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INTRODUCCION

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad del
mundo (1). La International Agency for Research on Cancer (IARC) estimé que en el
afio 2020 se diagnosticaron aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos de cancer
en el mundo (excluyendo los tumores cutaneos no melanoma), y que dicha cifra aumen-
tara en las dos proximas decadas hasta los 27,0 millones (Figura 1). Sin embargo, sabemos
que la pandemia de la Covid-19 ha afectado al nimero de diagndsticos de cancer en

muchos paises por lo que probablemente el nimero real de canceres diagnosticados en

2020 habré sido menor (2).
2020 2040
World
18.1M 27.0M

2020:18.094.716 2040:26.997.577 (+49,2%)

- -
' =500 000 ' Camblos demograficos

Figura 1. Incidencia estimada de tumores en la poblacion mundial para los afios 2020 y 2040,
ambos sexos (excluidos los tumores cutaneos no melanoma). Modificado de Globocan 2020 (2).
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INTRODUCCION

Los tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo en el afio 2020 fueron los
de mama (que ocupa la primera posicion), pulmén, colon y recto, préstata y estbmago,
todos ellos con més de un millon de casos (Figura 2).
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Figura 2. Tumores mds frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimacion para el afio 2020, ambos
sexos (excluidos tumores cutdneos no melanoma). Modlificado de Globocan 2020 (2).

Atendiendo a la mortalidad, el cancer de pulmén ocupa el primer lugar, seguido del cancer
colorrectal. En tercer y cuarto lugar, encontramos el cancer de estbmago y el cancer de
higado (Figura 3). En el analisis por sexos, en varones la causa mas elevada de mortalidad
es el cancer de pulmon seguido del cancer de higado y el cancer de estdmago. En mujeres,
el cancer de mama es la causa mas frecuente, seguido de cancer de pulmén y cancer
colorrectal (Figura 4).
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Figura 3. Mortalidad por cdncer a nivel mundial. Modificado de
Globocan 2020 (2).
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23.0%
Non-Hodgkin

Cervix uteri

Colorectum 7.5%

9.0%

Figura 4. Mortalidad por cancer a nivel mundial por sexos (hombres derecha, mujeres izquierda). Modificado de
Globocan 2020 (2).

En Espafia, el cancer es también una de las principales causas de morbi-mortalidad. El
numero de canceres diagnosticados en Espafia en el afio 2023 se estima que alcanzara los
279.260 casos segun los calculos de REDECAN (3), lo que supone una estabilizacion con
respecto al afio anterior (Tabla 1). Al igual que se espera un incremento en la incidencia
del cancer a nivel mundial, en Espafia se estima que en 2040 la incidencia alcance los
341.000 casos (Figura 5).
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Sin embargo, igual que a nivel mundial, la realidad del afio 2023 puede ser ligeramente

diferente, ya que esta estimacion no incluye el posible efecto de la pandemia de la

COVID-19. Por ejemplo, a causa de la pandemia de la Covid-19 los programas de cribado

de cancer se vieron afectados en mayor o menor grado por lo que, con toda probabilidad,

el numero de canceres colorrectales y de mama, finalmente, diagnosticados en 2020 fue

menor al esperado. Del mismo modo, no esta claro como todo esto afect6 al numero de

diagnosticos de cancer del afio 2021 y 2022.
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Figura 5. Incidencia estimada de tumores en Espafia para los afios 2020 y 2040, por sexos (excluidos los tumores cutdneos no

melanoma). Modificado de Globocan 2020 (3).

Tabla 1. Estimacion del nimero de nuevos casos de cdncer en Espariia para el afio 2023 (excluidos los tumores cutdneos no melanoma).

Modificado de REDECAN (3).

Hombres Mujeres
<45 anos 6.070 10.315
45 a 64 anos 51418 47.054
>65 anos 101.057 63.346
Todas las edades 158.544 120.715

Ambos sexos
16.385
08.472
164.403
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Los canceres mas frecuentemente diagnosticados en Esparia en 2023 seran los de colon 'y
recto (42.721 nuevos casos), mama (35.001), pulmon (31.282), prostata (29.002) y vejiga
urinaria (21.694). A mucha distancia, los siguientes canceres méas frecuentes seran los
linfomas no hodgkinianos (9.943), el cancer de pancreas (9.280), el de rifion (8.626), el
melanoma maligno cutaneo (8.049), los canceres de cavidad oral y faringe (7.882), y los
canceres de cuerpo uterino (7.171), estdbmago (6.932) e higado (6.695) (Tabla 2).

Tabla 2. Estimacion del nimero de nuevos casos de cdncer en Espaiia para el afio 2023 segun tipo tumoral (excluidos
los cdnceres cutdaneos no melanoma (ambos sexos. Modificado de REDECAN (3).

TIPO TUMORAL I N

Cavidad oral y faringe 7.882
Eséfago 2302
Estémago 6.932
Colon 28.465
Recto 14.256
Higado 6.695
Vesicula biliar 2.648
Pancreas 9.280
Laringe 3.378
Pulmén 31.282
Melanoma de piel 8.049
Mama 35.001
Cérvix uterino 2326
Cuerpo uterino 1171
Ovario 3.584
Prostata 29.002
Testiculo 1.510
Rifon (sin pelvis) 8.626
Vejiga urinaria 21.694
Encéfalo y sistema nervioso 4.072
Tiroides 6.084
Linfoma de Hodgkin 1.539
Linfomas no hodgkinianos 9.943
Mieloma 3.082
Leucemias 6411
Otros 18.046
Todos excepto piel no melanoma 279.260
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En Espafia, la prevalencia a nivel global la encabeza el cancer de mama con mas de
120.000 pacientes diagnosticados de este tumor actualmente en nuestro pais (3). El
segundo lugar, lo ocupa el cancer colorrectal, seguido del cancer de prostata y del de
pulmoén (Figura 6). Por sexos, en el varon el 25% de los pacientes diagnosticados,
actualmente, de cancer lo son por cancer de prostata. EI segundo lugar lo ocupa el cancer
colorrectal, seguido del cancer de vejiga. En las mujeres, el cAncer de mama representa
el 36% de los tumores diagnosticados en Espafia en mujeres en el momento actual,

seguido del cancer colorrectal y del cancer de endometrio.

0TROS
7924568 (18%) MAMA

1790717 117,7%)

LABIO,
CAVIDAD BUCAL

959.248 (2,2%)

HiGADDg24.539 (2,2%)

TOTAL:
44.091.402

COLORRECTO
5.253.3 )

2335 (11,9%)

RINON
1.207 547 (2,7%)

LEUCEMIA

1.340.506 (3%)
UTERO -
A15.213(3,2%)

CUELLO UTERINO
1495211 (3,4%)

PROSTATA

4.956.901 (11,2%)

VEJIGA ]
1.720 625 (3,9%) _@PEL!')]‘Q“EIW |

ESTOMAGO

Figura 6. Estimacion de la prevalencia a los 5 afios del diagndstico de cdncer a nivel
mundial para el afio 2020. Modificado de GLOBOCAN 2020 (2).

El INE ha publicado recientemente los datos de mortalidad en Espafia en el afio 2021, con
445.744 defunciones, lo que supone una disminucion de la tasa bruta de mortalidad del
8.7% respecto al afio previo. En este periodo de tiempo, los tumores constituyeron la
segunda causa de muerte en Espafia (25,2% de los fallecimientos, 116.662), con un
aumento del 0,8% respecto al afio anterior y sélo por detras de las enfermedades del
sistema circulatorio (26,4% de las muertes, 119.853) (4). Las enfermedades infecciosas
fueron la tercera causa del muerte con el 10,2% del total, 39.444 con identificacion
positiva de COVID-19 y 595 adicionales con alta sospecha. En el afio 2020, fueron 80796

muertes por COVID-19 y 14.418 con alta sospecha, por tanto, a pesar de la crudeza de la
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pandemia de la COVID-19, el cancer siguio siendo responsable de mas muertes que el
COVID-19 en el afio 2020 (3).

En varones, los tumores han seguido siendo la principal causa de mortalidad en Espafia
en 2021 (67.884), por delante de las enfermedades cardiovasculares (55.905) e
infecciosas (25.728). En mujeres, las enfermedades cardiovasculares fueron la principal
causa de mortalidad (63.291), seguidas de los tumores (45.818) y las enfermedades
infecciosas (20.273)

Entre los fallecimientos por tumor, las causas mas frecuentes en Espafia en 2021, como
en afios anteriores, fueron los canceres de pulmon, colon, pancreas, mama y préstata
(Tabla 3).

De forma general, la mortalidad por cancer en Espafia ha experimentado un fuerte
descenso en las ultimas décadas (Figura 7). Estas tendencias reflejan las mejoras en la
supervivencia de los pacientes con tumores debido a las actividades preventivas, las
camparias de diagndstico precoz, los avances terapéuticos, y, en varones, la disminucion
de la prevalencia del tabaquismo. Otros cambios, como el aumento de cancer de pulmén
atribuible a la contaminacidn, los tratamientos para el virus de la hepatitis, etc., tardaran

en evidenciarse.

Tasa estandarizada por edad (mundial) por 100.000

Figura 7. Evolucion temporal de la mortalidad estandarizada por tumores en Espafia.
Modificado de GLOBOCAN 2020 (2).
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Tabla 3. Fallecimientos por tumores en Espafia en 2021, por causa, ambos sexos. Modificado de INE (4).

Tumores

Tumor maligno del labio, de la cavidad bucal y de la faringe
Tumor maligno del eséfago

Tumer maligno del estémago

Tumor maligno del colon

Tumeor maligno del recto, de la porcién rectosigmoide y del ano

Tumor maligno del higado y vias biliares intrahepiéticas
Tumor maligno del pancreas

Otros tumores malignos digestivos

Tumeor maligno de la laringe

Tumor maligno de la traquea, de los bronguios y del pulmaén
Otros tumores malignos respiratorios e intratoracicos
Tumores malignos del hueso y de los cartilagos articulares
Melanoma maligno de la piel

Otros tumores malignos de la piel y de los tejidos blandos
Tumor maligno de la mama

Tumer maligno del cuello del dtero

Tumor maligno de otras partes del titero

Tumor maligno del ovario

Tumeores malignos de otros drganos genitales femeninos
Tumeor maligno de la préstata

Tumeres malignos de otros érganos genitales masculines
Tumor maligno del rifidn, excepto pelvis renal

Tumeor maligno de la vejiga

Otros tumores malignos de las vias urinarias

Tumeor maligno del encéfalo

Otros tumores malignos neurolégicos y endocrinos

Tumor maligno de sitios mal definidos, secundarios y de sitios no especificados

o> Total

113.662

2451
1.780
4838
11.021
4.017
5.066
7663
2515
1.158
22438
476
352
1.056
1675
6614
697
1628
1979
626
5.889
180
2270
4464
1770
3175
624
4836
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1. CANCER COLORRECTAL

1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer colorrectal (CCR) representa el tercer tipo de neoplasia con mayor incidencia
en el mundo (10,7%), tras el cancer de mama (12,5%) y el de pulmon (11,7%) y la
segunda causa de muerte por cancer a nivel global (1, 2). En Espafia, el CCR ocupa el
primer puesto en incidencia y el segundo en mortalidad (3). El cancer de colon es més
frecuente en las mujeres y el de recto en el hombre. Se presentan de manera sincronica o

metacronica en el 5% de las ocasiones.

Sin embargo, aunque estudiados juntos, el cancer de colon y el de recto presentan
caracteristicas, al menos epidemioldgicas, muy diferentes. Por un lado, el cancer de colon
(que ocupa el 70%) se ha ido haciendo cada vez méas frecuente en los paises
industrializados y esta claramente relacionado con factores ambientales, mientras que la
incidencia del cancer de recto no parece haber variado y el porcentaje de presentacion es

muy similar en todos los paises (1, 5, 6).

1.2 ETIOLOGIA Y EVOLUCION NATURAL

La edad

La edad es el factor que mas influye por encima de cualquier otro factor demogréfico. La
mayor incidencia se sitda entre los 65-80 afios. Esta aumenta de manera sostenida desde
los 35 afios de menos de 2 casos por 100.000 habitantes hasta los 400 después de los 85
afios (1, 7).

Dieta y estilos de vida

Los estudios epidemioldgicos, asi como experimentales realizados en animales, han
puesto de manifiesto que el cancer colorrectal es causado o promovido por factores
medioambientales, especialmente por factores dietéticos que afectan al microambiente
intestinal (7).

El cancer de colon se encuentra en aumento en los paises occidentales y del norte de

Europa, en EE.UU. y en Nueva Zelanda, principalmente en los grupos sociales
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econdémicamente mas altos. Por el contrario, su incidencia va a la baja en otros paises o

continentes como Japon, Africa, Asia y América del Sur.

El consumo de dietas pobres en fibra, fruta y verdura y ricas en grasas animales, carnes
rojas y procesadas, constituyen un factor de riesgo, ya que promueven la secrecion de
acidos biliares, la formacion de cetosteroides y cambios en la flora intestinal que
conllevan a la aparicion de sustancias potencialmente carcinogénicas, ademas de inducir

a la proliferacion en la luz intestinal (8).

Algunos micronutrientes como la vitamina D o el calcio parecen ser factores protectores
del cancer colorrectal, al igual que el consumo de pescado, rico en acidos grasos omega
3 (Figura 8).

El alcohol, el tabaco, la obesidad y la inactividad fisica se asocian con el aumento de
riesgo de CCR (7,8Yy 9).

GRASA ACIDOS » AC. BILIARES
DIETA BILIARES microfiora SECUNDARIOS

l

ACT. FOFOLIPASA
EN COLONCITOS

1

LIBERACION:
GENOTOXINAS « Ac. araqujdénico

- + Diacilglicerol

MUTAGENOS
FECALES
_PROTEINCINASA
g '
RAD. LIBRES _ ACT. RESPIRATORIA PROLIFERACION
SUPEROXIDO NEUTROFILOS CELULAR

Figura 8. Secuencia de la carcinogénesis en el cancer colorrectal partiendo de una dieta rica en grasas. (Medicine) (7).

La ciclooxigenasa (COX-2) junto con otras enzimas oxigenadoras y una dieta rica en
grasas, genera un estrés oxidativo cronico y, por tanto, una injuria celular que, si no es
reparada por los agentes detoxificadores como el glutation (GSH) o por genes reparadores
del DNA, puede determinar la aparicion de células tumorales, especialmente cuando los

mecanismos normales de apoptosis no entran en funcionamiento (7).
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Por altimo, cabe destacar que la microbiota puede desemperiar un papel fundamental en
la carcinogénesis e incluso en la modulacion de respuesta a tratamientos como la
inmunoterapia en términos de eficacia y toxicidad (10). La multidisciplinariedad en esta
linea de investigacion (oncologia, inmunologia, digestivo, anatomia patoldgica,
bioinformatica) es fundamental para analizar y comprender los datos derivados de la

misma.

Factores hereditarios

El 75-80% de los canceres colorrectales son de tipo espdradico, mientras que en el 20-
25% restante aparece un componente familiar (familiares de primer y/o segundo grado
afectos de CCR). Sin embargo, solamente el 5-7% presentan una predisposicion

hereditaria mediante un patron mendeliano (1, 5y 6).

a) Antecedentes familiares. El riesgo para aquellos con dos 0 méas parientes de primer
grado afectados, aumenta el riesgo al triple (1).

b) Sindrome de Lynch o Cancer colorrectal hereditario no polipdsico (3-5% de los
CCR): es el sindrome hereditario de predisposicion al CCR maés frecuente, sigue
un patron de herencia autosémico dominante (11). Esta causado por alteraciones
germinales en los genes de reparacion del ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2).
Puede asociar otros tumores extracolonicos (endometrio, ovario, gastrico, vias
biliares, urinarias, SNC, mama, etc). La penetrancia de CCR se sitta en el 80%,
siendo menor para el resto de los tumores (endometrio 40-60%, ovario 9-12%,
gastrico 2-13%). Una de las principales caracteristicas es la edad temprana de
aparicion del CCR (menores de 45 afios); ademas tiene unas caracteristicas
fenotipicas como la apetencia por el colon derecho, la desdiferenciacion de los
tumores o la histologia mucinosa o con células en anillo de sello (12, 13, 14 y 15).

c) Poliposis adenomatosa familiar (0,5% de los CCR): sigue un patrén de herencia
autosdmico dominante, originada por mutaciones del gen APC, localizado en el
cromosoma 5 (16, 17, 18). Se caracteriza por la presencia de mas de 100 polipos
en colon y recto (cientos o miles) que, invariablemente daran lugar a la aparicion
de CCR (penetrancia del 100%) si no se estableen medidas preventivas (cirugia

profilactica) (19). Puede asociar manifestaciones extracol6nicas como pdlipos en
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tracto digestivo superior, tumores desmoides, hipertrofia del epitelio pigmentario
de la retina, osteomas, quistes epidérmicos, tumores hepatobiliares, de tiroides o
del SNC (cuando asocia manifestaciones extracolonicas, también se le conoce
como sindrome de Gardner o si se acomparia de gliomas, sindrome de Turcot) (20,

21, 22). Esta parte sera ampliamente desarrollada posteriormente.

Patologia colonica previa (7, 24, 26)

e Podlipos: El riesgo depende del tamafio y del tipo de polipo. El adenoma
velloso y velloso-tubular, los mayores de 2 cm y los multiples son los que méas
potencial maligno presentan (27, 28).

e Enfermedad intestinal inflamatoria: Colitis ulcerosa y Enfermedad de Crohn
en relacion con el tiempo de evolucion y severidad de la enfermedad, siendo
mas frecuente en la colitis ulcerosa (29).

e Ureterosigmoidostomia: Tiempo de latencia de 15-30 afios, sobre todo si es
distal (30, 31).

e Cancer colorrectal: el riesgo de presentar tumores metacronicos en los

primeros 5 afos es del 1,5-3% (32).

1.3 HISTORIA NATURAL (33, 34, 35)

La mayoria de los canceres de colon y recto se desarrollan a partir de un adenoma,
siguiendo el modelo de Volgestein en un proceso que dura 10-15 afios (36, 37); sin
embargo, algunos pueden aparecer de novo sin existencia previa de una lesién

adenomatosa por mecanismos de carcinogenesis diferentes (38).

Se han identificado dos grandes vias de carcinogénesis en el desarrollo del CCR, por tres
mecanismos diferentes (7): la via supresora o de inestabilidad cromosémica (CIN) y la
via de inestabilidad de microsatélites (IMS). Esta Gltima puede venir ocasionada por una
via mutadora o metiladora -fenotipo metilador de islas de CpG (CIMP)- (Figura 6) (39,
40). La via de CIN es la mas frecuente, tanto en CCR esporadico como en los sindromes
de poliposis hereditarios, y se caracteriza por la activacion de los oncogenes K-RAS y c-
MYC, y la inactivacion de genes supresores del crecimiento tumoral; APC, DCC, p53,
TGFBR 0 PIK3CA (23, 24). La IMS puede producirse por mutaciones germinales en los
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genes reparadores del ADN del sistema mismatch repair (MMR), es el que tiene lugar en
el sindrome de Lynch, y produce acumulacion de mutaciones a lo largo de todo el genoma
siendo especialmente sensibles las regiones de los microsatélites (Fenotipo Mutador) (41,
42 y 43). La IMS también puede ser consecuencia de la via de carcinogénesis CIMP, en
este caso tiene como mecanismo iniciador la mutacion activadora de BRAF, lo que
ocasiona una inhibicion de la apoptosis y un silenciamiento epigenético por
hipermetilacion de los islotes CpG de la region promotora de genes supresores dando
lugar al CCR (Figura 9) (21, 44, 45).

Normal Non-advanced Advanced Colorectal
i i — —> —
Carcinogenic pathwa mucosa adenoma adenoma cancer

Progressive increase in aneuploidy

Chromosomal > |

instability (ClN) Suppressor genes: APC, TP53, SMAD4, DCC CIN+
Oncogenes: KRAS, CTNNB1, PIK3CA

Microsatellite —» DNA mismatch repair genes —» MSI+

instability (MSI) MLH1, MSH2, PMS2, MSH6

MLH1 mutati
CpG island methylator mutation — MSI+ CIMP+

phenotype (CIMP) Promoter hypermethylatioq > CIMP+
BRAF mutation

Figura 9. Vias de carcinogénesis de carcinoma colorrectal. Modificado de Manrique Areses et al (21).

A nivel histologico, la expresion mas incipiente es la aparicién de focos de criptas
aberrantes que dan lugar a la formacion de focos de adenomas microscépicos (46). Con
el tiempo estos cambios avanzan hasta la superficie epitelial dando lugar al pélipo. La
evolucion de polipo a carcinoma tiene lugar a lo largo de los afios (1, 47, 48).

Posteriormente, en la etapa invasora de carcinoma, la progresion se hace de forma
ordenada, con tendencia al crecimiento circular e invadiendo las diferentes capas de la
pared colonica (49). La diseminacion locorregional, también, suele ser ordenada,
invadiendo primero los ganglios paracélicos y pararrectales para luego extenderse a los
mesentéricos. A partir de aqui, la diseminacién depende de la localizacion primaria del
tumor: los situados a menos de 3 cm del margen anal se diseminan hacia los linfaticos
inguinales, los situados entre 3 'y 8 cm hacia los ganglios linfaticos iliacos internos, a mas
de 8 cm hacia los ganglios linfaticos mesentéricos superiores y el localizado en el colon

hacia los ganglios linfaticos mesentéricos superiores (22, 23, 50).
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La diseminacion hematogena se realiza desde las estaciones ganglionares afectadas. Lo
mas habitual es el drenaje portal y, por tanto, el principal asiento de metastasis el higado,
seguido de pulmon, huesos y otras localizaciones. Sin embargo, los tumores distales
(principalmente recto), pueden dar lugar a metastasis pulmonares de inicio por el drenaje

via vena cava inferior (sin pasar por la porta) (21, 51, 52).

1.4 ANATOMIA PATOLOGICA

Localizacién

Considerando en conjunto el CCR, la localizacion predominante es el recto (45%) y el
sigma (25%). Cuando se tiene en cuenta el colon de forma aislada el orden de frecuencia
es colon descendente > colon transverso > colon ascendente. En el 3% de los casos de

cancer colorrectal se observan tumores sincrénicos, y en el 2%, metacronicos (1, 7).

Histologia

Maés del 95% de los carcinomas colorrectales son adenocarcinomas (ADC), siendo el
ADC tubular o glandular el més frecuente, aunque se describen otros subtipos de ADC
como el mucinoso, de células en anillo de sello 0 medular (53, 54). Otros tipos menos
frecuentes son: carcinoma adenoescamosos, sarcoma, linfoma, tumor carcinoide,

melanoma en la union anorrectal y carcinoma indiferenciado (7, 24).

Biomarcadores

En CCR se han descrito biomarcadores de utilidad clinica tanto en enfermedad localizada
como en enfermedad avanzada (56).

La European Society for Medical Oncology (ESMO) recomienda la determinacion del
estatus de RAS (KRAS y NRAS), BRAF y MSI y/o inmunohistoquimica de las proteinas
reparadoras del DNA (MMR), siendo también recomendable la determinacién de HER2
en enfermedad avanzada, puesto que seran determinantes de cara a la eleccion del
tratamiento mas adecuado en cada momento evolutivo de la enfermedad. Por otra parte,
en enfermedad localizada, el unico biomarcador de utilidad clinica hasta el momento, es
la determinacién de MSI/MMR. En ambos casos, enfermedad localizada y avanzada, el

analisis de MSI/MMR sirve, también, como cribado de sindrome de Lynch (6, 56 y 57).
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2. SINDROMES POLIPOSICOS DE PREDISPOSICION AL CCR

La poliposis gastrointestinal es un problema clinico comdn en el que ain no se ha
encontrado un consenso sobre el mejor manejo de los pacientes con un moderado nimero
de polipos y sin mutacion germinal (18). Cada afio en nuestro pais se diagnostican mas
de 34.000 casos de cancer colorrectal, y mas del 95% de ellos se desarrollan a partir de
un pdlipo adenomatoso, un hallazgo frecuente en las colonoscopias de despistaje, y cuya
prevalencia aumenta con la edad y el sexo masculino. Individuos con varios polipos
tienen un mayor riesgo para desarrollar cancer colorrectal y alguno de ellos puede tener

un sindrome hereditario de poliposis (58).

Los sindromes hereditarios de poliposis son entidades poco frecuentes, genética y
clinicamente heterogéneas, con caracteristicas que a menudo solapan uno o mas de los
distintos sindromes, y en las que la identificacién de su causa genética repercute
favorablemente en el pronostico y vigilancia de los afectados. Los polipos
gastrointestinales se clasificaron tradicionalmente en dos grupos principales: adenomas y
polipos hiperplasicos (59). Los primeros con un gran potencial de malignizacion,
precursores de la mayoria de los canceres colorrectales, y los segundos considerados
inocuos durante mucho tiempo. Esta clasificacion elemental ha evolucionado clinica,
histoldgica y molecularmente, hasta la distribucion en cuatro grandes grupos: poliposis
adenomatosas, poliposis hamartomatosas, poliposis serradas y poliposis mixtas, las dos
primeras incluyendo diferentes entidades (Figura 10). Junto a la presencia de uno u otro
tipo de polipos, estos sindromes exhiben una serie de manifestaciones extracolonicas

cuyo reconocimiento es esencial para orientar el diagnostico y el estudio genético.

Los mayores riesgos se producen en las poliposis adenomatosas asociadas a mutaciones
en los genes APC o0 MUTYH. Mientras que las mutaciones en genes como SMAD4 o
BMPR1A se asocian a riesgos mas moderados. Las mutaciones en algunos de estos genes
confieren, ademas, riesgo para desarrollar tumores extracolénicos, a veces mucho mas

elevados que los del propio cancer colorrectal (60).
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Las guias NCCN (61) indican que cualquier individuo con las caracteristicas resefiadas a
continuacidn, precisa una valoracion de riesgo para descartar que pueda padecer un
sindrome poliposico:

e > 10 polipos adenomatosos, o

e >2 polipos hamartomatosos, o

e > 5polipos serrados en el colon proximal, o

e > 1 familiar afecto de poliposis.

La presencia de >10 pdlipos adenomatosos puede ser causado por la Poliposis
Adenomatosa Familiar (PAF), la Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) o la

Poliposis por mutaciones bialélicas en el gen MUTYH (PAM).

Poliposis
Adenomatosa Hamartomatosa Mixta Serrada
A A P - Poli i K
Dominante Recesivo i ,0 IpO?IS FLER R
Jegher juvenil hamartomatosos
POLE MMR

APC MUTYH | | NTHL1 STK11 || SMAD4 BMPRI1A || PTEN || GREM1 RNF43
— POLD1 = bialélicas I

Figura 10. Clasificacion de los sindromes polipdsicos y principales genes responsables. Modificado de Valle L (58, 18).

2.1 POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR

La PAF es el segundo sindrome de cancer colorrectal hereditario en orden de frecuencia,
por detras del sindrome de Lynch (60, 62). Representa cerca del 1% de todos los canceres
colorrectales (18). La forma clasica de la enfermedad se caracteriza por la aparicion desde
una edad temprana, de cientos o miles de adenomas a lo largo de todo el colon y un riesgo
de sufrir cancer colorrectal del 100% si no se adoptan medidas preventivas, como la
colectomia (63). Hay una forma atenuada de la enfermedad (PAFA) con manifestaciones

mas leves, una aparicién mas tardia de los polipos y, por lo general, con un nimero de
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adenomas que no excede de cien. Microscopicamente, la mayoria de los adenomas se
inician a partir de criptas displasicas - aberrant crypt foci o ACF, que se piensa son las
lesiones precursoras de los adenomas y el subsiguiente cancer-, que posteriormente

adquieren una arquitectura tubular (64, 65).

Gen APC y la ruta candnica Wnt/b-catenina.

Las primeras familias identificadas con PAF se ajustaban a un modelo de herencia
autosomico dominante. Entre los afios 1987 y 1991 se identifico el locus de APC en el
brazo largo del cromosoma 5 en pacientes con poliposis adenomatosa y deleciones
constitucionales de la region cromosémica 5g21, y tiempo después, se asociaron las

mutaciones en el gen APC con el desarrollo de la PAF (66).

El gen APC es un gen supresor de tumores que consta de veintitn exones, quince de ellos
codificantes, un tamafio de 8.532 bp que se trasladan a una proteina que, en su isoforma
mas frecuente, tiene 2.843 aminoacidos (67). Las alteraciones del gen APC son eventos
tempranos, sino iniciadores, del 80- 85% de todos los canceres colorrectales, exceptuando
aquellos que muestran un fenotipo CIMP por metilacion de las islas CpG, o los que se
desarrollan por inestabilidad de microsatélites, consecuencia de la deficiencia de los
genes MMR. La proteina APC cumple funciones importantes en la ruta de sefializacién
Whnt, y se relaciona con procesos celulares como la apoptosis, diferenciacion neuronal,

adhesion y migracion celular, asi como en la segregacion de los cromosomas (68).

La ruta de sefalizacion Wnt/b-catenina, altamente conservada a lo largo de la evolucion,
desempefia funciones esenciales durante el desarrollo embrionario normal y a lo largo de
la vida, en el mantenimiento de la homeostasis en, virtualmente, todos los tejidos. Consta
de al menos 3 vias diferentes de las cuales la principal se conoce como via canonica
(Canonical Wnt pathway), en la que APC desempefia un papel central (Figura 16). APC
junto con AXIN2 y GSK3-b forma el “complejo de destruccion de la b-catenina”,
marcandola para su degradacion por el proteosoma. Cuando APC esta mutado, la b-
catenina se acumula en exceso en el citoplasma y pasa al nucleo. En el nucleo, la b-
catenina forma un complejo con el factor de transcripcion de las células T (TCF) o con el

lymphoid enhancer factor (LEF), que activa la expresion de varios genes implicados en
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proliferacion y trasformacion, como ¢c-MYC, c-Jun, CCNDL1 (el gen que codifica la
ciclina D1), EGFR, CD44, CD133, LGRS, y otros (68).
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Figura 11. La ruta de sefializacion candnica Wnt/B- catenina. Modificado de Jeong et al (68).

Mutaciones en APC explican un elevado porcentaje de los casos con PAF, con una clara
desigualdad entre las tasas de mutacion detectadas en las formas de PAF clésica,
aproximadamente un 75-85% y las atenuadas, alrededor del 30-50%. No obstante, la
mayor capacidad de deteccion de las nuevas tecnologias de anélisis, ha puesto en
evidencia que algunos casos clasificados como APC negativos, tenian mutaciones
heterocigotas en APC, alteraciones en la secuencia promotora, mutaciones en areas
intrénicas alejadas, reordenamientos gendémicos complejos, 0 mutaciones somaticas o
mosaicismos de APC (60).

La mayoria de las mutaciones en APC se concentran en la mitad 5° del gen. El 75%
aproximadamente, de la secuencia codificante del gen corresponde al codon 15, que es el
area que concentra un mayor nimero de mutaciones tanto germinales, como somaticas.
Asimismo, dentro de este codon 15, hay zonas con mayor tasa de mutaciones como la
region MCR (Mutation Cluster Region). Los codones 1.061 y 1.309 del MCR son puntos
especialmente “calientes” por la presencia de secuencias altamente repetitivas, donde la

posibilidad de fallo por deslizamiento de la polimerasa es mayor.
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Los individuos con PAF heredan una mutacion inactivante en uno de los alelos del gen
APC, y en el adenoma o en el adenocarcinoma, adquieren una segunda mutacion en el
otro alelo. La aparicion de mutaciones bialélicas es un evento temprano en los individuos
con PAF (18, 60).

Se ha propuesto que el caracter del primer hit mutacional en la PAF condiciona el
segundo. Asi la mutacion germinal, la heredada, influye, o determina, el tipo y la

localizacion de la mutacion somatica (60).

Mas del 90% de las mutaciones en APC generan codones de parada prematuros que
derivan en productos truncados, la mayoria, estables, y, aproximadamente, el 60% de
todos ellos ocurre en la MCR (69, 70).

La expresion estable de la proteina APC truncada se ha detectado en pacientes con PAF
y también en pacientes con cancer colorrectal esporadico. Las proteinas con el extremo
C-terminal perdido, carecen de los dominios requeridos para su unién con los
microtUbulos, EB1, y b-catenina, circunstancia que, potencialmente, induce inestabilidad
cromosOmica, activacion de la proliferacién, e inhibicion de la diferenciacion. A la vez
que la pérdida de la funcién supresora tumoral debida a la pérdida de la secuencia C-
terminal de APC, es un mecanismo critico para la iniciacion del cancer colorrectal, cada
dia son mayores las evidencia que apuntan a que la proteina APC truncada ejerce una

funcion dominante que podria contribuir a la tumorogénesis colorrectal (67, 69).

La alteracion de APC produce la desregulacion de otros procesos celulares. La pérdida
de la funcion supresora de APC conlleva también pérdida de la adhesion celular, y
defectos en el control del ciclo celular, deterioro de los mecanismos de reparacion por
escision de bases (BER), y de las roturas de doble cadena, ademas de la induccion de
errores en el Spindle Assembly Checkpoint (SAC), que derivarian en mala segregacion e
inestabilidad cromosémicas. Por su parte, la ganancia de funcion asociada a muchas de
las mutaciones en APC parece ser responsable de la resistencia a la apoptosis, la alteracion
de los mecanismos de migracion celular y también de la interferencia con el correcto
funcionamiento del SAC (69, 71, 72).
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Relacion genotipo-fenotipo

Durante los ultimos afios varios estudios han buscado una correlacion entre la localizacion
de la mutacion y el fenotipo desarrollado por los pacientes con PAF (18, 5). Sin embargo,
es posible que la informacion actualmente disponible no tenga una aplicacion universal,
0 que su validez quede restringida a algunas poblaciones, aquellas en las que fueron
obtenidos los datos.

Esta ampliamente aceptada la relacion entre las mutaciones en la region MCR, en
concreto en el codon 1.309, con los fenotipos mas severos, caracterizados por la presencia
de més de un millar de p6lipos, y con un debut mas temprano de la enfermedad, en torno
a diez afios antes de lo usual. Otra de las asociaciones clasicas es la que relaciona
mutaciones en los extremos 5’ y 3° del gen, con el desarrollo de un fenotipo atenuado,
concretamente aquellas mutaciones anteriores al codon 157 y posteriores al 1.517 (73).
En el extremo 5’ este efecto se explicaria por la presencia de un segundo sitio de inicio
de transcripcién en el coddn 184 que en parte solventaria el efecto de una mutacién
anterior a esa zona. La region de procesamiento alternativo del exén 9 se ha asociado
también a fenotipos PAFA (63).

En Espafia existen algunos trabajos realizados en poblaciones del noroeste, noreste, Islas
Baleares y sur de la peninsula, que describen unas tasas de mutacion del gen APC que
van desde el 35,3% en poblacion gallega, al 86,7% descrito en el sur de Espafia (63) en
poblacion con criterios clinicos de PAF.

El trabajo mas extenso es el de Rivera et al. (63), en el que se muestran los resultados de
136 pacientes con PAF clasica. La tasa de mutaciones fue del 74,3% en el global de la
serie, y algo mas elevada cuando se consideraron solo los casos familiares. Todas las
mutaciones en APC fueron truncantes, con una cuarta parte de ellas localizadas en la
MCR (Figura 12). Es destacable que ocho casos de la serie -que sélo incluia formas
clasicas de la enfermedad-, mostraran mutaciones localizadas en areas del gen
tipicamente vinculadas con las formas atenuadas. Al margen de las caracteristicas
descritas para las mutaciones en la MCR, el resto de manifestaciones fenotipicas del

sindrome no mostraron una clara relacion con el genotipo.
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Figura 12. Representacion de la localizacion y tipo de mutaciones y grandes reordenamientos (GR) a lo largo del gen APV en la
poblacion espafiola. Modificado de Rivera et al (63).

Variante de la PAF: Adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal gastrica
(GAPPS)

En 2016, Li y cols. (75) describieron una entidad autosémica dominante de poliposis
multiple de las glandulas del fundus del estmago y una alta predisposicion al cancer
gastrico, pero no al cancer colorrectal, en seis familias en las que identificaron tres
mutaciones en el promotor 1B del gen APC que segregaban con la enfermedad. Las
mutaciones se localizaban en el dominio de union con el factor de transcripcion YY1. La
alteracion de la afinidad entre YY1 y el promotor 1B de APC y la reduccion de la
actividad transcripcional, fueron demostradas en lineas celulares gastricas y colorrectales.
Ademas, el analisis en diferentes tejidos de los portadores demostro disbalance alélico de
APC. El promotor 1A de APC se encuentra metilado en los pacientes con GAPPS,
también en la mucosa gastrica normal y en los p6lipos fundicos esporadicos, hecho que
apunta a que los transcritos del 1B tienen mayor relevancia que los del 1A en la mucosa

géstrica (18).

ASPECTOS CLINICOS DE LA PAF

La PAF es la poliposis mas importante. Representa menos del 1% de todos los canceres
colorrectales y se diagnostica un caso cada 10,000-30,000 individuos. Supone menos de

un 0,5% de todos los canceres colorrectales pero es importante dado que los individuos

afectos tienen un riesgo de, practicamente, el 100% de padecer CCR.
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La PAF clasica se caracteriza por la presencia de cientos o miles de adenomas a lo largo
de todo el colon desde la adolescencia. Existe una variante atenuada de la enfermedad
(PAFA) con manifestaciones mas leves, una aparicion mas tardia de los pélipos y, por lo

general, con un numero de adenomas inferior a 100 (76).

Si no se recibe tratamiento, los pélipos suelen desarrollarse en la segunda y tercera década
de la vida, a los 15 afios el 50% de los pacientes presentan polipos, y a los 35 afios mas
de un 95%. Es por ello que, dado que la penetrancia es cercana al 100%, se considera que,
si un paciente no ha desarrollado pélipos antes de los 40 afios es muy improbable que
padezca PAF (77).

Hasta un 30% de los afectos de PAF o PAFA no tienen historia familiar de poliposis y se
consideran casos de novo (78). Mutaciones en el gen supresor APC explican un elevado
porcentaje de los casos de PAF, identificando mutacion hasta en un 80% de las PAF
clasica y hasta un 30% de la PAFA. La variabilidad fenotipica PAF es muy elevada,
incluso dentro de una misma familia y en personas que presentan la misma alteracién
genética del gen APC (79).

Caracteristicas clinicas

El diagnostico clinico de PAF clasica se establece al demostrar mas de 100 polipos
adenomatosos en el intestino grueso con un riesgo acumulado de padecer CCR del 100%
a los 40 afos de edad en aquellos pacientes que no realizan ningun tipo de seguimiento
o tratamiento. Ademas, pueden aparecer manifestaciones extracolonicas que incluyen:
polipos del fundus gastrico y duodeno (presentes hasta en un 50% de individuos con PAF,
con un riesgo de malignidad de los p6lipos duodenales de hasta un 12%, cientos de veces
aumentado con respecto al riesgo de la poblacion general) (80), osteomas, anomalias
dentales, hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina (HCEPR), tumores
desmoides (hasta en el 10-30% de los individuos con PAF, aproximadamente el 65% de
los tumores desmoides se localizan en la pared/ cavidad abdominal), y canceres como el
duodenal (4-12%), hepatoblastoma (1-2%, generalmente antes de los 5 afios), de tiroides
(<2%), pancreas (<2%) y gastrico (<1%) (81).
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Tabla 4. Riesgo acumulado de padecer manifestaciones extracoldnicas en la PAF cldsica. Modificado de Libro Cdncer hereditario SEOM 39 ed

(18).
Manifestacion Riesizszrl-);?cién Riesgo en PAF alijis:‘?cidéen
Pélipos gastroduodenales
Adenoma gastroduodenal <1% 50% 25 anos
Cancer gastrico <1% <1% 50
Carcinoma duodenal o periampular <1% 4-12% 45
Osteoma <1% 14-90%
Tumores desmoides <1% 10-30%
Cancer de Tiroides <1% <2% 25-35
Cancer de Pancreas 1.5% <2% 50
Hepatoblastoma <1% 1-2% <h
Tumor cerebral <1% 1-2% 15-21

Hipertrofia congénita del epitelio pigmentario
de la retina(HCEPR])

<1% >H0%

La PAF atenuada (PAFA) Se caracteriza por la presencia de un nimero menor de polipos
(< 100, media 30 pdlipos), localizados a nivel del colon proximal. El riesgo acumulado
de CCR se estima en un 70% a los 80 afios. La media de edad de CCR en los individuos
con PAFA es de 50-55 afios, 10-15 afios mas tarde que en la PAF clasica. La PAFA
también incluye manifestaciones extracolénicas: pdlipos y cancer del tracto digestivo
superior, cancer de tiroides y otras, mientras que son raros tanto los tumores desmoides
como la HCEPR.

Diagnostico

El diagnostico de la PAF clésica se considera un diagnostico clinico; un individuo con
mas de 100 pdlipos adenomatosos cumple criterios clinicos de PAF, se identifique o no

una mutacion deletérea en linea germinal.

El diagndstico de PAF se debe sospechar en un paciente que presente mas de 10 polipos
adenomatosos evidenciados a lo largo de la vida con o sin manifestaciones extracoldnicas

de la enfermedad. Previo un asesoramiento genético adecuado y una meticulosa revision
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de los antecedes personales y familiares, asi como la verificacion histoldgica de la
histologia adenomatosa de los p6lipos en el individuo afecto, se le debe ofrecer un estudio
genético en linea germinal que incluya los genes APC'y MUTYH (este Gltimo responsable
de la Poliposis Asociada a MUTYH, que tal y como veremos se solapa con la PAF) a
cualquier individuo que presente 10 o mas polipos adenomatosos a lo largo de su vida, o

que cumpla los criterios establecidos por la NCCN anteriormente (61).

Ademas, actualmente, se pueden utilizar paneles de maltiples genes que incluye el estudio
simultaneo de muchos genes implicados en cancer hereditario. Se debe sefialar que, a
mayor numero de genes estudiados, mayor es la probabilidad de resultados no
informativos por el hallazgo de mutaciones de significado incierto (VUS) (82).

Si se identifica una mutacion deletérea en APC en un individuo, se debe ofrecer estudiar
esta mutacion en todos los familiares en riesgo de ser portadores. La edad razonable para
realizar el estudio genético de una mutacién germinal en APC responsable de PAF clasica
previamente identificada en una familia, esta entre los 10- 12 afios, previo al inicio de las
colonoscopias de cribado. El estudio genético se puede realizar a nifios mas pequefios si
hay antecedentes de hepatoblastoma en la familia (83). Las pruebas genéticas prenatales
y/o de diagndstico genético preimplantacional (DGP) pueden ser una opcién a considerar

en familias seleccionadas (84).

Tratamiento de las manifestaciones de los individuos afectos por PAF

Se considera la cirugia mediante colectomia, ante la presencia de multiples adenomas que
no puedan ser controlados endoscopicamente. La cirugia se intenta realizar a partir de la
segunda década de la vida si el manejo endoscopico es suficientemente seguro en nifios e
individuos jovenes (85). Los tipos de cirugia posible de mas a menos conservadora son:
colectomia total con anastomosis ileorrectal, proctocolectomia con reservorio ileal y
anastomosis anal, y proctocolectomia con ileostomia permanente. Se requiere vigilancia
del recto (cada 6-12 meses) si no se extirpay, en caso contrario, del reservorio ileal (cada
1-3 afios, en funcidn de la presencia o no de po6lipos). En caso de ileostomia también se

debe vigilar e inspeccionar el estoma ante el riesgo de presentar polipos en la zona (86).
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Unas pinceladas del manejo de otras manifestaciones de la PAF se describen a
continuacion (61, 86):

* Polipos y cancer de intestino delgado: en caso de severa poliposis o displasia de alto
grado (estadio 1V Spiegelman) se puede llegar a requerir una duodenopancreatectomia
cefalica (técnica de Whipple).

* Osteomas: se extirpan habitualmente por cuestion estéticas o si causan compresion de
estructuras adyacentes.

» Tumores desmoides: los tumores desmoides, junto con el cancer de duodeno, son una
de las dos principales causas de mortalidad en los pacientes con PAF colectomizados. El
manejo de estos tumores desmoides es complejo y supone un reto clinico importante. El
tratamiento debe ser multidisciplinar pudiendo valorarse tratamiento médico con AINE,
antiestrogenos como el tamoxifeno, quimioterapia, radioterapia y cirugia en casos

seleccionados, aunque esta Ultima ofrece alta probabilidad de recurrencia de la lesion.

Quimioprofilaxis en individuos afectos de PAF:

La quimioprevencion se contempla para facilitar el manejo del recto en cirugias
conservadoras dado que se conoce que los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y
aspirina reducen el riesgo de recurrencia de pdlipos adenomatosos de colon en la
poblacién general sin embargo, dado el aumento de riesgo cardiovascular descrito con los
inhibidores de la cicloxigenasa-2 (COX-2), no se recomienda su uso rutinario en la

poblacion general (87).

En pacientes afectos de PAF y PAFA el uso de sulindac o aspirina no ha demostrado
eficacia en prevencion de desarrollo de adenomas en pacientes no operados (88). Un
ensayo realizado con el acido graso eicosapentaenoico (acido graso polinsaturado omega-
3) ha demostrado eficacia prometedora en la reduccion de polipos en pacientes afectos de
PAF (89). El uso prolongado de sulindac parece ser efectivo para la regresion de pdlipos
y prevenir recurrencias de p6lipos adenomatosos de alto grado en el segmento de recto
remanente en pacientes operados y es el farmaco con mayor evidencia sobre la regresion

de los polipos tras la cirugia (90).
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2.2 POLIPOSIS ASOCIADA A MUTYH

Las mutaciones bialélicas en el gen MUTYH son responsables de la Poliposis Asociada
a MUTYH (PAM), una entidad autosdmica recesiva, caracterizada por un alto riesgo de
cancer colorrectal, debido a la presencia de polipos adenomatosos, en numero por lo
general inferior a cien, y una edad de diagndstico alrededor de los cincuenta afios. Existe
ademas un riesgo incrementado para desarrollar otros tumores, incluyendo cancer de

vejiga y de ovario (91).

El gen MUTYH, miembro de la ruta de reparacion del ADN por excisién de bases (BER),
fue identificado como responsable de la poliposis adenomatosa en el afio 2002, en una
familia en la que se observo una alta frecuencia de transversiones G:C>T:A en el ADN
tumoral (92). La ruta BER es un mecanismo de reparacion del ADN de cadena sencilla,
esencial para que la célula mantenga su integridad gendmica. La ruta detecta y corrige
bases alteradas como consecuencia del dafio oxidativo, deaminacion o alquilacion. El
proceso reparador se inicia con las glicosilasas del ADN que reconocen y retiran las bases
dafadas o inadecuadamente incorporadas (93) (Figura 13). MUTYH es una de estas
glicosilasas que reconoce y corrige los emparejamientos anémalos entre las guaninas
modificadas por la oxidacion, con adeninas. El fallo de este mecanismo de reparacion
origina la acumulacion de transversiones G:C>T:A en el tejido tumoral. Al examinar la
secuencia adyacente a las areas mutadas se comprob6 que con frecuencia eran dominios
GAA. El tejido colodnico estad expuesto a un alto estrés oxidativo, y una de las claves del
desarrollo de adenomas y de cancer colorrectal en los portadores de mutaciones en
MUTYH, es la circunstancia de que el gen APC contiene 216 sitios GAA en su secuencia,

lo que le confiere una especial vulnerabilidad (93).

Otro gen frecuentemente alterado en los adenomas asociados a MUTYH es KRAS. La
mutacion ¢.34G>T en el codon 12 de kras aparece en el 64% de los pacientes con PAM
y, por esta razén, se recomendd el estudio previo de esa mutacion en pacientes con
poliposis con el propoésito de dirigir posteriormente el estudio genético hacia APC o
MUTYH (94).

Los pacientes con PAM presentan tanto mutaciones nonsense como missense, pero la

frecuencia de las mutaciones varia sustancialmente en distintos grupos étnicos. La
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frecuencia de portadores heterocigotos de una de las mutaciones recurrentes en poblacion
general varia entre el 0,3 y el 2%. Hay cierta controversia en el riesgo de cancer en
portadores heterocigotos. Un estudio reciente encuentra riesgo para tumores gastricos,

hepatobiliares, endometriales y cancer de mama (91).

Se dispone de escasa informacion sobre el papel del gen MUTYH en pacientes espafioles.
En una poblacién del norte de Espafia, el 24% de los casos APC negativos portaban

mutaciones bialélicas en MUTYH. En todos los casos la poliposis fue atenuada (95).
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Figura 13. Representacion del papel de las deficiencias en la glicosilasas de la ruta BER en el desarrollo tumoral.
Modificado de Weren et al (93).

ASPECTOS CLINICOS DE LA POLIPOSIS ASOCIADA A MUTYH (PAM)

Es una entidad autosomica recesiva (caracterizada por poliposis adenomatosa con un
namero de polipos por lo general inferior a 100 y un alto riesgo de cancer colorrectal a
una edad superior a la PAF clasica (alrededor de los cincuenta afios) (61). Aunque el tipo
de pdlipos mas frecuente son los adenomatosos, también pueden aparecer poélipos

hiperplasicos, serrados y mixtos. Ademas, los adenomas duodenales se diagnostican entre
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el 17-25% de los pacientes con PAM y el riesgo a lo largo de la vida de padecer un cancer
duodenal es de un 4% (96).

Diagnostico:

La PAM se debe sospechar en individuos que presentan menos de 100 adenomas
siguiendo un patron de herencia recesivo. El diagndstico de PAM se confirma por la
presencia de mutaciones bialélicas del gen MUTYH en individuos afectos de poliposis.
La frecuencia de mutaciones varia sustancialmente entre distintos grupos étnicos. En
poblacion caucésica, las variantes Y165C y G382D, que reducen sustancialmente la
funcion proteica, representan el 80% del total de mutaciones (97). Como hemos dicho
anteriormente hay cierta controversia en el riesgo de cancer en portadores heterocigotos,
estimando que pueden tener mas riesgo de padecer CCR que la poblacion general
especialmente si hay antecedentes de CRC en la familia, sin que se haya demostrado que
éste se diagnostique a una edad precoz (98).

Manejo de los pacientes con PAM

e Colon: colonoscopia completa: cada 1-2 afios desde los 21 afios (aunque algunos
autores sugieren empezar antes), incluyendo polipectomia si se detectan polipos.
Colectomia subtotal o proctocolectomia: en caso de que los polipos adenomatosos

no se puedan manejar endoscopicamente.

e Duodeno: gastroduodenoscopia completa que incluya la visualizacion de la
ampolla de Vater, desde los 30 - 35 afios, cada 3 - 5 afios. Aunque la frecuencia

depende la severidad de los adenomas segun la clasificacion de Spigelman.

e En relacion con los portadores sanos heterocigotos de variantes patogénicas en
MUTYH , actualmente no hay guias consensuadas de seguimiento, y se
recomienda con un bajo nivel de evidencia, realizar colonoscopia desde los 40

afios de edad cada 5 afios (61).
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2.3 OTROS SINDROMES DE POLIPOSIS ADENOMATOSA

La utilizacion de paneles que incluyan multiples genes (99) pueden permitir identificar
mutaciones en linea germinal en genes tales como POLE, POLD1, AXIN2, mutaciones
bialélicas en NTHL1 o MSH3 entre otros, que han sido identificados en individuos con
mas de diez adenomas, y en los que se habian descartado alteraciones en otros genes de
predisposicion al cancer colorrectal como APC y MUTYH.

Poliposis adenomatosa asociada a NTHL1 (PAAN)

NTHLL1 es la segunda glicosilasa del ADN perteneciente a la ruta de reparacion BER
cuyas mutaciones bialélicas confieren una alta predisposicion para desarrollar adenomas
y cancer colorrectal. Su implicacion en el desarrollo de la poliposis fue identificada
mediante secuenciacion de exomas en 48 familias con poliposis y cancer colorrectal. Siete
pacientes pertenecientes a tres familias de origen holandés, mostraron mutaciones
nonsense homocigotas en el gen NTHL1 (100). La poliposis aparecia en una Unica
generacion y solo en los individuos que eran homocigotos para la mutacion, lo que
confirmaba el modelo de herencia recesivo de la PAAN. Heterocigotos compuestos y
cuadros clinicos mas complejos que incorporan maltiples tumores, han sido comunicados
en trabajos posteriores, si bien hasta la fecha el nimero de casos descrito es limitado, y
no permite aun una definicion precisa del fenotipo esperable en los portadores de
mutaciones bialélicas del gen (101). Como MUTYH, NTHL1 es también una glicosilasa
pero con funciones mas amplias que aquella -posee actividad glicosilasa y endonucleasa.

Cada ADN glicosilasa actta de manera especifica sobre un subgrupo de bases dafadas.

Poliposis asociadas a las Polimerasas Proofreading (PPAP)

Mutaciones germinales dominantes en las ADN polimerasas épsilon (POLE) y delta
(POLD1) fueron identificadas mediante analisis de ligamiento y secuenciacion del
genoma, en individuos con mas de diez adenomas aparecidos antes de los sesenta afios, y
en los que se habian descartado alteraciones en otros genes de predisposicion al cancer
colorrectal (APC, MUTYH y MMR) (102). Ambos genes han sido posteriormente
validados como genuinos genes de predisposicion al cancer colorrectal en varios estudios

en distintas poblaciones (103). En ambas polimerasas, las mutaciones heterocigotas
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parecen ser altamente penetrantes, confieren riesgo para otros tumores ademas del
colorrectal, como es esperable en una alteracion del mecanismo de correccion de los
errores del ADN durante la replicacion. Por esta razon, los tumores desarrollados por los
portadores son hipermutados, en algunos casos con mas de un millon de sustituciones por
tumor, y, por lo general, muestran estabilidad de microsatélites aunque también se han

comunicados casos con inestabilidad (104).

Otros genes asociados a poliposis adenomatosa

e AXIN2: Mutaciones truncantes y variantes missense en el gen AXIN2 , han sido
comunicadas en cuatro familias, con fenotipos altamente heterogéneos pero con
dos rasgos principales: poliposis adenomatosa y signos de displasia ectodérmica
(105). AXIN2 tiene un papel esencial en la degradacion de la b-catenina dentro
de la ruta canonica de sefializacion Wnt/b-catenina. Aungue es, por tanto, un buen
candidato a gen de susceptibilidad a la poliposis y al cancer colorrectal, nuestro

conocimiento sobre esta relacion es ain limitado.

e Mutaciones bialélicas en los MMR: aplicando la secuenciacion de exomas en
una serie de 102 individuos con poliposis adenomatosa en la que se habian
descartado los principales genes, Adam y cols. (106) identificaron dos individuos
heterocigotos compuestos de mutaciones germinales con pérdida de funcion del
gen MSH3. Ambos pacientes mostraron poliposis adenomatosa de aparicion en
torno a los treinta afos, junto a una serie de lesiones benignas y malignas
gastrointestinales y de otros 6rganos. Los tumores colorrectales mostraron pérdida
de expresion inmunohistoquimica de MSH3 y alta inestabilidad de microsatélites

con repeticiones de di- y tetranucle6tidos.

2.4 SINDROME DE POLIPOSIS HAMARTOMATOSA

Los polipos hamartomatosos intestinales estan formados por células normales del tracto
gastrointestinal pero que exhiben una arquitectura marcadamente distorsionada. Son
tumores compuestos, por lo general, de tejido conectivo —masculo liso y ldmina propia-,

cubiertos por mucosa sin displasia, especifica del area en la que aparece el pdlipo, y
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epitelio intestinal. Al contrario que los adenomas se consideran lesiones con un caracter
benigno, no neoplésico. Sin embargo, los pacientes con sindromes de poliposis
hamartomatosa tienen un riesgo aumentado para desarrollar cancer colorrectal. Para
solventar esta aparente contradiccion se ha postulado que la proliferacion de las células
del estroma crea un microambiente que afecta al desarrollo de las células epiteliales

adyacentes y que, eventualmente, conduce al desarrollo neoplasico del epitelio (107).

Tabla 5. Principales sindromes que cursan con poliposis hamartomatosa. Modificado de Libro Cancer hereditario SEOM 32 ed

(18)
Gen causante Histologia Herencia

Poliposis juvenil SMAD4, BMPR1TA Hamartoma AD
S Cowden PTEN (10923 31] Hamartoma AD
S Bannayan-Riley-Ruvalcaba PTEN (10g23.31] Hamartoma AD
S Peuzt-Jeghers STK11/LKB1 [19p13.3) Hamartoma AD
Esclerosis Tuberosa TSC1(9934) y TSC2 [16p13) Hamartoma AD
Ganglioneuromatosis intestinal Asociada a RET, NF1 Hamartoma -

AD: Autosdmico dominante

Tumores hamartomatosos asociados a PTEN (PHTYS)

Engloba un conjunto de entidades clinicas causadas por mutaciones germinales en el gen
PTEN, entre las que se encuentran los sindromes de Cowden, y de Bannayan Riley-
Ruvalcaba, los dos principales, la enfermedad de Lhermitte-Duclos, trastornos del
espectro autista asociados a macrocefalia, y el sindrome Proteus-like. El sindrome de
Cowden es el prototipo dentro del PHTS (108). Las mutaciones en el gen PTEN
localizado en 10g22-23, son responsables del PHTS.

La proteina PTEN se expresa ubicuamente y esta implicada en varias rutas importantes,
si bien en el contexto del PHTS, su papel mas relevante es la inactivacion de la ruta
PI3K/AKT/mTOR (108)

Mutaciones germinales se identifican en el 80-85% de los pacientes que se ajustan a los
criterios clinicos del sindrome de Cowden, en el 60-65% de los casos de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba y en el 10-20% de los pacientes con trastornos del espectro autista asociados

a macrocefalia o con el sindrome Proteus-like (109).
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El sindrome de Cowden es una entidad poco frecuente de herencia autosémico
dominante y penetrancia cercana al 90%. Se presenta mas frecuentemente en mujeres de
raza caucasica aunque también puede aparecer en hombres y se diagnostica en la tercera
década de la vida. Se ha estimado la incidencia es 1 de cada 200.000, aunque debido a

que la enfermedad tiene un fenotipo variable, pudiera estar infraestimada (110).

Se caracteriza por la aparicion de hamartomas maltiples en diferentes 6rganos, lesiones
mucocutaneas Yy alto riesgo de tumores benignos y/o malignos del tracto gastrointestinal,
tiroides, mama, endometrio y sistema nervioso central. Existen manifestaciones
extraintestinales como queratosis acra, triquilemomas faciales, papulas o papilomas,
fibromas orales, lipomas, macrocefalia y la enfermedad de Lhermitte-Duclos

(gangliocitoma cerebeloso displasico) (110, 111).

En mujeres con sindrome de Cowden, la enfermedad mamaria puede manifestarse como
patologia benigna (67%), riesgo de cancer de mama hasta mas del 80% segln algunas
publicaciones que puede ser bilateral, con una edad media de aparicion de 38-46 afios, y
es la causa méas importante de muerte (111). Los polipos gastrointestinales aparecen en el
93% de portadores con un aumento del riesgo de cancer de colon del 16%. EI 50% de
pacientes  tiene  polipos  hiperplésicos,  adenomatosos,  hamartomatosos,

ganglioneuromatosos e inflamatorios, con una edad media de aparicion a los 46 afios.

El sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba se trata de un sindrome raro causado
también por una mutacion en PTEN. Puede presentarse con herencia autosémico
dominante pero también como casos esporadicos (112). Se caracteriza por la aparicion de
lipomas, retraso mental y psicomotor, tiroiditis de Hashimoto, macrocefalia,
hemangiomas, pdlipos intestinales hamartomatosos en el 35 45% de casos, retraso del
crecimiento (50%) y papulas hiperpigmentadas en genitales masculinos. Los polipos
intestinales no suelen degenerar, se suelen localizar en todo el trayecto gastrointestinal

aunque mas frecuentemente en colon y recto (113).

Sindrome de Poliposis Juvenil

La Poliposis Juvenil es una entidad autosémica dominante determinada por la aparicion

de maltiples, mas de 3-5, pdlipos gastrointestinales juveniles, que reciben esta
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denominacion por su apariencia histoldgica, pero cuya aparicion puede ocurrir a cualquier
edad. Los pdlipos juveniles pueden ser indistinguibles de otros polipos hamartomatosos
(109). Tiene una incidencia muy baja (1-1,5 casos/100.000 habitantes), aunque es el
sindrome de poliposis hamartomatosa mas frecuente. Existen dos formas de presentacion,
la esporadica y la familiar, ambas con patron de herencia autosémico dominante y con

una penetrancia variable.

Mutaciones germinales heterocigotas en los genes SMAD4 y BMPR1A se identifican en
el 50-60% de los pacientes con Poliposis Juvenil. Ambos genes son componentes de la
ruta de sefializacion TGF-b/Proteina Morfogenética del Hueso (BMP), con un papel
importante en el control del crecimiento del epitelio del colon, ademas de modular otros
procesos celulares como proliferacion, diferenciacion o adhesion celular (114). SMADA4
es un mediador intracelular habitual en la ruta TGF-b. Por su parte, BMPR1A es un
receptor de la superficie celular que, unido al correspondiente ligando, activa las rutas de
sefializacion para que complejos proteicos migren al ndcleo con el fin de unirse

directamente al ADN y regular la transcripcion de sus genes diana (115).

Establecer una clara correlacion genotipo-fenotipo resulta dificil, dada la escasa
frecuencia del sindrome, si bien algunos autores relacionan las mutaciones en SMAD4
con un fenotipo mas agresivo con un mayor numero de polipos, que se extienden a lo

largo de todo el tracto gastrointestinal (109).

Por otra parte, las mutaciones en SMAD4 también se han asociado con la aparicion de
rasgos del sindrome de Telangiectasia Hemorragica Hereditaria caracterizado por
anomalias vasculares, telangiectasias mucocutaneas y malformaciones arteriovenosas
afectando al cerebro, pulmones, tracto gastrointestinal e higado (116). Si en la familia se
conoce una mutacion en SMADA4, podria realizarse el estudio genético en

los primeros 6 meses de vida para descartar esta patologia.

Las caracteristicas para establecer el diagnéstico son (117):
e 3 0 mas polipos juveniles colorrectales.
e Polipos juveniles en el tracto gastrointestinal.

o Historia familiar de poliposis juvenil.
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La presentacion mas habitual es la rectorragia, aunque pueden aparecer dolor abdominal,

retraso en el crecimiento, anemia o hipoalbuminemia entre otros (118).

Segun la presentacion clinica podemos destacar 3 grupos fenotipicos:
1. Poliposis juvenil de la infancia.
2. Poliposis juvenil colénica.
3. Poliposis juvenil generalizada.

La maés grave y de peor prondstico es la de la infancia (117). Desde el punto de vista
histopatoldgico, se caracteriza por la aparicion de numerosos polipos (entre 50 y 200), de
tamarfio variable (pocos milimetros a pocos centimetros), rodeados de mucosa normal y
distribuidos por todo el colon e incluso en ocasiones pueden aparecer también en
estdmago e intestino delgado, aunque la mayoria son de localizacion rectosigmoidea, a
diferencia del Sindrome de Peutz-Jeghers que se localizan més frecuentemente en
intestino delgado (118).

La degeneracion maligna de los pélipos del tracto gastrointestinal es elevada (entre el 20-
70%) y aumenta con la edad, por ello es necesario e importante realizar el estudio genético

para poder establecer el pronéstico.

El riesgo a lo largo de la vida para cancer de colon es del 40-50%, con una edad media al
diagndstico de 34 afios; para el cancer de estomago el riesgo es del 21% (117). Debido al
riesgo alto de cancer que existe en la Poliposis Juvenil y la anemia que presentan estos
pacientes por sangrado, se recomienda seguimiento mediante colonoscopia Yy

gastroduodenoscopia.

Sindrome de Peutz-Jeghers

Es también un sindrome de herencia autosémico dominante con una penetrancia cercana
al 100%, aunque aproximadamente un 45% de casos no tienen historia familiar. Afecta a
1 de cada 120.000 individuos, con un pico de incidencia entre los 10 y 30 afios (119).

Se caracteriza por la asociacion de poliposis gastrointestinal y pigmentacion
mucocutanea. Los polipos suelen ser maltiples, lobulados, de diferentes tamafios y

superficie lisa y suelen estar distribuidos a lo largo de todo el tracto digestivo (es6fago a

53



INTRODUCCION

recto) aunque mas frecuentemente en intestino delgado (yeyuno proximal 60-90%).
Pueden aparecer también en localizaciones extraintestinales (cérvix, mama, pulmon,
uréteres, vejiga, testiculo, rifion, area bilio-pancreédtica y ovario). Los polipos suelen
aparecer en la primera década de la vida. Las manchas hiperpigmentadas melanicas
pardas o azul oscuras aparecen hasta en el 95% de casos (119). Se localizan mas
frecuentemente en labio (95%) y mucosa bucal (66-83%) aunque también pueden
encontrarse en cara, manos, pies encias o paladar y region perianal. Los tumores

gonadales es otra de las manifestaciones del sindrome (120).

Aproximadamente el 50% de los pacientes con este sindrome, tendran las manifestaciones
clinicas antes de los 20 afios. La forma de presentacion clinica suele ser anemiay cuadros

de dolor abdominal tipo colico debido a episodios de invaginacion recidivante.

La mutacion en el gen supresor STK11 (también denominado LKBZ1) localizado en el
cromosoma 19 es el responsable. Este gen pertenece a la familia de las kinasas y treoninas
y codifica una serina-treonina-kinasa implicada en la via m-TOR. El gen consta de diez
exones. STK11 actia como gen supresor de tumores y los pdlipos Peutz-Jeghers exhiben

la clésica pérdida de heterocigosidad que resulta en pérdida total de la funcion del gen.

Se han encontrado mutaciones patogénicas en mas del 90% de los pacientes que presentan
caracteristicas clinicas y un 25% de pacientes presentan la mutacion de novo. Las
mutaciones reportadas en la base de datos Human Genome Mutation en su mayoria son

deleciones e inserciones (121).

El riesgo de cancer gastrointestinal es 15 veces mayor que en la poblacion general. Las

manchas melanicas parecen no tener potencial de malignizacion.

Se aconseja iniciar el cribado en la infancia con colonoscopia y gastroscopia,
aproximadamente a los 8 afios. Si no se encuentran pélipos se comenzara de nuevo el
cribado a partir de los 18 afios. Si se encuentran pélipos se repetira cada 3 afios. A partir
de los 50 afios se recomienda hacer anual/bianual debido al incremento de riesgo de
cancer (122).
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Sindrome de Poliposis Serrada

La poliposis serrada, previamente conocida como poliposis hiperplésica, constituye un
sindrome en el que se identifican maltiples, al menos cinco, dos de ellos mayores de 1
cm, polipos serrados en colon y recto, y un incremento del riesgo de cancer colorrectal
que podria llegar a ser superior al 50% a lo largo de la vida. Entre un 40 y un 60% de los
casos tienen historia familiar pero su modelo de herencia no esté del todo bien definido y

se han propuesto modelos dispares, dominantes o recesivos (115).

En los polipos serrados se observa el acdimulo de cambios somaticos, incluyendo las
mutaciones en BRAF, y un alto nivel de metilacion de regiones promotoras. Parece, por
tanto, que estos pdlipos se desarrollan a través de la ruta serrada, que se diferencia de la
secuencia adenoma-carcinoma tradicional por la presencia de hipermetilacion de las islas
CpG en las secuencias promotoras de multiples genes, que es su principal caracteristica
(123).

Sindrome de Poliposis Mixta

El Sindrome de Poliposis Mixta Hereditaria es una entidad infrecuente, autosémica
dominante, que se reconoce por la presencia conjunta de varios tipos histolégicos de
polipos colorrectales (juveniles, serrados, Peutz-Jeghers, adenomas tubulares, vellosos y
tubulovellosos, hamartomas, etc). Aunque por el momento no se han establecido unos
robustos criterios diagndésticos, si que parece claro que los pacientes con el sindrome
muestran una elevada predisposicién al cancer colorrectal, en ausencia, aparentemente,

de manifestaciones extracolonicas.

Aunque el locus del gen responsable de la enfermedad fue asignado mediante analisis de
ligamiento a la region 15913.3, la identificacién del gen GREM1 como responsable del
sindrome, no se produjo hasta pasados unos afios, gracias a la utilizacion de arrays de
oligonuclettidos especificamente disefiados para detectar variaciones en el nimero de
copias en la region 15q13.3 (124). Jaeger y cols identificaron una duplicacion de 40 kb
en la region reguladora 5 del gen, en familias judias Ashkenazi que compartian un mismo
haplotipo, circunstancia que sugeria un posible efecto fundador. Otras duplicaciones han

sido descubiertas posteriormente. Recientemente en un estudio (125) se ha descubierto
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una nueva duplicacion de GREML1 en una paciente a la que le resecaron un total de veinte
polipos, la mayor parte adenomas tubulares y algin hiperplésico. El estudio genético
mediante un panel de multimples genes, demostrd que la paciente era también portadora

de una mutacion patogénica en BRCAL.

Las duplicaciones descritas de GREM1 incrementan notablemente la expresion alelo
especifica del gen, sobreexpresion que conduce a la alteracion de la ruta de la Proteina
Morfogenética del Hueso (BMP), que podria ser la responsable del desarrollo de los
polipos y su transformacion neoplasica. Este mecanismo de desarrollo de pdlipos y de
carcinogénesis colorrectal, por sobreexpresion génica, contrasta con el de condiciones

como la Poliposis Adenomatosa asociada a mutaciones en APC o0 en MUTYH.
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La poliposis gastrointestinal es un problema clinico comun en el que adn no se ha
encontrado un consenso sobre el mejor manejo de los pacientes con un moderado numero
de polipos y sin variante patogénica germinal identificada. Los sindromes hereditarios de
poliposis son entidades poco frecuentes, genética y clinicamente heterogéneas, con
caracteristicas que, a menudo, solapan uno o mas de los distintos sindromes, y en las que
la identificacion de su causa genética repercute favorablemente en el prondstico y
vigilancia de los afectados.

Agrupar y analizar las caracteristicas clinicas, patoldgicas, familiares y moleculares de
pacientes con sospecha de poliposis hereditaria e intentar correlacionarlas en distintos
grupos o entidades ya conocidas supone un reto, dado que, la clasificacion de los polipos
y de las poliposis ha cambiado a lo largo de los afios. Merece una reflexién y andlisis de
los individuos estudiados con sospecha de poliposis, pero sin identificar la causa genética,
incorporando un andlisis exhaustivo de todas las variables e incorporando un estudio

molecular innovador.

Los principales objetivos de este proyecto son:

OBJETIVO PRINCIPAL.:

Analizar las caracteristicas clinicas, patologicas, moleculares y familiares de los pacientes
con sospecha de poliposis adenomatosa familiar estudiados en la Unidad de Consejo
Genético del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA).

Obijetivos especificos:

1. Analizar la frecuencia de deteccion de Sindromes de Poliposis Adenomatosa Coldnica

Familiar mediante el uso de criterios clinicos.

2. Analisis de la correlacion genotipo-fenotipo en pacientes con Poliposis Coldnica

Familiar.
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3. Caracterizacion clinica, patolégica y molecular de los pacientes con sospecha de
poliposis hereditaria y estudio genético no informativo para los genes APC y MUTYH.

Busqueda de otros genes potencialmente implicados.
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1. PACIENTES INCLUIDOS Y VARIABLES ESTUDIADAS

Se incluyeron en el estudio 177 pacientes estudiados en la Unidad de Consejo Genético
del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA) durante el periodo de
enero de 2007 a diciembre de 2021, que cumplian criterios de seleccion para el Programa
de Consejo Genético en el sindrome de Poliposis Adenomatosa Familiar de la Junta de
Castillay Ledn (Tabla 6).

Tabla 6. Criterios de seleccion de PAF de la Junta de Castilla y Ledn.

Poliposis Adenomatosa Familiar

A.- Presencia de mas de 100 pdlipos en la misma persona, independientemente
de su historia familiar.

B.- Persona con antecedentes familiares de PAF

- Debe cumplirse al menos un criterio.

Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada

C.- Presencia de mas de 10 polipos adenomatosos en la misma persona,
independientemente de su historia familiar.

D.- Pacientes con adenomas colorrectales antes de los 40-45 afios

- Debe cumplirse al menos un criterio.

La seleccidn de los pacientes se realizd segln los datos de su historia personal y familiar

de cancer y poliposis en la consulta de Consejo Genético del CAUSA.

Durante la primera consulta de asesoramiento se entrevisté al individuo que consulta 'y se
construyd el arbol genealégico de la familia, recogiendo datos de al menos tres
generaciones: tamafio de la familia (nGmero de hermanos, nimero de tios en ramas
paterna y materna, primos, etc), edades en el momento de la consulta, fallecimientos,
casos con palipos, casos con cancer (tipo), edades al diagndstico, otro tipo de patologias
relevantes, posible consanguinidad entre ramas familiares, y miembros de la familia que

ya hubieran sido sometidos a pruebas de despistate de la enfermedad (colonoscopias, etc).
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La Unidad de Consejo Genético (UCG) del Hospital Universitario de Salamanca es
referencia para las provincias de Leén (Ledn y El Bierzo), Zamora, Avila y Salamanca
(tabla 7); por lo que los pacientes estudiados en dicha unidad provienen de dichos lugares
(tanto de Atencidn Hospitalaria como de Atencion Primaria, ambos niveles con capacidad
para derivar a los pacientes a la UCG para su valoracion). Todos ellos son valorados,
asesorados y, si se indica el estudio genético, se realiza la extraccion de muestra
(principalmente de sangre periférica) para el analisis genético correspondiente en la UCG
del CAUSA.

Tabla 7. Hospitales desde los que se derivan a los pacientes.

PROVINCIA HOSPITAL

Salamanca C.A. Universitario de Salamanca
Ledn C.A.U. de LeoOn.

Ledn Hospital del Bierzo

Zamora C.A. de Zamora

Avila C.A. de Avila

Los pacientes debian cumplir los siguientes criterios de inclusién:

1. Los pacientes debian de tener realizado el estudio mutacional en linea germinal
de los genes APCy MUTYH.
2. Se debe de disponer de la historia oncoldgica personal y familiar del paciente.

3. Debian de firmar el consentimiento informado.

Se establecieron como criterios de exclusion los siguientes:

1- Pacientes que no cumplian con los criterios de inclusién.

2- Pacientes que no firmaron el consentimiento informado.
El periodo de estudio se escogio asi porque enero de 2007 es la fecha en la que comenzo

a realizarse, de manera formal, en la UCG del Complejo Asistencial Universitario de

Salamanca el estudio genético en linea germinal de APC y MUTYH.
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Las principales variables recogidas de cada paciente se describen a continuacion:

- Variables demogréficas:

Edad

Sexo

- Caracteristicas de la poliposis:

Numero de polipos

Tipos histologicos

Edad de diagndstico del primer pdlipo

Ndmero de polipos por localizacion (colon derecho, colon izquierdo)
NUmero de colonoscopias realizadas.

Cirugia profilactica (colectomia total o subtotal)

- Antecedentes oncoldgicos:

Cancer colorrectal (CCR)

Edad de diagndstico

Lateralidad del CCR

Histologia y caracteristicas moleculares (expresién proteinas MMR, estado
mutacional de RAS/BRAF)

Estadio tumoral

Diagnostico de otros tumores

- Historia familiar de cancer (familiares de primer y de segundo grado).

-Manifestaciones extracoldnicas (adenoma gastroduodenal, cancer gastrico, cancer de

pancreas, tumor desmoide, osteoma, cancer duodenal, hepatoblastoma, tumor cerebral,

hiperplasia del epitelio pigmentario de la retina, quistes dérmicos, adenoma

adrenocortical).

- Estudio genético: APC, MUTYH.
- Estudio genético de otras entidades de CCR hereditario. Panel de multiples genes.
- Exitus (Si/No)
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2. METODOLOGIA

2.1 RECOGIDA DE LOS DATOS

Al tratarse de un estudio observacional retrospectivo, obtuvimos informacion acerca de
los antecedentes personales y/o familiares de los pacientes, mediante la revision de las
177 historias clinicas. Las caracteristicas histopatologicas de los tumores y de los pélipos

fueron recogidas en los informes proporcionados por el Servicio de Anatomia Patologica.
La informacion acerca de los antecedentes familiares se obtuvo mediante la revision de
las historias clinicas elaboradas por la UCG. En estos casos, verificamos los arboles
genealdgicos de forma ascendente, descendente y lateral.

Cabe destacar que hijo/a, padre, madre y hermano/a se consideraron familiares de primer
grado. Se consideraron familiares de segundo grado a abuelos, nietos, tios, sobrinos en la
misma linea materna o paterna.

Dado que la UCG del CAUSA, trabaja en colaboracion con el Laboratorio 14 de biologia
molecular en el Centro de Investigacién del Cancer de Salamanca (CIC), la informacion

sobre el estudio molecular realizado de los genes APC y MUTYH, fue obtenida mediante

los informes emitidos por el mismo laboratorio.

2.2 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES ANALIZADAS

Datos demograficos

Se considerd la edad de los pacientes en el momento del estudio genético de APC y
MUTYH.

Caracteristicas de las poliposis

Para el analisis de las caracteristicas de los polipos de cada paciente incluido en el estudio

se extrajeron los datos de las historias clinicas de los pacientes, los estudios endoscopicos
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realizados por las Unidades de Endoscopias y los resultados histologicos elaborados por
los Servicios de Anatomia Patoldgica de cada hospital de donde provenian los pacientes.
Para la recogida de los datos se utilizaron las bases de datos disponibles en la historia
clinica electrénica, los informes en papel de las historias clinicas no recogidas en la
historia clinica electrénica y, de aquellos pacientes residentes en otras provincias de
Castilla y Ledn que no fueran Salamanca, se utilizé la Historia Clinica Electronica

centralizada Jimena V.

Se recogidé informacion pormenorizada de todas las colonoscopias realizadas a cada
paciente, considerando la edad de aparicion del primer pélipo como la fecha de la primera

colonoscopia en la que se describiese la existencia de poliposis.

Se contabilizaron todos los pdlipos registrados en los informes de las colonoscopias de
cada paciente, registrando aquellos descritos (extirpados o no) tanto en colon derecho

como en colon izquierdo, clasificandolos en funcion de su localizacion.

En el caso de que el paciente tuviera realizada una cirugia profilactica (colectomia) se
contabilizaron los polipos descritos en el anélisis patoldgico de la pieza quirurgica. Para
aquellos resultados patolégicos en los que el informe histolégico no contabilizara el

namero de polipos al ser muy numerosos, se consideraron como mayores a 100.

Asimismo, se clasificaron los pdlipos en 4 grupos en funcién de su histologia:

adenomatosos, hiperplasicos, hamartomatosos y serrados.

Antecedentes oncoldgicos

Se recogieron los antecedentes oncologicos de cada paciente a través de su historia
clinica, con especial interés en el analisis de los antecedentes de CCR. Las caracteristicas
histoldgicas del tumor fueron analizadas sobre la pieza tumoral, tras la intervencion
quirdrgica o biopsia endoscépica (considerandose dicho momento como la fecha de

diagndstico).
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Aquellos tumores diagnosticados en colon ascendente y transverso se consideraron como
CCR derecho, mientras que aquellos localizados en colon descendente, sigma y recto se
clasificaron como CCR izquierdo.

Para el grado histologico, se tuvo en cuenta la siguiente clasificacion: grado 1 (bien
diferenciado), grado 2 (moderadamente diferenciado) y grado 3 (pobremente
diferenciado).

Se clasificaron los tumores en funcién de estadio localizado (I, Il o I1l) o metastasicos
(estadio 1V). Se recogieron, asimismo, la localizaciéon de las metéastasis a partir de la
informacion recogida en sus historias oncolégicas y pruebas radiolégicas.

Manifestaciones extracoldnicas

Para la recogida y andlisis de las manifestaciones extracoldnicas de cada paciente se

consideraron aquellas descritas en las guias NCCN (61, 18) y desarrolladas en la Tabla 4.

Se obtuvieron estos datos a traves de las historias clinicas de los pacientes, los informes

anatomopatoldgicos y las pruebas radioldgicas.

2.3 ANALISIS DE VARIANTES PATOGENICAS EN APC Y MUTYH

2.3.1 Extraccion de DNA de sangre periférica

El DNA gendmico de alto peso molecular se extrajo a partir de sangre periférica de los
pacientes. Tras centrifugar la muestra de sangre periférica se aislo la interfase de células
leucocitarias, que se resuspendieron en tampdm Fornace (0.25M sacarosa; 50 mM Tris-
HCL pH 7.5; 25 mM KCL; 5mM MgCl,); EDTA (&cido etilendiaminotetra acético) 0.5M
pH 8, que es un quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacion de las
nucleasas; proteinasa K (20 mg/L), que degrada las proteinas; y SDS (dodecil sulfato

sodico) al 10%, que rompe las membranas celulares.
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Esta mezcla se incubd a 55°C durante unas 16 horas, tras lo cual se purifico el DNA
tratdndolo con una mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo : alcohol isoamilico
24:1) y centrifugado posteriormente para aislar las fases. Con este tratamiento el DNA
queda en la fase acuosa, que se limpié de otros residuos mezclandola, de nuevo, con
CIAA y centrifugando para separar las dos fases; una contiene el DNA y la otra que
contiene los detritos celulares.

Tras este paso se afiadio etanol absoluto frio a la fase acuosa, precipitando el DNA, que
se recupero, se lavé con etanol al 70% y, finalmente, se resuspendid en agua desionizada.
La muestra de DNA se almaceno a -20°C en tubos eppendorff con el fin de evitar tanto la

degradacidn progresiva del DNA como la posible contaminacion.

La concentracion y el grado de contenido proteico de DNA se calcula tras medir su
absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un espectrofotometro automatico de
DNA/RNA (ND-1000 Spectrophotometer Nanodrop Technologies, Inc. Wilmintong, DE.
USA), siguiendo la formula:

ug de DNA/mI = (DO 260) x (factor de dilucion) x 50

(Nota: 50 es un factor de correccidn introducido, ya que la unidad de densidad dptica con

una luz incidente de 260 nm es un valor de absorbancia que tiene 50 ug de DNA/mI).

El cociente DO260 / DO280 se utiliza para el grado de contaminacion proteica,
considerandose como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores inferiores a
los sefialados indican contaminacidn por proteinas o solventes organicos; en estos casos,
se procedid a realizar una nueva purificacion del DNA. Valores superiores indican un
exceso de RNA, gue se elimina tratando la solucién de DNA con RNAsa y purificando

de nuevo, segun el método descrito anteriormente (Sambrook et al., (126)).

2.3.2 Amplificacion del DNA (PCR)

Las muestras de DNA fueron amplificadas por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction). Se amplificaron todos los exones de los genes APC,
MUTYH, asi como las fronteras intron—exon y exon-intron, mediante cebadores
especificos que anillaban en la zona intronica. El exén 15 de APC, debido a su gran

tamafio, fue amplificado en varios fragmentos ordenados en sentido 5” a 3°.
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La amplificacion se llevé a cabo en un volumen de 25 pL: 10 uL de Master Mix (5-Prime)
(ADN Taq polimerasa; dATP, dGTP, dCTP, dTTP; MgCl,); 10 uL de agua libre de
nucleasas; 1uL de cada oligonucledtido cebador (sentido y anti-sentido), 1uL de MgCl.
y 2 uL de ADN obtenido por el método anteriormente descrito (concentracion: 0,1-
0,2pg/mL). Como control negativo se utilizd un tubo de reaccion con todos los

componentes excepto el ADN molde.

Para amplificar los exones de los genes APC, MUTYH, partimos de un programa estandar
de PCR, adaptado en cada caso al exon que se amplifico.

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador automatico
y la manipulacion post-PCR se realiz6 en un area distinta de donde se llevé a cabo la

extraccion de ADN.

Los programas de amplificacion utilizados en nuestro trabajo para las diferentes
combinaciones de cebadores Unicamente variaron en la temperatura de anillamiento para
cada pareja de cebadores, los cuales se detallan en las tablas 8 y 9, correspondientes al
gen APC. En ciertos casos, para obtener una mejor amplificacion, se utilizaron una
combinacion de los cebadores sentido y antisentido de algunos fragmentos del exén 15

del gen APC, variando las condiciones de amplificacion.
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9A

10

11

12

13

14

15.1

15.2

153

1061

15.4

1309

15.4

1462

155

15.6

Tabla 8. Cebadores sentido y antisentido del gen APC

AGG TCC AAG GGT AGC CAAG

AAATAC AGA ATC ATG TCT TGA AGT

TTAAGA ATATTT TAG ACT GCT TAA AGC

TGATGT AAG TAT TGC TCT TCT GC

CTTTTTTTGCTT TTACTGATT AAGC

GGT AGC CAT AGT ATG ATT ATT TCT

AAG AAAGCCTACACCATTTTTGC

TCATTT GGA GTA CCT TAA CAT GA

AGT CGT AAT TTT GTT TCT AAACTC

TCATTC ACT CAC AGC CTG ATG AC

AAA CAT CAT TGC TCT TCA AAT AAC

GAT GATTGT CTT TTT CCT CTT GC

CAT TTA GTA GCC AAA AAT AAAGCT TG

TTITCTATTCTTACTGCTAGCATT

TAG ATGACCCATATTCTGTTITC

GTTACT GCATACACATTGTGAC

GCTCAAGCTTGC CATCTCTT

TTC ATC AAG AGG AAGCTTAGATAGTT

GTC AAT ACC CAG CCG ACCTA

CCTCAAGTT CCAACCACATTT

AAG AGG CAG AAT CAG CTC CA

CAAAAG TGG TGC TCAGACA

CAT GCC ACC AAG CAG AAGTA

CAG CCCAGACTGCTTCAAA

TCT GCA CCC AAC AAA AAT CA

TAC CTC AAG TTT ACA AGA GGG AAT

ACA CCT AAA GAT GAC AAT TTG AG

ACA ATA AAC TGG AGT ACA CAA GG

TGA ATT TTA ATG GAT TAC CTA GGT

TGT AAT TCATTT TAT TCC TAATAG CTC

CTACCTATTTTT ATACCC ACA AAC

GAT CAT TCT TAG AAC CAT CTT GC

ACCTGG CCAAGAATGTCTTA

TGA AGG ACT CGG ATT TCA CGC

GCTTTG AAACAT GCACTACGAT

TAC CAT GAT TTAAAA ATC CAC CAG

CTG AGC TAT CTT AAG AAATAC ATG

ACCCCG TCT CTATAA AAAATACAA AA

ATA CAC AGG TAAGAAATT AGG A

CAATTAGGT CTTTTT GAG AGT A

GCTTTTTGT TTC CTAACATGA AG

GCAAAC CTC GCT TTG AAG AA

CTAG GTC GGC TGG GTATTG A

CCC GTG AAC TGT ATG GAG AA

GAG CTG ATT CTG CCT CTT GG

TCAGGT GGACTT TTG GGT GT

AGC TGT TTG AGG AGG TGG TG

TTG CCA CAG GTG GAG GTA AT

TGATTTTTG TTG GGT GCA GA

TGCCTT TCT TAATTCAGCCTTT

200 pb 50°C

85 pb 50°C
290 pb 50°C
180 pb 50°C

114 pb 50°C

84 pb 50°C
105 pb 50°C
220 pb 50°C
379 pb 50°C
76 pb 50°C
96 pb 50°C
140 pb 50°C
340 pb 50°C

300 pb 50°C
215 pb 50°C
372 pb 50°C
398 pb 50°C

480 pb 50°C

324 pb 50°C
436 pb 55°C
446 pb 55°C
254 pb 55°C

543 pb 550C
511 pb 50°C

381 pb 50°C
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15.8
15.9
15.10
15.11
15.12
15.13
15.14
15.15
15.16
15.17
15.18

Tabla 9. Cebadores sentido y antisentido del extremo 3’ del gen APC

CTTACT GTT TTT CAC GAA ATG
CAG CAACTG ATG AAAAGT TACA
CAA AAA AGA AAAAGC CTT CA
ACCATTTCATCTTACACCTGAT
GGA GTT CGA AAT AGC TCC TC
TAG AAATGG AAT AAG TCCTCC TA
ATC AAG TGG AAG TGAATCTGAT
TCAGTC CCACTATAG AGT ATAATGA
ACC AAA CAA AGT AAA GAA AAC
TAATCA GGC AAA ACA AAATGT
TCA GAT CCC AACTCCAGT G

GGT TCATTTTCTTTATIGTTGTT
CAAGTG TCA GAT CTT CACCTA AT
ACTTTTCTCCCCTGG TTT TA
TTG GCT CCT CTA GGA GAAGT
TGACAT TTT TCC AGAACC TG
CTTCTTAAGGTT GGG CTTG
CTGACCTATTGATTGGAAGTCT
AGG AAA CGG TCT GAG AAG TAC
ACC TGA ATA AAG GAG TTC AGG
GTTCAACTG GATTCTGTG C
GGA TGG GAT GCT ACT TTA AAT

400 pb 55°C
402 pb 55°C
380 pb 55°C
387 pb 55°C
393 pb 55°C
366 pb 55°C
365 pb 55°C
363 pb 55°C
392 pb 55°C
387 pb 55°C
396 pb 55°C

La secuencia de cebadores y los tamafios de los fragmentos amplificados para MUTYH

se detallan en la Tabla 10.

10

11

12

13

14

15

16

Tabla 10. Cebadores sentido y antisentido del gen MUTYH

GAA GCT GCG GGA GCT GAAA

CTGCTTTGG CTGGGTCTTT

AGG GAT GATTGC TGAGTG TC

CTC ATC TGG GGT TGC ATT GA

GGG CAG GTC AGC AGT GTC

TACTTT GGG GTG GGT GTA GA

GGG ACT GAC GGG TGATCTCT

CCAGGAGTCTTGGGT GTCTT

AACTCT TTG GCC CCT CTG TG

GTGCTT CAG GGG TGT CTG C

TAAGGAGTGACT CTGCCCTATG

AGC CCTCTT GGC TTG AGT A

AGG GCA GTG GCATGAGTAAC

TTG GCT TTT GAG GCT ATATCC

TGA AGT TAA GGG CAG AAC ACC

AGG ACA AGG AGAGGATTCTCT G

ATC CCC GACTGC CTG AACC
CGCACCTGG CCCTTCGTAAG
CAATGC AAC CCC AGA TGA GG
GGG TTG GCATGA GGA CACTG
TAC ACC CAC CCC AAAGTA GA
AAG AGATCACCC GTCAGT CC

TTG GAG TGC AAG ACT CAAGAT T
AGA GGG GCC AAAGAG TTA GC
GAA GGG AAC ACT GCT GTG AAG

TGT CAT AGG GCAGAG TCACTCC

GCC AAG AGG GCT TTA GG

TGCCGATTCCCTCCATTCT

GGC TAT TCC GCT GCT CACTT
CAT GTA GGA AAC ACA AGG AAG TA
GTTCACCCAGACATTCGTTAGT

GGA ATG GGG GCT TTC AGA

132 pb 57°C
259 pb 57°C
268 pb 54°C
166 pb 57°C
189 pb 57°C
185 pb 57°C
186 pb 57°C
240 pb 57°C
196 pb 57°C
262 pb 57°C
251 pb 57°C
297 pb 57°C
242 pb 57°C
256 pb 57°C
207 pb 57°C
224 pb 57°C
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2.3.3 Electroforesis en gel de Agarosa

Los fragmentos amplificados mediante PCR, fueron separados por su tamafio mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% (Gibco-BRL) preparados con
tampon TBE (Tris 0.044 M, écido borico 0.044 M, EDTA 1.0mM pH=8.3).

Las muestras se migraron en paralelo a un marcador de tamafio que corresponde con el
ADN del fago ®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll. La electroforesis se llevo a
cabo con una diferencia de potencial constante de 120 voltios durante 25 minutos.

Para monitorizar la migracion del ADN en el gel utilizamos dos colorantes que se
incluyeron en el tampdn de carga: el xyleno cianol, que migra aproximadamente con los
fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra

aproximadamente con los fragmentos de 0.5 Kb.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de agarosa
utilizando bromuro de etidio (0.1ug/ml), que actla intercalandose entre las bases
nitrogenadas del ADN y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254nm).
Los resultados obtenidos se conservaron mediante un sistema de fotografia digital
(BioRad).

2.3.4 Purificacién del DNA

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion fue realizada
mediante PureLink® PCR Purification kit (Life Technologies-Invitrogen, California,
U.S.A). Se mezclo el producto de PCR con 4 volumenes de la solucion de Binding. Se
paso esta mezcla por la columna y se centrifugdé a 10000 rpm durante un minuto.
Posteriormente, para limpiar el DNA, se anadi6 a la columna 500 pL de la solucion wash
buffer. A continuacion, se centrifugo a 10000 rpm durante un minuto. Se decanta y se
vuelve a centrifugar para secar la columna. Finalmente, el DNA pegado en la membrana

se eluyo con 40 uL de elution buffer.
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2.3.5 Electroforesis en Gel Sensible a la Conformacion (CSGE)

Los fragmentos amplificados fueron sometidos a analisis por CSGE siguiendo la técnica
descrita por Orita, con algunas modificaciones (127)

El paso inicial del anlisis por CSGE consiste en desnaturalizar el producto de PCR a 95°
C y su posterior renaturalizacion para permitir la formacion de heterodiplex
(apareamiento entre cadenas que difieren en su secuencia) en el caso de individuos
heterocigotos (figura 14). Los heteroduplex y los homoduplex migran de manera diferente
en geles de acrilamida.

La electroforesis se realizd en geles MDE ™ 2X (AT Biochem, Inc. USA), que es un
polimero de acrilamida modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las siguientes
cantidades para preparar cada gel: agua destilada 7.705mL, formamida 99% 5.98mL,
etilenglicol 99% 4.025mL, TBE 10X 2.415mL, MDE ™ 2X 20.125mL, TEMED (N, N,
N, N’ Tetrametilendiamina) 36.8 uL, AMPS 25% 138 uL. La electroforesis se realizé a
un voltaje de 180, durante 21 horas aproximadamente (el tiempo varia dependiendo del

tamario del fragmento de PCR a analizar).

Silvestre Homoduplex
=] Desnaturalizacion = —
——| Renaturalizacion
= > |F= =
— = =
Mutado Homoduplex
= = =
— > — —
= = || IE
Silvestre Mutado Heteroduplex Homoduplex
— — | —= =
= ¥ = =
—| — | ‘ ,= 4='

Figura 14. Esquema de la formacion de Heterodtplex tras la desnaturalizacion y posterior
renaturalizacion del producto de PCR. Las hebras madre, tras la desnaturalizacion, pueden
renaturalizarse con su hebra complementaria correspondiente, o con la hebra complementaria del
otro alelo. Si existe un cambio de ntcleotido en heterocigosis dentro del fragmento amplificado, la
renaturalizacion puede generar Heteroduplex, es decir apareamiento entre dos hebras que son
complementarias en todos los nucledtidos excepto uno, generando un desapareamiento en este punto,
lo que genera un cambio en la conformacion del DNA, detectable por CSGE.
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Para la tincion de plata se utilizd el reactivo comercial DNA Silver Staining Kit de G.E.
Healthcare, siguiendo las instrucciones del comerciante. Los fragmentos de PCR de un
mismo exon de distintos pacientes, con distintos patrones de migracion en el gel de
acrilamida, fueron posteriormente secuenciados. Esta técnica fue utilizada rutinariamente
para el rastreo de mutaciones en APC y MUTYH.

En la figura 15 puede observarse el patrén de migracion anémalo del exén 7 del gen APC

en una familia que presenta una mutacién patogénica.

Figura 15. Electroforesis en gel sensible a la conformacién (CSGE), donde se
muestra el patrén de una mutacion.

2.3.6 Analisis de grandes alteraciones cromosémicas del gen APC mediante MLPA

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Para el estudio de grandes pérdidas/amplificaciones gendmicas del gen APC, se empled
la técnica de amplificacion por PCR multiplex dependiente de ligacion (MLPA). Es un
método empleado para establecer el nUmero de copias existente en hasta 45 secuencias
de DNA en una Unica reaccion. Fue descrito por Schouten (128) y consta de cuatro etapas:

desnaturalizacion, hibridacion, ligacion y amplificacion.

Cada reaccion de amplificacion consta de dos tipos diferentes de sondas especificas que
llevan incorporado uno de los oligonucledtidos universales empleados para la
amplificacion final de los fragmentos. Con ello se reduce la inespecificidad de la técnica,
puesto que es imprescindible que ambas sondas reconozcan las regiones de unién para
que se lleve a cabo la amplificacion. En un primer paso, la mezcla de las sondas de MLPA
se aflade al DNA genomico previamente desnaturalizado. Las dos partes de la sonda
hibridan con secuencias diana adyacentes y ligan mediante una enzima ligasa

termoestable.
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La secuencia que proporcionan las dos sondas ligadas sirve como molde para la
amplificacion, utilizando oligonucledtidos universales y especificos de las sondas
empleadas anteriormente marcados con un fluorocromo en uno de sus extremos. Los
productos amplificados se someten a una cromatografiaa capilar y el resultado se

visualiza en forma de electroferograma.

El kit utilizado para el andlisis de deleciones o reordenamientos del gen APC es SALSA
MLPA KIT P043 APC (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda). Este kit contiene 36
sondas diferentes con productos de amplificacion entre 130 y 445 pb. Adicionalmente,
contiene 5 fragmentos control que generan productos amplificados méas pequefios de
120pb: Cuatro fragmentos de cuantificacién de DNA (fragmentos Q) de 64-70-76-82 pb
y un control dependiente de ligacion de un tamafio de 92pb.

Los ensayos de MLPA se realizaron en aquellos pacientes con fenotipo FAP (méas de 100
polipos) y que no presentaban ninguna mutacion patogénica. No se realizaron estos
ensayos en pacientes AFAP, debido a que se han reportado ausencia de estas alteraciones

en pacientes con dicho fenotipo.

La preparacion de las muestras para los ensayos de MLPA parten de 100 ng de DNA
diluidos en ddH-.O hasta un volumen de 5 uL y las condiciones de desnaturalizacion,
hibridacion, ligacion y amplificacion fueron estipuladas por el fabricante.

Para comprobar la correcta amplificacion, se realizé una electroforesis horizontal en un
gel de agarosa al 2% mediante el procedimiento anteriormente descrito, cargando 6 uL
de cada producto de PCR en los pocillos del gel.

El analisis de los fragmentos se realizo preparando cada muestra con 12 uL de formamida
desionizada 0,2 uL del marcador de tamafios ROX (GeneScan™-500) y 2,0 uL del
producto de PCR. Esta mezcla se analiz6 en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE
Applied Biosystems) y los resultados se visualizaron mediante el software Peak Scanner
v1.0.

2.3.7 Secuenciacién automatica

Todos los productos de PCR analizados a través de CSGE, dHPLC y que mostraban un

patron de migracion o de elucién diferente, fueron secuenciados para identificar la
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naturaleza de la variante encontrada. En el caso del genes MUTYH se secuencid

directamente.

Para la secuenciacion automatica, las muestras se prepararon con 40-60ng de DNA
purificado con 3 pmol del oligonucleétido sentido o antisentido correspondiente, llevado
a un volumen final de 8 uL. La reaccion de secuenciacion por Sanger se llevé a cabo en
el secuenciador automatico ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Inc.)
en la unidad de Genomica del CIC, usando el kit BigDye Terminator® v.3.1.

La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realizo con ayuda del programa
Chromas lite 2.01 (Figura 16). La determinacion del grado de homologia con las

secuencias de referencia se llevo a cabo con el programa Serial Cloner.,

VO RN PR . A d b . X 1S SR EEN AN V- 108 G o | SO RIS S

Figura 16. Secuencia de nucledtidos correspondiente a un fragmento del gen NOMO.

2.4 PANEL DE SECUENCIACION MASIVA HEREDITARY ONCOKITDX®

En 57 de los pacientes que incluye este proyecto se realiz6 un panel de secuenciacion
NGS denominado Hereditary OncoKitDx®. Este panel analiza las secuencias de las
regiones codificantes de 50 genes: APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM, FAM175A(ABRAXAS1), FH,
KIF1B, MAX, MEN1, MET, MLH1, MLH3, MRE11, MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH,
NBN, NF1, NTHL1, PALB2, PIK3CA, PMS2, POLD1, POLE, PTEN, RADS50,
RAD51C, RAD51D, RB1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4,
STK11, TMEM127, TP53, VHL, XRCC2.
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La metodologia de este panel es la siguiente:

1. Preparacion de la muestra: dilucion y cuantificacion de la muestra. Fragmentacion
enzimatica de 10-26 ng de ADN gendmico.

2. Ligacion de adaptadores de secuenciacion: reparacion de los extremos y ligacion
de adaptadores. Purificacion de los fragmentos unidos a los adaptadores.
Amplificacion universal de las librerias por PCR: union de index y adaptadores
de secuenciacion.

3. Hibridacion y captura: hibridacion de las sondas a las regiones de interés. Captura
de las sondas con beads de estreptavidina. Purificacion de los fragmentos de ADN
capturados.

4. Enriquecimiento de las librerias: amplificacion post-captura mediante PCR para
el enriquecimiento de las librerias. Purificacion de los productos de PCR.

5. Secuenciacion masiva: secuenciacion de las librerias con plataformas de Illumina.

6. Analisis bioinformatico: pipeline de analisis disefiado especialmente para el

Hereditary OncoKitDx® a través de la plataforma Datagenomics.

2.5 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los pacientes reclutados para el estudio genético fueron debidamente informados
por los miembros clinicos de la consulta de la Unidad de Consejo Genético del CAUSA.

El consentimiento informado fue el modelo estandar de la Unidad (Anexo 1).

2.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se fueron completando los datos de cada paciente en una base de datos creada a tal efecto
en el programa Excel 2021. Una vez recogidos todos los datos, se codificaron las
respectivas variables para trasladarlas al programa informatico SPSS version 23 para su

posterior analisis estadistico.
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Inicialmente, se clasificaron los pacientes en funcién de su estado mutacional:

e Pacientes con variante patogénica (VP) en el gen APC

e Pacientes con VP homocigética en el gen MUTYH

e Pacientes con VP heterocigotica en el gen MUTYH

e Pacientes con variante de significado desconocido (VSD) en el gen APC

e Pacientes sin VP 0 VSD en ninguno de los dos genes

Los dos pacientes con VSD en MUTYH no han sido considerados para este analisis por

su escaso tamafio muestral.

Posteriormente realizamos un analisis descriptivo de cada grupo, para conocer las
caracteristicas clinicas, patologicas y moleculares de los sujetos a estudio. Para las
variables cuantitativas se calcularon media (desviacion tipica), mediana y valor
minimo/méximo. En el caso de las variables categdricas nominales y ordinales se calculd

la frecuencia y la proporcion para cada categoria.

Para la realizacion del estudio descriptivo conjunto sobre la importancia de las variables
en la discriminacién de los grupos genotipicos se ha llevado a cabo el MANOVA
BIPLOT para un factor (129), aunque este andlisis multivariante es utilizado
principalmente con caracter inferencial para detectar diferencias entre grupos a partir de
un conjunto de variables analizadas simultaneamente, en este estudio se ha utilizado como
un andlisis descriptivo. La razén de considerar simplemente el analisis descriptivo es por
el escaso numero de observaciones en la mayoria de los grupos y la tipologia de alguna
de las variables. Estas limitaciones producen el incumplimiento de los supuestos de
partida de esta técnica para que se pueda considerar su validez inferencial. La ventaja

que presenta esta técnica es su representacion grafica mediante el Biplot Canonico.

El Biplot Candnico (130 y 131) permite una representacion ponderada de la matriz de
medias consiguiendo las direcciones con maximo poder discriminante entre grupos.
Ademas, esta técnica también puede proporcionar funciones discriminantes a partir de las

variables candnicas que permitan la asignacion de nuevos individuos a los distinto grupos.
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La representacion grafica de los biplots muestra las principales diferencias entre grupos,
las variables responsables de estas diferencias y realizar inferencias sobre las variables
candnicas y originales mediante circulos de confianza situados sobre los puntos que
representan a los grupos. Si se proyectan los circulos de confianza sobre las variables y
los ejes canonicos (variables canonicas) se obtiene una estimacion de intervalos de
confianza para cada variable o eje candnico. Si las proyecciones de los circulos de
confianza no se cruzan se puede afirmar que se han detectado diferencias estadisticamente
significativas. Las variables canonicas son variables ficticias generadas a partir de la
combinacion lineal de las variables originales. Si bien, como se ha indicado, esta Gltima
funcion inferencial de esta técnica no se ha tenido en cuenta. El significado interpretativo
de las variables candnicas estd basado por aquellas variables originales que mejor las

explican.

Esta técnica también nos permite proyectar las observaciones originales en el espacio de
las medias de los grupos. Esta caracteristica nos permite observar cémo se distribuyen las
observaciones en relacién a la media de los grupos a los que pertenecen.

Para la realizacion del MANOVA BIPLOT se ha utilizado el MULTBIPLOT 2015 (132)

y la funcién discriminante canénica el SAS-JMP versién 12,

78



RESULTADOS

RESULTADOS

79



RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

En este proyecto se llevo a cabo el estudio de las caracteristicas clinicas, patoldgicas y
moleculares de 177 pacientes con sospecha de poliposis adenomatosa hereditaria
estudiados en la Unidad de Consejo Genético del CAUSA.. Todos los pacientes cumplian

los criterios de inclusién descritos en material y métodos:

1. Los pacientes debian de tener realizado el estudio mutacional en linea germinal
de los genes APC y MUTYH.

2. Se debe de disponer de la historia oncoldgica personal y familiar del paciente.

3. Debian de firmar el consentimiento informado.

En la figura 17 se describe el diagrama de flujo del estudio:

TOTAL PACIENTES
221
PACIENTES
EXCLUIDOS: 44
Por ausencia de datos relevantes
para el estudio en la historia
clinica personal y familiar
PACIENTES
ESTUDIADOS
177
| | | | | 1
Con VP en Con VP Con VP Con VSD en Con VSD en Sin VP o VSD:

homocigética heterocigdtica

en MUTYH: 7 en MUTYH: 6 ARCL MUDALL e

APC: 9

Figura 17. Diagrama de flujo del estudio
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Si analizamos Unicamente los 9 pacientes con VP en APC, 6 (66,6%) cumplian criterios
clinicos de PAF clésica (mas de cien polipos) y 3 (33,3%) presentaban caracteristicas
clinicas de PAFA.

De los 177 pacientes incluidos en el estudio, 63 (35.5%) eran mujeres y 114 (65.5%) eran
varones (figura 18). Presentaban una edad media de 61 afios (DE 13.89) y una edad
mediana de 63 (24-86) (tablall).

Tabla 11. Edad al estudio germinal

Media®=DE 61+13,89

Mediana 63

Edad minima 24

Edad méaxima 86

Sexo de la poblacién total

35.5%

= Mujeres = Hombres

Figura 18. Sexo de la poblacion total

La distribucién de la poblacion por rango de edad se describe en la figura 19.
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Figura 19. Distribucion por rangos de edad.

27,6%

>70

Tras el estudio a nivel germinal de los genes MUTYH y APC se encontraron las siguientes

mutaciones:

Se identificaron 9 (5%) casos de familias no emparentadas portadoras de variantes

patogénicas en el gen APC (tabla 12). Cabe destacar el dato curioso de que las 9 VP sean

diferentes y no se repita ninguna de ellas en los pacientes.

Tabla 12. VP patogénicas detectadas en el gen APC

PAF 5022.2 15 €.3340C>T p.Argl114Ter SNV
PAFA 5022.2 15 c.2127del p.Leu710fs Deleccion
PAF 5022.2 15 | c.4721 4722del p.11574fsX Deleccion
PAF 5022.2 15 | c.3783_3784del | p.Tyrl262Ter | Deleccion
PAFA 5022.2 15 C.7927_7928del p.Leu2643fs Deleccion
PAF 5022.2 4 €.498ins p.Tyrl59Ter Insercion
PAF 5022.2 15 €.3186_3187 p.GIn1062Ter | Deleccion
PAF 5022.2 13 c.1957A>C p.Arg653= SNV
PAFA 5022.2 3 c.422+1G>A - SNV
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Se identificaron 7 (4%) casos de portadoras de variantes patogénicas en homocigosis en
el gen MUTYH (tabla 13).

Tabla 13. VP en homocigosis en el gen MUTYH

Paciente | Localizacion | Exon | Cambio de base Cambio de aa Tipo de Alelo
cromosomica mutacion

1 1p34.1 13 | ¢.1227 _1228dupGG | p.Glu410GlyfsTer43 SNV Bialélica

2 1p34.1 13 c.1145 G>A p.Gly382Asp SNV Bialélica

3 1p34.1 13 c.1187G>A p.Gly396Asp SNV Bialélica

4 1p34.1 7 c.536 A>G p.Tyrl79Cys SNV Heterocigosis
1p34.1 12 c.1147delC p.Ala385Profs Deleccion | Heterocigosis

5 1p34.1 7 C.494A>G p.Lys165Arg SNV Heterocigosis
1p34.1 12 €.1103 1104del p.Ala638fs Deleccidn | Heterocigosis

6 1p34.1 12 €.1103_1104del p.Ala638fs Deleccion | Heterocigosis
1p34.1 7 C.494A>G p.Lys165Arg SNV Heterocigosis

7 1p34.1 12 c.1147delC p.Ala385Profs Deleccion Bialélica

Como se puede observar en la tabla 13, 4 (57%) pacientes presentaron la misma VP del

gen MUTYH en homocigosis, mientras que los otros 3 tenian dos VP diferentes en

heterocigosis. Los pacientes 1y 6 presentaron un fenotipo similar a una PAF clésica, con

cientos de polipos colonicos, requiriendo panproctocolectomia total profilactica. Los

pacientes 5y 6 (estudiados ambos como caso indice al acudir a la UCG de forma paralela

y no conocer, ninguno de los dos, el caso del otro. Conocidos estos datos a posteriori por

las responsables clinicas de la unidad) estaban emparentados en 1° grado (hermanos), sin

embargo, uno de ellos presentd un fenotipo mas severo a pesar de tener el mismo tipo de

VP.

Por otro lado, se encontraron un total de 6 (3,3%) pacientes portadores de 3 VP en
heterocigosis en el gen MUTYH (tabla 14).
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Tabla 14. Variantes patogénicas en heterocigosis en el gen MUTYH.

1p34.1 13 c.1187G>A | p.Gly396Asp SNV 3
1p34.1 13 €.1145 G>A | p.Gly382Asp SNV 2
1p34.1 7 c.494A>G p.Lys165Arg SNV 1

Ademas, en 16 (9%) pacientes se descubrid una variante de significado desconocido
(VSD). 14 pacientes fueron portadores de una VVSD en el gen APC (tabla 15) y 2 pacientes
en el gen MUTYH (tabla 16).

Tabla 15. VSD en el gen APC

5q22.2 15 c.3920T>A | p.lle1307Lys SNV 1
5q22.2 15 €.3386T>C p.Leull29Ser SNV 1
5022.2 15 €.3949G>C p.Glul317GIn SNV 4
5022.2 15 c.3084T>G p.Serl028Arg SNV 2
5022.2 13 1752A>G GIn565GIn SNV 1
5022.2 15 c.*86C>A - SNV 3
5022.2 15 c.5801C>T p.Pro1934Leu SNV 1
5022.2 15 c.5465T>A | p.Vall822Asp SNV 1

Tabla 16. VSD en el gen MUTYH

1p34.1 2 c.43A>G - SNV

1p34.1 10 c.841C>T p.Arg281Cys SNV

El resto de pacientes (139; 78,5%) no presentaron ninguna VP en linea germinal en los
genes APCy MUTYH.
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2. CARACTERISTICAS CLINICASY PATOLOGICASDE LOSPACIENTESEN
FUNCION DE SU ESTADO MUTACIONAL

A continuacién, se realizara un analisis descriptivo de todas las caracteristicas, clinicas,
patoldgicas y familiares de los pacientes incluidos en el estudio. Se realizara una
descripcion pormenorizada de cada grupo de pacientes, clasificandolos por su estatus
mutacional. Los dos pacientes con VSD en MUTYH no han sido considerados para este

analisis por su escaso tamafio muestral.

2.1 EDAD, SEXO Y EXITUS

Pacientes con VP en el gen APC

Los 9 pacientes con mutacion patogénica en el gen APC fueron 5 (55,5%) mujeres y 4
(45,5%) hombres (figura 20). Presentaban una edad media de 46 afios (DE 14,75) y una
mediana de edad de 48 afios (24-70) (tabla 17).

En el momento de este andlisis ningun paciente habia fallecido (figura 21).

Pacientes con VP en homocigosis en el gen MUTYH

De los 7 pacientes con VP homocigética en el gen MUTYH 3 (43%) fueron mujeres y 4
(57%) fueron hombres (figura 20). Presentaban una edad media de 65 afios (DE 6,8) y
una mediana de edad de 62 afios (57-76) (tabla 17).

En el momento de este analisis ningln paciente habia fallecido (figura 21).

Pacientes con VP en heterocigosis en el ggn MUTYH

De los 6 pacientes con VP heterocig6tica en el gen MUTYH 4 (66,6%) fueron mujeres y
2 (33,3%) fueron hombres (figura 20). Presentaban una edad media de 64 afios (DE 18,14)
y una mediana de edad de 70 afios (34-80) (tabla 17).

En el momento de este analisis 3 (50%) pacientes habian fallecido (figura 21). Todos

ellos secundarios a la evolucion de un CCR.

Pacientes con VSD en el gen APC

De los 14 pacientes con VSD en el gen APC 5 (35,7%) fueron mujeres y 9 (64,3%) fueron
hombres (figura 20). Presentaban una edad media de 57 afios (DE 16,9) y una mediana
de edad de 60 afios (24-80) (tabla 17).
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En el momento de este andlisis solamente habia fallecido 1 (7%) paciente (figura 21).

Relacionado con la evolucion de un CCR.

Pacientes sin VP en los genes APCy MUTYH

De los 139 pacientes sin mutacion en los genes APC y MUTYH, 45 (32,3%) fueron
mujeres 'y 94 (67,7%) fueron hombres (figura 20). Presentaban una edad media de 62 afos
(DE 12,7) y una mediana de edad de 65 afios (26-86) (tabla 17).

En el momento de este analisis 20 (14,38%) pacientes habian fallecido (figura 21).

La causa mas frecuente de éxitus fue relacionada con la evolucién de un CCR, en 9 (45%),
seguida de el carcinoma no microcitico de pulmén en 3 casos (15%), el carcinoma
microcitico de pulmdn (2, 10%), causa desconocida (2, 10%), ADC de prostata (2, 10%)
y cancer de eséfago (2, 10%).

Tabla 17. Distribucion de la edad de los pacientes en funcion de su estatus mutacional

Medida de VP en VP VP VSDen | SinVPni
dispersion APC homocigotica | heterocigética APC VSD
MUTYH MUTYH
Media=DE | 46+14,75 65+6,8 64+18,14 57+16,9 62+12,7
Mediana 48 62 70 60 65
Edad minima 24 57 34 24 26
Edad méxima 70 76 80 80 86
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Distribucidn por sexos

80,00%
0,
70,00% 66,60% 64,30% oL.10%
60,00% 55,50% 57%
0,
50,00% 5,50% 43%
0,
40,00% 330%  >>70% 32,30%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
VP en APC VP homocigédtica en VP heterocigoética VSD en APC Sin VP ni VSD
MUTYH en MUTYH
B Mujeres M Hombres
Figura 20. Distribucion por sexos
Distribucidn de los pacientes fallecidos/vivos
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
VP en APC VP homocigéticas VP heterocigéticas VSD en APC Sin VP ni VSD
en MUTYH en MUTYH

W Vivos M Fallecidos

Figura 21. Distribucion de los pacientes fallecidos/vivos
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2.2 CRITERIOS DIAGNOSTICOS E HISTORIA FAMILIAR

A continuacién, clasificaremos a los pacientes en funcion de los criterios diagndsticos por
los que se indicd la realizacion del estudio constitucional de APC y MUTYH (tabla 6).
Asimismo, realizaremos una descripcion de los antecedentes familiares de cancer,
principalmente asociados a la esfera de la PAF, de los pacientes incluidos en cada grupo.
Es importante aclarar que hijo/a, padre, madre y hermano/a se consideraron familiares de
primer grado. Se consideraron familiares de segundo grado a abuelos, nietos, tios,

sobrinos en la misma linea materna o paterna.

Antes de realizar el andlisis estratificado por grupos cabe destacar que 10 (5,6%)
pacientes cumplian criterios de PAF clasica (méas de 100 po6lipos). De esos 10, 6 (60%)
presentaron una VP en el gen APC, 2 (20%) una VP en homocigosis en el gen MUTYH
y otros 2 no presentaron VP ni VSD.

Pacientes con VP en el gen APC

De los 9 pacientes con variante patogénica en el gen APC, 6 (66,6%) cumplian el criterio
A (presentar mas de 100 pdlipos). 4 pacientes (44,4%) cumplian el criterio B
(antecedentes familiares de PAF). Todos ellos cumplian el criterio C (>10 adenomas
colorrectales) y 5 pacientes (55,5%) cumplian el criterio D (presencia de adenomas
colorrectales antes de los 40-45 afios). Salvo el caso de un paciente, el resto cumplian una
combinacidn de varios criterios (tabla 18). 4 de las 9 VP encontradas fueron mutaciones

de novo.

Tabla 18. Criterios diagndsticos de los pacientes con VP en APC.

Criterio diagndstico N° de pacientes
A+B+C 2
A+B+C+D
A+C+D
B+C
C
C+D

P R R W e
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Atendiendo a los antecedentes familiares de cancer asociados a los sindromes de poliposis
hereditaria, 4 (44,4%) pacientes presentaban antecedentes de CCR en familiares de 1°
grado y otros 4 presentaban antecedentes de CCR en familiares de 2° grado (tabla 19).

Tabla 19. Antecedentes familiares de los pacientes con VP en APC

Grado de parentesco N° de familiares N° de pacientes
0 5

Familiares de 1° grado

Familiares de 2° grado

1 4
2 0
0 5
1 3
2 1

Pacientes con VP en homocigosis en el gen MUTYH

Si analizamos los pacientes con VP en homocigosis del gen MUTYH, 2 (28,5%) pacientes
cumplian el criterio clinico A, 5 (71%) pacientes cumplian el criterio B, todos cumplia en
criterio C y 1 paciente (14%) cumplia el criterio D. Todos ellos salvo uno, cumplian

combinaciones de varios criterios (tabla 20).

Tabla 20. Criterios diagndsticos de los pacientes con VP en homocigosis en MUTYH

Criterio diagndstico N° de pacientes
A+B+C 2
B+C+D 1

B+C 2
C 2

Si analizamos los antecedentes familiares de cancer asociados a los sindromes de
poliposis hereditaria, 3 (42,8%) pacientes presentaban antecedentes de CCR en familiares
de 1° grado y uno presentaba antecedentes de CCR en familiares de 2° grado. Asimismo
3 (42,8%) pacientes tenian antecedentes de cancer de pancreas en familiares de 1° grado
(tabla 21).
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Tabla 21. Antecedentes familiares de los pacientes con VP en homocigosis en MUTYH

Grado de parentesco N° de familiares N° de pacientes

Familiares de 1° grado

Familiares de 2° grado

N| R O Wl N k| O
O| R O | | N W

Pacientes con VP en heterocigosis en el gen MUTYH

Si analizamos los pacientes con VP heterocigdética del gen MUTYH, no habia pacientes
que cumpliesen los criterios Ay B, 2 (33,3%) pacientes cumplian el criterio C y 1 paciente
(16%) cumplia el criterio D. Tres (50%) no cumplian ninguno de los criterios. 2 pacientes

cumplian combinaciones de varios criterios (tabla 22).

Tabla 22. Criterios diagndsticos de los pacientes con VP heterocigdtica del gen MUTYH

Criterio diagndstico N° de pacientes
C 2
D 1
No cumplian 3

Ninguno de los pacientes estudiados tenia antecedentes familiares de cancer en familiares
de 1° grado. Por otro lado, 4 (66,6%) presentaban antecedentes de CCR en familiares de
2° grado y 2 (33%) pacientes tenian antecedentes de cancer gastrico en familiares de 2°
grado (tabla 23).
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Tabla 23. Antecedentes familiares de pacientes con VP heterocigdtica en MUTYH

Grado de parentesco N° de familiares N° de pacientes
Familiares de 1° grado 0 6
0 2
1 2
Familiares de 2° grado 2 1
3 1

Pacientes con VSD en el gen APC

Si analizamos los pacientes con VSD del gen APC, no habia pacientes que cumpliesen
los criterios A y B, 8 (57,1%) pacientes cumplian el criterio C y 4 pacientes (28,5%)
cumplian el criterio D. Tres (21,4%%) no cumplian ninguno de los criterios (tabla 24).

Tabla 24. Criterios diagndsticos pacientes con VSD en el gen APC

Criterio diagndstico N° de pacientes
C 6
C+D 2
D 3
No cumplian 3

Si analizamos los antecedentes familiares de cancer asociados a los sindromes de
poliposis hereditaria, 5 (35,7%) pacientes presentaban antecedentes de CCR en familiares
de 1° grado y otros 5 presentaban también antecedentes de CCR en familiares de 2° grado.
Asimismo 2 (14,2%) pacientes tenian antecedentes de tumores cerebrales en familiares
de 2° grado y un paciente tenia un antecedente de cancer gastrico en familiar de 1° grado
(tabla 25).
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Tabla 25. Antecedentes familiares pacientes con VSD en APC.

Grado de parentesco N° de familiares N° de pacientes
0 6
1 5
Familiares de 1° grado 2-3-4 0
) 1
0 9
1 1
Familiares de 2° grado 2 3
3 3
4 1

Pacientes sin VP ni VSD en ambos genes

Si analizamos los pacientes sin VP en APC y MUTYH, 2 (1,4%) cumplian el criterio A.
Ninguno de ellos tenia antecedentes familiares de PAF confirmada (por lo que no cumplia
el criterio B). En cuanto la presencia de mas de 10 adenomas colorrectales en un mismo
individuo (criterio C), lo cumplian 75 (53,9%) pacientes. Por ultimo, el criterio D se
cumplia en 25 pacientes (18%). Varios presentan combinaciones diferentes de estos
criterios. Hubo un total de 46 (33%) pacientes que no cumplian ninguno de los criterios
(tabla 26).

Tabla 26. Criterios diagndsticos pacientes sin VP en APCy MUTYH

Criterio diagndstico N° de pacientes
A+C+D 1
A+C 1
C 67
C+D 6
D 18
No cumplian 46
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Si analizamos los antecedentes familiares de cancer asociados a los sindromes de
poliposis hereditaria, 60 (43%%) pacientes presentaban antecedentes de CCR en
familiares de 1° grado y otros 18 (13%) presentaban también antecedentes de CCR en
familiares de 2° grado. Asimismo, 7 (5%) pacientes tenian antecedentes de cancer gastrico
en familiares de 1° grado y 3 en familiares de 2° grado. Atendiendo al cancer de pancreas,
5 (3.5%) de los pacientes tenian antecedentes de 1° grado. Ademaés, existia un paciente
con un antecedente de 1° grado de un tumor cutéaneo y otro paciente con un antecedente

de 1° grado de un tumor cerebral (tabla 27).

Tabla 27. Antecedentes familiares pacientes sin VP en APCy MUTYH

Grado de parentesco N° de familiares N° de pacientes
0 72
50
14
2
1
119

Familiares de 1° grado

Familiares de 2° grado

Bl W N | O B W N

N N N ©

Frecuencia de deteccién de Sindromes de Poliposis Colonica Familiar mediante el

uso de criterios clinicos.

Si analizamos todos los grupos de forma conjunta, podemos observar que, de los 177
sujetos a estudio, no cumplian ningun criterio clinico de estudio 52 (29%) pacientes: 3
pacientes con VP heterocigéticaen MUTYH, 3 pacientes con VSD en APC y 46 pacientes
sin VP ni VSD.

Todos los pacientes que no cumplian los criterios establecidos por la Junta de Castilla y

Ledn (tabla 6) presentaban antecedentes de CCR a edades tempranas, asociado a
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antecedentes de poliposis en familiares de 1° grado, asi como otros antecedentes
familiares de cancer. Alguno de ellos tenia realizado el estudio no informativo de los
MMR.

Analizando los 125 pacientes restantes, que si cumplian alguno de los criterios clinicos
de estudio (tabla 6), podemos observar que en 16 (12%) casos (9 en APCy 7 en MUTYH)
se hallé una variante patogénica en uno de los dos genes causantes de poliposis

hereditaria.

En la siguiente gréfica mostramos la frecuencia de deteccion de Sindromes de Poliposis
Colonica Familiar mediante el uso de los criterios clinicos propuestos (figura 22)

Frecuencia de deteccidn mediante criterios clinicos

R

= Sin VP ni VSD = VP en APC = VP homocigotica en MUTYH
VP heterocigética en MUTYH = VSD en APC

Figura 22. Frecuencia de deteccion mediante criterios clinicos
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Frecuencia de deteccidon en funcion de cada criterio

100%

66%
55%
44%

VP en APC

85%

71%
57% 54%
0,
28% 33% o
(]
14% 16% 18%
0% 0% 0% 0% 1,40%09%

VP homocigéticaen VP heterocigética en VSD en APC Sin VP ni VSD
MUTYH MUTYH

B Criterio A M Criterio B m Criterio C Criterio D

Figura 23. Frecuencia de deteccion en funcion de cada criterio clinico.

2. 3 ANTECEDENTE PERSONAL DE CCR Y CIRUGIAS PROFILACTICAS

Como se ha explicado durante todo este proyecto de tesis, la PAF es un factor de riesgo

muy importante para acabar desarrollando un CCR. Asimismo, se asocia con otros

tumores como el cancer de duodeno, gastrico, hepatoblastoma o tumor desmoide, de los

que hablaremos posteriormente.

A continuacion, nos centraremos en la frecuencia de deteccion de CCR en los pacientes

de cada grupo de estudio, asi como algunas de sus caracteristicas.

Pacientes con variante patogénica en el gen APC

De los 9 pacientes incluidos en este grupo, 4 (44.4%) pacientes fueron diagnosticados de

un CCR a lo largo de su vida. La edad media de aparicion del CCR fue de 43 afios. El

resto de las caracteristicas se resumen en la tabla 28.
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Tabla 28. Caracteristicas de los CCR en los pacientes con VP en APC.

_ 4(44.4%)
Edad media (afios) 43
Edad mediana (afios) 39
Rango (afos) 25-68
Izquierdo 3 (75%)
Derecho 1 (25%)
Entérico 4 (100%)
1 0
2 3 (75%)
3 0
Indeterminado 1 (25%)
I 1 (25%)
I 2 (50%)
Il 1(25%
v 0
PMMR (expresién conservada) 3 (75%)
dMMR (déficit de expresion) 0
Indeterminado 1 (25%)
0

Pacientes con variante patogénica en homocigosis en el gen MUTYH

En el caso de los 7 pacientes con VP homocigética en el gen MUTYH, se resumen la

frecuencia de aparicion y caracteristicas de los CCR en estos pacientes en la tabla 29.
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Tabla 29. Caracteristicas de los CCR en los pacientes con VP homocigdtica en el gen MUTYH

_ —
Edad media (afios) 56
Edad mediana (afios) 55
Rango (afos) 44-70
Izquierdo 2 (50%)
Derecho 2 (50%)
Entérico 4 (100%)
1 3 (75%)
2 0
3 0
Indeterminado 1 (25%)
I 1 (25%)
I 2 (50%)
Il 0
v 1
PMMR (expresién conservada) 3 (75%)
dMMR (déficit de expresion) 0
Indeterminado 1 (25%)
Nativo 0
Mutado 1 (25%)
Indeterminado 3 (75%)
Nativo 1 (25%)
Mutado 0
Indeterminado 3 (75%)
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Hepéticas 0
Peritoneales 1 (25%)
Pulmonares 0

Oseas 0

Pacientes con VP en heterocigosis en el gen MUTYH

En el caso de los 6 pacientes con VP heterocigética en el gen MUTYH, se resume la

frecuencia de aparicion y caracteristicas de los CCR en estos pacientes en la tabla 30.

Tabla 30. Caracteristicas de los CCR en los pacientes con VP heterocigdtica en el gen MUTYH

5 (83%)
Edad media (afios) 56
Edad mediana (afios) 59
Rango (afos) 32-73
Izquierdo 0
Derecho 5 (100%)
Entérico 5 (100%)
1 3 (60%)
2 2 (40%)
3 0
Indeterminado 0
I 2 (40%)
I 1 (20%)
Il 0
v 2 (40%)
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PMMR (expresion conservada) 5 (83%)
dMMR (déficit de expresion) 0
Indeterminado 1 (17%)
RS ]
Nativo 0
Mutado 1
Indeterminado 5
B
Nativo 0
Mutado 1 (17%)
Indeterminado 5 (83%)
| Localizacifn de s metéstasis |
Hepéticas 1 (50%)
Peritoneales 2 (100%)
Pulmonares 1 (50%)
Oseas 0
Otras Krukenberg 2 (100%)

Pacientes con VSD en el gen APC

En el caso de los 14 pacientes con VSD en el gen APC, se resume la frecuencia de

aparicion y caracteristicas de los CCR en estos pacientes en la tabla 31.

Tabla 31.Caracteristicas de los CCR de los pacientes con VSD en el gen APC

8 (57%)
Edad media (afios) 56
Edad mediana (afios) 55
Rango (afos) 32-78
Izquierdo 3 (37,5%)
Derecho 5 (62,5%)
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Entérico 7 (87.5%)
Mucinoso 1 (12.5%)
1 5 (62,5%)
2 3 (37.5%)
3 0
Indeterminado 0
I 2 (25%)
I 5 (62.5%)
1T 1 (12.5%)
v 0
PMMR (expresion conservada) 5 (62.5%)
dMMR (déficit de expresion) 0
Indeterminado 3 (37.5%)
Nativo 0
Mutado 0
Indeterminado 8 (100%)
Nativo 0
Mutado 0
Indeterminado 8 (100%)
0

Pacientes sin VP ni VSD en los genes APCy MUTYH

Por Gltimo, vamos a estudiar el comportamiento, frecuencia de aparicion y caracteristicas

de los CCR diagnosticados en los 139 pacientes sin VP en los genes APC y MUTYH

tabla 32.
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Tabla 32. Caracteristicas de los CCR de los pacientes sin VP ni VSD en los genes APC y MUTYH.

Edad media (afios) 62
Edad mediana (afios) 64
Rango (afos) 27-85
Izquierdo 40 (60%)
Derecho 21 (32%)
Ambos 5 (8%)
Entérico 61 (92%)
Mucinoso 5 (8%)
1 34 (51.5%)
2 23 (34.8%)
3 3 (4.5%)
Indeterminado 6 (9%)

11 (16.6%)

29 (44%)

17 (25.7%)

9 (13.6%)

|<

PMMR (expresion conservada)

47 (71.2%)

dMMR (déficit de expresion) 1 (PMS2-)
Indeterminado 18 (27.27%)
Nativo 8 (88.8%)
Mutado 1 (12.5%)
Indeterminado 0
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BRAF
Nativo 2 (22.2%)
Mutado 0
Indeterminado 7 (77.8%)
Localizacion de las metastasis
Hepaticas 6 (66.6%)
Peritoneales 3 (33.3%)
Pulmonares 4 (44.4%)
Oseas 1 (11.1%)
Otras 3 (33.3%)

Cirugias profilacticas para diminucion del riesqgo de CCR

Ante individuos con diagndstico de PAF se considera indicada la cirugia mediante
colectomia total o subtotal, ante la presencia de multiples adenomas que no puedan ser
controlados endoscopicamente. La cirugia se intenta realizar a partir de la segunda década
de la vida si el manejo endoscépico es suficientemente seguro en nifios e individuos
jévenes. Los tipos de cirugia posible de mas a menos conservadora son: colectomia total
con anastomosis ileorrectal, proctocolectomia con reservorio ileal y anastomosis anal, y
proctocolectomia con ileostomia permanente. Se requiere vigilancia del recto (cada 6-12
meses) Si No se extirpay, en caso contrario, del reservorio ileal (cada 1-3 afios, en funcion
de la presencia o no de po6lipos). En caso de ileostomia también se debe vigilar e
inspeccionar el estoma ante el riesgo de presentar pdlipos en la zona (87).

En nuestra muestra, a un total de 30 (17%) pacientes se les ha realizado una

panproctocolectomia total profilactica. De esos treinta, 20 (66.6%) eran hombres y 10
(33.3%) mujeres.
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Distribucidn de cirugias profilacticas

= Colectomia profilactica = No colectomia

Figura 24. Distribucion de cirugias profildcticas en la poblacion total.

Si analizamos Unicamente los grupos de pacientes con variante patogénica propiamente
dicha (APC y bialélica en MUTYH), de los 16 pacientes, Unicamente 2 (12.5%) no han
optado por realizar una colectomia total. Uno de ellos tenia una VP en APC con fenotipo
atenuado y el otro tenia una VP en cada alelo del gen MUTYH. Por el otro lado 14
(87.5%) si han sido intervenidos. Por lo tanto, practicamente la mitad de los pacientes con

cirugias profilacticas forman parte de este reducido grupo de 16 pacientes.

Centrandonos en el resto de los grupos sin variante patogénica constitucional, a 16
pacientes de 161 (10%) se les ha realizado una colectomia profilactica. Cabe destacar que

la gran mayoria (12) son hombres (figura 25).

La principal causa por la que se realiz6 una colectomia total en los pacientes sin VP fue
la imposibilidad de control de manera endoscopica de los polipos coldnicos que
presentaban. Esto ocurrio en 7 (43%) pacientes. Otras causas fueron la presencia de CCR
y numerosos pélipos (3, 19%), el diagndstico de 2 tumores sincrénicos en colon izquierdo
y derecho (3, 19%), la presencia de colitis ulcerosa en un paciente y en 3 (19%) pacientes

se desconoce la causa.
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Distribucion de las cirugias profilacticas

120,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%

20,00%

0,00%
Mutacidén patogénica en APC o MUTYH Pacientes sin mutacidn patogénica

B Colectomia profilactica B Sin cirugia profilactica

Figura 25. Distribucion de las cirugias profildcticas en funcion del estado mutacional.

2.4 CARACTERISTICAS DE LAS POLIPOSIS Y ESTUDIO ENDOSCOPICO

Hemos realizado una recogida de datos de cada paciente basandonos en:
e NuUmero de colonoscopias previas al estudio genético.
e Numero de colonoscopias totales.
e Edad de diagndstico del primer pélipo identificado.
e Numero de pdlipos en colon derecho.
e Numero de polipos en colon izquierdo.
e Numero de pélipos totales a lo largo de su vida.

e Tipo histoldgico de los pélipos encontrados.

A continuacion, realizaremos un analisis descriptivo detallado de todos y cada uno de
estos datos, clasificando a los pacientes conforme a su estado mutacional.

Pacientes con VP en el gen APC

Los 9 pacientes incluidos en el estudio con variante patogénica en APC, se realizaron una
media de 1.2 colonoscopias previas y una mediana de 1 (0-6). Si analizamos el nimero
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de colonoscopias totales realizadas sobre estos pacientes, tendriamos una mediade 7.5y

una mediana de 5 (2-22) (tabla 33).

Tabla 33. Colonoscopias realizadas a los pacientes con VP en APC

Media 1.2
Mediana 1
Rango 0-6

Media 75
Mediana 5
Rango 2-22

La edad media de aparicion del primer polipo en estos pacientes fue de 39.4 afios (DE
16.56) y una mediana de 36 (15-68) (figura 26).

3,5

2,5

N

1,5

[N

0,5

Edad al 12 pdlipo en pacientes con VP en APC

15-29 afios

30-49 afios

0
50-69 afios >70 afos

W N2 de pacientes

Figura 26. Edad al 12 pdlipo de los pacientes con VP en APC.

Cuando analizamos el nimero total de pdlipos (tanto extirpados, como resecados en

cirugias profilacticas o simplemente observados en las diferentes colonoscopias)
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observamos que Unicamente pudieron ser contados en 3 pacientes, ya que el resto
presentaba cientos de pdlipos a lo largo del colon, de tal manera que no hemos podido
realizar una medicion exacta de ellos. Para este tipo de pacientes hemos dado el valor
>100.

Lo mismo ocurre cuando analizamos el numero total de polipos en funcion de su

localizacion (colon izquierdo o colon derecho) (tabla 34).

Tabla 34. N2 de pdlipos totales y en funcion de la lateralidad en pacientes con VP en APC.

1 45 15 60
2 8 17 25
3 50 24 74
Resto: 6 >100 >100 >100
103 56 160
34.3 18.6 53
45 17 60

Ademas, hemos analizado el tipo histologico de los pélipos que se podian extirpar y
recoger, diferenciandolos en adenomatosos, hamartomatosos, serrados e hiperplasicos.
Los 9 (100%) pacientes con mutacion en APC presentaban p6lipos adenomatosos, en
ninguno se extirp6 un pélipo hamartomatosos, en 1 (9%) paciente se resecé un pdlipo
serrado que ademas también contaba con pdlipos hiperplasicos y otros 4 (44.7%) también
presentaron pélipos hiperplésicos (figura 27).
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Tipos histolégicos de poliposis

= Adenomatosos = Adenomatosos + Serrados + Hiperplasicos = Adenomatosos + Hiperplasicos

Figura 27. Tipos histoldgicos de poliposis en los pacientes con VP en APC.

Pacientes con VP en homocigosis en el gen MUTYH

Los 7 pacientes incluidos en el estudio con variante patogénica homocigoética en el gen

MUTYH, se realizaron una media de 2.8 colonoscopias previas y una mediana de 3 (0-

5). Si analizamos el nimero de colonoscopias totales realizadas sobre estos pacientes,

tendriamos una media de 7.57 y una mediana de 6 (4-13) (tabla 35).

Tabla 35. Colonoscopias realizadas a la poblacion con VP homocigdtica en MUTYH

Media 2.8
Mediana 3
Rango 0-5
| de coloneseopes ales |
Media 7.57
Mediana 6
Rango 4-13

La edad media de aparicion del 1° polipo en estos pacientes fue de 56.8 afios (DE 7.7) y

una mediana de 57 (44-69) (figura 28).
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Edad al 12 pdlipo en pacientes MUTYH mutados

1

o ] )
15-29 afios 30-49 afios 50-69 afios >70 afos

B N2 de pacientes

Figura 28. Edad al 12 pdlipo de los pacientes con mutacion homocigdtica en MUTYH

Cuando analizamos el nimero total de pélipos, nos ocurre una situacion similar a la

anterior cuando realizamos el anélisis de los pacientes con VP en APC. Hay 2 (28.5%)

de los 7 pacientes que han tenido cientos de p6lipos a lo largo de su vida, por lo tanto, no

se puede realizar el contaje total ni en funcion de la lateralidad colénica.

Sin embargo, si que realizaremos el analisis descriptivo de los otros 5 pacientes (tabla

36).

Tabla 36. N2 de pdlipos totales y en funcion de la localizacion en el colon de los pacientes con VP bialélica en MUTYH

1 8 29 37
2 9 4 13
3 5 90 95
4 25 74 99
5 34 10 44
Resto: 2 >100 >100 >100
81 207 288
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16.2 41.4 57.6

9 29 44

En funcidn de su tipo histoldgico, los 7 (100%) pacientes con VP bialélica en MUTYH
presentaban polipos adenomatosos, en ninguno se extirpo un pélipo hamartomatosos, en
1 (9%) paciente se resecO un polipo serrado que ademas también contaba con polipos

hiperplésicos y otros 5 (55.5%) también presentaron pélipos hiperplésicos (figura 29).

Tipos histoldgicos de poliposis

= Adenomatosos = Adenomatosos + Serrados + Hiperpldsicos = Adenomatosos + Hiperplasicos

Figura 29. Tipo histoldgico de las poliposis en pacientes con VP homocigdtica en MUTYH

Pacientes con variante patogénica en heterocigosis en el gen MUTYH

Los 6 pacientes incluidos en el estudio con variante patogénica heterocigética en el gen
MUTYH, se realizaron una media de 2.8 colonoscopias previas y una mediana de 3 (1-
4). Si analizamos el nimero de colonoscopias totales realizadas sobre estos pacientes,
tendriamos una media de 3.8 y una mediana de 4 (1-7) (tabla 37).
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Tabla 37. Colonoscopias realizadas a la poblacién con VP heterocigdtica en MUTYH

Media 2.8
Mediana 3
Rango 1-4
| decolonoscopics oiales |
Media 3.8
Mediana 4
Rango 1-7

La edad media de aparicion del 1° p6lipo en estos pacientes fue de 58.3 afios (DE 15.78)
y una mediana de 63.5 (44-69) (figura 30).

Edad al 12 pdlipo en MUTYH mutados en
heterocigosis

2,5
2 2 2
2
1,5
1
0,5
0
0
15-29 afios 30-49 afios 50-69 afios >70 afos

B N2 de pacientes

Figura 30. Edad al 12 pdlipo de los pacientes con VP heterocigdtica en MUTYH

A continuacion, analizaremos el numero de pélipos total y en funcion de su localizacién
colodnica que han tenido estos 6 pacientes a lo largo de su vida. Ninguno de ellos ha tenido
que realizar una colectomia profilactica y en todos se ha podido realizar un contaje

pormenorizado de los pdlipos (tabla 38).
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Tabla 38. N2 de pdlipos totales y en funcion de la localizacion en el colon de los pacientes con VP heterocigdtica en

MUTYH
1 10 11 21
2 0 2 2
3 15 33 48
4 1 2 3
5 3 4 7
6 1 0 1
30 52 82
5 8.6 13.6
2 3 5

En funcién de su tipo histologico, 5 (83.3%) pacientes con mutacion heterocigotica en
MUTYH presentaban polipos adenomatosos, en ninguno se extirpd un pdlipo
hamartomatoso ni serrado y 4 (66.6%) pacientes también presentaron polipos
hiperpléasicos (figura 36).

Tipos histoldgicos de poliposis

= Adenomatosos = Adenomatosos + Hiperplasicos = Hiperplasico

Figura 31. N2 de pacientes con VP heterocigdtica en MUTYH en funcion de la histologia de sus pdlipos

111



RESULTADOS

Pacientes con VSD en el gen APC

Los 14 pacientes incluidos en el estudio con VSD en el gen APC, se realizaron una media
de 4.5 colonoscopias previas y una mediana de 3 (1-20). Si analizamos el numero de
colonoscopias totales realizadas sobre estos pacientes, tendriamos una media de 6.2 y una
mediana de 4 (1-25) (tabla 39).

Tabla 39. Colonoscopias realizadas a la poblacién con VSD en APC

Media 45
Mediana 3
Rango 1-20

Media 6.2
Mediana 4
Rango 1-25

La edad media de aparicion del 1° p6lipo en estos pacientes fue de 48.4 afios (DE 18.8) y
una mediana de 50 afios (21-76) (figura 32).

Edad al 12 pdlipo en pacientes con VSD en APC

5
4
3
I 2

15-29 aios 30-49 afios

Figura 32. Edad al 12 pélipo en pacientes con VSD en APC

W N2 de pacientes

50-69 afios

>70 aios
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A continuacidn, analizaremos el numero de polipos total y en funcién de la localizacion
colonica que han tenido estos 14 pacientes a lo largo de su vida. 1 (7%) de ellos ha tenido
que realizar una colectomia total profilactica por la presencia de colitis ulcerosa grave y
en todos se ha podido realizar un contaje pormenorizado de los polipos (tabla 40).

Tabla 40. N2 de pdlipos clasificados en funcion de su localizacion de los pacientes con VSD en el gen APC.

Por dltimo, si analizamos su tipo histoldgico, 13 (93%) pacientes con VSD en APC
presentaban pélipos adenomatosos, en ninguno se extirpd un pélipo hamartomatoso, 2
(22.2%) presentaron polipos serrados y 6 (43%) pacientes también presentaron poélipos
hiperplasicos (figura 33). Un paciente no presentd ningun polipo en el seguimiento,
debutd con un CCR y se realiz6 el diagnostico genético por los antecedentes familiares
del paciente.

Tipos histoldgicos de poliposis

= Adenomatosos = Adenomatosos + Hiperplasicos = Adenomatosos + Serrados

Figura 33. N2 de pacientes con VSD en APC en funcion de la histologia de sus pdlipos
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Pacientes sin VP ni VSD en los genes APCy MUTYH

Los 139 pacientes incluidos en el estudio sin mutaciones en los genes APC y MUTYH,
se realizaron una media de 2.9 colonoscopias previas y una mediana de 3 (0-9). Si
analizamos el numero de colonoscopias totales realizadas sobre estos pacientes,

tendriamos una media de 4.2 y una mediana de 4 (0-11) (tabla 41).

Tabla 41. Colonoscopias realizadas por los pacientes sin VP ni VSD

N° de colonoscopias previas

Media 29
Mediana 3
Rango 0-9

N° de colonoscopias totales

Media 4.2
Mediana 4
Rango 0-11

La edad media de aparicion del 1° p6lipo en estos pacientes fue de 57.5 afios (DE 13.2) y
una mediana de 60 afios (21-82) (figura 34).

Edad al 12 pdlipo en pacientes sin mutaciones

90 82

80

70

60

50

40

30 23

20
10 3 5
0 — [ ]

No ha tenido 15-29 aios 30-49 afios 50-69 afios >70 afios
pélipos

26

B N2 de pacientes

Figura 34. Edad al 12 pdlipo en pacientes sin VP ni VSD
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Asimismo, analizaremos el nimero de polipos total y en funcion de la localizacion
colonica que han tenido estos 139 pacientes a lo largo de su vida. En 15 (10.7%) de ellos
se ha realizado una colectomia total profilactica a pesar de no tener una variante
patogénica en linea germinal (se ha explicado las causas anteriormente) y 3 pacientes no
han tenido la presencia de ningun poélipo a lo largo de su vida: en 2 se realizo el estudio
por presentar un CCR a edades menores de 50 afios con antecedentes familiares de
poliposis y en el otro se realizo el estudio por el diagndstico de un tumor desmoide a los
47 afos.

Hemos tenido que extraer a dos pacientes del analisis, al igual que en los pacientes con

mutacién patogénica porque tenian cientos de pélipos no contables (tabla 42).

Tabla 42. N2 de pdlipos clasificados en funcion de su localizacion de los pacientes sin VP ni VSD en APC y MUTYH.

Para finalizar, si analizamos su tipo histoldgico, 129 (93%) pacientes sin VP presentaban
polipos adenomatosos, en 1 (1%) paciente se extirpd un pélipo hamartomatoso, 21 (15%)
presentaron polipos serrados y 70 (50%) pacientes también presentaron polipos
hiperplésicos (figura 35). Tres pacientes no presentaron ningtn polipo en el seguimiento.

Tipos histoldgicos de poliposis
1
5

Y

= Adenomatosos = Adenomatosos + Hiperplasicos
= Adenomatosos + Serrados Adenomatosos + Serrados + Hiperpldsicos
= Hiperpldsicos = Hamartomatoso + Hiperpldsico

Figura 35. N2 de pacientes sin VP ni VSD en APCy MUTYH en funcion de la histologia de sus pdlipos
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ESTUDIO CONJUNTO DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS POLIPOSIS

En el siguiente apartado estableceremos un breve resumen de todas las caracteristicas que

hemos desarrollado en el apartado anterior, para realizar una comparacion de una manera

mas visual.

Comenzaremos en la tabla 43, en la que compararemos el nimero de colonoscopias

realizada a los pacientes de cada grupo.

Tabla 43.Comparacion del nimero de colonoscopias realizadas en funcion del estatus mutacional.

Media 1.2 2.8 2.8 45 2.9
Mediana 1 3 3 3 3
Rango 0-6 0-5 1-4 1-20 0-9

Media 7.5 7.57 3.8 6,2 4.2
Mediana 5 6 6 4 4
Rango 2-22 4-13 1-7 1-25 0-11

A continuacion, realizaremos la comparacién de la edad que presentaban los pacientes al

1° pélipo, estableciendo la edad media, desviacion estandar y mediana (tabla 44).

Tabla 44. Edad al primer pdlipo de toda la poblacion en funcion de su estatus mutacional.

MediaxDE | 39.4+16.56 56.8+7.7 58.3+15.78 | 48.4+18.8 | 57.5+13.2
Mediana 36 57 63.5 50 60
Rango 15-68 44-69 44-69 21-76 21-82
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Por ultimo, realizaremos la tabla de frecuencias comparativa del nimero de pélipos
totales y en funcién de su localizacion de cada grupo de pacientes, clasificados por el
estatus mutacional (tabla 45). Es importante recordar que en los grupos 1y 2 (VP en APC
y MUTYH) hemos retirado de este analisis a los pacientes con cientos de p6lipos, como

se detalla en su apartado correspondiente.

Tabla 45. N2 de pdlipos totales y por localizacion coldonica en funcion del estatus mutacional

Totales 103 81 30 123 1435
Media 34.3 16.2 5 8.7 10.3
Mediana 45 9 2 4 6

Totales 56 207 52 91 1153
Media 18.6 41.4 8.6 6.5 8.3
Mediana 17 29 3 3.5 5

Totales 160 288 82 214 2588
Media 53 57.6 13.6 15.2 19.28
Mediana 60 44 5 10 12
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2.5 MANIFESTACIONES EXTRACOLONICAS

Como se desarrolld durante el apartado de introduccion, los pacientes con PAF pueden

desarrollar una serie de manifestaciones extracolonicas (ME) (tabla 4).

En el desarrollo de este trabajo recogimos datos de las siguientes ME que pueden

presentar estos pacientes:

Adenomas gastroduodenales
Osteomas

Tumores desmoides
Céncer de Pancreas
Céncer Gastrico
Céncer duodenal
Hepatoblastoma
Tumor cerebral
Cancer de tiroides
HCEPR

Quistes dérmicos

Adenomas adrenocorticales

De los 177 pacientes incluidos en este estudio, 39 (22%) acabaron desarrollando alguna

ME, mientras que los 138 (78%) restantes no presentaron ninguna (figura 36).

Manifestaciones extracoldnicas

= Si = No

Figura 36. Distribucion poblacion total de las ME.
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La ME mas frecuentemente encontrada fueron los adenomas gastroduodenales, que
estuvieron presentes en 21 (12%) pacientes, seguido de los quistes dérmicos en 16 (9%)
pacientes y de los tumores desmoides y el cancer géastrico, objetivados en 4 (2.2%)

pacientes cada uno (figura 37).

Manifestaciones Extracoldnicas
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Figura 37. Distribucion de los tipos de ME

Pacientes con VP en el gen APC
Los pacientes con variante patogénica en linea germinal del gen APC son los pacientes

de la muestra que mayor porcentaje de ME han presentado. 7 (77.7%) pacientes

desarrollaron algun tipo de ME a lo largo de su vida (figura 38).
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ME en pacientes con mutacion en APC

®sji mno

Figura 38. ME en pacientes con VP en APC.

Si analizamos los tipos de ME dentro de este grupo, la mas frecuentes fueron los
adenomas gastroduodenales (7; 77%), seguido de los tumores desmoides y cancer de
pancreas con 2 pacientes cada uno (22,2%). Ademas, un paciente presento un cancer

gastrico y otro paciente un quiste dérmico (tablas 46 y 47).

Tabla 46. Manifestaciones extracoldnicas de los pacientes con VP en APC

Adenomas gastroduodenales 7 (100%)
Osteoma 2 (28%)

Tumor desmoide 2 (28%)
Cancer gastrico 1 (14%)
Quiste dérmico 1 (14%)

Tabla 47. Distribucion de las ME en los pacientes con VP en APC.

Adenoma gastroduodenal + Tumor desmoide

Adenoma gastroduodenal + Osteoma + Cancer gastrico

Adenoma gastroduodenal + Osteoma + Tumor desmoide + Quiste

dérmico

Adenomas gastroduodenales
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Pacientes con VP en homocigosis en MUTYH

De los 7 pacientes con variante patogénica homocigotica en MUTYH solamente 1 (14%)

ha desarrollado ME, tratandose de un quiste dérmico (figura 39).

Pacientes con VP homocigdtica en MUTYH y ME

= Si = No

Figura 39. Pacientes con VP homocigédtica en MUTYH y ME

Pacientes con VP en heterocigosis en MUTYH

Si analizamos los 6 pacientes con VP heterocig6tica en MUTYH, solamente 1 (16,6%)
ha desarrollado algun tipo de ME (figura 40). En este caso, el paciente presentd adenomas

gastroduodenales y un cancer duodenal.

Pacientes con VP heterocigdtica en MUTYH y
ME

= Si = No

Figura 40. Pacientes con VP heterocigdtica en MUTYH y ME
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Pacientes con VSD en el gen APC

En el caso de los 14 pacientes con VSD en APC, 2 (14.2%) pacientes desarrollaron algun
tipo de ME (figura 41). Uno de ellos presentd un quiste dérmico y el otro acabd por

desarrollar adenomas gastroduodenales y un cancer papilar de tiroides.

Pacientes con VSD en APCy ME

—

= Si = No

Figura 41. Pacientes con VSD en APCy ME

Pacientes sin VP en los genes APCy MUTYH

En este grupo sin VP estan incluidos 139 pacientes. De todos ellos, 27 (19,4%)
desarrollaron algun tipo de ME (figura 42).

Pacientes sin VP ni con ME

N

= Si = No

Figura 42. Pacientes sin VP ni VSD con ME
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Si analizamos el tipo de ME, la mas frecuentemente encontrada fueron los quistes

dérmicos, en 13 (48%) pacientes seguido de los adenomas gastroduodenales en 12 (44%).

Otras ME que desarrollaron los pacientes fueron tumores desmoides (2; 7%), cancer de

pancreas (1), cancer gastrico (3; 11.1%), etc (tabla 48).

Tabla 48. manifestaciones extracoldnicas de los pacientes sin VP ni VSD

Manifestacion extracolénica

N° de pacientes totales: 27

Quistes dérmicos 13 (48%)

Adenomas gastroduodenales 12 (44%)
Cancer gastrico 3 (11%)
Tumor desmoide 2 (7%)
Adenoma adrenocortical 2 (7%)
Cancer de pancreas 1 (3%)
Cancer duodenal 1 (3%)
Hepatoblastoma 1 (3%)
HCEPR 1 (3%)

La mayoria de los pacientes solamente desarrollaron una ME, pero en alguna ocasion

hubo pacientes que acabaron por presentar varias (tabla 49).

Tabla 49. Pacientes sin VP en APCy MUTYH y con varias ME.

Paciente 1 Hepatoblastoma + Quiste dérmico

Paciente 2 Adenoma gastroduodenal + Cancer gastrico

Paciente 3 Adenoma gastroduodenal + Céancer gastrico + Cancer duodenal
Paciente 4 Céncer de pancreas + Quiste dérmico

Pacientes 5, 6 y 7 | Adenoma gastroduodenal + Quiste dérmico
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3. ANALISIS MULTIVARIANTE

Se ha llevado a cabo un anélisis multivariante para describir las diferencias de los grupos
genotipicos en relacion a las variables, asi como, las relaciones entre las variables que
mejor discriminan a dichos grupos. Se han elegido las variables que se podian cuantificar
porque este analisis requiere de variables cuantitativas. En el caso de CCR y éxitus se han
incluido excepcionalmente por su importancia y porque tiene cierto caracter ordinal.

Las medias de las variables estudiadas han sido las siguientes:

e Edad

e CCR (si/no)

e NOde localizaciones metastasicas

e N°de colonoscopias previas

e N°de colonoscopias totales

e Edad al 1° pdlipo

e N°de pdlipos en colon derecho

e N°de pdlipos en colon izquierda

e N°de pdlipos totales

e N°de manifestaciones extracoldnicas

e Exitus (si/no)

Por otra parte, se han dividido los pacientes en los 5 grupos diferenciados en funcién de
su estatus mutacional, al igual que se ha realizado durante todo el estudio descriptivo

anterior:

e Grupo 1: Pacientes con VP en el gen APC

e Grupo 2: Pacientes con VP homocigotica en el gen MUTYH
e Grupo 3: Pacientes con VVSD en el gen APC

e Grupo 4: Pacientes con VP heterocig6tica en el gen MUTYH

e Grupo 5: Pacientes sin VP ni VSD en ninguno de los dos genes
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Canonical/MANOVA Biplot
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Figura 43. Biplot canénico de los dos primeros ejes donde se han proyectado las observaciones de cada grupo. (Edad; Edad al 12 pélipo: Edad1pol; N2 de metdstasis: Metast; Exitus; CCR: Ccolon; N2 de

colonoscopias previas: Ncolonopre; N2 de manifestaciones extraintestinales: Ncomplic; N2 de pdlipos en colon izquierdo: PolColizqg; N° de colonoscopias totales: Ncolonostotales; N2 de pdlipos totales: Poltotal; N
de pdlipos en colon derecho,; PolColDer).
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En la figura 43 se muestra la representacion del biplot canonico donde los dos primeros
ejes canonicos adsorben 92,77% de la variabilidad entre las medias de los grupos. El
primer eje candnico absorbe gran parte de esa variabilidad (86,59%) mientras que el
segundo eje sélo absorbe el 6,18%, lo que indica que las grandes diferencias entre los

grupos vienen determinadas por el eje 1.

La interpretacion de esta figura proporciona informacion sobre la relacion entre variables,
la similitud entre medias y la preponderancia de las medias en las variables. Los angulos
agudos entre variables indican una relacion lineal directa mientras que los angulos
obtusos muestran una correlacion inversa. Los &ngulos rectos entre variables informan
sobre la independencia lineal de las variables. La longitud de los vectores indica la

variabilidad de los valores medios de las variables.

Si proyectamos perpendicularmente los puntos que representan a los grupos sobre las
variables, representan el orden que toman las medias de los grupos sobre dichas variables.
Las puntas de los vectores indican la direccion de aumento de los valores de la variable.
La proximidad de los puntos que representan a los grupos indica que dichos grupos son
similares en media sobre las variables de estudio. Los &ngulos de las variables con
respecto a los ejes nos indican correlaciones altas y, por lo tanto, se puede reconocer qué

variables son las que mejor explican a dichas variables candnicas.

Los circulos de confianza proporcionan informacion sobre las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. Se detectan diferencias si los circulos no se
solapan. Las proyecciones de los circulos de confianza sobre cada una de las variables
proporcionan una estimacion del intervalo de confianza para la media de los grupos.
Aunque estas caracteristicas inferenciales no seran comentadas debido al incumplimiento
de los supuestos de partida de esta técnica como se indico en la seccion de material y

métodos.

Las variables que mejor explican la variable canonica 1 (eje 1) son las relacionadas con
el numero de polipos y en menor medida con el ndmero de manifestaciones
extraintestinales (Ncomplic) y numero de colonoscopias totales (Ncolonosto).

Si se proyectan los puntos que representan a las medias de los grupos sobre este eje se

observa que existe una clara diferenciacion entre los grupos con VP en APC o MUTYH
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(GR1y GR2) frente al resto. Esto es debido principalmente al nimero de polipos de los
pacientes de estos grupos, tanto en el coldn derecho, izquierdo y totales. Si se observan
las medias de estos grupos en las variables relacionadas con el nimero de pélipos (tabla
47), las diferencias de estos dos grupos son relevantes frente al resto de grupos,

alcanzando valores muy altos en el grupo 1.

Si se proyectan los puntos de los grupos sobre estas variables se puede observar el orden.
Los grupos 3, 4 y 5 (VSD en APC, VP heterocigética en MUTYH y pacientes sin
mutacion, respectivamente) presentan valores similares aunque el nimero medio del
grupo de no mutados es un poco mayor. También el numero medio de manifestaciones

extracoldnicas por paciente es mayor en los grupos 1y 2, principalmente en el 1.

La segunda variable canonica estaria definida por las variables edad, edad al primer
polipo y nimero de localizaciones metastasicas. Las variables de CCR y mortalidad no
estan muy bien representadas al ser variables binarias y no cuantitativas puras.

Este eje canonico diferencia el grupo 2 frente al 1. Si proyectamos sobre este eje el grupo
2 quedaria en la parte superior del eje seguida del grupo 4, mientras que el grupo 1 estaria
en la zona inferior seguido del grupo 3. El grupo de no mutados quedaria en posiciones
intermedias. Si se proyecta sobre las variables de eje 2, los valores medios de edad y edad
al primer pélipo son méas bajos en los grupos 1y 3, mientras que el grupo 2 presenta la
mayor edad media, con valores muy similares a los grupos 4 y 5.

En relacién al nimero de localizaciones metastasicas, los grupos 1 y 3 no han presentado
ningun paciente con diagndstico de CCR en este estadio mientras que es el grupo 4 el que
presentan mayor numero medio.

Si analizamos la variable CCR, el grupo 4 es el que presenta la proyeccion mas cercana
a la punta del vector debido a que el 83% de los individuos ha sido diagnosticado de CCR,
al igual en la variable éxitus donde este grupo presenta un 50% de mortalidad. El resto de

los grupos toman valores muy similares en estas variables.
Si nos fijamos en el Biplot canoénico (figura 43) se puede observar que en los grupos 1y

2 hay una gran variabilidad, si bien, la mayoria de los valores del grupo 1 se situan en la
parte derecha inferior y los del grupo 2 en la parte derecha superior.
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Si se consideran los ejes candnicos como funciones de discriminacion y se clasifican a
los individuos mediante estas funciones se observa como los grupos 1, 2 y 5 presentan un
porcentaje de bien clasificado de casi el 80%, mientras que en los grupos 3 y 4 los
porcentajes son menores (tablas 50 y 51). Estos porcentajes tan bajos en estos dos grupos
se puede deber al escaso nimero de observaciones y que con respecto a estas variables

no se diferencias mucho del grupo de no mutados como se ha visto en el andlisis candnico.

Tabla 50. Tabla de confusion donde se muestra en la diagonal el numero de observaciones que han sido bien
clasificadas con las funciones discriminantes candnicas. Los valores fuera de la diagonal indican observaciones mal
clasificadas.

Tabla 51. Proporcion de bien clasificados por las funciones discriminantes candnicas.
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4. BUSQUEDA DE OTROS GENES IMPLICADOS

En los dltimos afios los paneles de secuenciacion masiva NGS han supuesto una
revolucion tanto en el estudio genémico a nivel tumoral, como para el estudio germinal

dentro de la Unidades de Consejo Genético.

En la Unidad de Consejo Genético de Salamanca, el laboratorio 14 del CIC encargado
del analisis genético, se ha realizado dentro de un proyecto de investigacion el panel
Hereditary OncoKitDx® de 50 genes (descrito en el apartado de Material y Métodos)
para estudiar aquellos pacientes con sospecha de poliposis hereditaria pero con ausencia
de mutacién en APC y MUTYH. De tal manera que podamos encontrar otros genes
implicados en estos sindromes y poder realizar un mejor manejo de los pacientes y sus

familiares.

Se ha realizado este estudio a 57 pacientes con ausencia de mutacion patogénica en APC
y MUTYH. Todos ellos cumplian los criterios clinicos de sospecha de poliposis
hereditaria (tabla 6).

No se encontrd ninguna variante patogénica o probablemente patogénica.

Se han identificado 54 variantes en diferentes genes de los incluidos en el panel y
descritos en material y métodos. Estas variantes se han clasificado como benignas (7;
13%), probablemente benignas (23; 43%) y VSD (24; 44%), estas Ultimas se recogen en
la tabla 52.

Tabla 52. VSD encontradas mediante el panel de secuenciacion masiva OncoKitDx.

GEN VARIANTE TIPO DE VARIANTE
POLD1 C.1666G>A VSD
MSH6 c.1729C>T VSD
MSH2 C.2647A>G VSD
MSH3 .3350A>G VSD
MSH3 c.195_203dup VSD
MLH1 c.1834G>A VSD
MLH1 c.107T>C VSD
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MLH3 €.3274G>C VSD
ATM c.8420A>T VSD
c.1516G>T VSD. Probablemente

ATM benigna

(ambas en el mismo C.4091A>G VSD
paciente)
ATM c.1229T>C VSD
ATM c.2051A>G VSD
ATM c.609C>T VSD
BRCA1 €.3433G>T VSD
BRCA1 €.1997T>C VSD
BRCA2 C.7447A>G VSD
RET C.2371T>A VSD
NTHL1 C.658G>A VSD
SDHA C.758A>G VSD
SDHA c.155C>T VSD
en 2 pacientes

PIK3CA c.968C>A VSD
MET c.762A>C VSD
FH c.1462G>A VSD
NBN c.37G>A VSD

Se destaca la presencia més frecuente de VSD en el gen ATM (6; 25%), incluyendo un

paciente en el que se encontraron dos variantes diferentes. Otros genes importantes en los

que se identifican fueron los genes reparadores del sistema MMR (MSH2, MLH1) y

genes relacionados con la reparacion mediante recombinacion homologa como BRCAL,

BRCAZ2y POLDL.
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Profundizar en el conocimiento de las caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares
de los pacientes con sospecha de poliposis colénica hereditaria permitira avanzar en su
manejo, contribuyendo al conocimiento cientifico con el fin de mejorar el diagndstico y
asesoramiento genético de estos pacientes con predisposicion hereditaria a desarrollar
CCR.

Sabemos que, el 75-80% de los CCR son de tipo esporadico, mientras que en el 20-25%
restante aparece un componente familiar (familiares de primer y/o segundo grado afectos
de CCR). Sin embargo, solamente el 5-7% presentan una predisposicion hereditaria
mediante un patron mendeliano (1, 5 y 6). Entre estos ultimos destaca el CCHNP
(Sindrome de Lynch) y los sindromes poliposicos, compuestos principalmente por la
PAF, la PAFA y la PAM. La PAF es responsable del 0,5-1% de los CCR (14 y 16).

Durante el desarrollo de este proyecto nos hemos centrado en el estudio de las
caracteristicas clinicas y moleculares principales de pacientes con sospecha de padecer

un sindrome de poliposis adenomatosa hereditaria.

Tal y como viene expuesto anteriormente, se incluyeron en el proyecto todos aquellos
pacientes estudiados en la Unidad de Consejo Genético del CAUSA en los que fue
indicado un estudio genético en linea germinal de los genes APC y MUTYH, hasta 2021.
Fueron un total de 221 pacientes, de los cuales tuvimos que excluir finalmente a 44 por
incumplir el principal criterio de exclusion: la ausencia de datos clinicos relevantes de su

historia clinica personal y familiar. Por tanto, son 177 pacientes los evaluables.

La Unidad de Consejo Genetico del CAUSA es la unidad de referencia en asesoramiento
genético en cancer familiar para las areas de salud de Salamanca, Zamora, Avila'y Ledn
(incluido El Bierzo), por lo que muchos de los pacientes incluidos en este proyecto
provenian de otros centros y la recogida de datos clinicos (principalmente estudios

endoscopicos e histologicos) fue mas complicada.
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De estos 177 pacientes estudiados habia un porcentaje mayor de hombres (65,5%) que de
mujeres (35,5%) con una edad mediana de 63 afios. Si analizamos los rangos de edad, el
35% tenian una edad entre 50-69 afios al momento del estudio genético y Unicamente el

19% tenian menos de 49 afos.

Los datos son concordantes con la literatura (18, 60, 62) y ademas son légicos pensando
en el inicio de las colonoscopias de cribado, asi como la edad media de aparicion del CCR

en la poblacién general (1, 7).

Tras el estudio genético de MUTYH y APC, se identificaron 16 (9%) pacientes con
variantes patogénicas, 9 en el gen APC y 7 variantes patogénicas bialélicas en el gen
MUTYH. Parecen porcentajes bajos, sobre todo si analizamos otras series espafiolas
como el caso de Rivera et al (63). La principal diferencia con esa serie es que, en ese
estudio, incluian 136 familias con diagndstico clinico de PAF clésica. Sin embargo, en
nuestro caso se han incluido todos los pacientes a los que se les ha realizado el estudio
genético de APC y MUTYH en nuestro centro. Eso incluye a 52 (29%) pacientes que ni
siquiera cumplian los criterios clinicos de CyL (tabla 6). Todos estos pacientes
presentaban antecedentes de CCR a edades tempranas, asociado a antecedentes de
poliposis en familiares de 1° grado, asi como otros antecedentes familiares de cancer.
Alguno de ellos tenia realizado el estudio no informativo de los MMR. Por ello se
completo el estudio con los genes APC y MUTYH. Ademas, es destacable que en ninguno
de los 52 pacientes que no cumplian criterios clinicos se encontré una VP en APC o
bialélicaen MUTYH. Mientras que 3 de ellos presentaron VSD en APC y otros 3 una VP
heterocigo6tica en MUTYH.

Asimismo, de todos los pacientes estudiados, solamente 10 (5,6%) presentaban cientos
de polipos en el colon, es decir, cumplian criterios clinicos de PAF clésica. De estos, 6
presentaron VP en APC, 2 presentaron VP bialélica en MUTYH y 2 no presentaron
ninguna VP o VSD. Por lo tanto, si analizamos Unicamente estos 10 pacientes que
cumplian criterios de PAF clasica, el 80% presentaron una variante patogénica, datos

concordantes con otras series (63).

La mayoria de las variantes patogénicas del gen APC fueron delecciones, mientras que

en el caso de las variantes bialélicas de MUTYH hubo un mayor porcentaje de SNVSs.
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Esta ampliamente aceptada la relacion entre las mutaciones en la region MCR, en
concreto en el codon 1.309, con los fenotipos mas severos, caracterizados por la presencia
de més de un millar de p6lipos, y con un debut mas temprano de la enfermedad, en torno
a diez afios antes de lo usual. Otra de las asociaciones clasicas es la que relaciona
mutaciones en los extremos 5’ y 3’ del gen, con el desarrollo de un fenotipo atenuado,
concretamente aquellas mutaciones anteriores al codon 157 y posteriores al 1.680 (73).
Por lo tanto, todos los pacientes de nuestra serie con fenotipo de PAF clésicay VP en el
gen APC presentan mutaciones entre los codones 157 y 1680, descritos en la literatura
como principalmente asociados a fenotipo clasico (137, 138 y 139).

Uno de nuestros pacientes con fenotipo de PAFA presentaba una VP que ve afectado el
codon 2643. Esta VP en el extremo 3’ estd asociada en otras publicaciones a este fenotipo
atenuado (140).

En el extremo 5’ este efecto se explicaria por la presencia de un segundo sitio de inicio
de transcripcion en el codén 184 que en parte solventaria el efecto de una mutacién
anterior a esa zona. La region de procesamiento alternativo del exén 9 se ha asociado
también a fenotipos PAFA. Algunos estudios (140) asocian también mutaciones en el
exon 3 con la forma atenuada de la PAF, al igual que uno de nuestros pacientes.

Ningun paciente contaba con mutaciones en el codén 1309, el mas ampliamente descrito

como causante del fenotipo mas severo.

Cabe destacar que en la poliposis asociada a MUTYH, las variantes Y165C y G382D,
que reducen sustancialmente la funcion proteica, representan el 80% del total de
mutaciones (93). Sin embargo, si analizamos los 7 pacientes de nuestro estudio con VP
bialélicas, solamente 2 presentan la primera de ellas, siendo ambos familiares de 1° grado
(hermanos). Ademas, un paciente la presentaba en heterocigosis. En el caso de la variante
G382D, un paciente la tenia en homocigosis y dos pacientes en heterocigosis.

Por lo tanto ambas variantes se encuentran en nuestra serie en frecuencias inferiores a lo

descrito en otros estudios (93).
Al igual que se ha explicado en los apartados anteriores, dada la pequefia muestra de

pacientes con variantes patogénicas en dichos genes, decidimos clasificar a los pacientes

en otros 3 grupos en funcién de su estado mutacional.
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1- Pacientes con VP heterocigética en MUTYH (6 pacientes), que aparecen en la
poblacion general con una incidencia de un 2-3% (91), siendo muy similar a la de
nuestro estudio. Hay cierta controversia en el riesgo de cancer en portadores
heterocigotos, pero parece que hay un aumento del riesgo de CCR y otros tumores
como el cancer gastrico o cancer de mama, aunque la magnitud no esta claramente

establecida.

2- Pacientes con VSD en el gen APC (14 pacientes). Como ya sabemos, las VSD son
mutaciones donde se desconoce el efecto del cambio de la secuencia del
nucleétido sobre la funcidn de la proteina. Es importante la reclasificacion de estas
variables a través de estudios funcionales del gen y analisis de segregacion (133).

3- Pacientes sin variantes patogénicas ni VSD en los genes MUTYH y APC (139
pacientes). En esta situacion, se realizé un estudio mas amplio mediante un panel
de multiples genes de predisposicion hereditaria a cancer a 57 pacientes que

cumplian criterios clinicos de estudio de poliposis adenomatosa hereditaria.

Posteriormente, iremos desglosando el andlisis de las caracteristicas de todos estos
pacientes, diferenciados por su estado mutacional. Se ha realizado un estudio
eminentemente descriptivo, con un analisis multivariante mediante MANOVA BIPLOT
al final. La razon de considerar simplemente el analisis descriptivo es por el escaso
namero de observaciones en la mayoria de los grupos y la tipologia de alguna de las
variables. Estas limitaciones producen el incumplimiento de los supuestos de partida de

esta técnica para que se pueda considerar su validez inferencial.

Como hemos dicho anteriormente, no todos los pacientes cumplian los criterios
propuestos por el Sistema de Salud de Castilla y Leon para el estudio genético en linea
germinal de sospecha de sindromes polipdsicos (tabla 6). Las principales razones para
indicar el estudio genético constitucional en estos 52 pacientes se han descrito
anteriormente y se pueden resumir en: la presencia antecedentes personales de CCR
PMMR, junto con antecedentes familiares de CCR y poliposis y presencia de varios
polipos sin llegar a 10 en la misma persona. Por ello se realizé el despistaje genético.
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El criterio clinico de estudio que, mas ampliamente, cumplian los sujetos incluidos fue el
criterio C (més de 10 polipos adenomatosos). Aunque una gran parte de la muestra
cumplia combinaciones con otros criterios. Si analizamos el grupo de pacientes con
mutacion patogénica en APC, el 66% cumplian el criterio A (mas de 100 polipos),
mientras que, en el resto de grupos, este criterio, fue anecdotico. Por lo tanto, la mayoria
de pacientes, con criterio clinico de PAF clésica, tenian variante patogénica en APC,
como describe la literatura (18, 60).

A nivel global, si realizamos el analisis de los 125 pacientes que cumplian alguno de los
criterios del Programa de Céncer Hereditario de Castilla y Ledn, podemos observar que
en un 74% de los pacientes no se encontrd ninguna mutacion, por un 12% en el que se
encontré una variante patogénica en APC o MUTYH. El resto de pacientes presentaba

alguna variante heterocigotica en MUTYH o VSD en APC.

En el caso de los antecedentes familiares de tumores relacionados con la PAF o PAM
pasa un fendmeno curioso. Tanto los pacientes con variante patogénica en APC y
MUTYH, asi como aquellos sin variantes, presentaban antecedentes familiares de1° grado
en un 40-45% de los casos. Por lo tanto, el estado mutacional en este caso no ha influido
para la existencia de antecedentes familiares de CCR y otros tumores de la esfera como
el cancer de pancreas o el cancer gastrico. Posiblemente porque muchos de estos pacientes
sean el caso indice o haya sido una mutacion de novo. Por otro lado, los pacientes con
mutacién heterocigética en MUTYH no presentaron antecedentes familiares de 1° grado,

probablemente por el escaso tamafio muestral.

Si analizamos detenidamente la distribucion de cada grupo en funcion del sexo, cabe
destacar porcentajes muy similares en el caso de los dos grupos de variantes patogénicas,
mientras que el grupo sin variantes presenta un 67,7% de hombres por un 32,3% de

mujeres.

El caso de la edad al estudio genético es paradigmatico. Los pacientes con variante
patogénica en APC presentaban una edad media de 46 afos, por una edad muy similar en
el resto de grupos alrededor de los 65 afios. Esta diferencia de 20 afios méas precoz en el
primer grupo se describe en la literatura (58 y 61). Los pacientes con PAF clésica, debutan

de manera muy precoz con cientos de pdlipos, antes de los 40 afios. De hecho, si un

137



DISCUSION

paciente no ha desarrollado polipos antes de los 40 afios es muy improbable que padezca

PAF. La edad minima de estudio genético en nuestra muestra fue de 24 afios.

Sin embargo, si segregamos en funcion de criterios de PAF clasica y PAFA, los tres
pacientes con fenotipo atenuado fueron diagnosticados a una edad mas tardia (media de

55 afios) de manera similar que aquellos con PAM.

Estas diferencias hacen que el riesgo de acabar desarrollando un CCR en los pacientes
con PAF es mayor que en aquellos con PAFA/PAM. El tiempo de secuencia adenoma-
carcinoma es de unos 10-15 afios, por lo que la temprana aparicion de multiples p6lipos
en la PAF hace que estos pacientes acaben desarrollando tumores de manera muy precoz,

a diferencia de aquellos con PAFA o PAM en los que el debut es mas tardio.

La mayor parte de la poblacion continuaba viva en el momento de este analisis. Cabe
destacar un 50% de mortalidad en los 6 pacientes con mutacion heterocigética en el gen
MUTYH. Esto se debe probablemente a que este grupo de pacientes presentaron CCR

mas avanzados, como comentaremos posteriormente.

A continuacion, analizaremos el diagnéstico de CCR entre los diferentes grupos.

No hubo grandes diferencias en cuanto incidencia de CCR entre los 5 grupos estudiados.
Todos ellos presentaban incidencias alrededor del 50% (tablas 28-32), salvo en el caso de
los 6 pacientes con VP heterocigética en MUTYH, de los cuales 5 (83%) fueron

diagnosticados de CCR.

La edad media de aparicion fue de 56 afios en la mayoria de los grupos (variantes homo
y heterocig6ticas en MUTYH y VSD en APC) siendo un poco més mayores (62 afios) en
los 139 pacientes sin VVP. Por el contrario, los pacientes con VP en APC presentaron
tumores a una edad media mas precoz (43 afos). Al igual que se describe en la literatura

(18) y como hemaos explicado anteriormente.

La localizacion del tumor primario es poco extrapolable debido al escaso nimero de casos
en cada grupo. Si analizamos el grupo mayoritario (pacientes sin VP), de los 66 casos, 40
(60%) fueron diagnosticados en colon izquierdo, 21 (32%) en colon derecho y el resto

bilaterales. Datos muy similares a la poblacién general (7). Es importante destacar que el
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100% de pacientes con VP heterocigotica en MUTYH presentaron CCR en colon
derecho. Aunque no he encontrado referencias a este hecho en la literatura, si que esta
descrita la mayor frecuencia de aparicion de poliposis en el colon derecho en aquellos

pacientes afectos de PAM (140, 141), hecho que relaciona nuestros resultados.

En el caso de los 4 tumores en pacientes con VP en APC, 3 fueron izquierdos y 1 derecho.
Si consideramos los datos del Consenso Molecular (142, 143), el subtipo 2 del consenso
molecular (CMS2) o tipo canonico, esta asociado a la via supresora de APC y wnt-beta

catenina, siendo, estos tumores, mas frecuentes en colon izquierdo.

Practicamente todos los tumores fueron adenocarcinomas de tipo entérico, salvo 7 casos
de adenocarcinomas mucinosos, la mayoria (6; 85%) del grupo sin VP ni VSD. En el caso
del grado histoldgico, también destaca que la mayoria de los tumores fueron bien o
moderadamente diferenciados (grado 1y 2), con Gnicamente 3 casos de grado histolégico
3. Como la mayoria de los tumores fueron diagnosticados en estadios precoces, como
discutiremos posteriormente, muy pocos pacientes tenian realizado el estudio de RAS y
BRAF por lo que no se puede realizar un analisis de esos datos. En el caso de la IHQ de
los MMR, estuvo siempre presente la tincion en todos los genes, salvo un caso de pérdida
de expresion de PMS2 en un paciente sin mutacion en APC o MUTYH. Este paciente
tiene realizado estudio en linea germinal de los genes reparadores del sistema MMR
(MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2), no se encontr6 ninguna VP o VSD en ninguno de ellos.

Para finalizar con la discusion de los CCR en nuestra poblacidn, analizaremos el estadio
tumoral. Los 8 pacientes con variante patogénica en APC u homocigotica en MUTYH
que presentaron casos de CCR fueron diagnosticados en estadio precoces (I, 11 o 111) salvo
un caso en un paciente con mutacion bialélica en MUTYH, que presentd metastasis
hepaticas. Los 8 pacientes con VSD en APC y presencia de CCR fueron tambiéen
diagnosticados todos ellos en estadios precoces. Por el contrario, y como comentamos
brevemente antes, a parte de tener una alta incidencia de CCR, el 40% de la poblacion
con mutacion heterocigética en MUTYH fue diagnosticada en estadio 1V. Cabe destacar
que todos los pacientes presentaron metastasis ovaricas y peritoneales y, en un 50% de
los casos hepéticas y pulmonares. Las dos primeras localizaciones tipicas de los CCR
derechos (1, 7).
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En el caso del grupo sin mutaciones en APC y MUTYH, con un mayor tamafio muestral,
los datos se pueden extrapolar a la poblacién general. Un 60% de los casos fueron
diagnosticados en estadio 11 o menor, un 25% en estadio I11'y un 13,6% en estadio 1V. El
estudio molecular de KRAS y NRAS fue nativo en todos los casos salvo uno. La
localizacion metastasica mas frecuente fue la hepatica (66,6%), seguida de la pulmonar
(44%) y peritoneal (33%).

Ante individuos con diagnostico de PAF se considera indicada la cirugia mediante
colectomia total o subtotal, ante la presencia de multiples adenomas que no puedan ser
controlados endoscépicamente (18). La cirugia se intenta realizar a partir de la segunda
década de la vida si el manejo endoscépico es suficientemente seguro en nifios e
individuos jovenes. En nuestra muestra, a un total de 30 (17%) pacientes se les ha

realizado una colectomia total profilactica.

Si analizamos Unicamente los grupos de pacientes con variante patogénica propiamente
dicha (APC y bialélica en MUTYH), de los 16 pacientes, Unicamente 2 (12.5%) no han
optado por realizar una colectomia total o subtotal. Siendo 14 (87.5%) los que si han sido
intervenidos. Por lo tanto, practicamente la mitad de los pacientes con cirugias
profilacticas forman parte de este reducido grupo de 16 pacientes.

Estos datos son acordes con lo descrito en otros estudios (65, 74). Es indicacion absoluta
de colectomia profilactica el diagnéstico genético de PAF, asimismo la presencia de
cientos de poélipos no controlables con estudio endoscopico. Por lo tanto, es légico que la
mayoria de los pacientes de nuestra muestra a los que se les ha practicado este tipo de
intervenciones formen parte de estos dos grupos. En el caso de los pacientes sin mutacion
patogénica todos ellos cumplian alguno de los siguientes criterios: mas de 100 pdlipos en
colonoscopias seriadas, tumores sincronicos 0 metacronicos o enfermedad inflamatoria

intestinal (Crohn o Colitis Ulcerosa).

El siguiente punto a discutir, hace referencia a las caracteristicas de las poliposis y el
numero de colonoscopias realizadas a los pacientes de cada grupo.

El principal problema para llevar a cabo la recopilacion de estos datos fue la gran cantidad
de endoscopias realizadas a cada paciente, teniendo que contabilizar los pdlipos

observados y extirpados en cada colonoscopia, asi como su localizacion. Muchos de los
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polipos extirpados no se podian recoger con las pinzas endoscépicas, de tal manera que

no se podia realizar el analisis histoldgico posterior.

Hemos querido realizar un analisis del nimero de colonoscopias realizadas antes del
estudio genético y finalmente el nimero de colonoscopias totales que se han realizado en

cada paciente a lo largo de su vida y hasta el momento de este estudio.

El nimero de colonoscopias previas es muy similar en todos los grupos (mediana de 3)
salvo en el grupo de variantes patogénicas en APC. En este grupo, la media de
colonoscopias realizadas previas al estudio genético es de 1. Esto es debido a dos factores
principalmente: la presencia de cientos de polipos tras la primera colonoscopia realizada
y la realizacién posterior de una colectomia profilactica, lo que conllevé la derivacion

precoz de los pacientes a la Unidad de Consejo Genético.

En el caso de los pacientes con mutacion bialélica en MUTYH, como presentan
normalmente <100 pélipos y una clinica mas tardia que la PAF clasica, los datos son muy
similares a los pacientes sin mutacion. En el caso de las colonoscopias totales, los
pacientes a los que se le ha diagnosticado una de las dos variantes patogénicas presentan
una mayor cantidad de colonoscopias realizadas (medias de 7,5) que los otros 3 grupos,
con una media de colonoscopias realizadas en su vida alrededor de 4. Probablemente esto
se deba a la realizacion de un seguimiento mas estrecho en aquellos pacientes con

variantes patogénicas.

La edad de diagndstico del primer pdlipo es otro dato importante a analizar en estos
pacientes. Los pacientes con VP en APC presentan una edad media de aparicion del 1°
polipo mucho mas precoz que el resto de grupos (39,4 afios), tal y como describe la
literatura (76, 77). Por su parte, en el resto de grupos, se presentan a edades similares,
todos ellos a finales de la quinta década de la vida (56-58 afios). Aunque cabe destacar
que el grupo de los 14 pacientes con VSD en el gen APC tienen edades de aparicion del
1° pdlipo maés precoces, con una media de 48 afios. Esto probablemente se deba a que
algunos de los pacientes presenten variantes que en un futuro se puedan reclasificar en
patogénicas o probablemente patogenicas y estén tirando de la media hacia edades més

tempranas.
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A continuacion, vamos a analizar el nimero de pdlipos que presentaban los pacientes de

cada grupo y su localizacion en el colon.

Existe una gran limitacion en este analisis para los pacientes principalmente del grupo
con VP en APC y algunos con VP bialélica en MUTYH. Muchos de ellos presentaban
colonoscopias y colectomias totales con cientos de po6lipos que no han podido ser
contabilizados. Por lo tanto, la localizacién no ha podido ser estudiada correctamente en
estos pacientes, aunque podemos presuponer que los pélipos afecten a todo el colon. Si
analizamos unicamente aquellos en los que si se pudo realizar la contabilizacion (aunque,
como he dicho anteriormente, presenta un sesgo importante) los pacientes con VP en APC
presentan el doble de pélipos en colon izquierdo que en el colon derecho. Por su parte en
los pacientes con mutaciones bialélicas en MUTYH ocurre lo contrario, una mayor
proporcion de pélipos en colon derecho, al igual que se describe en la literatura (140,
141).

En el resto de grupos y, al contrario de lo que se pudiera pensar, existe una media de
polipos totales mayor en los pacientes sin VP ni VSD que en aquellos con mutacion
heterocigdtica en MUTYH o VSD en APC (19,28 pdlipos de media por 13,6 y 15,2,

respectivamente).

En el caso de la localizacion de los polipos, aunque no existen grandes diferencias por
lateralidad, si que se mantiene la tendencia similar a los grupos de variantes patogénicas:
los pacientes con mutacion heterocig6tica en MUTYH presentaron mayor nimero de
polipos en colon derecho, mientras que, aquellos pacientes con VSD en APC, ocurrid lo

contrario.

Para terminar con este apartado, los tipos histolégicos de los p6lipos no han arrojado datos
relevantes. La inmensa mayoria de los pacientes presentaron pélipos adenomatosos a lo
largo de su vida (74%), seguidos por la presencia de polipos hiperplasicos en el 37% de
los pacientes. Solamente a un paciente se le extirp6 un pélipo hamartomatoso. Por su
parte, en 15 (8,4%) pacientes se describieron polipos serrados, todos esos pacientes
ademas presentaban poélipos adenomatosos. Probablemente se trate de pacientes en la
esfera de algun sindrome de poliposis mixta (115, 125), ya que la mayoria de ellos (11;

66%) pertenecen al grupo sin VP ni VSD.
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En los pacientes con PAF clasica pueden aparecer manifestaciones extracolénicas que
incluyen: pélipos del fundus géstrico y duodeno (presentes hasta en un 50% de individuos
con PAF, con un riesgo de malignidad de los p6lipos duodenales de hasta un 12%, cientos
de veces aumentado con respecto al riesgo de la poblacion general) (80), osteomas,
anomalias dentales, hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina (HCEPR),
tumores desmoides (hasta en el 10-30% de los individuos con PAF, aproximadamente el
65% de los tumores desmoides se localizan en la pared/ cavidad abdominal), y céncer,
como el duodenal (4-12%), hepatoblastoma (1-2%, generalmente antes de los 5 afios), de
tiroides (<2%), pancreas (<2%) y gastrico (<1%) (81). La PAFA y la PAM también

incluyen manifestaciones extracoldnicas, aunque en un porcentaje menor.

Se recogieron todos los tipos de ME que presentaron los pacientes incluidos en el estudio

a lo largo de su vida.

De los 177 pacientes incluidos en este estudio, 39 (22%) acabaron desarrollando alguna
ME, mientras que los 138 (78%) restantes no presentaron ninguna. Siendo los pacientes
con VP en APC el grupo que presentd un mayor numero de ME, presentes en el 77% de
los casos; concordante con lo descrito en la literatura (81). El segundo grupo en incidencia
fue el de los pacientes sin VP en APC y MUTYH. Al ser el de mayor tamafio muestral,
se encontraron ME en 27 (19,4%) pacientes. En el resto de grupos la incidencia de ME

fue muy escasa, con uno o dos casos por grupo.

La ME maés frecuentemente encontrada fueron los adenomas gastroduodenales, que
estuvieron presentes en 21 (12%) pacientes. Sin embargo, si analizamos Unicamente la
poblacién con mutacion en APC, el 77% de los pacientes presentaron este tipo de ME. El
riesgo en la poblacion general es menor del 1%, mientras que en aquellos pacientes
afectos de PAF es de alrededor del 50%, por lo tanto, en nuestra poblacion este porcentaje
es un poco mayor probablemente debido al pequefio tamafio muestral y a la muestra
estudiada, dado que presentan caracteristicas fenotipicas de sospecha de poliposis
hereditaria y no podemos descartar la presencia de otros actores genéticos implicados en

su patogenia.
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La segunda ME que se encontrd de manera mas frecuente fueron los quistes dérmicos en
16 (9%) pacientes, de los cuales 13 eran del grupo de los pacientes no mutados. Es el tipo

de ME que puede aparecer més frecuentemente en la poblacion general.

Los osteomas, a pesar de ser una ME que algunas series describen que pueden estar hasta
en el 90% de los casos de PAF (incidencias entre 14-90%), solamente se encontraron en
2 pacientes en toda la poblacion. Eso si, los dos en pacientes con variante patogénica en
el gen APC. Uno de ellos se asocia ademas a un tumor desmoide, caracteristicas ambas
de PAF (134 y 135).

La frecuencia de osteomas mandibulares y tumores desmoides se ven asociados con
frecuencia con mutaciones germinales entre los codones 1395 y 1560 (138). Ninguno de
los pacientes de nuestra muestra tiene VP en dicha localizacién. De ahi, probablemente,

la baja incidencia.

Lo mismo ocurre con los tumores desmoides, encontrados en la PAF en un 10-30% y
unicamente en 4 pacientes de nuestra muestra. Sin embargo, 2 de ellos se encuentran en
pacientes con VP en APC, por lo que se trata del 28% de ellos; concordante con los datos
de la literatura (18, 81).

Otro de las ME mas tipicas de la PAF es la HCEPR. Algunas series describen que puede
aparecer hasta en el 50% de los casos de PAF clésica (136). En nuestra serie Unicamente
la presenta un paciente, que ademas no presentaba mutacion en ninguno de los dos genes.
Las mutaciones localizadas entre los codones 457 y 1444 se asocian con mayor incidencia
de HCEPR, segun lo descrito en otros trabajos (139). 5 (55%) VP en APC se encuentran

en dichos codones, sin embargo, ninguno de ellos tiene antecedentes de HCEPR.
La probable causa de este hecho sea que la inmensa mayoria de los pacientes incluidos
en este estudio carecian de revision oftalmoldgica dirigida, produciendo un sesgo

importante en la recogida de los datos.

El tumor (a parte del CCR) que maés frecuentemente aparecio en nuestros pacientes fue el

cancer gastrico (4 pacientes), seguido del cancer duodenal y del cancer de pancreas.
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Se llevo a cabo un andlisis multivariante para describir las diferencias de los grupos
genotipicos en relacion a las variables, asi como, las relaciones entre las variables que
mejor discriminan a dichos grupos. Se han elegido las variables que se podian cuantificar
porque este andlisis requiere de variables cuantitativas. Las variables estan descritas en el

apartado correspondiente.

En la figura 43 se muestra la representacién del biplot canénico donde los dos primeros
ejes canonicos adsorben 92,77% de la variabilidad entre las medias de los grupos. El
primer eje canonico absorbe gran parte de esa variabilidad (86,59%) mientras que el
segundo eje sblo absorbe el 6,18%, lo que indica que las grandes diferencias entre los
grupos vienen determinadas por el eje 1. Los circulos de confianza proporcionan
informacién sobre las diferencias estadisticamente significativas entre grupos. Se
detectan diferencias si los circulos no se solapan. Aunque estas caracteristicas
inferenciales no serdn comentadas debido al incumplimiento de los supuestos de partida

de esta técnica como se indico en la seccion de material y métodos.

El primer dato importante que nos da este analisis multivariante es que las medias de los
nameros de polipos son clave para diferenciar los dos grupos con mutaciones patogénicas
frente al resto. Aunque no se puede realizar un andlisis inferencial, al no estar solapados
los circulos de confianza, habria diferencias estadisticamente significativas respecto a los
otros tres grupos. Lo mismo ocurre con el numero de manifestaciones extracolénicas,
siendo una variable diferencial para el grupo 1 (mutacion patogénica en APC) respecto al
resto.

Si analizamos el resto de variables, nos confirma los datos del estudio descriptivo
exploratorio. La edad al diagndstico y edad al primer p6lipo es significativamente menor
en el grupo 1, respecto al resto. Mientras que el grupo 3 (VSD en APC) también destaca

con medias menores.

Las variables CCR, localizaciones metastasicas y éxitus nos discriminan claramente el
grupo 4 (mutacion heterocigotica en MUTYH) respecto al resto, ya que presenta una
mayor incidencia de CCR, diagnostico en estadios méas avanzados y mayor mortalidad.

En este caso los circulos de confianza se solapan debido al pequefio tamafio muestral.
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Si se consideran los ejes candnicos con funciones de discriminacion y se clasifican a los
individuos mediante estas funciones se observa cdmo tanto los grupos 1, 2 y 5 presentan
un porcentaje de bien clasificado de casi el 80%, mientras que en los grupos 3 y 4 los
porcentajes son menores (tablas 52 y 53). Estos porcentajes tan bajos en estos dos grupos
se puede deber al escaso nimero de observaciones y que con respecto a estas variables
no se diferencias mucho del grupo de no mutados como se ha visto en el analisis canénico.
Estos datos nos indican que los grupos con mutacién patogénica y sin mutacion son muy

homogéneos en todas las variables estudiadas, a diferencia de los otros dos grupos.

En los dltimos afios los paneles de secuenciacion masiva NGS han supuesto una
revolucion tanto en el estudio genémico a nivel tumoral, como para el estudio germinal

dentro de la Unidades de Consejo Genético.

Seria clave realizar este tipo de paneles en aquellos pacientes con sospecha de sindrome
de poliposis hereditaria, pero con ausencia de mutacion den los genes APC y MUTYH,

de cara a intentar descubrir otros genes que pudieran estar implicados.

En un primer momento, hemos realizado un estudio méas amplio con un panel de multiples
genes (descrito en resultados) en 57 pacientes seleccionados sin VP en APC y MUTYH
y con criterios clinicos de poliposis adenomatosa familiar. Los resultados obtenidos
muestran un estudio no informativo, ya que no podemos establecer ninguna como
patogénica o probablemente patogénica, causante de algin sindrome de predisposicion

hereditaria a cancer.

Seran necesarios nuevos estudios con mayor tamafio muestral y seleccionando aquellos
genes potencialmente implicados en la presencia de p6lipos adenomatosos colénicos. En
este momento, en la Unidad de Consejo Genético del CAUSA, se cuenta de manera
asistencial con el estudio mediante panel de multiples genes de predisposicion a cancer
de colon hereditario/poliposis y, en casos de historia familiar compleja o con fenotipos
no claros, se emplea un panel de genes mas amplio de predisposicién hereditaria a cancer.
El anélisis y seguimiento de los individuos estudiados en este contexto permitira, en un

futuro, completar los datos aqui presentados.
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Limitaciones del estudio:

En primer lugar, se han elegido aquellos pacientes con estudio germinal en MUTYH y
APC, pero el principal criterio de exclusion (ausencia de acceso a la historia oncologica
personal y familiar del paciente) nos hizo perder a 44 pacientes de inicio, dos de ellos con
mutacion patogénica en el gen APC que nos hubieran enriquecido enormemente la

muestra.

Posteriormente, y como principal limitacion de este estudio es el pequefio tamafio
muestral de pacientes con mutacion patogénica. Aunque el grupo de no mutados si
presenta un tamafio muestral nada despreciable y del cual se pueden extrapolar datos
importantes, la presencia de Unicamente 9 pacientes con mutacién en APC y 7 con
mutacion bialélica en MUTYH ha hecho muy complicado el anélisis de los resultados.
De hecho, la limitacion del tamafio muestral de los grupos con mutacién ha sido la
principal causa de no haber podido realizar un analisis inferencia propiamente dicho, y
hayamos tenido que utilizar al BIPLOT candnico para enriquecer el analisis descriptivo,

aunque sin poder establecer una comparacion con datos inferenciales.

Otra limitacion importante para el andlisis ha sido la dificultad para la recogida datos.

Cabe mencionar, en primer lugar, que los pacientes con mutacion patogénica presentaban
cientos de pdlipos que eran incontables y no nos permitia establecer su localizacion
colénica. En segundo lugar, tuvimos que analizar una a una todas las colonoscopias
realizadas en su vida a todos y cada uno de los 177 pacientes, realizando una
contabilizacién de los pélipos en colon derecho, izquierdo y total. Aqui nos encontramos
qgue muchos no se extirpaban y que en ocasiones los informes endoscopicos eran muy
escuetos y no nos aportaban informacion de la localizacion del pélipo. Por otro lado, una
gran parte de los polipos que se extirpan en las colonoscopias no se acaban por recoger
para estudio histoldgico, por lo que el andlisis de los tipos histoldgicos se ha visto

limitado.

La recogida de manifestaciones extracolonicas (ME) se vio limitada por la ausencia de
informes de algunos servicios clinicos, principalmente de pacientes de otras provincias,
en los que no registraban ME importantes como quistes dérmicos, osteomas o la ausencia

de acceso a los informes oftalmoldgicos de los pacientes en aquellos en los que estaba
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realizada dicha revision. Este hecho hace que, probablemente, se hayan perdido datos de
ME.

En el caso de los eventos oncologicos, ya que muchos de los pacientes se encuentran
diagnosticados hace méas de 10 afios, es dificil acceder a su historia oncoldgica y datos
histoldgicos relacionados. Muchos de los pacientes al estar diagnosticados en estadios
precoces no tenian realizado el estudio IHQ de los MMR, ni el estudio molecular de RAS
y BRAF.

Por otro lado, un estudio que, sin duda, hubiera enriquecido el andlisis y que serd una
linea de investigaciéon futura de nuestro grupo, es el analisis pormenorizado de los
familiares estudiados, el estudio de los familiares no estudiados, conocer la penetrancia 'y
expresividad de las diferentes VP, asi como los estudios de segregacion tanto de VP como
de VSD. Estudios funcionales de estas VSD permitirian optimizar el manejo de los
individuos portadores.

Respecto del estudio genético que se ha realizado es importante destacar que, se ha
llevado a cabo mediante secuenciacion genética, técnica que no permite descartar la
presencia de grandes reordenamientos; seria conveniente realizar otras técnicas como el
MLPA (Multiplex Ligation dependent Probe Amplification) para identificar estas causas,
menos frecuentes pero posibles, de poliposis adenomatosa hereditaria. Ademas, como se
ha comentado en la introduccién, recientemente, se han incorporado otros actores
genéticos como responsables de poliposis colonicas hereditarias que tendran que
incorporarse al estudio en los cuadros de sospecha. Ambas estrategias en las que ya esta

trabajando nuestro grupo.

Por ultimo, mencionar la exclusion de otras poliposis de nuestro estudio. Nuestro
proyecto esta centrado en poliposis adenomatosa, porque son los sujetos incluidos en el

programa de Consejo Genético de Castillay Ledn.

Este estudio es, sin duda, importante por estar centrado en una situacion comun y
frecuente en las UCG, la presencia de multiples p6lipos adenomatosos en colon y/o su
aparicion en edad temprana; sin embargo, la heterogeneidad en las formas de

presentacion, la variabilidad entre las causas genéticas conocidas y la presencia de formas
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menos estudiadas como los mosaicismos, hace dificil su anélisis y, posterior,
asesoramiento de los individuos y sus familiares en las Unidades de Consejo Genetico.
Estudios futuros en este sentido, multicéntricos y atendiendo a muchas de estas
consideraciones seran clave para avanzar en el conocimiento y optimizar el manejo de los

individuos con poliposis adenomatosa colénica.
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CONCLUSIONES:

1.

Los pacientes que cumplen criterios de estudio de poliposis adenomatosa dentro
del programa de consejo genético de Castilla y Ledn presentan una frecuencia de
variantes patogénicas en los genes APC y MUTYH del 12%. Sin embargo, en
pacientes con criterio de PAF clésica, la frecuencia de VP fue del 80%. Podemos
concluir que, las poliposis adenomatosas hereditarias, siguen siendo entidades

eminentemente clinicas.

Las formas de poliposis hereditaria atenuada son méas heterogéneas y la
sensibilidad de deteccion de VP en los principales genes implicados, es menor.
Cumplir los criterios de sospecha y elegir al probando adecuado son claves para

optimizar el diagnostico de las formas hereditarias de poliposis coldnica.

Las variantes patogénicas en heterocigosis en el gen MUTYH se describen en el
3.3% de nuestra muestra y se asocian a CCR en el 83% de los casos, estando todos
ellos localizados en el colon derecho. Aunque existe sesgo de seleccion de la
muestra, nuestros datos apoyan que las variantes patogénicas heterocigoticas en
el gen MUTYH confieren aumento de riesgo de CCR.

Los pacientes con VSD en el gen APC de nuestro estudio presentaban unas
caracteristicas muy similares a los pacientes sin mutacion. Destacando una edad
de identificacion del primer pdlipo 10 afios mas precoz y una localizacion de los
polipos mayoritaria en colon izquierdo. Es importante la reclasificacion futura de

estas variables a traves de estudios funcionales del gen y analisis de segregacion.

El estudio mediante paneles de multiples genes en pacientes con criterios clinicos
de poliposis adenomatosa hereditaria sin variantes patogénicas en APC y
MUTYH no ha identificado nuevos genes implicados en el desarrollo de las
poliposis, en nuestra muestra. Sin embargo, la incorporacion de genes
recientemente descritos asociados al riesgo de poliposis adenomatosas, como
POLD1, POLE o mutaciones bialélicas en NTLH1 o MSH3 pensamos que
permitira optimizar el diagndstico y manejo de estos individuos y sus familias.

Seran necesarios estudios prospectivos y con mayor tamafio muestral.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado para la realizacion de pruebas genéticas en cdncer hereditario del CAUSA.

COMPLEJO HOSPITALARIO DE SALAMANCA
Unidad de CONSEJO GENETICO. SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZACION DE PRUEBAS GENETICAS EN CANCER HEREDITARIO.

MEDICO QUE INFORMA: R. VIDAL, DEL SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

PERSONA A QUIEN INFORMA

DECLARO HABER ATENDIDO A LA INFORMACION QUE SE ME HA PROPORCIONADO. HE PODIDO HACER PREGUNTAS Y
ACLARAR TODAS LAS DUDAS. HE RECIBIDO SUFICIENTE INFORMACION, SOBRE LAS CARACTERISTICAS, LOS BENEFICIOS
Y PROBLEMAS QUE PLANTEA EL ESTUDIO GENETICO DEL CANCER.

COMPRENDO QUE MI PARTICIPACION ES VOLUNTARIA.

DOY CONSENTIMIENTO AL EQUIPO MEDICO DEL HOSPITAL PARA UTILIZAR ESTAS MUESTRAS PARA EL PROCESO
DIAGNOSTICO, EN EL PROPIO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA, Y/O EN CENTROS DESIGNADOS POR ESTE,
SIEMPRE DE ACUERDO CON LAS REGULACIONES Y NORMAS ETICAS Y LEGALES VIGENTES.

S NO

DOY CONSENTIMIENTO PARA EL ALMACENAMIENTO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS, PARA POSIBLES
INVESTIGACIONES FUTURAS SOBRE LA ENFERMEDAD GENETICA, SIEMPRE DE ACUERDO CON LAS REGULACIONES Y
NORMAS ETICAS Y LEGALES VIGENTES.

N NO
SE ME HA INFORMADO Y HE COMPRENDIDO QUE PUEDO RETIRARME DEL ESTUDIO:
CUANDO QUIERA

SIN TENER QUE DAR EXPLICACIONES
SIN QUE ESTO REPERCUTA EN MI ATENCION MEDICA

SE ME HA INFORMADO DE QUE TENGO DERECHO A DECIDIR SI QUIERO SABER O NO EL RESULTADO DE LAS PRUEBAS
REALIZADAS Y TENGO DERECHO A CAMBIAR DE OPINION EN EL FUTURO.

ACTUALMENTE:

[] SIDESEO CONOCER EL RESULTADO EN RELACION A LA PATOLOGIA DE ESTUDIO
[1NO DESEO CONOCER EL RESULTADO EN RELACION A LA PATOLOGIA DE ESTUDIO

[ SI DESEO CONOCER EL RESULTADO EN RELACION A OTRAS PATOLOGIAS
[1 NO DESEO CONOCER EL RESULTADO EN RELACION A OTRAS PATOLOGIAS.

Salamanca a de de 2022 Firma del participante

Salamanca a de de 2022 Firma del médico
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AUTORIZO para que las personas abajo indicadas puedan ser informadas sobre los resultados y las

implicaciones del estudio.
Nombre: DNI:

Fecha: Teléfono:

REVOCACION: en el ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento
prestado, manifiesto mivoluntad de revocarlo y solicito la destruccién de las muestras de

sangre obtenidas y de la informacién que haya derivado de las mismas.

MNombre:

Firma Fecha
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Anexo 2. Experiencia clinica de una unidad de consejo genético: Andlisis de familias con sospecha de sindrome de poliposis hereditaria. Poster destacado - Congreso SEOM 2021.

El asesoramiento genético
y el uso de nuevas
plataformas genédmicas

son clave para poder
realizar un diagnédstico
madas preciso de estos

pacientes.

VIRTUAL

18 AL 22 [ OCT [ 202

Bhora. g SiEmPTR,
pon peee

Introduccion

Los sindromes de poliposis familiar son entidades poco frecuentes y
heterogeéneas, siendo la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) el
paradigma del cancer colomrectal hereditario, con una penetrancia del
100%, onginada por mutaciones en el gen APC (5g21) con patron de
herencia autosémico dominante. Se han descrito formas atenuadas
secundarias, principalmente, a mutaciones en otras regiones de APC
y a mutaciones bialélicas del gen MYH.

Objetivo

El objetivo de este estudio es analizar la frecuencia de poliposis con
diagnéstico genético en personas con sospecha clinica estudiadas en
la Unidad de Consejo Genélico del Hospital Universitario de
Salamanca.

Meétodos

Estudio retrospectivo, de caracter descriptivoe de una cohorte de 221
pacientes con sospecha de sindrome poliposico hereditario estudiados
en la Unidad de Consejo Genético del Hospital Universitario de
Salamanca entre los afios 2006 y 2021

Conclusiones

Solo el 9% de los pacientes con sospecha de sindrome de poliposis
familiar presentaban mutacion patogénica en los genes APC y MYH. El
asesoramiento genético, asi como el analisis clinico-molecular y el uso
de nuevas plataformas gendmicas que analicen otros genes implicados
en las poliposis hereditarias, son clave para poder realizar un
diagnostico mas preciso de estos pacientes.

Agradecimientos
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Resultados

Se incluyeron 221 pacientes, 134 (60%) hombres y 87 (40%) mujeres. Todos los
pacientes presentaban criterios de riesgo para descartar sindrome polipésico
segin las guias de la NCCN (> 10 pdlipos adenomatosos 6 >2 pdlipos
hamar 6 >5 poli serrados en colon proximal 6 >1 familiar afecto
de poliposis). A todos Ios pacientes se les realizé estudio en linea germinal de
los genes APC y MYH. En 19 pacientes se objetivé una mutacion patogénica: 11
(5%) pacientes presentaban mutacion patogénica en el gen APC y 8 (3.6%)
presentaban mutacion en el gen MYH. En 27 {12.2%) pacientes se hallé una
variante de significado desconocido. La variante patogénica c.494 A>G p.165
Tyr>Cys del gen MYH es la que mas frecuentemente se observa, apareciendo en

3 familias no emparentadas.

Tabla 1. Caracteristica: I de los 19
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en los genes APC y MYH.
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APCy Y

AFC y MYH

APCy Y

s

natH

APC MYH

MYH: 1057insC. 5175T0F
APC: Mustacitn patcgenica en o sxin 15,3 (2985 CoA p.395
CysaSTOP)

MYH: Negativa.

P.a1s0sTOR
Muracin pascgénica en ol ewbn 15 del gen APC
©2127_21280eKE. fextn 15 de APC
Mutacion patcgenica en el exdn 15 del gen APC
c.A721_S722delT/p 1STARN
AMYH- Megative.

Muracisn pascgénica =n ol ewbn 15 del gen APC
©3783_37840e1IT {1308
o
Mutacitn patognics n el exsn & del gen APC
£ 268in=4,/p Tyr155STOP.
MVH: Negativa.

MTH: Mutacién homecigos pasogénica en el exdn 13
(€1227_122BupGG/p Glus 10GHsTerad). APC: Negative.
APC: Mutacibn patogénica en el extn 15
©3183_F1ETGRIACAAN P, Gin106TTer. MYH; Negative.
AEC: c. 19575 (ewbe 13]. MYH: Negative

gen APC.
AYH: negative.

ApC:n
MYH; £1145 GA/3.63820 en homocigosis (exbn 13).
APC: Negative.

1

 [homocignsi) 13).
utacién petogknica en extn 15
7827 BT fe MeAEharkcte 20w Negativo.
APC: Neagative.
M Ty
£ 1147deiC/p Al 386 ProfTer23 en heterocigasis oun 12]
Se han detectada dos mutacknes que justfican el desarmalic
de neapiasia en colon: £ 4584 6/n 165> (hetemcgass)
e e e e e

A A P ST
34OC I (Angi L SeFar, MVHE: gt
£.45483G/p. 165Tyr>Cys (e 7) s ha detectade en

heterocigoss.
£1103_1104delC /P AB38EX [enin 12] e ha detectado en
et

TzoZRCES
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