia del fenotipo CIMP-H en tumores con
PD-Cl (76,1%), frente al 57% tanto en tumores con PD-CD como tumores con PD-D. En
los tumores con PD-Cl se encontrd una mayor proporcién de parejas de tumores CIMP-

H (CIMP-H-CIMP-H) (p>0,05) (Tabla 25).

Patrones de Ambos Ambos

distribucion CIMP-0/L Mixto CIMP-H p valor
PD-CD 42,9% 42,9% 14.3%
PD-CI 23,8% 33,3% 42,9% n.s.
PD-D 42,9% 23,8% 33,3%

Tabla 25. Patron de metilacion de los tumores en funcién del patrén de distribucidn

Posteriormente se analizd la concordancia, a nivel de metilacion, de los tumores de un
mismo paciente en funcién del patrén de distribucién. Se consideraron tumores
concordantes aquellos que pertenecian al mismo paciente y presentaban el mismo
CIMP. Se observd un nivel de concordancia moderado en PD-D. La concordancia en los

tumores con PD-CD y PD-CI fue débil. (Tabla 26).

Patrones de Pacientes con tumores o
. ., Indice k
distribucion concordantes
PD-CD 57,1% 0,22
PD-CI 66,7% 0,38
PD-D 76,2% 0,55

Tabla 26.Concordancia del nivel de metilacién de los tumores en funcién de su patrén de distribucién.



Estudio de metilacién de genes de forma individual

Se estudio el patron de metilacidn de los genes CACNA1G, CKDN2A, MLH1, NEUROG1

y SOCS1 y su relacion con las diferentes variables anatomo-clinicas.

Gen CACNA1G

Los pacientes con metilacion del gen CACNA1G en ambos tumores (+/+) presentaron
mayor frecuencia de metadstasis (p=0,106), afectacién linfatica (p=0,057), persistencia

de la enfermedad (p=0,051) y muerte relacionada con CCR (p=0,060) (Tabla 27).

Gen CKDN2A

Un patréon de metilacion del gen CKDN2A (-/-) se relacioné con el desarrollo de
tumores con un alto grado de diferenciacion (p=0,118). El 80% de los pacientes que
desarrollaron tumores metacrénicos presentaron un patrén de metilacién de CDKN2A
(+/+4) frente a aquellos con un patrén de metilacién (-/+) (20%) o (-/-) (0%) (p>0,05).
Todos los pacientes que desarrollaron en la evolucién tumores metacrénicos
presentaron metilacion del gen CDKN2A en al menos uno de los tumores (p>0,05)

(Tabla 27).

Gen MLH1

En 35 de los pacientes estudiados se observé metilacién del gen MLH1 en, al menos,
uno de los tumores de los cuales, 17 (48,6%) presentaban un patrén de metilacién
(+/4). Aquellos pacientes con metilacion del gen MLH1 en al menos uno de los
tumores, presentaban una diferenciacion tumoral moderada o baja (p=0,033). Un
patron de metilacidn (+/+) es mas frecuente en aquellos pacientes que desarrollan
tumores metacrdnicos (60%), aunque las diferencias no alcanzaron la significacién

estadistica (p>0,05) (Tabla 27).

Gen NEUROG1

Tras analizar el patrén de metilacidon del gen NEUROGI, se observé que el fenotipo

(+/+4) estaba relacionado con una mayor presencia de metastasis (p=0,062) y una
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mayor persistencia de la enfermedad en el seguimiento (p>0,05); sin embargo estos

resultados no fueron estadisticamente significativos (Tabla 27).

Gen SOCS1

El patrén de metilacién (+/+) del gen SOCS1 se asocid, de manera estadisticamente
significativa, con el desarrollo de metastasis (p=0,002) y presentd una asociacién
cercana a la significacidn con la persistencia de la enfermedad (p=0,083) y el estadio
de Astler-Coller (p=0,062). Asi mismo, este patrén de metilacion fue mas frecuente en

aquellos pacientes que posteriormente desarrollaron tumores metacrénicos (p=0,097)

(Tabla 27).
GEN l\leAE-'II:IIRLi‘Al;lgEN VARIABLES ANATOMO-CLINICAS ASOCIADAS
Desarrollo de metdstasis (p=0,106)
Af ién ganglionar (p= 7
LA (+/+) Persistifwtji(a: (OJIe Igaa eifgrrieg;do(’ SEO,)051)
Muerte relacionada con CCR (p=0,060)
(-1-) Grado de diferenciacion tumoral alto (n.s)
CKDN2A (-1+) Grado de diferenciacion tumoral bajo/moderado
(+/1+) (n.s)
(-1-) Grado de diferenciacion tumoral alto (n.s)
MLH1 (-1+) Grado de diferenciacién tumoral bajo/moderado
(+/+) (n.s)
Desarroll meta is (p= 2
Ao /) Per(saiss?ter? ciZ 32 eniari:aesdsaép( pcilg,614)9)
Desarrollo de metastasis (p=0,002)
SOCS1 (+14) Persistencia de enfermedadop=0,083)

Mayor estadio Astler-Coller (p=0,062)
Tumores metacrénicos (p=0,097)

Tabla 27.Resumen de las variables anatomo-clinicas en funcién de la metilacién individual de los genes
del panel de metilacion CIMPAnNalisis de la metilacion de genes individualmente respecto al patron de
distribucion

Gen CKDN2A

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grado de

metilacion del gen CKDN2A vy el patrén de distribucién de los tumores estudiados. Sin



embargo, cabe sefialar que un alto porcentaje de tumores sincrénicos con PD-CI
presentaban un patréon de metilacion (+/+) (76,2%), frente a los pacientes con tumores

con PD-CD (57%) o PD-D (47,6%) (p=0,065) (Tabla 28).

El 96,4% de los pacientes con los tumores de distribucidn segmentaria presentaban
metilacion de al menos uno de los tumores; estos resultados fueron estadisticamente
significativos (p=0,015). Se analizé la concordancia de la metilacidon del gen CKDN2A
en funcién del patrén de distribucién no observandose diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05).

Patron de metilacion PD-CD (n=7) PD-CI (n=21) PD-D (n=21)
del gen CKDN2A n (%) n (%) n (%)
(-/-) 0 (0,0%) 1 (4,8%) 7 (33,3%)
(-/+) 3 (42,9%) 4 (19,0%) 4 (19,0%)
(+/+) 4 (57,1%) 16 (76,2%) 10 (47,6%)

Tabla 28 Patron de metilacion de CKDN2A en tumores sincronicos en funcion del patréon de
distribucion

Gen IGF2

El patrén global metilacién del gen IGF2 no se vio afectado por los diferentes patrones
de distribucion de los tumores. Sin embargo, el nivel de concordancia entre los
tumores si mostro diferencias estadisticamente significativas en relacion con el patrén
de distribucién. Los pacientes que presentaban tumores con PD-D, presentaban mayor
concordancia (76,2%) que los pacientes con tumores con distribucion segmentaria

(46,4%) (p=0,045) (Tabla 29).
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Patron de metilacion
del gen IGF2

(-/-)
(-/+)
(+/+)

PD-CD (n=7)

n (%)
2 (28,6%)
5 (71,4%)
0 (0,0%)

PD-CI (n=21)

n (%)
4 (19,0%)
10 (47,6%)
7 (33,3%)

Tabla 29. Patréon de metilacion de IGF2 respecto al patrén de distribucién

Genes MLH1, CACNA1G, CRABP1, NEUROG1 y RUNX

PD-D (n=21)
n (%)

9 (42,9%)
5 (23,8%)
7 (33,3%)

Como se observa en las Tabla 30 y Tabla 31, no hubo diferencias estadisticamente

significativas del patrén de metilacion del resto de genes del panel CIMP, respecto al

patrén de distribucion.

Patréon de metilaciéon
del gen MLH1
(-/-)

(-/+)

(+/+)

Patrén de metilacidon
del gen CACNA1G
(-/-)

(-/+)

(+/+)

Patrén de metilaciéon
del gen CRABP1
(-/-)

(-/+)

(+/+)

PD-CD (n=7)
n (%)
2 (28,6%)
4 (57,1%)
1(14,3%)

PD-CD (n=7)
n (%)
3(42,9%)
3 (42,9%)
7 (14,3%)

PD-CD (n=7)
n (%)
1 (14,3%)
3 (42,9%)
3(42,9%)

PD-CI (n=21)
n (%)
5 (23,8%)
8 (38,1%)
8 (38,1%)

PD-CI (n=21)
n (%)
7 (33,3%)
5 (23,8%)
9 (42,9%)

PD-Cl (n=21)
n (%)
5(23,8%)
6 (28,6%)
10 (47,6%)

PD-D (n=21)
n (%)
7 (33,3%)
6 (28,6%)
8 (38,1%)

PD-D (n=21)
n (%)
6 (28,6%)
9 (42,9%)
6 (28,6%)

PD-D (n=21)
n(%)
4 (19,0%)
3(14,3%)
14 (66,7%)

Tabla 30 Patron de metilacion de MLH1, CACNA1G, CRABP1 respecto al patrén de
distribucion de los tumores de CCR (p>0,05para todas las comparaciones.



Patron de metilacion PD-CD (n=7) PD-CI (n=21) PD-D (n=21n
del gen NEUROG1 n (%) n (%) (%)
(-/-) 1(14,3%) 2 (9,5%) 5(23,8%)
(-/+) 3 (42,9%) 10 (47,6%) 7 (33,3%)
(+/4) 3(42,9%) 9 (42,9%) 9 (42,9%)
Patron de metilaciéon PD-CD (n=7) PD-CI (n=21) PD-D (n=21n
del gen RUNX3 n (%) n (%) (%)
(-/-) 3 (42,9%) 4 (19,0%) 6 (28,6%)
(-/+) 3 (42,9%) 7 (33,3%) 9 (42,9%)
(+/+) 1(14,3%) 10 (47,6%) 6 (28,6%)

Tabla 31. Patron de metilacién de NEUROG1 y RUNX3 respecto al patrén de distribucion de
los tumores de CCR (p>0,05para todas las comparaciones.

4.2.2. Analisis de la inestabilidad de microsatélites

En el estudio se observd que sélo 3 de los 50 pacientes presentaron tumores con IMS.
Un paciente presentaba IMS en los dos tumores analizados, ambos tumores
presentaban un fenotipo de metilacién bajo (CIMP-L o CIMP-0) y ninguno de ellos
presentaba metilacidon del promotor de MLH1. Los otros dos pacientes, presentaban
un patrén heterogéneo tanto de IMS como de CIMP. El tumor que presentaba IMS,
presentaba un patron de metilacion CIMP-0/L, mientras que el tumor EMS presentaba

CIMP-H. En ambos pacientes el patron de metilacion de MLH1 fue heterogéneo (Tabla

32).
IMS/EMS CIMP

Tumor 1 IMS CIMP-0/L
Paciente 1

Tumor 2 IMS CIMP-0/L

Tumor 1 IMS CIMP-0/L
Paciente 2

Tumor2 EMS CIMP-H

Tumor 1 IMS CIMP-0/L
Paciente 3

Tumor 2 EMS CIMP-H

Tabla 32. Descripcion de las caracteristicas moleculares de los tumores de los pacientes con IMS.
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Cabe resaltar que el 42,9% de los pacientes con tumores con IMS presentaban PD-CD,

mostrando una prevalencia estadisticamente significativa (p=0.002) (Tabla 33).

PD-CD PD-CI PD-D
p valor
(n=7) (n=21) (n=22)
IMS 3(42,9%) 0(0,0%) 0(0,0%)
p=0.002
EMS 4 (57,1%) 21 (100%) 22 (100%)

Tabla 33. Porcentaje de pacientes con IMS en funcién del patrén de distribucion.

Los pacientes con EMS, presentaron mayor proporcién de pélipos asociados (93,6%)
que los pacientes con IMS en alguno de los tumores (33,3%) (p=0,023). Ninguno de los
pacientes que presentd IMS presentd pélipos hiperpldsicos; sin embargo, el 36,2% de

los pacientes con EMS en los dos tumores si lo hizo (p=0,023) (Tabla 34).

IMS (n=3) EMS(n=47) p valor
PSlipos asociados 1(33,3%) 44 (93,6%) 0,023
PSlipos hiperplasicos 0 (0%) 17 (33,6%) 0,023

Tabla 34. Desarrollo de pdlipos asociados en funciéon de IMS/EMS de los tumores.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presencia
de adenopatias o metastasis, el grado de diferenciacién o el estadio de los tumores en
relacion a la presencia de tumores con IMS. Ninguno de los pacientes que presentaban

al diagndstico IMS presentd en el seguimiento tumores metacrdnicos.

Se agruparon las caracteristicas tanto de IMS/EMS como el fenotipo metilador CIMP
de cada tumor, definiendo cuatro categorias posibles de tumores: IMS-CIMP-H, IMS-
CIMP-0/L, EMS-CIMP-H, EMS-CIMP-0/L. Posteriormente se estudio la asociacién del
patron molecular de los dos tumores de cada individuo observandose que existia una

concordancia moderada (k=0,47) (Tabla 35).



Clasificacion molecular

Clasificacion molecular TUMOR 2
TUMOR 1
EMS-CIMPO/L EMS-CIMPH IMS-CIMPO/L
EMS-CIMPO/L 16 (32,7%) 13 (26,5%) 0 (0,0%)
EMS-CIMPH 0 (0,0%) 17 (34,7%) 0 (0,0%)
IMS-CIMPO/L 0 (0,0%) 2 (4,1%) 1(2,0%)

Tabla 35 Concordancia del fenotipo de inestabilidad microsatélites y del fenotipo metilador de cada
pareja de tumores sincrénicos (k=0,47).

4.2.3. Inestabilidad cromosdémica

En este estudio se han identificado 98 tumores con EMS correspondientes a 49
pacientes. De éstos en el 47,8% se ha descartado la via metiladora como responsable

del CCR; lo que indica que es la via de INC es la preponderante.

En 16 pacientes los 2 tumores estudiados presentaban INC. Estos tumores
presentaban el siguiente patrén de distribucién: 12,5% PD-CD, 31,3% PD-Cl y 56,5%

PD-C. Estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p>0,05).

4.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.3.1. Andlisis del patrén IHQ y las variables anatomo-clinicas

Se ha analizado el patrén IHQ de los tumores de cada individuo. Para ello se han
utilizado los marcadores descritos previamente es la seccion Material y Métodos; sin
embargo, no ha sido posible realizar un estudio IHQ de todos los marcadores en todos
los casos, bien por no disponer de pieza tumoral o bien por no haber sido valorable el

resultado de la IHQ.

Patrén de expresion de citoqueratina 20, E-cadherina, Smad4 y Ki-67

No se observé asociacion, estadisticamente significativa, entre el patrén de expresion

de CK20, E-cadherina, Smad4 y Ki-67 y las variables anatomo-clinicas estudiadas.
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Patron de expresion de B-catenina

Patréon de membrana

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el patrén de expresiéon de
membrana de B-catenina en funcién del estadio del tumor, siendo mas frecuente el
patron discordante (+/-) en los pacientes con estadio B de Astler-Coller (p=0,032) vy

T3NOMO (p=0,031) del sistema TNM (Tabla 36).
Patron nuclear

En el estudio de expresiéon nuclear de B-catenina, se observd que el patréon de
expresion discordante (-/+) se asociaba a un mayor desarrollo de metastasis (p=0,041).
Del mismo modo, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
patron de expresion nuclear y la estadificacion de los tumores segun la clasificacion de

Astler-Coller (p=0,025) y AJCC (p=0,093) (Tabla 36).

Patrén de expresion de pl6

La expresion de pl6 citoplasmatico, en al menos uno de los tumores, se relaciond
aunque de manera no estadisticamente significativa, con la persistencia de la
enfermedad (p=0,098). En el mismo sentido, la expresién de p16 citoplasmatico se
asocié con una mayor aparicion de metastasis (p=0,094) y diagndstico de CCR en

estadios mas avanzados (p=0,024).

Patron de expresion de p27

La expresion nuclear de p27 en los tumores de bajo grado de diferenciacién fue

significativamente menor que en los tumores de alto grado (p=0,039).



PATRON DE

PROTEINA HQ VARIABLES ANATOMO-CLINICAS ASOCIADAS
De membrana Estadio B de Astler-Coller (p=0,032)
(-/+) Estadio T3NOMO del sistema TNM (p=0,031)
B-catenina Nucl Mayor desarrollo de metastasis (p=0,041)
uclear Mayor estadio en la clasificacién de Astler-Coller
(-/+) (p=0,025) y AJCC (p=0,093)

Mayor persistencia de la enfermedad (p=0,098)
Citoplasmatico Mayor desarrollo de metastasis (p=0,094)

pl6 (-/+) (+/4) Diagndstico de CCR en estadios mas avanzados
(p=0,024)
p27 Nuclear Alto Grado de diferenciacién tumoral (p=0,039)

(-/+) (+/+)

Tabla 36. Resumen de las variables anatomo-clinicas en funcion del patron IHQ.

4.3.2. Comparacion de la expresion de los diferentes marcadores IHQ entre
los tumores del mismo individuo

Se analizé la concordancia de los patrones de expresion de los marcadores estudiados

por IHQ en los dos tumores de cada paciente.

Patron de expresion de citoqueratina 20

El 79% de los pacientes presentaban una expresion concordante de CK20 en los dos
tumores estudiados que corresponde a un concordancia segun el indice Kappa

(x=0,34) (Tabla 37).

Expresiéon de CK20
(k=0,34) Tumor 2
- +
Expresién de CK20 - 3 (8,8%) 5(14,7%)
Tumor 1 + 2 (5,9%) 24 (70,6%)

Tabla 37. Concordancia de la expresion de CK20 en los tumores sincronicos.
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Patron de expresion de B-Catenina

Patréon de membrana

La gran mayoria de los tumores sincrénicos (89,5%) tenian expresidon de [3-catenina
moderada o intensa. Sélo cuatro pacientes (10,5%) mostraban discrepancias en la
expresién 3-catenina sin embargo, ningln paciente mostraba ausencia de expresion o

expresion muy débil en los dos tumores estudiados (k< 0,20) (Tabla 38).

Expresion de membrana

K< 0,20 B-catenina Tumor 2
- +
Expresién de membrana - 0 (0%) 3 (7,9%)
B-catenina Tumor 1 + 1(2,6%) 34 (89,5%)

Tabla 38. Expresién de membrana de B-catenina en tumores sincrénicos.

Patrén de nuclear

En cuanto a la expresidon de B-catenina a nivel nuclear, fue concordante en los dos

tumores en el 76% de los pacientes (k=0,51) (Tabla 39).

Expresion nuclear B-Catenina Tumor 2

(x=0,51)
- +
Expresion nuclear B-Catenina - 17 (45,9%) 6 (16,2%)
Tumor 2 + 3 (8,1%) 11 (29,7%)

Tabla 39. Expresién nuclear de B-catenina en sincrénicos.



Participacion de la via de sefializacién wnt

Al analizar los tumores en los que la via Wnt estaba activada, bien por la ausencia de
expresion de B-catenina a nivel de membrana, bien por la presencia de B-catenina a
nivel nuclear; se observd una gran concordancia entre los dos tumores del mismo
individuo. El 73% de los pacientes presentaban la activacion de la via Wnt en ambos

tumores (+/+), mientras que sélo el 27% eran discordantes (-/+) (k=0,46) (Tabla 40).

Participacion de la via wnt

(k=0,46) Tumor 2
- +
Participacion de la via wnt 15 (40,5%) 6(16,2%)
Tumor 1 + 4 (10,8%) 12 (32,4%)

Tabla 40. Activacién de la via Wnt en tumores sincronicos.

Patron de expresion de p27, p53, p21 Smad4, E-cadherina y Ki-67

No se encontrd ninguna asociacién estadisticamente significativa entre el patrén de

expresion de p27, p21, p53 y Smad4 entre los tumores del mismo paciente (Tabla 41).

. e (-/-) (-/+) (+/+) -
P |
atréon de expresion (n/total) (n/total) (n/total) ndice k
E-cadherina 2/35 23/35 25/35 k<0,2
Smad4 11/38 13/38 14/38 k=0,26
Nuclear 2/38 30/38 6/38 k=0,30
p27
Citoplasmatico 9/35 8/35 18/35 k<0,2
p53 29/38 4/38 5/38 k<0,2
p21 30/40 0/40 10/40 k<0,2
Nuclear 7/37 12/37 8/37 k<0,2
pl6
Citoplasmatico 30/35 0/35 5/35 k<0,2

Tabla 41. Concordancia del patron de expresion del panel de marcadores de IHQ
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No hubo correlacion entre el porcentaje de expresion de Ki-67 en los dos tumores
sincrénicos de un mismo individuo (r=0,24).

4.3.3. Estudio de la expresién de diferentes marcadores en funcién del
patrén de distribucion de los tumores.

Se analizé la expresion de los marcadores estudiados por IHQ en funcidn del patrén de

distribucion de los tumores. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en relacion con el patrén de expresion y de localizacion salvo en el caso

de la expresion nuclear de la proteina p27. En aquellos pacientes que presentaban

tumores con PD-CD fue mas frecuente el patron de expresion nuclear de p27 (+/+)

(p=0,049) (Tabla 42).

Patrén de expresion nuclear de PD-CD PD-CI PD-D
p27 (n=7) (n=17) (n=14)
(-/-) 2 (28,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
(-/+) 0 (0,0%) 2 (11,8%) 4 (28,6%)
(+/+) 5(71,4%) 15 (88,2%) 10 (71,4%)

Tabla 42: Patrén de expresion de p27 nuclear en funcion del patrén de distribucion de los tumores
(p=0,049).

De forma paralela, se estudio la relacién entre la concordancia del fenotipo (-/- 0 +/+)
y el patron de distribuciéon de los tumores no encontrandose diferencias

estadisticamente significativas es ninguno de los casos (Tabla 43).



Patrén de expresidn
(-/-) o (+/+)
CK20

E-cadherina

Nuclear
B-catenina
Membrana

Activacion de la via Wnt

Smad4
Nuclear
p27
Citoplasmatico
p53
p21
Nuclear
pl6

Citoplasmatico

PD-CD
n/total (%)

4/7 (57,1%)
5/6 (83,3%)
4/5 (80%)
6/6 (10%)
4/5 (80%)
6/7 (85,7%)
7/7 (00%)
5/6 (83,3%)
5/7 (71,4%)
6/7 (85,7%)
1/5 (20%)

2/4 (50%)

PD-CI
n/total (%)

13/16 (81,3%)
8/15 (53,3%)
12/17 (7,6%)
16/17(94,1%)
11/17 (64%)
9/17 (52,9%)
15/17 (88,2%)
6/16 (37,5%)
10/17 (58,8%)
11/17 (64,7%)
10/17 (58,8%)

15/17 (88,2%)

PD-D
n/total (%)
10/12 (83,3%)
12/14 (85,7%)
12/15 (80%)
12/15 (80%)
12/15 (80%)
9/14 (64,3%)
10/14 (71,4%)
6/13 (46,2%)
9/14 (64,3%)
13/16 (81,3%)
8/15 (53,3%)

13/14 (92,9%)

P
valor

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.

n.s.

n.s.

Tabla 43. Patron de expresion concordante en IHQ, de los tumores en funcién del patron de

distribucion

Se valord, de forma global, si la ausencia de expresidén de cada marcador (-/- 0 -/+), en

al menos uno de los tumores, estaba relacionada con el patrén de distribucién; no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, cabe sefialar

gue en el caso de la expresion nuclear de B-catenina si se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre PD-CD y CD-Cl (p=0,039) (Tabla 44).

B-catenina nuclear

(-/-) o (-/+)

(+/4)

PD-CD

5/5 (100%)

0/5 (0%)

PD-CI

8/17 (47,1%)

9/17 (52,9%)

p valor

0,039

Tabla 44. Fenotipo de ausencia de expresion de B-catenina en al menos uno de los tumores sincrénicos

en funcién del patrén de localizacién.
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Cuando se analizo la activaciéon de la via de senalizacion Wnt, en al menos uno de los
tumores sincrénicos, se encontrd una asociacién estadisticamente significativa con el

PD-CI (p=0,021) (Tabla 45).

Activacion de la via Wnt PD-CD PD-CI p valor
(+/4) 0 (-/+) 1/5(20%)  14/17 (82,4%)

0,021
(-/-) 4/5(80%)  3/17 (17,6%)

Tabla 45. Activacion de la via Wnt en al menos uno de los tumores sincrénicos en funcién del patrén de
localizacién.



5. DISCUSION






El colon presenta una gran extension de mucosa, con un alto indice de recambio
celular lo que le hace especialmente susceptible al desarrollo de neoplasias. El proceso
de carcinogénesis se inicia por la aparicion de alteraciones genéticas, tanto de caracter
hereditario como relacionadas con la exposicion ambiental(79). Estas alteraciones
pueden promover la aparicidon de diferentes focos de adenocarcinoma a lo largo de la

superficie del colon durante la vida de la persona (76).

Se consideran tumores multiples primarios de colon a aquellos tumores que aparecen
de forma independiente en la misma persona (126) . Cuando el diagnéstico de estas
neoplasias se realiza de forma simultdnea o en un corto espacio de tiempo se
denominan CCR sincrénicos. Si el tiempo trascurrido entre el diagndstico dos

neoplasias es superior a seis meses, se denominan tumores metacronicos (126).

Se estima que entre el 5-10% de los tumores de colon son multiples (126). Estudios
recientes realizados en series de pacientes con CCR, describen que el 3,4% presentan
tumores metacrénicos a los 10 afios (132). La prevalencia de CCR sincrdnico se situa,

en las series mas largas, entre el 3,1% (85) y el 3,9% (131).

La frecuencia de tumores multiples es mucho mas alta en los sindromes de CCR
familiar. Mulder et al evidenciaron una frecuencia del 11,8% de tumores multiples en
el grupo de SL, frente al 3,6% de los casos esporadicos. Hasta el 14% de los pacientes
con CCR sincrénico presentaban SL y el 27,6% tenian familiares de primer grado con

CCR (131).

Con las experiencias expuestas, parece evidente que la posibilidad de obtener un
tamafio muestral amplio es dificil. Es por ello por lo que existen escasos estudios en
los que se analizan las caracteristicas especificas de los CCR sincrénicos cuando se
excluyen los sindromes heredo-familiares. Esta dificultad es comudn en la mayor parte

de las publicaciones estudiadas incluida la nuestra (211)(76)(137).

A pesar de las limitaciones, en los Ultimos tiempos, se estdn identificando
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, anatomo-patoldgicas, inmunohistoquimicas y

genotipicas relevantes del CCR sincrénico no hereditario. El conocimiento de los
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factores que favorecen el desarrollo de CCR multiple, puede permitir el desarrollo de

estrategias preventivas (150) (156).

En este estudio se han evaluado 50 pacientes diagnosticados de CCR sincrénico, en los
qgue se descartd poliposis familiar y el SL. En total se detectaron un total de 125
tumores; el 30% de los pacientes presentaba mas de 2 tumores en el momento del

diagndstico, una cifra ligeramente superior a lo descrito por otros autores (100).

En algunos estudios publicados se ha observado, que en pacientes con CCR sincrénico,
la mediana de edad al diagndstico, fue mayor que en los pacientes con tumores
individuales (156) (76). Sin embargo, esta caracteristica no se ha comprobado en otras
publicaciones (96)(100). Por otro lado, en el estudio firmado por Latournerie se
describe un mayor riesgo de padecer CCR sincrdnico en pacientes de mas de 75 anos
(100). En nuestro estudio la edad media al diagndstico fue 71,24 afios, en sintonia con
los resultados previamente descritos. Tal y como expone Samadder, esta patologia

aparece a una edad media mds avanzada que la de los tumores metacrdnicos (165).

En la mayoria de las publicaciones se describe un predominio de tumores sincrénicos
en varones (156) (16) (100). En nuestra poblacion se ha observado, al igual que en los

estudios referidos, una mayor proporcién de hombres que de mujeres.

La localizacion mas frecuente de los 125 tumores de nuestra serie, considerando todos
los tumores de forma individual, fue en recto, seguido del C.D y C.I. Estos datos fueron

muy similares a los encontrados en otros estudios (156).

Anatdmicamente, los tumores de CCR sincrdénico, suelen aparecer en el mismo area
coldnica o en segmentos préximos (100). De forma similar a lo realizado en otras
publicaciones (156)(206)(24), para tener una localizacion mas homogénea de los
tumores, se establecid un patrdn de distribucion en funcién de la anatomia del colon,
tomando como referencia el angulo esplénico. Se establecieron tres patrones de
distribucidn, en relacidn a la situacion distal o proximal al angulo esplénico o en ambos

segmentos: PD-CD, PD-CI, PD-D.



En nuestro estudio, el patrén de distribucién minoritario fue PD-CD seguido de PD-CI
y PD-D. Estos datos son muy diferentes a lo descrito por Hu en un estudio realizado en
el afno 2013, donde muestra como patrén de distribucion mayoritario PD-CD (76). Sin
embargo, en la cohorte espafiola publicada por Pifiol en el 2004 , llama la atencion que
el patrén de distribucidn minoritario de los tumores fue PD-CD, igual que ocurre en el
estudio que se explica en esta Memoria (156). Pifiol asocia esta discrepancia a la falta
de registros de cancer herdofamiliar sistematizados. Sin embargo, otra hipdtesis
factible seria la influencia de factores geograficos, ambientales y/o sociales en la

localizacidon de los tumores.

Los tumores relacionados con el S.L, tienen una localizacion preferente por el CD (165).
En el trabajo publicado por Samadder se muestra ademds que los CCR sincrdnicos
tienen una distribucién diferente a los tumores solitarios. Estos ultimos tienen una
distribucidén preferencial Cl (165). La exclusién de CCR heredo-familiar en nuestra
estudio, puede explicar la baja proporcion de tumores con PD-CD, distribucion
mayoritaria de los tumores solitarios. No obstante existen controversias en este
aspecto, ya que Hu, en su analisis sobre CCR sincrénico realizado en el afio 2013,

observa una prevalencia de hasta el 50%, de tumores relacionados con el SL en CI (76).

Es sobradamente conocido que las lesiones precursoras del CCR son los pélipos
coldnicos. El nUmero, el tamafio y las caracteristicas histoldgicas de los de pdlipos, son
factores de riesgo reconocidos para progresar a CCR(17) referencia. En los ultimos
anos se ha descrito que la presencia de un adenoma avanzado se asocia, con
independencia de otras variables, a la presencia de tumores sincrénicos (17). En
nuestro estudio se observa un menor nimero de pdlipos a nivel de colon derecho,

probablemente en relacién con la ya indicada exclusidon de CCR hereditarios.

La media de pdlipos resecados previamente en nuestros pacientes fue de 5,12. En la
mayoria de los pacientes, los pdlipos eran exclusivamente adenomatosos aunque
existia un numero no despreciable de pdlipos hiperplasicos. Cada vez se da mas
importancia a via carcinogénica de la metilacién, como factor determinante en la

degeneracion de los pélipos serrados (134). Se ha comprobado que la presencia de
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polipos serrados se asocia a una mayor incidencia de lesiones avanzadas y tumores
sincrénicos (134)(96)(185) (127). Nosho et publicaron en el 2009, que los tumores
sincrénicos presentan habitualmente un patrén molecular propio de la via serrada
(137). Este estudio apoya lo descrito en esta Memoria, ya que el 65,3% de los
pacientes presentaban fenotipo CIMP-H en al menos uno de los tumores estudiados.
Gonzalo et al describieron, de forma similar, un incremento del patrén de metilacidn
en los CCR multiples (66,6%) frente a los individuales (17,2%) (59). Por tanto, existen
datos consistentes para pensar que el nivel de metilacion puede ser un factor de riesgo

para el desarrollo de CCR sincrénico.

La clasificacion de los pélipos hiperpldsicos, avalada por la Organizacion Mundial de la
Salud, propone la distinciéon de las diferentes modalidades de pdlipos por sus
implicaciones clinicas (176); sin embargo su aplicacién no se ha generalizado. En este
sentido, la descripcién anatomo-patoldgica de los tumores evaluados en este estudio,

no especificaba el subtipo de pélipos hiperplasicos.

De forma general, se ha observado que, los pélipos localizados en los segmentos de
colon mds proximales (C.D)(106) junto con los de mayor tamafio, corresponden a
pdlipos sésiles serrados mientras que los pdlipos hiperplasicos localizados a nivel de
recto son, en su gran mayoria, pdlipos hiperplasicos propiamente dichos (158). A pesar
de las limitaciones del estudio, en nuestra serie, también se observé una mayor
frecuencia de pdélipos hiperplasicos en los pacientes con tumores PD-CD lo que nos

hace asumir que se trataban de pdlipos serradas.

Una caracteristica anatomo-patolégica descrita con frecuencia en los CCR multiples es
la capacidad de producir mucina. Aunque la mayoria de los autores lo relacionan
fundamentalmente con los CCR metacrdnicos (96)(146), otros lo asocian tambien con

los CCR sincrénicos (77).

En nuestra poblacidn se observé que la presencia de adenocarcinoma mucinoso, era

un factor caracteristico de los CCR sincrénicos con PD-CD. Es precisamente en los



tumores con PD-CD donde se dieron todos los casos de IMS, otra circunstancia que se
asocia, caracteristicamente, a tumores mucinosos (97). Por otra parte, los pdlipos
serrados, también se localizan principalmente en los segmentos proximales (C.D) y

suelen presentar un patrén mucinoso e infiltraciones linfocitarias caracteristicas (77).

En la mayoria de los estudios publicados se analizan las caracteristicas anatomo-
clinicas, considerando el tumor que define el estadio (146). Sin embargo, cuando se
trata de analizar las caracteristicas moleculares, este criterio supone una pérdida de
informacién muy relevante, ya que el estudio de lesiones sincrénicas de un mismo
drgano, permite conocer la secuencia de eventos moleculares que se suceden en el
proceso de la carcinogénesis. Es por ello por lo que, en nuestro trabajo, se ha realizado
el estudio molecular en dos tumores de cada individuo. La seleccidn de parejas permite
correlacionar las vias de carcinogénesis afectadas en los diferentes tumores. En el
69,4% de los pacientes, ambos tumores presentaban un nivel de metilacién y de
IMS/EMS similar, alcanzando un grado de concordancia moderado segun el indice de
Kappa. Nosho en su estudio del 2009 valorando el nivel de metilacion CIMP, observo

concordancia entre los distintos tumores sincrénicos (137, 206).

Norrie et al. publicaron en el 2002, una serie de 14 pacientes con CCR sincrdnico
esporadico. El 35,7% de los pacientes estudiados en este trabajo presentaron IMS en
al menos uno de los tumores. Tan sélo un paciente presentaba IMS en dos de los
tumores (136). En otros trabajos, en los que no se distingue entre tumores multiples,
en el contexto familiar, y esporadicos muestran prevalencias de IMS del 32% (41, 151).
Lawes describe que la frecuencia de inestabilidad puede ser incluso mayor, puesto que
en su serie, hasta el 63% de los tumores analizados individualmente presentaban IMS,
describiendo un patrén heterogéneo de IMS en el 40,6% de los pacientes (102). Otros
autores encuentran niveles de concordancia muy altos entre las dos lesiones (entre el
87% vy el 98%) concluyendo que la gran mayoria de los CCR sincronicos siguen esta via
de carcinogénesis (41) (76). Sin embargo, en el trabajo expuesto en esta Memoria,
solo tres pacientes (6,0%) presentaban IMS; resultados similares a los encontrados en

otro estudio, con menor numero de pacientes, que valoraba la inestabilidad de
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microsatélites Unicamente en portadores de CCR esporadico (23). Cabe destacar que
el patrén de distribucion de todos los tumores con IMS del presente estudio fue PD-

CD, a pesar del reducido niumero de pacientes con esta localizacion.

En el CCR esporadico la IMS se relaciona, fundamentalmente, con la metilacién del
promotor del gen MLH1. Esta via es la responsable de aproximadamente el 15% de
todos los CCR esporadicos (30) y del 31% en los CCR sincrénicos (137). En el estudio
realizado por Norrie, uno de los escasos estudios sobre CCR sincrénico no hereditario,
también se observé mayor frecuencia de metilacion de MLHI1. Sin embargo, la
concordancia de metilacion de MLH1 entre los tumores, fue relativamente baja. Dadas
las discrepancias entre los tumores, el autor concluyd que los tumores sincrénicos son
sucesos independientes y que la tendencia a presentar mayor IMS, se debe bien a la
casualidad o bien a la edad avanzada de la poblacién estudiada (136). En la serie
descrita en esta Memoria, tres pacientes presentaban IMS en los tumores analizados
y sélo uno de ellos tenia un patrén IMS/IMS. Los otros dos pacientes, presentaban un
patron de metilacion heterogéneo (IMS/EMS) y metilacion del promotor de MLH1,
igual que describié Norrie en su trabajo. Llama la atencién que sélo dos pacientes
presentasen IMS asociada a la metilacion del gen MLH1, a pesar del elevado niumero
de pacientes en los que el gen MLH1 estaba metilado. Esto puede ser debido a que
sélo la completa inactivaciéon del gen, por metilacién de la regién promotora, provoca

la ausencia de expresién de la proteina(88).

La IMS relacionada con la metilacién de MLH1 esta intimamente relacionada con la
aparicion de mutaciones de BRAF. BRAF es un oncogén, necesario para el desarrollo
de tumores a través de la via metiladora, cuya mutacién estimula la proliferacién y
supervivencia celular, inhibiendo la apoptosis(105). La mutacion de este gen se
observan en tumores con IMS y pdlipos serrados. La carencia de datos relacionados
con la presencia o ausencia de BRAF, limita en cierta forma nuestro estudio. No
obstante la mutacién BRAF se correlaciona con el fenotipo metilador de forma directa

cuando se presenta IMS (196).



En el andlisis de los factores que podrian influir en el grado de metilacion de los
tumores, observamos que en los varones, comparados con las mujeres, el grado de
metilacion parece mayor, ya que con mas frecuencia presentaban CIMP-H en al menos
uno de los tumores. Estos hallazgos son concordantes con los publicados en el 2014

por Gonzalo el al (59).

Algunos autores han encontrado un patrén de metilacion caracteristico considerando
ciertos genes de forma individual (59). En este trabajo se ha valorado la metilacion del
panel de genes descrito previamente por Nosho y Yamauchi. Tras un analisis
exhaustivo se ha podido relacionar el patron de metilacidon de algunos de los genes

con ciertas variables con significado prondstico (137) (206).

El gen CACNA1G codifica para un canal de calcio que se activa en respuesta a las
modificaciones del voltaje de la membrana celular. Esta relacionado con la via de las
MAP quinasas (MAPK) y puede modificar la proliferacion celular y la respuesta a la
apoptosis (184). La concordancia, a nivel de metilacion, de CACNA1G (+/+) parece
relacionarse con un mayor desarrollo de metastasis, una mayor afectacién linfatica,
mayor persistencia de la enfermedad y muerte relacionada con CCR. Del mismo modo,
un el patron de metilacion (+/+) para los genes NEUROG1 y SOC1 se relaciond con la
presencia de metastasis en el momento del diagndstico. Por tanto, probablemente, el
condicionante prondstico no dependa del nivel de metilacién de forma global, sino del
grado de metilacion especifica de determinados genes. Como se ha comprobado en
nuestro estudio, dentro del panel de metilacién hay genes asociados de manera
estadisticamente significativa con peor prondstico sin embargo otros no presentan tal
asociacion. Lee, en una reciente publicacidn, describe la relacion entre la metilacién
de los genes NEUROG1 y CDKN2A con una menor supervivencia global y menor tiempo
libre de enfermedad, sin que se acompafiase de asociacion significativa con el patrén

de metilacion global CIMP (104).

No obstante, es dificil concluir que la metilacion en estos genes, tenga un papel
etiopatogénico directo hacia una peor evolucién; hay que tener en cuenta que estos

hallazgos pueden tratarse de epifendmenos (143). En este sentido hay que tener en
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cuenta que la inestabilidad de microsatélites (IMS) es un conocido factor de buen pronéstico.
Probablemente el prondstico de los CCR sincrénicos puede variar mucho en funciéon de si el

nivel de metilacidn alto se asocia o no a IMS (106).

Varios autores han descrito la existencia de diferentes patrones genéticos vy
epigenéticos en funcidon de la localizacién de los tumores a lo largo del colon.
(124)(191)(2)(175). Se ha observado un incremento progresivo en la frecuencia de
CIMP-H/IMS desde el recto, donde es inferior al 2,3%, hasta el colon ascendente (36-
40%), con un descenso de nuevo a nivel de ciego (206). En el mismo estudio, se observa
que la proporcién de tumores con fenotipo (CIMP-H/EMS) también sufre un ligero
incremento en sentido proximal, pero proporcionalmente mucho menor que los

inestables.

Existen pocos estudios que analicen el patron de metilacidon de los CCR sincrénicos
respecto a la distribucién de los tumores. Por ello, éste es un aspecto fundamental en
nuestro estudio. Los datos revelan una mayor frecuencia de tumores CIMP-H en el PD-

Cl; sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Zauber et al, observaron que el patrén genético era muy similar entre los tumores que
se localizan en el mismo segmento, mientras que cuando los tumores se encontraban
en segmentos distantes, la concordancia en el patrén molecular disminuia a menos de
la mitad (211). Esto coincide con los resultados publicados por Nosho et al. donde,
analizando un panel de genes igual al nuestro, describen mayor concordancia en el
patron de metilacion de los tumores que se localizan préximos (137). En el trabajo que
se expone en esta Memoria, sin embargo, los resultados fueron contrarios a los
descritos por estos autores. Los tumores con PD-D presentaban un grado de
concordancia mayor que los tumores con PD segmentario (PD-CD y PD-CI). Estas
discrepancias en los resultados pueden ser debidas a que, como ya se ha mencionado
anteriormente, la exclusion de los tumores con patrén de CCR hereditario, disminuye
la proporcidon de tumores de localizacidn exclusivamente segmentaria, y en concreto

en CD.



Existen otros datos distintivos entre los tumores con PD-D y segmentario. El patréon de
metilacién (-/-) de CDKN2A e IGF2 fue excepcional en los pacientes con PD
segmentario. Podria resultar muy interesante realizar estudios mas exahustivos para
valorar si los patrones de metilacién CDKN2A e IGF2, en mucosa sana o adenomas,
podrian ser marcadores predictivos del desarrollo de tumores multiples. Hay autores
gue proponen realizar resecciones quirdrgicas mds amplias a los pacientes con

factores de riesgo para el desarrollo de tumores metacrénicos (165).

El algunas publicaciones ya se habia relacionado la metilacidon con el riesgo de CCR
metacronico. Kamiyama et al, comprobaron que el nivel de metilacién de LINE-1 se
correlacionaba con el riesgo de presentar un tumor metacroénico en el seguimiento. En
nuestro estudio no hemos estudiado la metilacién de LINE-1. Los andlisis se han
centrado en la metilacién tipo C, basada en el estudio de las islas CpG, obteniendo
como resultado el fenotipo CIMP. Esta ultima via es la mas relacionada con el

desarrollo de neoplasias (202).

El estudio IHQ de los tumores permite caracterizar las distintas estirpes celulares
ademas de identificar aspectos morfoldgicos y prondstico. Se realizé una tipificacion
de varios factores, relacionados con diferentes eventos del proceso de carcinogénesis.
El objetivo de realizar estos estudios, era identificar diferencias fenotipicas entre los

tumores sincrénicos de cada individuo y su relacién con factores pronostico.

Se ha encontrado que la expresidon de p27, en al menos uno de los tumores, se asocié
con mayor grado de diferenciacién tumoral y, por tanto, mejor pronéstico. Por otro
lado, la expresidén de p16 en al menos uno de los tumores se relacioné con factores
peor prondstico de la enfermedad. Estos datos estan apoyados por lo descrito

previamente por otros autores(204)(114).

En el trabajo expuesto en esta Memoria, la expresion discordante de B-catenina se

asocié a mayor desarrollo de metdstasis y estadios tumorales mas avanzados.
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B-catenina es un efector de la trascripcidn a través de la activaciéon Wnt. La activacion
de esta via se demuestra por la expresidon de B-catenina en el nicleo o su ausencia a
nivel de membrana (207) (75). El estudio de la expresidon de B-catenina a nivel nuclear
mostréd una concordancia moderada entre los dos tumores sincronicos de cada
paciente. B-catenina tiene un patréon de distribucion  nuclear en células
indiferenciadas. Se ha descrito que la expresidén de B-catenina se puede modificar en
funcién del microambiente del tumor, habiéndose observado que en los tumores con
alto grado de diferenciacion, los clones que se desarrollan en las metdstasis recuperan
la polaridad propia de las células epitelioides (19). La disposicién celular dentro del
tumor, puede modificar el patrén de localizacién de B-catenina ya que esta descrito
qgue es en el frente invasor del tumor donde hay una expresién nuclear mayoritaria
(103). Esta variabilidad en la expresién de B-catenina en el propio tumor, podria restar
trascendencia a las diferencias entre tumores distantes, ya que las células tumorales

pueden estar expuestas a microambientes muy diferentes.

La expresién de B-catenina a nivel nuclear, fue mas profusa en los tumores con PD-CI.
Sin embargo, ningln paciente con PD-CD presenté expresion de B-catenina en los dos
tumores. Es este un claro aspecto diferenciador de las dos localizaciones. En la mayoria
de los pacientes, la via de sefializacion Wnt, juega un papel relevante por lo menos en
uno de los tumores. Esto ocurre fundamentalmente en los tumores con PD-CI
concordado con los resultados obtenidos en relacion a la expresién nuclear de B-

catenina.

Como resumen de este trabajo, se puede decir que los tumores de cada individuo no
son concordantes en todos los aspectos, a pesar de estar localizados en el mismo
o6rgano y en el mismo momento. Esto puede ser debido a que en el proceso de
carcinogénesis, pueden suceder eventos etiopatogénicos comunes, que provoquen
alteraciones moleculares similares, pero existen otras modificaciones, que se
producen de manera independiente y que diferencian a un tumor de otro. En general,
se considera que los eventos comunes se producen al inicio del proceso y los rasgos

diferenciales sobrevienen en la progresion del tumor (187)(125)(66).



©. CONCLUSIONES






Teniendo en cuenta los resultados anteriormente expuestos se extrajeron las

siguientes conclusiones:

1. El cdncer colorrectal sincrénico no hereditario, presenta diferencias anatomo-
clinicas especificas en funcion de su patron de distribucion; siendo
caracteristicas de los tumores localizados en colon derecho, una menor
frecuencia de pdlipos asociados y una mayor produccion de mucina.

2. El cancer colorrectal sincrénico no hereditario se presenta, mayoritariamente,
con patrén de distribucién difuso o con patrén de distribucion en colon
izquierdo.

3. En el cancer colorrectal sincronico no hereditario, el patron de distribucién en
colon derecho presenta caracteristicas moleculares especificas: una menor
concordancia del fenotipo CIMP y una mayor frecuencia de tumores con
inestabilidad de microsatelites.

4. Atendiendo a la clasificacion molecular global, por criterios de CIMP y de IMS,
los tumores sincrénicos no hereditarios presentan un nivel de concordancia
moderado.

5. El cédncer colorrectal sincrénico no hereditario, presenta fenotipo metilador
alto con elevada frecuencia, siendo excepcional la inestabilidad de
microsatelites como via de carcinogénesis.

6. El patron de metilacion de los genes CKDN2A, IGF2 y SOCS1 en los tumores
sincréonicos muestra diferencias en funcion de que la distribucién sea
segmentaria o difusa.

7. Diferencias en el patrdn de expresion de las proteinas p16, p27 y B-catenina se
asocian a variables con significado pronéstico.

8. La expresidn a nivel nuclear,de B-catenina vy, por tanto, de la activacion de la
via de sefializacién Wnt, presenta una concordancia moderada entre los
tumores de cada individuo, siendo mds frecuente su participaciéon en el
proceso de carcinogénesis de los tumores con patrén de distribucion en colon
izquierdo.
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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 y descripcion del proceso:

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacioén
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 cancer. Es
importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que entienda
su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que

crea preciso acerca de la misma.

La principal via de obtener dichos tejidos o sangre que permitan la investigacion
biomédica son las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines
diagnodsticos. Parte de la muestra de tejido o sangre no es necesaria para el
correspondiente estudio y para establecer un diagndstico 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 ningun riesgo o molestia
adicional ya que Uinicamente va a autorizar la investigacion con muestras sobrantes de
tejido o sangre, que de otra forma se desecharian. Para la obtencion de este material, no
se llevara a cabo ninguna prueba o intervencion distinta de aquella en la que se obtiene

la muestra de tejido o sangre para su estudio.



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 supondra ningun cambio en la relacién con su médico
ni perjuicio alguno en su diagndstico /tratamiento y/o seguimiento. En caso de
revocacion su muestra dejara de formar parte de la investigacion aunque los datos

obtenidos hasta ese momento si formaran parte de la misma.

Caracter altruista de la donacion:

La donacion tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra
ni ahora ni en el futuro ningin beneficio econémico por la misma. No esta previsto
compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigacion. En todo caso,
usted renuncia a cualquier beneficio econdmico que pudiera corresponderle en el futuro
y que sea, logicamente, renunciable. Tampoco obtendra ningtn 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
podréan 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, tratdndose los mismos tnicamente 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
ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca sera facilitada su identidad o

datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.



En el momento que usted consienta el uso de excedente de muestra para los fines de
investigacion aplicada descrito, dicho excedente (incluyendo terapias experimentales)
sera sometido a un proceso de disociacion. Es decir, s6lo serd identificado por un
nimero y/o un codigo constando todos sus datos debidamente codificados, por lo que
los investigadores implicados nunca conoceran su identidad o dato alguno que pudiera
llegar a identificarle; sin embargo, los mismos, si podran en todo caso acceder a otros
datos como su sexo o edad, pero siempre manteniendo la debida confidencialidad

conforme a la legislacion vigente.

De igual modo, sus datos personales seran incorporados a un fichero automatizado de
caracter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de Proteccion de
Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley Organica 15/1999 de 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 andlisis 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 analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte
del estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo del mismo.
Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los
aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor

clinico para Ud.

Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos que pudieran ser
tanto clinica como genéticamente relevantes para Ud e interesar a su salud o a la de su
familia, le seran comunicados si asi Ud lo estima oportuno. Un facultativo del Hospital
12 de Octubre se compromete a ofrecerle consejo genético, una vez obtenidos y

evaluados los resultados del estudio.



Asimismo, podria obtenerse informacién 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 formara parte de un banco de muestras o tumores hasta su uso en el proyecto
de investigacion pudiendo ser cedida a otros investigadores, los que a su vez podran
realizar ensayos relacionados con la finalidad para la que Ud haya donado la muestra.
Estos investigadores no tendrdn en ningin momento, como ya se ha indicado

anteriormente, acceso a su identidad.

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 comunicadion de la informacion | S] NO‘:

relevante derivada de la investigacién

Firma Fecha

Manifiesto que he recibido lo informacidn que me ha sido
praparcionada sobre el procedimiento anterormente indicado y he
podido formular los preguntas que he considerado oportunas




g . Hospital Universitario
12 de Octubre

SaludMaorid BB comunidad de Madria

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D.N.|. del paciente: _- Fecha: / /
Nombre del Médico que informa: . N° Colegiado: L

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 sé présenta con caracter asporadico. Existen algunas famiias en las
que se obsarva que o nimero de casos s supenor 3 1o que cabiria esperar en (@ poblackin general, sin que ok se
acompafe da polposis intesting! y acompafiados de una elevada incidencia de lumores como &l de estdmago, vias
blliares, endometno u ovaric enfre otros. Estudios recientes han puesto de manifiesio que sigunas de estas famiias

presentan mutackones en aiguno de sus genes Que son los responsables de ésie hecho.

Estas mutaciones se transmiten de padres a hios, igual que se transmiten olros caracteres fisicos (comoa, por elempio, ol
cokor del pelo) y su presencia supone un aumento del Nesgo de desarroliar a 10 largo de |a vida un cancer de colon, recto,
endometrio y en menor medidas de otros tumores como 10s mencionados antencrmante.

La presencia de Lna de las MUtaciones Citadas en una persona no significa que se tenga la certeza absoluta de que este
individuo vaya a desarrolar este tipa de tumor, (nicamente indica que existe un riesgo mayor & de la poblacidn general.

Por el contranio, 1a ausencia de dicha mutacdin no puede garantizar la no aparicion del cancer, puesio que o5 posible que
oxistan olrss mutaciones hoy en dia desconocidas y que por o tanto no pueden ser estudiadas o simplamente que no
hayan $do detectadas y por otro lado siempre persiste ef riesgo de desarrollar un cancer de forma esporddica (no

hereditanio)

Su caso ha sido valorado por una Unidad de Consejo Genético en Cancer Familiar que, 8 1a vista de sus antecadontes
famniliares, ha considerado la posidilidad de proceder & un estudio molecular con el fin de deferminar & posse siguna
altaracién gendtica de [as que hoy en dia conocemos como responsables del “Sindrome de Cancer de Colon Hereditario
no Poipésica”

El andisis se realza sobre una muestra de sangre extraida a tal efecto una vez otorgado el consentimiento, valordndose
de forma exclusiva factores genéticos relacionacos con este sindrome sin que pueda sof Ltikzada para otros fines nl para
estudiar oifos aspectos que No sean s relacionados con este lipo de tlumores. En ocasiones y previo al estudo de
mulacionas en sangre debe procederse a un estxdio del tejiio tumoral para lo cual puede ser preciso solicitar muestras de
tajido @l servicio de Anatomia patolégica cormespondiente

La informacidn sobre los resultados es estrictamente confidencial y Unicamante serd faciltada a la persona estudiada y a
quienes olla nos autarice por escnto. Estos datos quedaran bajo la custodia de la Unidad de Consejo Genético que e
atienda, sin que consien en su historial clinico ¥ no podran ser cedidos @ ninguna entidad o persona sin su aulorizacion
expresa Los datos podran ser ullizados con el fn de realizar estudics epidernioibgicos, garantizande en todo momento ef
anonimato. Si, no obstante lo anteriormente expuesio. en algin momento usted decide que esta informacion sea
destruida, podrd solictario por escrito a 1@ persona responsable de & Unidad que je ha estudiado

Si su andisis genético es negalivo, es decy, NO & encuentrd ningldn tpo de mutacidn que suponga especial
predisposicidn al cdncor, se lo Indicardn cudles son las medidas de prevencidn a tomar y que dependersn de la existencia
o no de casos de portadores de la mutacion conocidos en sy famia

Si su andlisis gandtico es positivo se e informard sobre & nesgo existante. as! como de las akernativas o8 prevencion
fsponbles en la actualidad

In 0CASIONes 30 pueda oblansr un resullado que denomnamos no Informativo. Esle tipo de resultados implica que N se
onoce en la actualidad las repercusiones que ciertas alteraciones detectadas puede tener sobre ef nesgo de padecer
Ancer de colon

- .
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la existencia de & mutacidn en Ia famiia ha sido confirmada, debe saber que otros méambros de su famika
pueden haberia heredado: de usted (en caso de sus descendientes) 0 de sus antepasados (en caso de olros familiares
como tios 0 primos). La Unidad de Consejo Gendtico en ningin caso contactard con ellog por propla inkkiativa para
advertiies de esta circunstancia, ya que esta informacidn es estrictamente confidencial Es decisidn personal suya
informar a dichos familiares con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asl cudl es su rlesgo

ndvidual con respecto a estos tumores.
De igual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutr en su estado emocional yio psicoldgico, tanto
positiva como negativarmente.

Si usied decde que no desea realzarse un estudio genédtico, sepa que su decisidn serd respetada en lodo moment y
recina el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manera debe saber que existen modeios tedricos que
permiten conocer do manera aproximada su nesgo de padecer determinados tpos de cancer, los cuales podrian
aplichrsele si no desea realizarse este tpo de test

Comentarics del médico que informa: A * ——

Y0ih - oo i ¢ - ———— e« —wy M@ SKH0 InfOrmado oralmente y por escritc sobre las
icas, beneficios y problemas que plantea el estudio genético en el cancer.

He comprendido esta informacion y cualquier dutda surgda me ha sido aclarada por el médico.

Mbmm.mmmnModmand
cancer sobre una muestra de sangre que me sera extralda & tal efecto y andiisis de tejido tumora) si necesario.
Z

Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legaimente)

Fecha: Fecha: A

Autorizo para que las personas abajo indicadas puedan ser informadas sobre los del estudio realizado.
Nombre TF :

RO . Wi .
Fdo.:D.0* Fecha:

En sjercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesio mi voluntad de revocario y solicko se
proceda a la destruccidn de las muestras sanguineas extraldas y de la informacién de eflas obtenida.

Firma: Fecha:
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