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* A: Adenina.
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« ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ASCO: American Society of Clinical Oncology.
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» CR: Cancer de Recto.

» CCHNP: Cancer colorrectal hereditario no polipdsico

e CEA: Antigeno Carcinoembrionario.

« CK20: Citoqueratina 20.

¢ CIMP: Fenotipo mutador. CpG island methylator phgpe.
» cm: Centimetro.

* CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgjica

« DME: Medio de cultivo celular modificado del medi® Dulbecco.Dulbecco’s Modified

Eagle
» dATP: Desoxiadenosina trifosfato.
« DCC: gen Delecionado en Cancer de Colon.
» dCTP: Desoxicitidina trifosfato.
» DE: Desviacion estandar.
* del: Delecion

 dup: Duplicacion



dGTP: Desoxiguanosina trifosfato.

dHPLC Cromatografia liquida de alto rendimienBenaturing high performance liquid

chromatography

dNTP: Desoxirribotrinucleotido trifosfato.

dTTP: Desoxitimidina trifosfato

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EEUU: Estados Unidos de América
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ESMO: European Society of Medical Oncology.
ETM: Exéresis del Mesorrecto.
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Fase G2: Fas&ap2. Segunda fase de crecimiento del ciclo celulataeque continta la

duplicacién de proteinas y ARN.

Fase M: Fase de mitosis o de division celular.
Fase S: Fase de sintesis o replicacion del ADN.
g: gramo.

G: Guanina.

HE: Hematoxilina-eosina.

HGM: Hospital Gregorio Marafion.

HNPCC: Cancer colorrectal hereditario no polip6iC&HNP). Hereditary Non-Polyposis

Colorectal Cancer

IHQ: Inmunohistoquimica.

INC: Inestabilidad Cromosomica.
INE: Instituto Nacional de Estadistica.
IMS: Inestabilidad de microsatélites.
I: Litro.

LV: Leucovorin.

M: Molar.

mM: Milimolar.
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ml: Mililitro.

MLPA: PCR multiplex dependiente de ligacionMultiplex ligation-dependent probe

amplification

MMR: Reparacién de los errores de emparejamidiitematch Repair
ul: Microlitro.

ng: Nanogramo.

NCCN: National Comprehensive Cancer Network.

NCI: National Cancer Institute.

nm: Nanometro.

NS: No estadisticamente significativo.

PAF: Poliposis adenomatosa familiar.

pb: Pares de bases.

PBS: Tampodn fosfato salinBhosphate Buffered Saline

PCR: Reaccién en cadena de la polimer@si/merase chain reaction
PET: Tomografia por Emision de Positrones.

RB: Proteina del Retinoblastoma.

RB-P: Proteina del Retinoblastoma fosforilada.

RNM: Resonancia Nuclear Magnética.
rpm: Revoluciones por minuto.

RR: Riesgo Relativo.

RT: Radiografia de torax.

SDS: Sodio dodecil sulfato.

SG: Supervivencia Global.

SEG: Segovia.

SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad.
SOH: Sangre Oculta en Heces.

T: Timina.

TAC: Tomografia Axial Computerizada.
TBE: Tris, acido borico y EDTA.

TE: Tris-EDTA.

XVil



TEAA: Acetato de trietilamonio.

TGF-: Factor de crecimiento tumoral betaimour growth factar

U: Uracilo.

5-FU: 5-Fluorouracilo.

W: Watio.

Tabla de abreviaturas de los aminoacidos

Aminoacido Abreviatura Simbolo
de tres letras de una letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparragina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%
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RESUMEN

El Cancer Colorrectal (CCR) de aparicion precozr@stivamente infrecuente, con una
incidencia del 2-8%. Este grupo de edad presentabamico heterogéneo de casos, desde
aquellos con una agregacion familiar importante gAfCCR, hasta otros que son esporadicos.
Parecen presentar caracteristicas distintivas especto a aquellos que aparecen a edad mas
avanzadas, con una mayor frecuencia de localizaeiorel colon derecho, bajo grado de
diferenciacion, mucinosos, presencia de tumoresr@iicos y metacronicos, asi como el
estadio avanzado en el que suelen diagnosticaree. pWoporcion de ellos presentan
caracteristicas similares a las de los CCR quedsucen el seno del sindrome de Lynch,
manifestando a su vez la Inestabilidad de Micrdisa¢éé(IMS) en el tumor, siendo una parte
importante de ellos portadores de mutaciones d gmseninal en los genes del sistema de
reparacion de errores de emparejamiento del ADN RYIMEI segundo grupo, aquellos con
Estabilidad de Microsatélites (EMS), poseerian uedpminio de la via de la Inestabilidad
CromosoOmica, equivalente a aquellos CCR esporadie@slad més avanzada. Sin embargo, la
caracterizacion del CCR en el adulto joven no &stavia del todo definida, tanto desde el
punto de vista anatomo-clinico como molecular,demecesario caracterizarlos con respecto a
aquellos CCR que aparecen en el sindrome de Lyrigmte al CCCR que aparece de forma

esporadica en el anciano.

En el presenta trabajo se han valorado 45 indigdne presentaron CCR a una edad igual o
menor de 45 afos, diagnosticados en dos institesidospitalarias diferentes de dos areas
geogréficas distintas. En cuanto a las caractsstdel grupo en global, una proporcién
importante de los tumores se presentaron a nivalalien derecho (44,4%), un predominio de
tumores de moderado grado de diferenciacion, pemoua porcentaje de tumores productores
de moco a considerar (24,4%). Un tercio de elleaaellaron poélipos en su evolucion. Destaca
el diagnéstico tardio del CCR en este grupo de ,edad un 55,5% de los mismos que se
presentaron en estadios avanzados de la enfermeldd8% de los casos mostré agregacion

familiar de CCR o neoplasias asociadas al sindderig/nch.

Llama la atencién que més de la mitad de los dasoen diagnosticados en estadios avanzados
(55,5%), presentando este aspecto, el retraso eliaghostico, un peso importante en el
prondstico de los mismos. Otros aspectos parecaiaagambién un mal prondstico, como
seria la localizacion izquierda a nivel del colomn principio, la activacion de la ruta Wnt, o la

falta de expresion de la ciclina E en los tumores.
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Desde el punto de vista molecular, el 31% de lowtes presentd IMS, siendo el 61% de estos,
consecuencia de mutaciones germinale§eR1 y MSH2 Estos tumores presentaron ciertas
caracteristicas diferenciales, como fueron la ettadiagnostico es mas precoz, o la presencia
mayor namero de antecedentes familiares neoplasiCambién parecen tener un mejor
prondstico, aunque en un subgrupo de ellos, esgermumple (aquellos con células en” anillo

de sello” o con falta de expresion de p53).

Desde el punto de vista de la seleccion de loeptes candidatos para el estudio de los genes
de reparacién, la inestabilidad de microsatélites Bat26 y la inmunohistoquimica de las

proteinas de reparacion serian herramientas Utiles.

A la hora de aplicar los hallazgos en este tipotueores en el manejo terapéutico y de
seguimiento del CCR en este grupo de edad, hagansiderar la asociacion de pdlipos y como
la frecuencia de neoplasias sincronicas y metawaén(6,7%), y por tanto, condicionan la
necesidad de un seguimiento especial, de igual noqpdolas técnicas quirdrgicas, que en

algunos casos seran mas extensas que las llevadbe an el CCR esporadico en el anciano.
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SUMMARY

Early-onset colorectal cancer is not frequent, withincidence rate of 2-8%. It is a very heterogese
group: some of them are sporadic, and others aedit@ry forms. They also have some characteristics
which are different from the common forms of colded cancer, such as: proximal site at colon, a
significant excess of synchronous and metachro@RRE€s, more often poorly differentiated, with an
excess of mucoid, and an advanced stage at diagr8mine of them have similar behaviour than Lynch
syndrome’s CRC, and microsatellite instability laeirt molecular basis the tumour too. A significpatt

of this group has a MMR germline mutation. Theramther group with microsatellite stability, which
shows chromosomic instability, a similar form of CRs the CCR in older ages. Nevertheless, thera are
lot of molecular, anatomical and clinical charaistiizs that must need to be studied, in order asgify

them in a similar way as Lynch syndrome or as ahereditary CRC forms.

We review 45 patients with CRC being diagnosedsayears old or younger, in two different hospitals,
in two different geographic areas. The global cbtirstics were: a significant group has CRC in the
right colon (44%), an important group with mediuiffadentiated tumours, some of them had an excess
of mucoid (24, 4%). The 33,3 % of them had poliyptheir evolution. A very important fact, is thie
55,5% of them, had been diagnosed at an advanage. Some of them had hereditary familial canaer, o

another cancer associated with Lynch syndrome (40%)

We found some items associated with a worst pragnssich as: left location tumours, an advanced

stage, the activation of the Wnt way, or the lat&xpression of cyclin E in the tumours.

The 31% of the patients presents microsatellitéabibty, and the 61% of them had MMR germline
mutations inMLH1 and MSH2 These tumours had some different characterigtara the others: an
early age of onset and a larger cancer historaimilfy members. They seem to have a better prognosis

except the patients with signet-cell or an unexgoesof p53.

In order to find out which patients are candidadésMMR germline mutations study, microsatellite
instability with Bat 26 and the inmunohistochemygtf the mismatch repair proteins are both usefolst

to carry it out.
We must conclude that the behaviour of this CR@nsteebe different, with more polyps in the evolutio

and more synchronous and metachronous tumours., Tiisnust follow up in a special way these

patients, and perhaps, we may do a more extensdeetive surgery.
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l. INTRODUCCION






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

El cancer se caracteriza por un crecimiento exoegidescontrolado de un grupo de
células que invaden y dafian tejidos y érganos.nasde las causas mas frecuentes de
mortalidad, ocupando el segundo lugar en los paiessirrollados detras de las
enfermedades cardiovasculares. El cancer es dia#dgsuwde dos procesos: el aumento
de la proliferacion de células formando un tumaoreoplasia y la posterior adquisicion
por parte de éstas de la capacidad invasiva, ldegugermite migrar desde su lugar de
origen a otros tejidos u 6rganos, dando lugar anleiastasis. La carcinogénesis es un
proceso complejo que implica un gran nimero deraaignes moleculares, dando
como consecuencia la gran heterogeneidad y vadaliimorfoldgica y prondstica de

los tumores (Pharoah and Caldas 1999).

La formacion de un tumor consiste en la acumulaci®&mutiples alteraciones en el
genoma de las células que lo forman. Existen ¢os tile alteraciones: cambios en la
secuencia del ADN y cambios epigenéticos que afexta expresion de los genes. Las
alteraciones a nivel de la secuencia abarcan deleside regiones cromosdmicas, que
implican pérdida de genes que pueden estar rekabisncon la regulacion negativa del
ciclo celular (genes supresores de tumores); nasiasi génicas que pueden activar o
inactivar distintas proteinas; amplificaciones gasique conllevan la sobreexpresion
de genes especificos; e incluso pérdidas o garmamidacromosomas enteros. En
relacion a las alteraciones epigenéticas se enamergntre otros, el silenciamiento de
genes debido a hipermetilacion de las islas Cp@liadas en sus promotores, como
en casos del geMLH1 o el genBRCAL En la figura 1.1 se representan algunos de los

mecanismos moleculares asociados a la formacidogrgsion tumoral.

La mayoria de los canceres son consecuencia decionga a nivel somatico, que
ocurren en el tejido que da lugar a la neoplasiaeBibargo, entre un 5y un 10% de
todos los canceres tiene un componente hereditay® origen son mutaciones
germinales que contribuyen al inicio de la carcérasis (de la Chapelle 2004). El
individuo que hereda la mutacion la presentardodas las células de su organismo y

tendra una alta probabilidad de desarrollar unplas.



El desarrollo del cdncer es debido a dos clasesedifes de genes: oncogenes y genes
supresores de tumores. Los primeros son variaiteyadas de genes principalmente
implicados en el crecimiento y proliferacién cetulaos genes supresores de tumores
se clasifican a su vez en “porterogalekeepensy “guardianes” ¢aretaker¥. Los
porteros son genes que inhiben el crecimiento aemlpromueven la apoptosis. Los
segundos, sin embargo, cuando se encuentran ioswctovintervienen directamente en
el crecimiento del tumor sino que dan lugar a &stabilidad gendmica y, por lo tanto,

a un aumento general de la velocidad de mutacidhdgsarrollo del cancer (Kinzler
and Vogelstein 1997). La existencia de cualquiesration de algin gen de cualquiera
de estos tres grupos da como consecuencia un iecterdel riesgo de desarrollar uno

0 mas canceres (Offit 1998).

Luz glandular normal. Cambios proliferativos ~ Hiperplasia atipica. Carcinoma in situ. Carcinoma invasor.
benignos.

Invasion tisular (ganancia de

Expresion anormal funcién de células tumorales
Respuesta anormal a factores de crecimiento. de oncogenes vs. pérdida de funcion de
(HER2/ neu). células normales).

Pérdida de la funciéon supresora
tumoral (p53).

Cambios de estroma
(angiogénesis).

Inestabilidad genética (pérdida de

Fallo en la respuesta a heterocigosidad).

las sefiales normales Fenotipo clinico

de apoptosis. del tumor
determinado.

Figura 1.1 : Principales procesos moleculares que intervienen en la carcinogénesis. Modificado de Fearon y

Vogelstein, 1990.

En el caso de los sindromes de cancer heredifarimayoria de los genes cuyas
mutaciones son las responsables de los mismos aoes gsupresores “porteros”
(Knudson 2002). Tienen una penetrancia y un modtatesmision variables, por lo



gue su manejo clinico requiere la evaluacién imflial del riesgo para cada miembro

de la familia afectada.

Las caracteristicas diferenciadoras del cancedhar®, frente al que ocurre de forma
esporadica son:

* una edad de aparicion temprana,

» multifocalidad de los tumores o bilateralidad esccde 6rganos pares,

e aparicidon de varios tumores primarios en el misnaaviduo,

» antecedentes familiares de la misma neoplasia,

» alta incidencia de cancer dentro de la familia,

e asociacion con sobre-crecimiento corporal genexdtizo asimétrico,

dismorfias, malformaciones congénitas o retrasotahen

La aparicion de alguna de las mencionadas carsiitaed en la practica clinica ha de
servir para alertar sobre la posibilidad de un aeaancer hereditario y, por tanto,
sobre la necesidad de remitir a la familia a uwisier de genética especializado en
cancer familiar. A este respecto, la edad tempdenaparicion del cancer es una de
ellas, aunque no todos los tumores que aparecgersonas jovenes van a tener un

caracter hereditario.

2.EL CANCER COLORRECTAL GENERALIDADES
2.1. Epidemiologia.

El cancer colorrectal (CCR) es la cuarta forma owmun de cancer en el mundo y
la tercera causa de mortalidad por cancer en lsepaesarrollados, mostrando un
riesgo acumulado de un 2-6% en la poblacién gen&ralpersonas con historia
familiar de CCR este riesgo es mayor, en espeniageellos que forman parte de
familias con sindromes hereditarios (Pinol et @04). El CCR afecta practicamente
igual a hombres y a mujeres. Se estima que oc®?drD00 muertes anuales por
cancer colorrectal en el mundo (Hobbs et al. 20&h).las Figuras 1.2 y 1.3, se

presenta la incidencia de los distintos tipos deegdy la mortalidad estimada por
cancer, respectivamente, en la Union Europea afi@|2004. Los ultimos datos

publicados, de 2006, recogen en Europa una indaeate 217.000 en hombres y



195.000 en mujeres, ocupando el segundo lugar tantancidencia como en
mortalidad por cancer (Ferlay et al. 2007)

Linfoma Hodgkin s
Testiculos |
Tiroides |
Mieloma Mdltiple | EEE——
Laringe | —
Cuello Gtero | EE— 8
Eséfago
Cerebro, sistema nervioso |
Higado | E——
Ovario
Utero
Melanoma
Leucemia
Pancreas
Rifién
Linfoma no Hodgkin
Cavidad oral y faringe
Estémago

Vejiga
Prostata
Pulmén

Mama

Colon y recto

0 50.000 100.000 150.000  00.200 250.000 300.000

Figura I.2. Incidencia de cancer en la Unién Europea, afio 2004 (Boyle and Ferlay 2005).
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Figura I1.3. Mortalidad estimada por cancer en la Unién Europea, afio 2004 (Boyle and
Ferlay 2005).

En Espafia, el numero estimado de casos nuevos BeaC#&fio se sitla en torno a los
21.000 entre ambos sexos, frente a las 11.900 dehes. Fue el causante del 11% de
las defunciones por cancer en hombres y el 15% @eres, segun datos de 2000
[WHO-IARC 2002]. Comparativamente con el resto dies@s de Europa, la mortalidad

e incidencia en Espafia es sustancialmente menamlas paises del norte de Europa,
con unas tasas en 1999 menores que las tasas jwodecEuropa, aunque con una

tendencia temporal en aumento [WHO-IARC 2002]. &bJhion Europea las tasas mas
bajas de mortalidad corresponden a Grecia, Firdari8liecia, Italia y Espafia y las mas

altas a Dinamarca, Alemania, Irlanda y Austria. \laiabilidad provincial de la



mortalidad en Espafia es muy baja y similar en anseass (LOpez-Abente et al.
2002). A pesar de todo lo dicho, la supervivencerepe haber aumentado,
posiblemente debido a un diagnéstico precoz y anijora de las estrategias
terapéuticas, asi como en la identificacion de gsuge riesgo para el CCR (Lopez-
Abente et al. 2002).

2.2. Etiologia.

El CCR es una enfermedad de base genética, erelbsgjdactores ambientales tienen
una influencia esencial en su aparacion (Hobbs @081). Una confirmacion de este
altimo extremo la encontramos en el cambio decedtl vida al que se ven sometidos
algunos inmigrantes, que con el cambio geografien eez también lo sufren en cuanto
al riesgo de cancer, perdiendo rapidamente el adoal de la comunidad de origen, y

adquiriendo el de la receptora.

La vertiente genética del CCR influye en parte am gl riesgo se vea aumentado
conforme la edad avanza, al igual que en aqguebasopas con historia personal o
familiar de CCR. En este ultimo caso, es mas martaasociacion en individuos que
pertenecen a familias con sindromes hereditariosiados al desarrollo de este tipo de
neoplasias, como pueden ser la Poliposis Adenom&asiliar (PAF), el sindrome de

Lynch, sindrome de Peutz-Jeghers, o la Polipogenju

Dentro de los factores ambientales poseen cieltaarcia los dietéticos, estando el
riesgo aumentado en relacién al bajo consumo da.fil incremento del riesgo
también se ha asociado con el tabaco, el alcobchse ejercicio fisico, y un indice de
masa corporal alto (Willett et al. 1990; Boyle 19B®bbs et al. 2001).

Sin embargo, los datos acerca de los factores atalee como causa directa del CCR
no tienen la suficiente consistencia como para fijaas directrices claras sobre la
prevencion primaria del mismo. No obstante, seekamendado moderar el consumo
de carne roja, procesada o cocinada muy hechaong¢acto con el fuego. Por su parte,
una dieta rica en leche y otros productos lactemsign servir para la prevencion del
CCR; y las dietas ricas en fibra, vegetales y fadlan en la misma direccién. Sin

embargo, no se recomienda la administracion ddofglacalcio y vitamina D en la



prevencion, ni tampoco betacarotenos, seleniojtaiminas A, B, C o E. En cuanto a
los estilos de vida, se recomienda la realizac#&gjdrcicio fisico, y evitar el sobrepeso
y la obesidad, asi como el consumo de alcohol gcmablLa quimioprevencion, como
los AINES, o el AAS a dosis baja, no esta admiédda poblacién general (Castells y
Marzo 2004).

La enfermedad inflamatoria intestinal en sus dommtes, la enfermedad de Crohn y la
Colitis ulcerosa, también aumentan el riesgo deardeltar CCR, en especial esta

ultima.

2.3 Fisiopatologia del Cancer Colorrectal.

2.3.1. Anatomia e histologia del colon

El intestino grueso o colon se extiende desdeegjochasta el ano, y su longitud es de
aproximadamente 150 cm. Se divide clasicamente aiasv partes: ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendegiea i recto. A excepcion de la parte
final del recto, que es extraperitoneal, el intestjrueso esta situado en el peritoneo y
en su disposicion forma dos flexuras, hepaticapjéesca, de casi 90°. En comparacion
con el intestino delgado, el grueso posee un dr@meayor y la mucosa no forma

pliegues, a excepcion de la ultima porcion delaect

La mucosa es lisa y revestida de células mucoseasety células cilindricas de
absorcion con microvellosidades en polo apical. glasdulas de Lieberkihn son mas
profundas y en su parte inferior, criptas, conteabundantes células caliciformes,
argentafines e indiferenciadas o células madrelah@na propia presenta linfocitos
eosinofilos y células plasmaticas, y de forma dspaparecen foliculos linfoides. La
submucosa es similar a la del intestino delgadgpag de neuronas y haces nerviosos
forman el plexo submucoso de Meissner, y la musdqufaisculo liso) difiere en la
disposicion de las fibras musculares de la capermxt que, excepto en el recto, que
mantiene su disposicion continua, forman tres hmegitudinales llamadas tenias.
Entre las fibras musculares se constituye el pteiaentérico de Auerbach (Paz Bouza
1990).
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Las células madre o progenitores de las criptasveden a un ritmo muy alto, llegando
a generar hasta 200 células al dia. Al poseernaotif® indiferenciado, son capaces de
producir de forma continuada todas las estirpeslarels asi como mantener la

capacidad de regeneracion del intestino ante winle

2.3.2 Mecanismo de generacion del Cancer Colorrectal

El CCR es uno de los tumores mas estudiados deéguent® de vista genético. La
posibilidad que brinda la secuencia adenoma-car@ny su facil accesibilidad
endoscopica han permitido el estudio de los camb@mtipicos que van desde la
mucosa normal y la hiperplasia mucosa hasta elecamvasor, pasando por los
diversos tipos evolutivos del adenoma: tubularukoiyelloso y velloso. Partiendo de
la base de que los adenomas y el CCR compartencalgasgos genéticos, como suele
ser una mutacion del gdRasy pérdida alélica de los cromosomas 5 y 18, Fegron
Volgestein postularon un modelo de tumorogénedmrantal (Fearon and Vogelstein
1990). Este modelo describia un proceso progresimacambios acumulados a lo largo
del tiempo, y que adquirian mayor prevalencia aidaegue los pélipos aumentaban de
tamafo. Los cambios genéticos de la mucosa cotatréan como resultado que ésta
pase a hiperplasia, adenoma, carcinagmaitu y, finalmente, carcinoma invasor. En
resumen, para que los CCR se generen se requieiteciaomes en varios genes, dando
lugar tanto a la activacion de oncogenes comairalzivacion de genes supresores de
tumores. Las alteraciones genéticas suceden seglseguencia, cuya acumulacion, y
no su orden cronoldgico, detemina las propiedad®sdicas del tumor (Fearon and
Vogelstein 1990) (Fig 1.4.).

Las alteraciones mas contrastadas en el CCR salposldipos: las mutaciones del
oncogénRasy activacion delc-myc por una parte, y por otra, la inactivacion de
oncogenes supresores del crecimiento tumoral, gex@esan mediante deleciones de
los cromosomas 5@onde esta situado el gen responsable de la PAENAPC), 189
(gen DCC o “delecionado en cancer de coloy’17q (donde se localiza el gggb3
(Lled6 2000). Un tercer grupo de genes relacionadaodos que se asocian al sindrome
de Lynch o Céancer de Colon Hereditario No Polipps{€CCHNP), que son los

llamados mismatch repair gene§MMR): genes que controlan las proteinas de
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reparacion de los errores de replicacion de ADN s comentaran en un apartado

especial.

Epitelio
normal
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APC displasico Inestabilidad
ji-catenin =

Axin2 \
Adenoma
precoz
}\" Adenoma
K-RAS
B-RAF
/X\D- Adenoma
tardio
Smadd

TGF-|i-RII

gendémica

P53

Figura 1.4. Esquema simplificado de la secuencia adenoma-carcinoma y de la acumulacion de
mutaciones mas importantes. En negro, las relacionadas con la inestabilidad cromosdmica, y en rosa, las

relacionadas con la inestabilidad de microsatélites. Modificado de Fearon y Vogelstein, 1990.

La inestabilidad gendmica es una caracteristictbdias las neoplasias intestinales. Se
han descrito dos vias implicadas en la producciomprggresion del CCR: la
inestabilidad cromosomica (INC) y la inestabilid#el microsatélites (IMS). Cada una
de ellas muestra diferencias, tanto desde el pimtasta molecular e histopatoldgico,

como incluso del prondstico, como se aprecia dratda I.1.
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Tabla I.1. Caracteristicas diferenciadoras entre los CCR que presentan inestabilidad cromosémica e

inestabilidad de microsatélites (de la Chapelle 2003).

INESTABILIDAD CROMOSOMICA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES
. Pérdida de heterocigosidad generalizada . Inestabilidad de microsatélites generalizada
. Aneuploidia o poliploidia . Diploidia
. Localizacion preferentemente izquierda . Localizacion preferentemente derecha
. Caracteristicas histolégicas: bien . Caracteristicas histolgicas: pobremente
diferenciados diferenciados
. No infiltracion linfocitica . Infiltracién linfocitica
¢ Raramente mucinosos *  Frecuentemente mucinosos
. Peor prondstico . Mejor prondstico

La inestabilidad cromosémica (INC) es la alteracidds frecuente, ya que aparece en
el 75-80% de los CCR, y la suelen presentar losscasporadicos (Vogelstein et al.
1988; Fearon and Vogelstein 1990). Los cambiosiados conllevan la activacion de
proto-oncogenes, comé-RASyYy MYC, y la inactivacion de genes supresores como
APC, p53, DCC, SMAD2 y @earon 1995; Fearon and Pierceall 1995; Cahilll.et
1998).

Los tumores con inestabilidad de microsatélitesS)iMon el 10-15% de todos los
CCR, y es habitual en las formas hereditarias cehgindrome de Lynch. En estos
tumores se acumulan mutaciones en las secuenciassatgélites de regiones
codificantes de genes implicados en la progresiémotal comoTGF-ARII, IGFIIR,
MSH3 y BAXRaut et al. 2004).

2.4 Secuencia adenoma-carcinoma. Pélipos colénicos

Considerando que en muchos casos el origen del @défe determinado por la
secuencia antes mencionada, partiendo de la mummdaica sana, pasando por
adenoma o pélipo adenomatoso, hasta llegar al canad consecuente acumulo de
alteraciones moleculares, es importante tener emtaula fase previa de dicha

secuencia, tanto desde el punto de vista morfadageno clinico.

Los pdlipos colénicos son crecimientos exofiticogxezrecencias de la mucosa del

colon o del recto con tamafio, morfologia y caréstieas variables. Los polipos
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adenomatosos 0 neoplasicos son los mas frecuenies gue mayor potencialidad
maligna tienen, dependiendo ésta de la morfoldgraafio y grado de diferenciacion
histoldgica. La edad maxima de incidencia es k& décadas de la vida. La mayoria
son pediculados, por lo que suelen ser facilmextigpables mediante la polipectomia
endoscopica. Si son sesiles, la extirpacién engdszoconlleva el riesgo de
perforacion del colon o la reseccion incompleta, Ipaque estaria indicada la cirugia
(Lledé 2000).

El estudio histopatolégico es el que determinaalamaleza neoplasica del pdlipo. En la
tabla 1.2. se relacionan los distintos tipos deppdl intestinales. El pélipo tendria un
eje estromico central que emerge de la lamina ardpila mucosa, su naturaleza es
conjuntiva y tapizado por mucosa colica normal eelndel pediculo y que se va
engrosando paulatinamente conforme se aleja deyéatifjuiriendo una naturaleza
papilar. Las transformaciones malignas suelen waemrla superficie (Figura 1.5.). La
atipia leve se observa en aproximadamente el 60%@dlipos, mientras que la
moderada en alrededor del 30% y la severa a un tle¥éndose considerar éstos
como equivalentes a carcinomas in situ. La incidendel céncer invasor se
correlaciona con el tipo histolégico del adenomacely tamafio. Globalmente
considerados, la incidencia esta entre el 2.7-5pntmas que en los adenomas vellosos

mayores de 5 cm dicha incidencia se eleva hagi@%e!

Figura I.5. Imagen endoscoépica de polipo adenomatoso.
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Tabla I.2. Clasificacion de los pdlipos gastrointestinales. (Bronner 2003).

CLASIFICACION DE LOS POLIPOS INTESTINALES

Pdlipos Gastrointestinales.
Inflamatorios y postinflamatorios.
Hiperplasicos.

Linfoides.
Hiperplasia reactiva linfoide.
Linfoma.
Lipomatosis.
Angiomatosis.
Leiomiomatosis.
Neumatosis quistica intestinal.

Sindrome de Cronkhite-Canada.

Pdlipos Gastrointestinales Hereditarios.
Poliposis Adenomatosas familiares.
Poliposis Adenomatosa Colonica.
Sindrome de Gardner, Sindrome de TurcdipdXis atenuada.
Poliposis Hamartomatosas.
Sindrome de Peutz-Jeghers.
Poliposis juvenil familiar.
Sindrome de Cowden.
Ganglioneuromatosis intestinal.
Sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba.
Esclerosis tuberosa.

La colonoscopia completa es el método mas seguiable en el diagnostico de los

polipos colorrectales, pudiendo resecar hasta @ @@ los podlipos. Las limitaciones
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son de la propia técnica, y en funcion del tamai fprma del pdlipo, en especial en
los sesiles. Se indica la cirugia en los casoscaritarios endoscopicos y anatomo-
patolégicos de malignidad y/o reseccion incomplEtaratamiento quirdrgico variara
segun la localizacion de los polipos. En el colamsistira en una colotomia y
polipectomia quirdrgica, o bien, teniendo en cueatapotencialidad maligna de
aquellos de mas de 2 cm de diametro, la resecdlicaaon criterios oncolégicos. Si
los pdlipos son multiples, y exceptuando la Polgposdenomatosa Familiar, a la
reseccion quirdrgica se le puede asociar extirpasi@ndoscopicas o endoanales, y si
existen criterios de malignidad en mas de un p&gpueden llevar a cabo colectomias
ampliadas o llegar a la proctocolectomia restaueadon reservorio ileal. En los
polipos localizados en el recto, a parte de la ecojoa y la biopsia, para el tratamiento
quirugico la ecografia endoluminal ayudara a laealy estadificar preoperatoriamente
las posibles lesiones malignas. Con sospecha denidgd o malignidad sin
infiltracién de la submucosa, las técnicas seramedeccion local, mientras que si la

biopsia informa de un cancer invasor se debe pev@dna técnica mas radical.

2.5. Diagnostico.

Como ya se ha indicado, la mayoria de los canamiesrectales se podrian prevenir
mediante la deteccién y extirpacion de los adenodegolon premalignos. De la
misma forma, conllevaria un beneficio considerakle diagndstico del cancer
colorrectal en fases muy tempranas, cuando lareefitad es curable con tratamiento
quirurgico. Estas consideraciones han llevado argugxploraciones en la poblacion
general adulta a partir de los 50 afios, y antessdeedad, en personas con mayor
riesgo, bien por historia familiar, bien por otfastores de predisposicion (Smith et al.
2001; Schoen 2002; Castells y Marzo 2004).

2.5.1.Diagnostico en sujeto con sospecha clinica de CCR

Las herramientas disponibles para la detecciorC@d® mas utilizadas y eficaces son:
la deteccion de sangre oculta en heces (SOH); lidaggn endoscopica de la porcion
terminal del colon a través de la sigmoidoscopengiilidad 60%) (Figura 1.6);

visualizacion completa del colon por colonoscogenéibilidad 90%); o visualizaciéon
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por rayos X, mediante enema de bario (Smith eR@D1; Markowitz et al. 2002,
Schoen 2002). Otros posibles métodos diagnéstisesgtan empezando a introducirse
en el manejo del CCR son: la colonoscopia virtgal) una utilidad clara en los
pacientes cuyo seguimiento ha de ser de por vidmocson aquellos CCR con
componente hereditario; o la RNM, cuya aplicaciéresiplea en la estadificacion del
Céancer de Recto (CR).

La exploracion masiva poblacional por colonoscaopase realiza debido al alto coste
del procedimiento, la dificultad de la preparacigna la recuperacion tras la
exploracién. Frente a esto, la posibilidad de adbdecde mutaciones especificas del
cancer de colon en ADN extraido a partir de lagfele pacientes con cancer de colon
abre una nueva puerta al desarrollo de una téawigavasiva de deteccion molecular
en poblacién sana (Ahlquist and Shuber 2002; Teavet al. 2002).

Figura I.6. Imagen del Rectosigmoidoscopio.

En el caso de haber identificado ya un CCR, eldestdel colon debe ser completo
para eliminar el riesgo de tumores sincronicos (5%e polipos asociados al tumor
(28%) (Codina et al. 2003). En caso de no podaralizar todo el colon se puede
practicar un enema opaco 0 una colonoscopia irgratgria. Por supuesto, una vez

gue se ha visualizado la lesion neoplasica, lasidogps mandatoria.

Posteriormente, se ha de realizar la estadifiolmgéeoperatoria, que tiene como
objetivo determinar la extension anatdmica del tumpara establecer el prondstico,
planificar el tratamiento y evaluar sus resultadsplica la realizacion de una
evaluacion clinica, radiolégica y anatomopatolégman el objetivo final de la

planificacion de la técnica quirdrgica, puesto guede evitar la realizacion de cirugia

innecesaria en pacientes ancianos, con mal estadoal y metastasis multiples, o bien
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planificar el tratamiento quirdrgico tanto del tunqrimario como de las metastasis
(Lledé 2000). Entre las pruebas de imagen, la ef@grTAC (Figura 1.7.) o RNM

sirven para dicho propaosito.

Figura I.7. TAC abdominal, en el que se identificas las metastasis de un CCR.

En el caso del cancer de recto, el examen digi#ahipe localizar y conocer la distancia
respecto al margen anal, tamafio y nUmero de cuadrafectados, grado de movilidad
y aspecto macroscopico. Del mismo modo permite @emel estado de los esfinteres y
orienta sobre el tipo de cirugia. La estadificacidamparte de las pruebas
complementarias referidas para el cancer de casnimportante la realizacion de
rectoscopia para conocer el tamafio, la localizagitandistancia del tumor respecto al
margen anal. La ecografia endorrectal es la prukhgndstica de eleccién para
determinar el grado de invasion del tumor a trale$a pared rectal y la afectacion de

los ganglios vy, por tanto, para definir la posdalil de llevar a cabo un tratamiento

neoadyuvante (Figura 1.8).

Figura 1.8. Estadificacion sucesiva mediante ecografia endorrectal preoperatoria de diferentes canceres
de recto segun el crecimiento en el espesor de la pared, desde uTO hasta uT4, en que hay infiltracion

prostatica.
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2.5.2.Cribado del CCR en nuestro medio

Como se ha mencionado previamente, el cribado @elsrecerse a todos los
individuos sin factores de riesgo afadidos a paltirlos 50 afos de edad. Las
recomendaciones para los diferentes métodos seguisociedad Espafiola de
Gastroenterologia son (Castells y Marzo 2004):

1.- La deteccion de SOH con periodicidad anual odiees eficaz. Con un
intervalo de un afio aumenta la sensibilidad.

2.- La sigmoidoscopia es eficaz en el cribado delRCGiendo el intervalo
recomendado de 5 afios. Como se ha dicho previanseiste detecta una neoplasia se
ha de explorar endoscopicamente el resto del cdlarsuma de esta prueba con la
SOH no ha evidenciado mayor eficacia que ambasguarado.

3.- El papel del enema opaco no es eficaz en edadnibaunque si puede ayudar a
la exploracion completa del colon cuando la coloopg& no es posible, como en el
caso de un CCR estenosante que impide el pasodiss@pio.

4.- La colonoscopia es eficaz siendo el intervatmneendado de 10 afios.

El cribado del CCR es coste-efectivo, con indepeddede la estrategia empleada,
aungue se desconoce cual de ellas lo es mas. tedeiadel método depende, entre
otros factores, de la aceptacion por el paciedgedysponibilidad de los rescursos. En
poblaciones de riesgo, como es el caso del sinddentg/nch, las recomendaciones de

cribado se detallaran mas adelante.

2.6. Clasificacion por estadios. Definiciones.

La clasificacion de los tumores colorrectales pstadios viene determinada por el
grado de diseminacion locorregional, tanto en prdidad a nivel de la pared del colon
como por via linfatica en los ganglios de drenajeptdopio 6rgano, como por la posible
extensiéon hematdgena, alcanzando érganos a detdfgta clasificacion tiene relieve
en la medida en que el tratamiento viene deterroipad la misma, y es en si misma el
factor prondstico mas importante en relacion gkxiaion de recidivas en los pacientes

diagnésticados de un CCR.

19



Son varios sistemas los usados, aunque los masefras son los de Dukes, Astler-
Coller y AJCC/TNM. En 1932, Dukes propuso su claadion, que se caracteriza por
su sencillez y por su correspondencia con el ptamsn la que definia tres estadios,
A, By C, segun el tumor invadiera la pared, scaatar la subserosa; si la revasara; o
hubiera afectacion de ganglios locorregionalepeaetsramente. Posteriormente, de las
multiples modificaciones, so6lo son vélidas, unagle afadia la “D” en caso de
presencia de metastasis a distancia (Turnbull 1967nas importante todavia, la
llevada a cabo por Astler y Coller, en 1954, quderdnciaba los estadios B1 y B2, asi
como C1l y C2, segun la afectacion del espesor darkd del colon. En el mismo afio

fue introducida la clasificacion TNM.

Sin embargo, es importante tener en cuenta quéeexagunas limitaciones en la
clasificacion de Dukes. EI CCR en estadios precolestado a la submucosa, no
puede identificarse de manera especifica. De lanmisanera, dicha clasificacién no

subdivide el estadio C en grupos en relacion alerdrde ganglios o su localizacion.

El méas utilizado actualmente es el establecidogb@@omité Americano Conjunto en
Céncer (AJCC) en el afio 200&tp://www.cancerstaging.oygque utiliza a su vez la

clasificacion TNM. El sistema AJCC/TNM describedatension del tumor primario

(T), la ausencia o presencia de afectacion de mgenthfaticos regionales (N), y la

ausencia o presencia de metastasis a distancia (M).

Tumor primario (T):
Tx: El tumor primario no se puede evaluar.
TO: No hay evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasioa k& lamina propia.
T1: El tumor invade la submucosa.
T2: El tumor invade la muscular propia.
T3: El tumor invade la subserosa o tejidesrpectales.
T4: El tumor invade directamente otddganos o estructuras y/o perfora el

peritoneo visceral.
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Ganglios linfaticos regionales (N):
NX: Los ganglios regionales no pueden ser evaluados
NO: No hay metastasis en ganglios linfaticos regjies
N1: Metastasis en uno a tres ganglios linfaticgsoreles.
N2: Metastasis en cuatro o0 mas ganglios linfatreggonales.
N3: Metastasis en adenopatias en el curso de sus @incipales.

Metastasis a distancia (M):
MX: No se puede valorar la metastasis a distancia.

MO: No hay metastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia.

La etapa o estadio en la que se encuentra el tyuerya desde el “0” hasta el “4” en
ndameros romanos, viene determinada por la comkdinade las categorias T, N y M
del paciente, como se observa en la Figura 1.9 ka@rabla 1.3., en la que también se

relacionan con la clasificaciéon de Dukes modificada
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Tabla 1.3. Clasificaciones para el CCR (Oates et al. 1997).

AJCC/TNM Estadio Dukes modificado
Tis NO MO 0
T1 NO MO
| A
T2 NO MO
T3 NO MO
Il B
T4 NO MO
T- N1-3 MO 1] C
T- N- M1 v D

Se disemina a otros érganos

Normal

National Cancer Institute

Figura 1.9. Clasificacion por estadios del CCR segun la afectacion de la pared del colon; ganglios y

organos a distancia. (Imagen tomada del Nacional Cancer Institute: www.cancer.gov ).
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La importancia de la definicion del estadio estd@maque el riesgo de recurrencia se
relaciona directamente con él. La supervivencidalla los 5 afios es del 85-95% en
los estadios iniciales (T1-T2 o A-B1). Al aumenghigrado de afectacion de la pared
del colon (Estadio Il 0 B2) o aparecer metastasi®g ganglios regionales (lll o C), la

supervivencia disminuye, llegando a ser inferioB@%o si se combinan varios factores
pronostico desfavorables. En caso de metastassgamcia, la supervivencia global es
inferior al 5% (Cohen et al. 1997), excepto en g@igis seleccionados tratados con

reseccion de metastasis.

2.7. Tratamiento.

El tratamiento del CCR depende de la localizaciéradneoplasia al igual que de la
estadificacion de la misma. La cirugia es, hoyian el tratamiento de eleccién cuando
hablamos de intencién curativa en el CCR, siendoptementada por la quimioterapia

y la radioterapia segun los casos, como se expoagtauacion.

2.7.1Tratamiento quirtrgica

La reseccion quirdrgica de la parte del colon aft&t que conlleva tanto el tumor
primario como los ganglios locorregionales, egatniento inicial para los canceres

de colon y para muchos de recto (Markowitz et @0.2).

La importancia del acto quirargico de la resecgdmaria de un tumor de colon es tal
que el prondstico del paciente gravita directamenteelacion con éste; el cirujano es
una variable prondstica de primera magnitud, tda sdperada por la estadificacion
anatomopatoldgica. De esta forma, la cirugia ompoédradical previene la recidiva
local en la mayor parte de los casos. (Harris.e2@02). En este sentido es necesario
destacar la mayor importancia de la exéresis larigonar a la hora de definir la
extensién de la reseccion célica cuando se abavdaobjetivos de curabilidad. En
cualquier caso, el cirujano que trata el cancecalen ha de cumplir una serie de
requisitos recomendados por las sociedades ceagjfdel mismo modo que el analisis
de la pieza quiragica se ha de llevar a cabo de famaa sistematica con unos

parametros minimos. Es asi como se logra estabbtecsrctamente el prondstico de
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estos pacientes, instaurar el tratamiento compl&ariermés adecuado y lograr mejorar

la supervivencia. (Roig et al. 2003)

Segun la localizacion del cancer, el tratamieniciggico lo podemos dividir en:

Cancer de colon derech@irugia idéntica para las lesiones que asientadelel ciego

hasta la parte proximal del colon transveso, yistagn la hemicolectomia derecha.

Cancer de colon transversBeseccion de colon derecho o izquierdo ampliada.

Cancer _de &ngulo esplénicdHemicolectomia izquierda ampliada o derecha mas

ampliada.

Céncer de colon descendente y sigmoitemicolectomia izquierda, hasta el

promontorio en el caso de colon izquierdo, y siglaciomia en el caso de cancer de

colon sigmoide.

Las dudas en relacion al riesgo de efectuar uantianto peor, desde el punto de vista
de los criterios oncolégicos, mediante la cirugj@aroscopica respecto a la abierta han

ido desapareciendo (Hazebroek et al. 2002).

En el caso de la Poliposis adenomatosa familiahidde a que el riesgo de
malignizacion es de un 100%, es necesaria la oofgat profilactica. En el caso del
Cancer de Colon Hereditario No Polipésico (CCHNRirmdrome de Lynch, cuando
una paciente presenta carcinoma de colon conoctmple criterios de Amsterdam o
Bethesda, se recomieda la realizacion de una oohéattotal ante el riesgo aumentado

de desarrollar CCR metacroénico (de Jong et al. 2004
El tratamiento quirargico del Cancer de Recto (PpRpenta consideraciones especiales
(Fig 1.10.). Se consideran tumores rectales lasgadits a menos de 15 cm del margen

anal. Las diferentes técnicas quirtrgicas depeddatiferentes variables.

1.- Reseccidn local La reseccion local transanal surge como altermat los

procedimientos radicales, aunque solo el 5% deltuasores son susceptibles de la
misma (RCSE and ACGBI 1996). Debe limitarse a dgseglmores rectales situados
por debajo de 8-10 cm del margen anal (Fazio 19§d¢ invaden la mucosa y
submucosa (pT1), moderadamente o bien diferencigdesenores de 3 cm de

diametro, aunque, pese a todo, es una opcién aitrogertida por la dificultad de la
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estaficacion preopoeratoira. En los casos que @vémuscularis propigpT2), solo

se indica el tratamiento local cuando son enfermmasores o con enfermedades
asociadas y riesgo quirtrgico elevado para el aprolansabdominal. (Wexner and
Rotholtz 2000) La técnica de microcirugia endocaépiansanal, desarrollada por Buess

et al, facilita la exéresis de tumores rectalessdibs a mas de 8-10 cm del margen anal.

2.- Reseccidén anteriorDebe ser superior al 60% de todas las cirugiaGRI€RCSE

and ACGBI 1996). Actualmente el margen distal lestaconsidera suficiente con 2
cm, pero el margen distal del mesorrecto poseeshagia un mayor valor pronostico,
exigiéndose al menos 5 cm distales al tumor (Sxtodl. 1995) En el caso del margen
circunferencial, depende de la calidad de la ei®rassorrectal (Quirke et al. 1986).
En los tumores del tercio superior del recto (11-&%) se debe efectuar
sigmoidectomia y exéresis subtotal del mesorreetpivalente a las resecciones
anteriores altas o bajas segun el nivel de la &egeictal. En aquellos situados en los
dos tercios inferiores, la exéresis total del nesbo (ETM) es obligada, originando la
denominada reseccion anterior ultrabaja. Existedemdia cientifica de que la
asociacion de un reservorio célico disminuye lasiskas funcionales de esta ultima
técnica y mejora la calidad de vida de estos ptese(Seow-Choen et al. 1995;
Mortensen et al. 1995). También existe evidendesta conveniencia de asociar una

ileostomia de proteccion a la reseccién anterimalhja y anastomosis coloanales con
ETM, evitando asi las fugas y sus consecuenciaSEahd ACGBI 1996).

Figura 1.10. Consideraciones especiales de la cirugia del CR, como son el plexo presacro y los vasos

iliacos (A), asi como la excisién del mesorrecto (B).
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3.- Amputacién abdominoperineaEs una intervencion en regresion, puesto que
aproximadamente un 75% de los pacientes con CRdnfeueden someterse a una
cirugia preservadora de esfinteres (Heald et &7)1%sta operacion debe limitarse a
los tumores que infiltran el aparato esfintéric@asLexcepciones son los tumores
diferenciados, en los que la invasion intramuragédeu alcanzar hasta 5 cm, o la
existencia previa de incontinencia fecal, o paeiemhuy ancianos o con enfermedades
asociadas que supongan un alto riesgo de fracastoambtico o de incontinencia fecal
grave. La administracion de quimiorradioterapia opexatoria permite la
infraestadificacion de los tumores, facilitandodigeccion pélvica, aunque no debe
modificar la indicacién de amputacién si en el éstypreoperatorio existiera evidencia

de afectacion esfinteriana (Lavery et al. 1997).

4.- Intervencion de Hartmanrintervencion aceptada en la cirugia curativaaeeres

del tercio medio e inferior en los que el factocipate contraindique una anastomosis
baja, y sea posible oncolégicamente preservar alaap esfinteriano tras obtener un
margen distal correcto. También en casos de cancemos de 10 cm del margen anal
con enfermedad diseminada extensa en los que, sa ad@ mal prondstico, se

recomienda evitar la morbilidad asociada a unatamassis rectal baja (Nicholls 1997).

La adopcion y la correcta realizacion de la ETMlbgerminado el importante progreso
que ha tenido la cirugia del CR. Se considera igleall tratamiento quirdrgico del CR,
con preservacion esfinteriana para casi el 90%sl@dcientes (Lledé et al. 2003), y su
aplicacion ha llevado a una reduccion media deetadivas locales del 19 al 6%
(Wexner and Rotholtz. 2000).

2.7.2Tratamiento adyuvante

Aproximadamente el 50% de los pacientes tratadosciragia con intencion curativa
falleceran por recurrencia del CCR. El tratamiesddiguvante se administra de forma
complementaria a la cirugia con la intencion dadcar las posibles micrometéstasis y
aumentar la Supervivencia Libre de Enfermedad (SLUB)Supervivencia Global (SG),
y de esta manera reducir el porcentaje menciortastd. demostrada su eficacia en el
estadio Il del CCR, siendo controvertido en ebédst Il, salvo en pacientes de alto

riesgo (Laurie et al. 1989). La terapia neoadyuvaet aplica de manera preoperatoria
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para transformar en resecable el tumor primariolggometastasis, permitiendo asi la
cirugia radical. Las dos indicaciones mas claragdda Ultima las encontramos en la
quimiorradioterapia preoperatoria en el cancer edor localmente avanzado y la

quimioterapia en metastasis hepaticas irresecdbl@scio.

Actualmente el 5-fluorouracilo (5-FU), citostaticue en la célula se convierte en
metabolitos que se unen a la timidilato sintetagzhiben la sintesis de timidina, y el
leucovorin (LV) o acido folinico, que es un moduwaadioquimico del 5-FU,
potenciando su accién citotoxica, administrado\parintravenosa durante seis meses,
se considera el régimen mas adecuado (QUASAR @uoléilee Group. 2000; Porschen
et al. 2001).

La eficacia de nuevos citostaticos, como las flpphmidinas orales (UFT,
capecitabina), raltitrexed, irinotecan y oxaliplati se estd desarrollando en ensayos
clinicos aleatorizados. La capecitabina, un precursal del 5-FU, ha mostrado en un
amplio estudio aleatorizado tener al menos una@fcequivalente al 5-FU y LV en
relacion con la SLE, mientras que el intervalo dibde enfermedad fue
significativamente superior para la capecitabire, @mo una mayor tolerancia en
relacion a los efectos adversos (Twelves et al5R@ UFT con Leucovorin fueron
comparados con 5-FU y LV en bolo de forma prospactirandomizada, en un ensayo
fase Ill con pacientes en estadio Il y Ill, presedb resultados equivalentes en SLE y
SG, con una toxicidad similar (Wolmark et al. 200@9r otro lado, la inmunoterapia
(bevacizumab y cetuximab) ha levantado grandescexipeas ante la posibilidad de

gue haga mas eficaz la quimioterapia en el tratatimigel CCR.

Es importante destacar la importancia de nuevoriss prondstico que se vayan
identificando a partir de las diversas moléculagplitadas en la carcinogénesis, asi
como perfiles moleculares tumorales concretos aqumipan seleccionar a subgrupos
de pacientes con mayor riesgo que puedan nectsi@ias mas agresivas, o bien, que

vayan a responder mejor a tratamientos concretos.
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2.7.3Tratamiento paliativo

Hasta hace pocos afios, la Unica opcion terapéptica los pacientes con CCR y
enfermedad metastasica era la quimioterapia cot) ®#f diferentes esquemas de
administracion, modulado o no con LV. El desarral®las nuevas fluoropirimidinas
orales, raltitrexed, irinotecan y oxaliplatino ¢cembiado la situacién. La quimioterapia
paliativa ha demostrado su capacidad para mejaraupervivencia sin reducir la
calidad de vida, y retrasando la aparicion de emddad sintomatica. La SG de los
pacientes sin quimioterapia es de 5-6 meses yesquemas de 5-FU en monoterapia
de 11 meses (Nordic Gastrointestinal Tumor Adjuvditerapy Group. 1992;
Scheithauer et al. 1993). Sin embargo, esto erapcse ha referido, hasta hace unos
afos: Los nuevos esquemas de combinacion han mhrndtiplicar la SG de la
enfermedad metastasica e incrementan la tasa destep, o que ha llevado al
desarrollo de la quimioterapia neoadyuvante coretobfe incrementar la cirugia
radical de las metéastasis hepaticas (Vibert et2805). Otras técnicas, como
radiofrecuencia, crioterapia y quimioterapia inttadal, estan contribuyendo a mejorar

la supervivencia de los pacientes con metastapiioas (Garcia Alfonso et al. 2003).

La reseccion hepéatica es el tratamiento de elecd@®hos pacientes con metastasis
hepéticas de origen colorrectal, alcanzando indleesupervivencia del 25-40% a los 5
afios (Nordlinger et al. 1996; Nakamura et al. 198%)y en dia la Unica premisa
necesaria para indicar la cirugia es poder extigua la enfermedad macroscopica con
margenes libres de enfermedad. El objetivo de raejos indices de supervivencia ha
de basarse en un tratamiento multidisciplinariocobdgico, quirdrgico, radioldgico,
anatomopatoldgico, etc.

2.8. Seguimiento.

Basandose en los pocos estudios aleatorios, y rmuah@leatorizados, publicados, la
American Society of Clinical Oncology (ASCO) (Deseh al. 1999), la National

Comprehensive Cancer Network (NCCN) (Engstrom.et@96) y la European Society
of Medical Oncology (ESMO) (ESMO 2001) han elaborathas guias clinicas para el
seguimiento del CCR intervenido. Las tres socieslageomiendan el seguimiento
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intensivo centrado en los primeros dos a tres aogjue con intervalos diferentes (de

3 a 6 meses).

En relacion a las pruebas complementarias a regea la deteccion de la recidiva
local, el hemograma o el test de sangre ocultaemeshno se justifican de forma
habitual (Angstrom et al. 1996; Desch et al. 1998MO 2001). La entrevista clinica y
la exploracion fisica son recomendadas con el dilear a cabo tareas de medicina
preventiva. El examen endoscdépico tiene como afogjeto solo identificar recidivas en
la anastomosis, sino tumores metacronicos. Ensel dal CR, dada la reduccion de las
recidivas locales debido a la terapia neoadyuvasderecomienda la realizacion de
rectosigmoidoscopia en los pacientes sin radioi@rpplvica (Flamen et al. 2001).
También la TAC pélvica en el mismo sentido, en asntasos cuando exista alternativa

terapéutica de rescate (Desch et al. 1999).

El seguimiento ha demostrado descubrir las recdem un estadio potencialmente
curable. El analisis del Antigeno CarcinoembriomafCEA) es el test que mas
frecuentemente detecta recurrencias y se recom&ndeso en el seguimiento de los
estadios Il y Ill cada dos a tres meses (Moertal.€t993; Desch et al. 1999; Bast et al.
2001). Se han propuesto los estudios que llevamb® exploraciones de imagen
hepatica (TC y/o ecografia) para detectar el 30%edielivas con CEA negativo. En el
CR pueden diseminarse directamente hacia el pulpamlp que se introduce ademas
la radiografia de torax, a pesar de no haber deasmstaumentar la incidencia de
metastasis resecables quirdrgicamente (Desch 498f). Hoy en dia se empieza a
valorar el uso de la Tomografia por Emision de thmsés (PET) como herramienta de

de seguimiento.

En la tabla 1.4. se presenta un protocolo de sdaguoim para el CCR intervenido
(Navarro y Piulats 2003).
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T(m) CEA ECOGRAFIA RT COLONOSCOPIA TC ABDOMINAL
3 X X
6 X X X
X
12 X X X X
15 X
18 X X X
21 X
24 X X X X* X*
28 X
32 X
36 X X X
42 X
48 X X X X
54 X
60 X X X

Tabla I.4. Protocolo de seguimiento del CCR. * Localizacion rectal. CEA: antigeno carcinoembrionario;
RT: radiografia de térax; TC: tomografia computerizada. T(m): tiempo en meses (Navarro y Piulats
2003).

3. EL CANCER COLORRECTAL FAMILIAR

Dentro del CCR familiar, nos encontramos con paegnon riesgo de desarrollar CCR
debido a que en su familia existen dos 0 mas faragicon la enfermedad. Alcanzan un
20-25% de todos los CCR. Existen otros casos cggeptan un riesgo al ser portadores
de una alteracién genética concreta que les pmtisal mismo, y que se hereda
siguiendo un modelo mendeliano. En este ultimo,calsporcentaje disminuye hasta el
5-10% de los CCR. Del ultimo grupo, el CCR herettitaa continuacion se describen

los mas frecuentes.

3.1. Cancer Colorrectal Hereditario No PoliposicCCHNP).

3.1.1. Concepto y variantes.

El Cancer de Colon Hereditario No Polipésico (CCHIMPSindrome de Lynch es el
CCR hereditario mas frecuente, englobando entre-6# de todos los CCR (Aaltonen

et al. 1998; Samowitz et al. 2001a). Se debe anutacion en los genes de reparacion
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de bases desapareadas (Mismatch Repair Genes, MBIRADN: MSH2, MLH1,
MSH6, y PM38 (Peltomaki and Vasen 2004). Mas del 90% de lanlifes con CCHNP
genéticamente caracterizado son debidas a mutaconies dos primeros gen8tSH?2
(38%) yMLH1 (59%) (Lynch and de la Chapelle 20@3ung and Rustgi 2003El
defecto de estos genes lleva a multiples errordaseeecuencias repetitivas del ADN
(microsatélites) en todo el genoma de los tuma@ss; forma de inestabilidad gendmica
se denomina inestabilidad de microsatélites (IM$ndo una de las caracteristicas
principales de este sindrome. Como se describisaadélante, también se caracteriza
por el desarrollo de CCR con predominio del col@medho; otro tipo de tumores
extracolonicos; elevada tasa de CCR, tanto sinoodntomo metacronicos; y la edad

temprana de aparicion de las neoplasias.

Una variante del sindrome de Lynch es el sindroeniluir-Torre, en el que, aparte del
CCR, aparece tumores cutaneos (adenomas sebadevscarcinomas sebaceos o
gueratoacantomas) (Schwartz and Torre 1995). Hraime de Turcot es otra variante
en el que aparecen a su vez tumores del sistenvdoseercentral, principalmente
gliomas. El sindrome de Turcot se asocia a mutasienMLH1, MSH2y PMS2 pero
también enAPC, como se comentara mas adelante (Hamilton et 995;1Lucci-
Cordisco et al. 2003)

3.1.2. Caracteristicas clinicas.

- Cénceres asociados.

Aparte del CCR, el cancer de endometrio es la skgneoplasia mas comun, con un
riesgo de desarrollarlo a lo largo de la vida de68% (Watson et al. 1994; Aarnio et
al. 1999). Otros tumores con una mayor incidenoianeividuos que presentan este
sindrome son: cancer de ovario, estbmago, viagrias) intestino delgado y tracto
hapatobiliar (Watson and Lynch 1994).

La variacion de expresion del espectro de neopldslasindrome de Lynch entre
diferentes zonas geogréficas, e incluso relacior@maala variable “tiempo”, hacen
pensar en que los factores medioambientales defampen papel importante en la

carcinogénesis de este sindrome.
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- Edad temprana de inicio.
El riesgo de desarrollar CCR a lo largo de su dedos pacientes con CCHNP es del
80% (Aarnio et al. 1999), siendo la edad mediaagrstico del CCR de 46 afos.

- Presentacion de neoplasias primarias multiples

En una serie de 477 pacientes con CCR en famiasntutacion conocida, el 18%
padecia un CCR sincrénico o metacronico (de Jorad. €004), aunque estos ultimos
pueden alcanzar porcentajes mayores (Jass and rSte®@2). El riesgo de padecer
CCR metacronico condiciona que algunos autoresmerwlen la colectomia subtotal
para aquellos individuos con CCR de familias cordrsime de Lynch (de Vos tot

Nederveen Cappel et al. 2003).

- Caracteristicas del Adenoma / CCR

En comparacion con los adenomas de la poblaciéergenaquellos asociados al

sindrome de Lynch surgen a edad mas tempranaslesorayor tamafo, y muestran un

mayor nimero de caracteristicas histologicas adasia un alto riesgo de degeneraciéon
maligna, tales como alto indice de displasia yr&s@ncia de arquitectura vellosa mas
extendida, con una progresion a la malignizacios ragida (Lynch et al. 1988; Vasen

et al. 1993; Jass et al. 1994; de Jong et al. 2004)

Los adenomas y CCR se sitian en el colon proxioiaiestodo. A partir del Registro
Holandés de CCHNP se ha podido determinar la hastoatural de este sindrome
(Vasen et al. 1995). Asi, se desarrollaria el priatenoma a una media de edad de 43
afnos, y el CCR a los 46 afos. De esta forma seiapuna aceleracion de la secuencia
adenoma-carcinoma, que puede ser en este caso defoafios, en comparacion con
los 10 a 15 afios del CCR esporadico. El CCR asoahdindrome de Lynch suele ser
diploide, suele ser mucinoso, y con mayor frecuerz reaccion tipo Crohn y de

linfocitos alrededor del tumor (Jass et al. 2002)

3.1.3. Criterios clinicos.

Hace algo mas de diez afos, el diagnostico det@imelde Lynch era dificil debido a la

ausencia de caracteristicas clinicas patognom@rioaso ocurre en el caso de la PAF.
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El diagnéstico se basaba en la historia persorfiahyliar del paciente, y la definicion
del sindrome era heterogénea (Vasen 2005). En ¥9@Grupo Colaborativo
Internacional sobre CCHNP (ahora la Sociedad I|amomal de Tumores
Gastrointestinales Hereditarios — INSIGHT) propleso“criterios de Amsterdam”, con
el fin de permitir estudios internacionales colabeos y promover una terminologia
uniforme (Tabla 1.5.). Posteriormente, en 1999, idela lo estricto de estos criterios y
no tomar en consideracion los canceres extracaénge plante6 un segundo grupo de
criterios “Amsterdam 11", que incluian las neopsiextracolonicas (Tabla I.5.) (Vasen
et al. 1999). Los criterios mas utilizados en laualkidad son los llamados criterios de
Bethesda, propuestos en 1996, con posteriores icamdnes (Rodriguez-Bigas et al.
1997a; American Gastroenterological Association 200Bn ellos se describen
practicamente todas las condiciones clinicas eguasse puede sospechar la existencia
de un sindrome de Lynch. En tal caso, esta inditledar a cabo estudios moleculares
adicionales (IMS, inmunohistoquimica de las pratside reparacién), cuyos resultados
determinan la necesidad del consiguiente analesisgl mutaciones (Pinol et al. 2005).
A partir de los resultados de dichos estudios jolaada de trabajo sobre IMS
organizadas por el Instituto Nacional del CanceCljNcelebrada en 2002 en Bethesda,
los criterios han sido actualizados recientemedtigios de Bethesda revisados, Umar
et al. 2004) (Tabla I.5.).
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Tabla 1.5. Criterios clinicos del sindrome de Lynch.

Amsterdam | 1. Tres o mas familiares con CCR confirmado histolégiente, uno de los cuales ha
de ser familiar de primer grado de los otros descdrtada la PAF.

2. Al menos han de estar afectadas dos generacionssagivas.

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

Amsterdam II 1. Tres o mas familiares con un cancer asociado al NFEHconfirmados
histolégicamente, (colorrectal, endometrio, intestdelgado, ovario, uréter, pelvis
renal, cerebro, tracto hepatobiliar, tumores sedscke piel), uno de los cuales es
familiar de primer grado de los otros dos, desdarta PAF.

2. Los canceres han de aparecer al menos en dos genegssucesivas.

3. Uno de los tumores ha de ser diagnosticado antles &® afios.

4. Se debe descartar la Poliposis adenomatosa familiar

Bethesda | 1. Pacientes con CCR que pertenecen a familias ctamios de Amsterdam.

2. Individuos con dos canceres asociados al CCHNRyyiendo CCR sincrénico y
metacronico o canceres extracolénicos (endometsiario, gastrico, tracto biliar,
intestino delgado, tracto urinario, pancreas, aerglglandula sebacea).

3. Individuos con CCR y un familiar de primer gradonc€CR y/o un cancer
extracolénico asociado al CCHNP y/o un adenomarital; uno de los canceres
diagnosticado antes de los 45 afios y el adenorea datlos 40.

4. CCR o cancer de endometrio diagnosticado antessoé5 afios.

5. CCR en colon derecho con patrén indiferenciadordiaticado antes de los 45 afios.

6. CCR de células en anillo de sello (méas del 5098gmisticado antes de los 45 afios.

7. Adenoma colorrectal diagnosticado antes de losié8.a

Bethesda Il Criterios de Bethesda |, modificando la edad dgrbatico, que de 45 afios pasa 4

50, manteniendo la edad de 40 afios en los puntds 3

Bethesda revisadd

1.

CCR diagnosticado en un paciente menor de 50 afios.

CCR sincrénicos, metacronicos, u otros tumores iados al CCHNP,

independientemente de la edad.

CCR con hallazgos histolégicos de linfocitos inditttes, reaccion linfocitaria tipo
Crohn, diferenciacién mucinosa /anillo de sello airgn de crecimiento medular
(histologia IMS-H), diagnosticado antes de los B0sa

Pacientes con CCR y un pariente de primer grad@tpsenta un tumor asociado al

sindrome de Lynch, y con uno de ellos diagnosti@ades de los 50 afios.

Pacientes con CCR, con dos o mas parientes derpomsegundo grado, con un

tumor asociado al sindrome de Lynch, independiestéende la edad.
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3.1.4. Bases genéticas.

3.1.4.1. Genes de reparacion de los errores derejapéento del ADN.

La via de reparacion de bases desapareadas (clisreptir pathway) requiere de un
minimo de seis proteinas distintas, codificadasréirpde sus correspondientes genes,
de reparacion de bases en el ADN humano y es tmpaia la estabilidad gendmica
(Figura 1.11.). La proteina Msh2 se une a Mshém&odo el heterodimero hMutS
esencial en el reconocimiento de la concordandia éases. El heterodimero hMAtS
qgue incluye aMSH2y MSH3 reconoce el bucle insercion-delecion. Mlhl se ane
Pms2 para dar lugar a hMutL Esto coordina la interaccion del complejo de
reconocimiento de bases desapareadas y los oteshmis de la via de reparacion
(Harfe and Links-Robertson 2000). La deficienciaedta via incrementa la tasa de
mutacion, denominandose “fenotipo mutador” (Perutd@o).

Incorporacién durante
la replicacion.
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Figura I.11. Mecanismo de accion del sistema de reparacién de los errores de emparejamiento del ADN
humano. Modificado de www.rndsystems.com. DNA damage response.
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De todos los genes del sistema de reparacioMLell y MSH2 son responsables de
mas del 90% de los casos con alteracion genéterdifidada. Su espectro mutacional
es amplio y heterogéneo, por lo que su estudiarg® ly costoso. Se han identificado
tanto mutaciones puntuales como, en menor propurgidndes deleciones gendmicas.
No existen diferencias de expresividad entre lakommnes de ambos genes. La tasa de
mutaciones patogénicas identificadas en familiasagrupaciones familiares de CCR
del 26% (Wijnen et al. 1998). Esta proporcion atearl 50-70% cuando las familias
cumplen los criterios de Amsterdam |. Una proporcite sujetos en los que no se
identifica ninguna mutacion podria estar en relacioon una epimutacion
(silenciamiento epigénetico de un gen) de los mss(Baiter et al. 2004). La proporcion
restante continta siendo alta, y recientementeasaphintado la posiblidad de otros
genes diferentes a los del sistema MMR podrianr esfaicados en la carcinogénesis
del CCR en sujetos de familias que cumplen logriog de Amsterdam |, y que a su

vez presentan estabilidad de microsatélites eimebtt (Valle et al. 2007).

La alteracion deMSH6 es muy baja, y da como resultado una atenuaciota de
expresividad del sindrome, con una edad de aparitgbcancer mas avanzada (Miyaki
et al. 1997), asi como una mayor frecuencia de las@puterinas (Marsischky et al.
1999; Wijnen et al. 1999; Wagner et al. 2001).

3.1.4.2. Inestabilidad de microsatélites.

La inestabilidad de microsatélites (IMS) se dehmdallo en el sistema de reparacion
de bases desapareadas en el ADN (Aaltonen et 8B).120s microsatélites son
secuencias cortas y repetitivas en el ADN, queigrteh porqué codificar genes, que
son mas susceptibles de acumular errores cuarsisteia de reparacion esta alterado,
como sucede en el sindrome de Lynch. En este casufi@stan expansiones y
contracciones, lo que se denomina IMS (lonov etl883; Peltomaki et al. 1993b;
Thibodeau et al. 1993; Aaltonen et al. 1994) (Ragut2.).

La IMS se utiliza como marcador de la deficienahagistema MMR, de tal manera que

se recomienda el analisis de la misma en todo€@R diagnosticados en pacientes
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gue cumplen los criterios de Bethesda (Umar étGfl4). Asi, mas del 90% de los CCR
de las familias con criterios de Amsterdam la presg aunque pese a esta
sensibilidad, la especificidad no lo es tanto, y& ge todos los CCR con IMS, la
mayoria son esporadicos (Jass et al. 2002). Un d&8%os CCR esporadicos la
presentan, y en la mayor parte de estos casosSaséMiebe a hipermetilacion somatica
del promotor deMLH1, que ocasiona su silenciamiento (Herman et al.8199

Kuismanen et al. 2000).

DNA
5 —  CACACA polymerase

33— GTGTGTGTGTCT 5"

e

Tenl  Cadena primitiva
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Figura 1.12. Secuencia de microsatélites donde surge la alteraciébn o no segun el estado del sistema
MMR.

En 1997 se planteo la utilizacion de un panel deccimarcadores de microsatélites
para la evaluacion del ADN, denominado “panel deh8sda”: BAT25; BATZ26;

D2S123; D5S346 y D17S250 (Boland et al. 1998).dSidk los cinco son inestables, el
tumor se describe como de alta IMS; si s6lo unobaja IMS; y si no presenta se
considera estable (EMS). Existen varios estudias glantean el uso exclusivo del
BAT26 para el estudio de la IMS (Hoang et al. 199&ltonen et al. 1998; Zhou et al.
1998), tanto por su alta sensibilidad como por sfima variacion inter e

intraindividuos (Dietamaier et al. 1997; Hoangetl897).
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Los CCR con alta IMS muestran caracteristicas eli@adoras. Entre ellas cabe
destacar: patron de diferenciacion histoldégica eobbpcalizacion predominante
proximal al angulo esplénico, mayor invasion patigtmenor frecuencia de extension
ganglionar y hematdégena. Ademas, estos tumoregregs un mejor pronostico tras
cirugia, una peor respuesta al fluorouracilo y mcudente asociacion con tumores
sincrénicos y/o metacrénicos (Thibodeau et al. 199§fe et al. 2000; Hemminki et
al. 2000; Wright et al. 2000; Watanabe et al. 2Gddenson et al. 2003; Jeong et al.
2003; Ribic et al. 2003; Storojeva et al. 2005).

3.1.4.3. Diagnéstico molecular.

Actualmente se utilizan los criterios clinicos, alalisis de IMS y el estudio de

expresion de las proteinas de reparacion de bassspateadas mediante
inmunohistoquimica, para seleccionar las familizsceptibles de estudio de los genes
del sistema MMR.

En caso de cumplir los criterios de Bethesda,rabtudebe ser analizado mediante IMS
y/o inmunohistoquimica. No obstante, éste uUltimdaale sustituir al primero mientras
no se hayan esclarecido el papel de otros supugstoss que intervendrian en el
sindrome de Lynch. Existen protocolos que de imeammiendan el estudio de IMS, y
si ésta es baja o alta, a continuacién realizandanohistoquimica con objeto de
orientar el analisis del gen cuya expresividad papoteina se halle alterada. En caso
de cumplir los criterios de Amsterdam tal vez laimohistoquimica previa al estudio
de la mutacion del gen correspondiente seria uasdepciones, aunque no debemos
olvidar la importancia de la IMS, tanto en lo réd@ado al prondstico y tratamiento,
como en la posibilidad de una nueva via de caréimegjs, como se ha mencionado
anteriormente, en aquellas familias Amsterdam-I EMS (Lindor et al. 2005; Llor et
al. 2005; Valle et al. 2007).

Por todo ello, ain continda la busqueda de nuekitssios o marcadores que sirvan

para seleccionar, con una mayor sensibilidad yo#fspdad, las familias portadoras de

mutacion relacionada con el sindrome de Lynch.
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3.1.5. Cribado del CCHNP.

Esta dirigido a identificar y resecar los pOlipae@omatosos, asi como la deteccion
precoz de los CCR (Winawer et al. 2003) por medorevisiones periddicas. Se
considera para aquellos individuos portadores ddacianes en los genes de
reparacion, o en los que, sin poseerla, si tiengn evidencia familiar y clinica
importante de CCHNP (Lynch and de la Chapelle 2@t 2004).

Se recomienda la colonoscopia completa anual & pigrtlos 20-25 afios, o 10 afos
antes de la edad de diagndstico del CCR en elifamflecto mas joven, seleccionando
la opcidn que antes se produzca (Giardiello é2@01; Dunlop 2002; Grady 2003). Un
ensayo clinico en individuos de familia con CCHNB #argo de 15 afios demostroé la
utilidad del cribado endoscépico, asociandose aremhaccion del 62% en la incidencia
de CCR y del 66% en la mortalidad global, al coraparcon la no realizacion del

mismo (Jarvinen et al. 2000).

Dentro de las familias con mutacion identificadaam alta sospecha de CCHNP, el
riesgo de presentar una neoplasia extracol6nicamagor. A este respecto, se
recomienda el cribado sistematico de la neoplagra@ldnica mas frecuente de forma
sistematica, de endometrio, a partir de los 25¢fs 8urke W et al. 1997; Smith et al.
2003, que consiste en la realizacion de una ecogtadizsvaginal (endometrial y
ovarica) anual, aspirado endometrial y CA-125 (estas pruebas también se engloba
el cribado del cancer de ovario). En aquellas fasien las que existe una mayor
agregacion de otra neoplasia extracoldnica, serdeta la necesidad de la realizacion
del cribado periédico de la mismurke W et al. 1997

3.1.6.Tratamiento quirdrgico.

Debido al riesgo de CCR metacronicos, la progresias rapida de adenoma a
carcinoma y la posibilidad de lesiones planas psecas, dificiles de tratar
endocdpicamente, algunos grupos recomiendan latoaiéa total o proctocolectomia
para el tratamiento del CCR en pacientes portadiganutacion Burke et al. 199)

La colectomia profilactica en individuos a riesgpartadores asintomaticos no se

recomienda, y soOlo podria considerarse en casopodle incumplimiento del
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seguimiento endoscopico (Lynch 1996; Lynch andad€hapelle 1999; Mecklin and
Jarvinen 2005)En mujeres afectas de CCHNP con carcinoma de eztdonse realiza
la histerectomia y doble anexectomia; de igual maanen las portadoras sanas no
existen datos a favor ni en contra de la la cirpgéxia de forma profilacticdBurke W

et al. 1997.

La mitad de los pacientes sometidos a resecciédnioal segmentaria presentan un
segundo CCR a los 10 afios (Lynch and de la Chap@3). Esto, junto con la
posibilidad de desarrollar un CR en el remanenésgwvado, que es del 12% tras un
seguimiento de 12 afos (Rodriguez-Bigas et al. HQ9justifica una vigilancia
endoscopica con una periodicidad de 1-3 afios, skgadad, patologia asociada y el

tipo de reseccion realizada.

3.2. Poliposis Adenomatosa Familiar.

3.2.1. Concepto y variantes.

La PAF es una enfermedad hereditaria autosOmicanaoie causada por mutaciones
germinales en uno de los alelos del gen supr&B@ (adenomatous polyposis cpli
localizado en 5921, con una penetrancia del 100e6dgh et al. 1991). En el 80-90%
de las familias que presentan la forma clasicaeatifica una mutacion en el g&C
(Powell et al. 1993).

Su incidencia es de 1 caso por 10.000-20.000 mbgd>unlop 2002. Se caracteriza
por la presencia de multiples pélipos adenomatfmas de 100) distribuidos a lo largo
de todo el intestino grueso. El desarrollo de lasmmos suele iniciarse a partir de la
pubertad, siendo a los 30-35 afios cuando ocasgintymatologiaRustgi 1994. La
PAF presenta un alto potencial de malignizaciéorgya, sin cirugia, el 100% de los
pacientes desarrollan CCR antes de los 50 afio$g{Rui294;Bishop and Hall. 1994
estando dicho potencial relacionado con el numerpdlipos (Fearnhead et al. 2001).
Ademas pueden aparecer manifestaciones extracatbn@omo son: hipertrofia
congénita del epitelio retiniano pigmentado, tursatel tracto gastrointestinal superior,
quistes epidermoides de piel, tumores osteoidemes, hepatoblastoma, carcinoma

40



papilar de tiroides y tumores adrenocorticales.rd@a 1962; Harned and Williams
1982; Diaz-Llopis and Menezo 1988; Jagelman €t388; Hughes and Michels 1992)

La PAF atenuada es una variante que se caracpeizan numero menor de pélipos
(20-100), con localizacion preferente en el cologredho, y con una edad de
presentacion del CCR 10 afios mas tardia que e\HaRsica [Lynch et al. 199b Es
debida a mutaciones en los extremos 5 y 3" del Aje@ (Giardiello et al. 1997;
Gardner et al. 1997; Brensinger et al. 1998; Saravial. 1998 aunque s6lo un 10%
de las familias presentan mutaciones en dicho demigm et al. 2000). Las
manifestaciones extracoldnicas son mas limitadasidken et al. 2003).

Es importante tener en cuenta que un porcentageadefiable (30%) de las familias
con adenomas multiples (15-100) que no presentaacin en el geAPCsi lo hacen

de forma recesiva en el gétiYH. Este sindrome se conoce como Poliposis asociada a
MYH (Strate and Syngal 2005).

El sindrome de Gardner también es una variantead@AlF en la que, ademas de
adenomas y polipos hiperplasicos gastroduodenetésten tumores de partes blandas

y osteomas, entre otroSiady 2003.

Por ultimo, en el sindrome de Turcot se desarroilanores del sistema nervioso
central, generalmente gliomas malignos o medultin@ss. Es debido a mutaciones en
APC, aunque también se han descrito casos asociadostaciones en los genes
reparadores del ADN (Hamilton et al. 1995).

3.2.2. Cribado de la Poliposis Adenomatosa Familiar.

El cribado de los casos de PAF asintomatica en amwpn con aquellos en que el
diagndstico del CCR se efectia en fase sintomagdaice la mortalidad por la
neoplasiaGiardiello et al. 2001; Dunlop 200233; Grady 2003Jarvinen 2008 A los
familiares a riesgo se ha de ofrecer una sigmoajnacanual desde los 13-15 afios
hasta los 30-35 afios, y después cada 5 afios, lbasi®-60 afios (Giardiello et al.

2001; Dunlop 2002). Sélo si se sospecha una foterauada, el inicio se retrasa hasta
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los 15-25 afios, segun la edad de presentaciorsdartiliares, aunque en este caso la
colonoscopia debe ser completa, por la tendenoieadizarse en el colon derecho.

3.2.3. Tratamiento de la afectacion colorrectal.

En los pacientes afectos de PAF es necesaria wngieciprofilactica antes de los 25
afios de edad (Giardiello et al. 2001; Dunlop. 20023) eleccién de la técnica
quirurgica (proctocolectomia con reservorio ileanastomosis ileoanal o colectomia
con anastomosis ileorrectal) dependeran de la @datiagndstico, del fenotipo y de la
historia familiar. El propio paciente también dé@dsobre la misma una vez que se le

informe de forma exhaustiva de los riesgos y bemefide cada una de ellas.

Una vez llevada a cabo la cirugia, se recomiendsegnimiento endoscépico, con una
periodicidad de 6-12 meses para aquellos con rammamectal, y 3-5 afios para los

portadores de reservorio ileal (Giardiello et @02; Lynch and de la Chapelle 2003).

La administracion de AINES (sulindaco, celecoxib)l@ PAF sé6lo estad aceptada como
terapia adyuvante a la cirugia en pacientes coipg®lresiduales y nunca como

alternativa a ésta (Castells y Marzo 2004) .

3.3 Otros sidromes.

Existen otros sindromes en los que el CCR es unlmgdeasgos clinicos, como el
Sindromed Peutz-Jeghers, autondmico dominante, leque aparte de polipos
hamartomatosos y pigmentacion mucocutanea carstatariexiste riesgo de desarrollo
de diferentes tumores. También se encuentra lad3idi Juvenil Familiar y el sindrome
PTEN-tumores hamartomatosos, entre otros, conasesgriables de desarrollo de
CCR, asi como otras manifestaciones extracolonigaa.detallada descripcion de los

mismos se puede encontras en el libro “Cancer litarid (Alonso et al. 2006).
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4. CANCER COLORRECTALEN EL ADULTO JOVEN.

4.1 Caracteristicas clinicas.

El CCR de aparicion precoz es relativamente infeate; con una incidencia del 2-8%
de todos los CCR (Parramore et al. 1998; Losi .eR@05). Este grupo de pacientes
representa una abanico heterogéneo, que engloda dgsellos con una importante
carga familiar de CCR (en algunos casos hasta%l| d&® los menores de 40 afios con
CCR presentan al menos un familiar también afetta$ta otros que son sé6lo casos
esporadicos. La edad de corte para definir dichgparvaria segun los estudios,
situandose especialmente entre los 40 y los 50 déosdad. También son diversas

tanto las caracteristicas anatomoclinicas comoculaies.

La historia natural y el pronéstico del CCR deimipgrecoz son controvertidos. Existe
controversia en la mayor parte de los aspectooieatlinicos (Liang et al. 2003).
Partiendo de esta premisa, existe un predominiotudeores de bajo grado de
diferenciacion, mucinosos, con un mayor porcentdge tumores sincronicos y/o
metacronicos. Cuando se suma la caracteristicdMi@& é&n este subgrupo de CCR
destaca también la proporcion mayor de tumoresvel el colon derecho y el
diagndstico a una edad mas precoz (Chung et aB; I®@illem et al. 1999; Lynch and
de la Chapelle. 1999; Gryfe et al. 2000; Liang let2803; Chiang et al. 2003). En
cambio, del grupo de CCR de inicio precoz que piteseMS apenas existen datos. El
prondstico también es variable, ya que, mientras yrublicaciones apuntan a ser mas
favorable en los IMS (Gryfe et al. 2000) o con ctgdsticas de CCHNP (Guillem et
al. 1999), otros indican que ya el factor “edadcprg lleva intrinsecamente un peor
pronéstico (Chung et al. 1998). En los CCR en adolten esporadicos, el prondstico
también empeora, y hay un menor porcentaje de Ci@gnhasticados en fases mas
tempranas (Chiang et al. 2003).

Desde el punto de vista terapéutico, el manejingitas al del CCR esporadico, aunque
hay que tener en cuenta ademas que se recomientleudga radical en aquellos
pacientes con CCR de edad precoz al diagndsticquey asocien caracteristicas
moleculares y/o familiares de CCHNP, debido algiesmportante de desarrollar

tumores metacronicos en la evolucion futura (Guideal. 1999).
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Pese a todo, la importancia de este tipo de tumatesnuestra en que a partir de un
estudio basado en la experiencia de dos regisiosadcer de USA [el “National
Program for Cancer Registries” (NPCR) y el “Suntegite, Epidemiology and End
Results” (SEER)], se subraya el impacto sustangialtiene el CCR en el adulto joven,
ya que el CCR se halla entre los 10 canceres raéseintes que afectan a individuos
entre 20 y 49 afos de cualquier raza. Este estadibién insiste en la diferenciacion

clinico-patolégica que existe con el CCR en el anai(Fairley et al. 2006).

4.2 Caracteristicas moleculares.

Esencialmente se han valorado dos vertientes dasjosctos moleculares de este tipo
de neoplasias: la proporcion de casos relacionadosel sindrome de Lynch y sus
caracteristicas (IMS); y ciertos marcadores mo#ges| relacionados con las vias de

carcinogénesis del CCR asociada a la inestabitidadosomica (INC).

En el primer caso, relacionada con la via de cagénesis del CCR que viene
representada por la inestabilidad de microsat¢laefsecuencia de casos de CCHNP es
mayor. Se estima que el 15-20% de todos los CCReposn componente familiar o
hereditario. Este grupo posee como caracteristieddd precoz de desarrollo del CCR,
siendo la media en algunas formas, como es eldelssindrome de Lynch, de 46 afios
de edad (Vasen et al. 1995). Como ya se ha menmtnpniécho sindrome posee como
base molecular una alteraciéon hereditaria en lasegedel sistema MMR, y la
consiguiente IMS. En el CCR de aparicion precomtervalo de edad situado entre los
40-45 afos llega a alcanzar el 15-20% de casoC#eN® (Hall et al. 1994; Fante et
al. 1997; Guillem et al. 1996). Mas auln varios @istsl muestran que en pacientes con
CCR a una edad igual o menor de 40 afios de edbdy/dd 60% de ellos llegan a
mostrar IMS positiva en los tumores, y una cuagdeppresentan mutaciones en los
genes de reparacion del ADN (Lukish et al. 1998nIDpi et al. 1997; Liu et al. 1995).
En estos casos el numero de mutaciones no deperddearga familiar de los sujetos.

En otro extremo se encuentran los tumores con priedm de la via de la INC, que
presentan EMS en el CCR. Al igual que en los casp®radicos, se ven alterada la

expresion de los genes ddPC, lap-catenina y ep53 (Losi et al. 2005). Sin embargo,
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dentro de este subgrupo nos encontramos con quelocalgtumores presentan
aneuploidia (Georgiades et al. 1999; Hawkins eR@D1), caracteristica propia de la
INC, mientras que otros, al contrario, muestranodtifjg, que en principio se supone
propia de la IMS (Boardman et al. 2007). Esta gediiferenciacion de fenotipo de los
tumores EMS en adulto joven en INC + e INC -, stggieun mecanismo distinto de la
EMS, que incluso se ha sugerido que podria defineECR hereditario dentro de la
poblacion de CCR diploides EMS de inicio precozgiiman et al. 2007a). Tal vez
estas aseveraciones podrian entroncar con lo gbe sisto en estudios recientes, en
los que se sugiere la existencia de un Nuevo gsimelrale CCR hereditario,
caracterizado por EMS, inmunohistoquimica normah pas proteinas del sistema de
reparacion, la presencia tan sélo de CCR en lalitgnasi como la ausencia de
individuos con neoplasia primaria multiple (Vallea. 2007). Abdel-Rahman et al.
(2005) a su vez apuntan la posibilidad de la extsée de una via alternativa de
carcinogénesis en los CCR con mutacion negativiasigenes de reparacion. A pesar
de ello, no se ha llevado a cabo un estudio exivaude los diferentes marcadores
moleculares que intervienen en la carcinogénedi€@& en adulto joven, ni de su

influencia en la evolucién de estos pacientes.

En resumen, existe la necesidad de llevar a calestudio mas exhaustivo del CCR en
el adulto joven, en especial en Espafia, ya quexisteeninguno en nuestra geografia
hasta la fecha. Se trataria de definir caracteaistanatomo-clinicas y moleculares del
CCR en este grupo de poblacion, y ademas, podéestanlas cuestiones que surgen
de lo antes descrito: ¢ Las caracteristicas del @CH adulto joven son semejantes al
CCR esporadico, o al relacionado con el sindromeyteh? ¢O en realidad existen
dos grupos bien diferenciados? Mas aun, ¢es pagilel@l compararlos con un grupo
mas amplio de CCR, existieran caracteristicas afifdgadoras del CCR de inicio

precoz?
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El Cancer Colorrectal en el adulto joven, a pesarseér relativamente infrecuente,
posee un impacto relevante en la poblacién diada que afecta. Ademas, los
conocimientos que existen desde el punto de vissomo-clinico son limitados y

contradictorios. Los aspectos moleculares, dejamplarte los relacionados con el
sindrome de Lynch o céncer colorrectal hereditaro polipésico (CCHNP) —

inestabilidad de microsatélites y mutaciones en deses relacionados -, los son
todavia menos. En nuestro medio no existe ningindies al respecto, ni de la

vertiente anatomo-clinicas, ni de la molecular.

A través de este trabajo se han analizado datogcadi patologicos, familiares,
inmunohistoquimicos y moleculares de dos seriespagentes pertenecientes al
Hospital General Universitario Gregorio MarafionMidrid, y al Hospital General de
Segovia, con un diagndstico de Cancer Colorreatehienido a una edad menor o

igual de 45 afios. Los objetivos que nos hemos pgips son:

1.- Identificar las caracteristicas clinicas, amatepatolégicas, familiares, moleculares e
inmunohistoquimicas de este subgrupo de poblacidgruestro medio.

2.- ldentificar la proporcion de sujetos con akkeyaes moleculares relacionadas con el
sindrome de Lynch, tanto la inestabilidad de mai@ges asi como las alteraciones en
los genes relacionadosl(H1y MSH2.

3.- Caracterizacion inmunohistoquimica de los C@kzando una serie de anticuerpos
frente a proteinas importantes en la adhesion arelploliferacion, apoptosis, ciclo

celular, y otras funciones celulares, en microroasride tejido.

4.- Valorar rasgos diferenciales entre los tumapes presentan IMS y EMS en este

grupo de poblacion.

5.- Valorar la existencia de diferencias intergéfigas entre los dos subgrupos de

procedencia, un Area Sanitaria de Madrid, y dedaipcia de Segovia.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

1. SUJETOS DELESTUDIO

1.1. Procedencia.

Los sujetos del estudio tienen dos procedencias.uRdado aquellos que fueron
identificados a partir del Registro de Tumores Ildekpital General Universitario
Gregorio Marafion, de Madrid, con el siguiente gotale inclusion: intervenidos
con el diagnéstico de CCR a una edad igual o mfeai 45 afios. El periodo de
tiempo estudiado en este primer caso fue desdeEieet996 a Diciembre de 1998.
En el segundo, los sujetos fueron identificadosirpdel Registro del Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital General de Segosmda el mismo criterio de
inclusion, aunque en el periodo de tiempo compdendintre Enero de 2000 y
Diciembre de 2005.

1.2. Informacién recogida.

1.2.1. Informacién clinica

De cada uno de los casos incluidos en el estudicesegid tanto informacion

relacionada con el tumor como del paciente:

* Datos clinicos:
- Sexo.

- Edad al diagndstico.

» Datos anatomo-patologicos:
- Localizacion del tumor colorrectal:
Derecha o proximal (desde el ciego hasta el angulo
esplénico).
Izquierda o distal (desde el colon descendenteahelst

sigma).
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Recto o unién recto-sigmoidea.
- Grado histoldgico de diferenciacion: bien, modetgobre.
- Produccion de moco (mucinoso; con células ercand sello).
- Estadio de Astler-Coller modificado.
- Clasificaciéon TNM.
- Presencia de otros CCR sincronicos o metacronicos
- Presencia de polipos en colon, asociados, andesmués del CCR; tipo

y namero.

» Datos evolutivos:
- Supervivencia total.
- Supervivencia libre de enfermedad.
- Recidiva y tipo (locorregional y /o a distancia).
- Fallecimiento por cancer.
- Presencia de neoplasias relacionadas con el CCHNP

- Presencia de otras neoplasias no relacionadas.

» Datos de tratamiento:
-Unicamente tratamiento quirdrgico.
-Administracion de tratamiento adyuvante: quimiapéa, radioterapia,

etc.

1.2.2. Informacion familiar.

Se ha contactado con los sujetos incluidos entetlies(robanduso caso indice) o,
en caso de fallecimiento, con un familiar de prigeaxdo de ellos. Se concertdé una
entrevista con varios objetivos. Por una partepgec los datos referentes a la
estructura y antecedentes de la familia relaciomadm enfermedades neoplasicas,
tratando de recoger datos de al menos tres geoeeaci nimero y relaciéon de
familiares, edades en el momento de la entreVfitacimientos y causa, ocurrencia
de canceres, edades al diagndstico; por otra, te@iabel consentimiento informado
(Anexo 1), con objeto de poder estudiar inicialreesit tejido parafinado del CCR

causa de la inclusion.
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Mas adelante, en los casos en los que, como seest@riormente, el estudio de la
inestabilidad de microsatélites (IMS) resultaba itpas y/o cumpliera criterios
clinicos de Amsterdam Il para el sindrome de Lyrsehyolvia a contactar de nuevo
con ellos para obtener una muestra de sangre nieaifgara el estudio de posibles
mutaciones de los genes de reparacion de erromdsAddN mas frecuente$JLH1 y
MSH2 En el caso de que plobandushubiera fallecido, se recogia la muestra del
familiar mas cercano que hubiera desarrollado CQiRaoneoplasia relacionada con
el sindrome de Lynch a una edad mas temprana, iebtkn a su vez el

consentimiento para el mencionado estudio.

A partir de la informacidn que proporciona el arlgeinealdgico se determina si la
familia cumple o no los criterios clinicos de CCanfliar y/o hereditario. A partir de
estos datos, se define al sujeto indice segungesealentes familiares como:

- Sospecha de sindrome de Lynch (CCHNP).

- Esporadico, en el caso de que sea el Unico indivitki la familia que haya
presentado un CCR y no hay antecedentes familtlrasanceres asociados al
sindrome de Lynch.

- Agregacion familiar, en el caso intermedio de que compla los criterios
clinicos, pero que exista algun otro caso de CGférxer relacionado con el
CCHNP en la familia.

2.MUESTRAS
2.1. Liquidos biologicos.

2.1.1.Sangre periférica.

Como se ha mencionado previamente, sélo en los as@ue la muestra del tumor
presentaba IMS y/o la familia cumpliera criterios Amsterdam 1l, se obtuvo una
muestra de sangre periférica (15 ml en EDTA) delbpndo afectado por cancer
colorrectal y/o por un cancer asociado al sindrdemé&ynch. En caso de fallecimiento

del mismo, se identificaba al individuo de la faeiton mayor probabilidad de ser
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portador de mutacion para el estudio de los geelesionados con el sindrome de
Lynch.

Para la extraccion del ADN gendmico de estas magesse utilizaron protocolos
manuales con modificaciones de otros previamentscrides, o protocolos

automatizados de obtencion de ADN gendémico.

2.1.1.1. Extraccion manual.

* La sangre extraida se coloca en un tubo de 50 lecqae se afiade suero
fisiol6gico carbamilfosfato sintetasa hasta congulet volumen, y se agita para
homogeneizar.

e Se coloca en centrifugadora a 3.000 revolucionesnmauto (rpm) y a 4°C a

el fin de obtener el sedimento de leucocitos.

* Se toma este sedimento y se la aflade agua bidasteril hasta completar
de nuevo 50 cc, para luego agitar hasta consebdesprendimiento del botén
de células del fondo del tubo.

« De nuevo se centrifuga a la velocidad, temperaguti@ampo previos, y se
obtiene tan solo el sedimento de leucocitos.

* Se vuelve a repetir la operacion de afadir aguashidda, pero hasta
alcanzar los 25 cc y se agita. Se centrifuga can rfosmos parametros
previamente descritos.

» Tras decantar y, una vez obtenido el sedimentoedeotitos, se afade,
segun el botdn de células, un volumen variableadgoén de lisis de leucocitos
(4-7 cc), que consiste en 40 cc de NaCl 5M, 4 cED&A (pH 8) 025 M, 2'5
cc de Tris 2 M pH 7°5 y agua destilada hasta abrana volumen de 500 cc;
266-466 pl de sodio dodecil sulfato (SDS); y 666-1.1A6 de solucion de
Proteinasa K (10 mg/ml).

* Se agita con el fin de disgregar el botén de cglutera a continuacién
colocar en incubadora toda la noche a 37°C.

* Se afiaden 1°33-2"33 cc de NaCl segun los volimesedos para la lisis,

con el objetivo de precipitar el ADN. Posteriormeese agita y se centrifuga,
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variando tan sélo el parametro de tiempo, que dmibbitos pasa a 30 minutos.
Realizado esto, se sitla el sobrenadante en urdistaato.

* Se afladen dos voliumenes de alcohol etilico absmsfecto a la cantidad
de tampdn de lisis de leucocitos empleado, pagolagitar con suavidad, hasta
lograr apreciar el ovillo de ADN.

e Con una pipeta Pasteur esterilizada con el extremforma de gancho, se
coge el ovillo, y se pasa por dos tubos, uno desde€otro, de etanol frio al
70%. Mediante esta maniobra se eliminan impure&ss.deja secar unos
instantes para eliminar los restos del etanol.

* Se resuspende en Tris-EDTA (TE) 1:0'1 a pH 8 (d6luamortiguadora) o
en agua destilada estéril. Se busca la correatdudién del ADN, por lo que se

agita con suavidad durante dos horas a 37°C.

2.1.1.2. Extraccion automatica.

La extraccion de ADN a través del sistefhagNa Pure LQRoche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Alemania) se lleva a cabo a través deatites pasos automatizados:

Con un volumen de 1 cc de sangre periférica, e aflade:

e 07115 cc de solucién de Proteinasa K, que logdiglestion de proteinas.
 0°84 cc de tampodn lisis-unién, que ayuda a la kiskilar y consigue la
situacion salina idonea para luego lograr la retendel ADN.

* 054 cc del reactivo MGP, que logra la retencion pedio de particulas
magnéticas.

e 2°42 cc de tampdn de lavado |, que elimina lo goieesta unido a dichas
particulas, como proteinas, membranas, heparina.

e 1°28 cc de tampdn de lavado Il, que retira reswlslares y reduce la

concentracion salina.

* 0,84 cc de tampon de lavado lll, que elimina redstanol.

Por altimo, se resuspende el ADN purificado en 2D8e tampdn de disolucion
calentado.
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2.2. Tejido incluido en parafina.

Como se ha mencionado previamente, se recogi® tejidoral conservado en parafina
de cada uno de Igwobandi Para la obtencion de las mencionadas muestrasnsé
con la colaboracion de los Servicios de AnatomtalBgica del Hospital Universitario
Gregorio Marafion, de Madrid, y del Hospital GendmlSegovia. De igual manera, con
anterioridad a esto, también se logro el conseeatitoiinformado para el estudio de las

mismas.

Con este tejido se realizo el andlisis de la IM$camo la confeccidn de micromatrices

de tejido para el estudio inmunohistoquimico.

Es importante tener en cuenta que antes de lacektrade ADN del tejido parafinado,
se debe evaluar la proporcion de células tumonalesrmales. Este paso se realiza
mediante una tincion con hematoxilina-eosina. Coalus tejidos presentaban una
proporcion de células tumorales inferior al 70%itrata de separar el tejido tumoral del
sano en dos bloques distintos.

2.2.1.Tincién hematoxilina-eosina.

« Tomando el bloque de tejido incluido en parafirefrealiza un corte de 3
K{m con un microtomo.

* Seincuba a 70°C durante una hora.

* Se afiade xilol a la muestra con objeto de desparaftlurante 2 minutos,
dos veces.

* Se hidrata la muestra con etanol en dos fasesit@m con etanol absoluto
durante 2 minutos, y la segunda, al 95% durant@sho periodo de tiempo.

e Se lava con agua destilada otros dos minutos.

* Durante 15 minutos se tifie con hematoxilina de Maye

* Se vuelve a lavar mediante el mismo procedimierguip.

» Se tifie con eosina durante 2 minutos.

*« Se afade etanol al 70% con el fin de eliminardssos de eosina.
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* Por medio de varios pasos sucesivos, se deshldrataestra, con etanol al
96% (30 segundos), absoluto (2 minutos), y xilainfRAutos, dos veces).

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

2.2.2 Extraccion de ADN.

e Se colocan tres cortes de [1ffx de tejido en un tubo de 1'5 cc.

« Mediante 1 cc de xilol, incubando 5 minutos a 65 centrifuga a 12.000
rpm 10 minutos, con el fin de desparafinar. Desgea®tira el sobrenadante.

» Sitodavia quedan restos, se repite el paso anterio

e Se aflade 1 cc de etanol absoluto y se incuba Gasiau65°C.

» Se centrifuga con los mismos parametros previ@srgtia el sobrenadante.
» Se aflade 1 cc de etanol, aunque ahora al 50%nguE 5 minutos a 65°C.
* Se realiza la misma operacion de centrifugadotaredlo el sobrenadante,
para posteriormente dejar secar hasta que no questes de etanol.

* Se afiaden 40@l de tampo6n (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8, 2’5 mM
MgCl,, 0'45% Nonidet P40 4'5% Tween 2Dy 40 ul (1/10 de volumen de
tampdn) de Proteinasa K (10 mg/ml).

* Se incuba a 55°C, el tiempo necesario hasta quse rabserven restos de
tejido.

» Si pese a los pasos previos, y tras varias horascdbacion, quedan restos
sin digerir, se debe afadir cantidades equivalatggampon y Proteinasa K, o
centrifugar brevemente y separar el sobrenadante.

* A continuacion se coloca el sobrenadante en un debpurificacionPhase
Lock Gel" Light (Eppendorf AG, Alemania) y se afiade un volumei (4}de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

e Incubar en rotacién durante 10 minutos a tempeatambiente y
posteriormente centrifugar a 12.000 rpm, 5 minutos.

* Recuperar la fase acuosa (superior), pasarla alhm riuevoPhase Lock
Gel™ Light y afiadir un volumen (44Ql) de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1). Una vez hecho esto, se inaldaiuevo en rotacion de
igual forma que la previa y después se centrifugalos mismos parametros

que en el paso previo.
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* De nuevo se recupera la fase acuosa en un tub® de § se afiade en esta
ocasion un volumen (44Ql) de cloroformo. Por tercera vez se incuba en
rotacion y centrifuga, para luego recoger la fagmsa en un tubo de 1’5 ml.

e Se suma 1/10 del volumen de acetato sédico 3 Msywdlumenes de etanol
absoluto frio. A continuacidn se deja precipitaABIN a -20°C durante toda la
noche.

* Se centrifuga a 12.000 rpm, 15 minutos a 4°C yesearel sobrenadante.
Acto seguido se lava con 1 ml de etanol frio al 75%

* Misma maniobra de centrifugacion a 12.000 rpm, aarghora 10 minutos,
a 4°C, retirando el sobrenadante y dejando secaeldin de eliminar los restos
de etanol.

» Por ultimo, se resuspende el boton de ADN en TEg§pblen agua destilada

esteéril.
3. VALORACION DE LA CANTIDAD Y CALIDAD DEL ADN.

Una vez obtenido el ADN, es esencial la comprobacié la calidad y cantidad del
mismo, mediante la electroforesis horizontal endgebgarosa al 1"2%. El proceso se

describe a continuacion:

* Se colocan 0’3 g de agarosa (Agarosa Media, Preaadaboratorios Conda,
Madrid) y 30 cc de tampdn TBE 1X (Tris, acido koriEDTA) en un matraz de
250 cc de capacidad. Se lleva a a ebullicion emignroondas hasta que se funda
la agarosa.

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

» La disolucion se dispersa en una bandeja, selladéop extremos con cinta
adhesiva, y luego se coloca un peine cerca dekbdahde quedaran los pocillos
de carga. Una vez hecho esto, se deja que el lghfigae.

e Se retiran la cinta adhesiva y el peine, para lwedacar el gel en una cubeta
de eletroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Riyjh Wycomb, Gran Bretafia),
cubriéndolo con TBE 1X.

* Enlo pocillo del gel se cargant® de muestra junto con el tampon de carga
(glicerol, azul de bromofenol, xilencianol), parata seguido, conectar una

fuente de alimentacion a la cubeta y dejar migrainuestras.
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» El gel se visualiza en un transiluminador de Iurawmlioleta GelDoc 2000
Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretafia).

La concentracién y grado de pureza del ADN se es#irttavés de un espectrofotometro

de luz ultraviolet@eckman DU53Mnediante el siguiente proceso:

» Se prepara una dilucion 1:200 del ADN extraidql(Z2n un volumen final
de agua destilada de 4Q0. Dicha dilucion se coloca en una cubeta de @jarz
recogiendo medidas con el espectrofotdmetro deraidad Optica a 260 nmy a
280 nm de longitud de onda.

* Se aplica la formula siguiente para el calculoadedncentracion:

o= Abs,go* 100 * factor de dilucion (200)

L

C: la concentraciorug/ml); Absso.absorbancia de la muestra a 260 nm;

L: coeficiente de extincion molar bicatenario (0j@gml).

* La pureza del ADN se estima por medio de la retad® absorbancia a 260

nm y a 280 nm. El rango 6ptimo se sitla entre 128 y

4.ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES EN TEJIDO TUMORAL

4.1. Microsatélite BAT26.

4.1.1.Reaccion de PCR.

Para el estudio de la IMS mediante el marcador BA3Rlleva a cabo una reacciéon de
PCR (Polimerasa Chain Reaction) con los cebadongiciones que se detallan en

las siguientes lineas.
Los cebadores se adquirieron a travésSagna-Genosys LtfCambridgeshire, Gran

Bretafia,http://orders.sigma-genosys.eu.chnil cebador sentido esta marcado en 5’

con el fluorocromo TET (*), siendo la secuencidagemismos la siguiente:
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Sentido: 5 - *TGACTACTTTTGACTTCAGCC - 3’
Antisentido 5 - AACCATTCAACATTTTTAACCC -3

La mezcla de PCR se prepara en un tubo de 0.2miasiguientes cantidades:

e Tampo6n PCR 10X con Mg&lRoche) 2'5ul
(KCI 50 mM, Tris 10 mM y 1'5 mM de Mgg)l
« dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (1’25 mM) al
e Cebador sentido (10 mM) ogr
e Cebador antisentido (10 mM) o
* ADN de tejido tumoral parafinado (100 ng) X
* ADN Taq polimerasa 5 W (Roche) o2ul
* H,O destilada (hasta volumen final de|2p Y

Se considera X al volumen de la dilucion de ADNeasaeio para obtener una cantidad
de éste de 100 ng. El volumen de agua (Y) quemeéam para completar el volumen

total hasta 25!, dependera del valor de X.

Para las reacciones de amplificacidbn se empledéetmoticladorGeneAmp/ 9700
(Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Foster CiGalifornia, EEUU) con los

siguientes parametros:

94°C.......5
94°C........45"

56°C........1 35 ciclo
72°C........1'30"
72°C.....7T

El producto resultante de la PCR es un fragmentbl@epares de bases. Para confirmar
gue la reaccion ha sido llevada a cabo de formeuadia y que, por lo tanto, el ADN se
ha amplificado y que el fragmento obtenido es @erslo, se realiza la siguiente

comprobacion: se cargaplsel producto obtenido en un gel de agarosa &2&hido
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con bromuro de etidio y se dejan migrar, para Vizado posteriormente en un
transiluminador de luz ultravioleta. Mediante epteceso, no sélo se consigue el
objetivo buscado, sino que permite calcular la idadt de producto de PCR.
Anteriormente, la visualizacion de los productos ldereaccion de PCR se hacia
mediante geles de poliacrilamida, de mayor reséiygor lo que el proceso, el calculo
de dicha cantidad servia para llevar a términaslaalizacion en los mencionados geles.

4.1.2.Visualizacion.

El analisis de los productos de la PCR se realigdiante un secuenciador automatico
ABI Prism 3700y el software de analisis es @eneScarversion 3.5 (PE Applied
Biosystems) (Figura ll1l.1). Para cada muestra sepgran 15ul de formamida
desionizada, 0’1ul del marcador de tamafio marcado fluorescentenmmer AMRA
500 y 1ul de producto de PCR. Esta mezcla se analiza sacelenciadoABI Prism
3700

o GeneScan 3.5 - [untitled Display-1]
@ File Edit Project Sample Set_,td'.ngs View Windows Help
Q 8 B0 B5 VO A a0 A 1EI[I 1[!5 11[I 115 12IJ 125 13[! 135 14[!

1800 A
1200
1]}
oy s

O 76: 10-PCRT1_1 305ampled. 12,03, F3A/

A GeneScan 3.5 - [untitled Display-1]
@ File Edit Project Sample Settings View Windows Help
Q G5 60 G5 70 TH 80 1IJIJ 105 11EI 115 12[! 125 13[! 135 14[!

4300
3680 B
2760
1240
a0
0N~

Ol 3G:2-PCRTI_1.1003ampled. 12,05 F5AL

Figura lll.1. Resultado del estudio de IMS de BAT26 mediante GeneScan 3.5.
A) Electroferograma de un fenotipo EMS. B) Electroferograma de un tumor que presenta
IMS.
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Se considera que la muestra presenta IMS cuandecapan cambio de longitud del
microsatélite de mas de seis pares de bases, asaqie cuando no hay cambio o si

existe, es menor de 6 pares de bases, se valoraEwI|.

5. ESTUDIO MOLECULAR DE LOS GENES DE REPARACION DE LOS ERRORES DE
EMPAREJAMIENTO DELADN (MLH1, MSH2

5.1. Andlisis de mutaciones eNLH1 y MSH2.

El estudio de la secuencia MH1 y MSH2se llevé a cabo en la Unidad de Genética
del Hospital Virgen de la Arrixaca en Murcia (Do Carbonell), para las muestras
correspondientes al Hospital General Universit@tegorio Marafién, de Madrid. Las
provenientes del Hospital General de Segovia fuesindiadas en el Laboratorio del
Dr. Rogelio Gonzalez Sarmiento, del Centro de ligasiones del Cancer, de la

Universidad de Salamanca.

La identificacion de las mutaciones de los genedles® a cabd por medio de la
electroforesis en geles en gradiente desnatursédiZ@uldberg and Guttler 1993; Macek
et al. 1997).

La PCR empleada es la descrita por Wijnen etah diversas modificaciones, tanto los
cebadores y las condiciones de la PCR, como lds @tectroforesis (Wijnen et al.
1995; Wijnen et al. 1996) (Tablas IIl.1 y 111.2).

Es necesario destacar dos elementos que aparetemeaccion de amplificacion: Una
“pinza CG”, que se une en el extremo 5 a uno dedebadores con objeto de
estabilizar la doble hebra de ADN, y evitar asiol@l desnaturalizacion en el proceso
de electroforesis; y en el otro cebador se afadesenuencia M13, que sirve como
molde para secuenciar aquellos fragmentos conmetrandmalos de migracion.
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Las secuencias de la “pinza CG” y de M13 son lqsisntes:

-Pinza CG:

5 - CGCCCGCCGCGLLLCGLGLeeaTeceaseeaseeeceeascececece -3
-M13:

5" - GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG - 3
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Tabla Ill.1. Estudio de mutaciones del gen MLH1. Cebadores empleados para la amplificacién de los

exones Yy regiones intronicas adyacentes, tamafios de los fragmentos amplificados en pares de bases y

condiciones desnaturalizantes de los geles.

Exon Cebadores Tamafio Gradiente
(pb) desnaturalizante

(M13) 5’ - AGACGTTTCCTTGGCTCTTC - 3

1 ) 257 50-70%
(Pinza CG) 5’ - CCGTTAAGTCGTAGCCCTTA - 3
(Pinza CG) 5" - TTTTCTGTTTGATTTGCCAG - 3’

2 210 30-50%
(M13) 5’ - CGCACAAACATCCTGCTACT - 3
(Pinza CG) 5’ - TGGAAAAATGAGTAACATGATT - 3

3 255 30-50%
(M13) 5’ - CAACAGGAGGATATTTTACACA - 3
(Pinza CG) 5" - TTCCTTTTTCTTTCAGTCTATTT - 3’

4 207 30-50%
(M13) 5’ - TGAATATATATGAGTAAAAGAAGTCAG - 3’
(Pinza CG) 5’ -TCTCTCTACTGGATATTAATTTGTT - 3

5 214 30-50%
(M13) 5’ - AAGCTTCAACAATTTACTCTCC - 3’
(M13) 5’ - CAAGAAAAATCAATCTTCTGTT - 3’

6 . 223 30-50%
(Pinza CG) 5’ - ATGACAAATCTCAGAGACCC - 3’
(M13) 5’ - TCTAGTGTGTGTTTTTGGCA - 3

7 . 194 30-50%
(Pinza CG) 5" - AACAAAACCATCCCCCATAA - 3’
(M13) 5’ - AATCCTTGTGTCTTCTGCTG - 3’

8 ) 217 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AAAGATTTTTTTATATAGGTTATCG - 3
(M13) 5’ - CAAAAGCTTCAGAATCTCTTT - 3

9 . 233 30-50%
(Pinza CG) 5" - TTTCCCATGTGGTTCTTTTT - 3’
(M13) 5’ - GGACAGTTTTGAACTGAGTTG - 3’

10 ) 227 30-50%
(Pinza CG) 5" - GTCTTGGTTGAGGAGTTTGG - 3’
(M13) 5’ - AAGGTAATTGTTCTCTCTTATTTT - 3’

11 . 280 30-50%
(Pinza CG) 5’ -CACAAGTAGCTGGATGAGAA - 3’
(Pinza CG) 5" -TAATACAGACTTTGCTACCAGGA - 3’

12 473 30-50%
(M13) 5’ - GGTAGGCTGTACTTTTCCCA - 3’
(Pinza CG) 5’ - CTGCACTTCCTTTTCTTCAT - 3

13 270 30-50%
(M13) 5’ -CCCTATGCATCCCAGGCA - 3
(Pinza CG) 5" - TGTTTTTTGGTTTTATTTTTTG - 3’

14 232 30-50%
(M13) 5’ - TCTGCTTGTTCACACACTCA - 3’
(Pinza CG) 5 —~AATTCAGCTTTTCCTTAAAGTC - 3’

15 200 30-50%
(M13) 5’ - AAATTTCAGAAGTGAAAAGGA - 3’
(M13) 5’ - CTCCTTCATGTTCTTGCTTC - 3’

16 . 280 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AGAAGTATAAGAATGGCTGTCA - 3
(Pinza CG) 5’ - TTCCCTTGTCCTTTTTCCTG - 3’

17 222 30-50%
(M13) 5’ - CATGTACCGAATGCTTAGTA - 3’
(Pinza CG) 5 - TAAATTCGTACCTATTTTGAGG - 3’

18 251 15-30%
(M13) 5’ - CCTGGGGTGCCAGTGTGCAT - 3’
(M13) 5’ - GGAGGCTTATGACATCTAATG - 3’

19 300 30-50%

(Pinza CG) 5" - AAGAACACATCCCACAGTGC - 3
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Tabla I1.2. Estudio de mutaciones del gen MSH2. Cebadores empleados para la amplificacién de los

exones Yy regiones intronicas adyacentes, tamafos de los fragmentos amplificados en pares de bases y

condiciones desnaturalizantes de los geles.

Exon Cebadores Tamafno Gradiente
(pb) desnaturalizante

(M13) 5’ - TCGCGCATTTTCTTCAACC - 3

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

2 283 15-50%
(M13) 5’ - AAAGGAAGATAATTACCTTATATGC - 3
(M13) 5’ - TCAAGAGTTTGTTAAATTTTTAAAA - 3

3 . 421 30-50%
(Pinza CG) 5’ - CTAGGCCTGGAATCTCCTCT - 3’
(Pinza CG) 5’ - TTCCTTTTCTCATAGTAGTTTAAAC - 3’

4 280 15-50%
(M13) 5’ - TTGTAATTCACATTTATAATCCATG - 3
(M13) 5’ -CCAGATGGTATAGAAATCTTCG - 3’

5 . 308 15-30%
(Pinza CG) 5’ - CCATTCAACATTTTTAACCCTT - 3
(M13) 5’ - GCTTGCCATTCTTTCTATTTTATT - 3

6 ) 277 30-50%
(Pinza CG) 5’ - GCAGGTTACATAAAACTAACGAAAG - 3’
(M13) 5’ - CATTAATTCAAGTTAATTTATTTCA - 3

7 ) 309 30-50%
(Pinza CG) 5' - AAAACAAAATCACTTGTTACCTTCA - 3
(M13) 5 - TGAGATCTTTTTATTTGTTTGTTTT - 3

8 . 263 15-50%
(Pinza CG) 5’ - TTTGCTTTTTAAAAATAACTACTGC - 3’
(M13) 5’ - GGATTTTGTCACTTTGTTCTGTT - 3

9 ) 241 30-50%
(Pinza CG) 5’ - TCCAACCTCCAATGACCCAT - 3’
(M13) 5 - TGGAATACTTTTTCTTTTCTTCTT - 3’

10 . 298 30-40%
(Pinza CG) 5’ - GCATTTAGGGAATTAATAAAGGG - 3’
(Pinza CG) 5’ - ATAAAACTGTTATTTCGATTTGCA - 3

11 227 30-50%
(M13) 5’ - CCAGGTGACATTCAGAACATT - 3
(Pinza CG) 5’ - TTATTATTCAGTATTCCTGTGTACA- 3’

12 388 30-50%
(M13) 5’ - CCCACAAAGCCCAAAAACC- 3
(Pinza CG) 5’ - ATAATTTGTTTTGTAGGCCCC - 3’

13 318 30-50%
(M13) 5 - TTTCTATCTTCAAGGGACTAGGAG - 3’
(Pinza CG) 5’ - CCACATTTTATGTGATGGGAA- 3

14 370 30-50%
(M13) 5’ - CCAATAGTACATACCTTTCTTCACC - 3’
(M13) 5’ - GTCCCCTCACGCTTCCC - 3’

15 . 295 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AAACTATGAAAACAAACTGACAAAC - 3’
(M13) 5’ - AATGGGACATTCACATGTGTT - 3

16 369 15-30%

(Pinza CG) 5’ - CCATGGGCACTGACAGTTAA -3

67




En todos los exones, los componentes y condicioleeta PCR son iguales, y se

enuncian a continuacion:

 Tampon PCR 10X (BioTaq) 27l
« dNTPs (1’25 mM) al
» Cebador sentido (1,0M) 25 ul
* Cebador antisentido (1M) V)
* ADN (50 ng) X
* ADN Taqg polimerasa (1 U) (BioTaq) il
* H,0 destilada (hasta volumen final @b Y

El volumen de dilucion de ADN que se necesita pataner 50 ng de éste se considera
X, mientras que Y es el volumen de agua que searegpara alcanzar un volumen total

de 25ul, y por tanto, depende de X.

Las reacciones de amplificacion se llevan a cabda®siguientes parametros:

94°C........ 5

94°C........ 1

58°C........ 1'30% 35 ciclos
72°C........ 2

72°C........ 10’

Los productos de PCR se someten a una electradonesitical en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantesiersistemaDcode (Bio-Rad). Una
solucion es 100% desnaturalizante cuando presewrtaancentracion de urea 7 M y
40% de formamida. Se describen las condicionesati@stizantes para cada exén de

MLH1y MSH2en las Tablas I1l.1 y IIl.2, respectivamente.

La electroforesis vertical se realiza a temperatarastante de 65°C durante 18 horas

con una intensidad de corriente de 17 mA. Finaidactlectroforesis, el gel se tifie con
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bromuro de etidio durante 15 minutos y se visuabmaun transiluminador de luz
ultravioleta GelDoc 2000 Bio-Rad).

Como se ha sefialado con anterioridad, los fragmegt® manifiestan un patron
andmalo de migracibn se secuencian empleando coelmdor la secuencia

complementaria de M13.

La nomenclatura utilizada para la descripcion de \ariaciones de secuencia
identificadas es la recomendada por den Dunnentgnamnakis (2001), y se encuentra

disponible enhttp://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/docs//mut_nomlhtm

5.2. Andlisis de grandes deleciones gendmicas.

El estudio de grandes deleciones gendémicas dedossyyILH1 y MSH2 se realiza
mediante la técnica de amplificacion por P@Riltiplex dependiente de ligacion
(MLPA).

SALSA POO3MLH1/MSH2es la forma comercial de MLPA para el estudio detop
de los exones de los genki H1 y MSH2 (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda).
Presenta una mezcla de 42 sondas diferentes: uaa@ada uno de los 19 exones de
MLH1, una para cada uno de los 16 exoneM8&2y 7 sondas que se utilizan como
controles, y que corresponden a otros genes humbuadizados en distintos

cromosomas (Tabla Il1.3).
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Tabla I1.3. Sondas utilizadas en el producto comercial de MLPA, SALSA P003 MLH1/MSH2,
para la deteccion de grandes reordenamientos de los genes MLH1 y MSH2. Se indica la longitud
de cada sonda y el exon del gen en el que se localiza, asi como las sondas control y su

localizaciébn cromosoémica.

Longjtyd SR Posicién cromosémica

(nucledtidos) Control MLH1 MSH2
94 Sonda control sintética 2q14
130 Sonda control 0797-L0463 5g31
136 Sonda control 0981-L0566 10p11
142 Sonda MLH1 0886-L0474 exon 1
148 Sonda MSH2 1027-L0599 exon 1
154 Sonda MLH1 1008-L0577 exon 2
160 Sonda MSH2 0906-L0494 exon 2
166 Sonda MLH1 0888-L0476 exon 3
172 Sonda MSH2 1029-L0601 exon 3
178 Sonda MLH1 0889-L0477 exon 4
184 Sonda MSH2 0908-L0496 exon 4
193 Sonda control 0976-L0563 11p13
202 Sonda MLH1 0890-L0478 exon 5
211 Sonda MSH2 0909-L0497 exon 5
220 Sonda MLH1 0891-L0479 exon 6
229 Sonda MSH2 0910-L0498 exon 6
238 Sonda MLH1 0892-L0480 exon 7
247 Sonda MSH2 0911-L0499 exon 7
256 Sonda MLH1 0893-L0481 exon 8
265 Sonda MSH2 0912-L0582 exon 8
274 Sonda MLH1 0894-L0482 exon 9
283 Sonda control 0438-L0003 17921
292 Sonda MSH2 0913-L0583 exon 9
301 Sonda MLH1 0895-L0483 exon 10
310 Sonda MSH2 0914-L0584 exon 10
319 Sonda MLH1 0896-L0484 exon 11
328 Sonda MSH2 0915-L0503 exon 11
337 Sonda MLH1 0897-L0485 exon 12
346 Sonda MSH2 0916-L0504 exon 12
355 Sonda MLH1 0898-L0486 exon 13
364 Sonda MSH2 1013-L0575 exon 13
373 Sonda control 0681-L0154 4925
382 Sonda MLH1 0899-L0586 exon 14
391 Sonda MSH2 0918-L0506 exon 14
400 Sonda MLH1 0900-0488 exon 15
409 Sonda MSH2 0919-L0585 exon 15
418 Sonda MLH1 1009-L0576 exon 16
427 Sonda MSH2 1053-L0627 exon 16
436 Sonda MLH1 1030-L0602 exon 17
445 Sonda MLH1 1031-L0603 exon 18
454 Sonda MLH1 0904-L0492 exon 19
463 Sonda control 0979-L0568 10p14
472 Sonda control 0980-L0567 11p12




El protocolo que se aplica presenta ligeras maatifanes frente al recomendado por el
fabricante:

A- Desnaturalizacion del ADN e hibridacion de lasdas:
» Se diluye el ADN (100 ng) con TE (10 mM Tris-HCI @£; 1 mM EDTA)
hasta alcanzar un volumen del5
* La mezcla se desnaturaliza en un termociclador°@ @8irante 5 minutos y
atemperar a 25°C.
» Se afade posteriormente Jbde la mezcla de sondas SALSA y libdel
tampon MLPA.
 Por dltimo, se mezcla e incuba a 95°C durante umutmiy posteriormente a
60°C, a lo largo de 16 horas.

©

Reaccion de ligacion:
» La mezcla de ligacion se prepara en hielo conitpgentes componentes:
3 ul de Tampdn A de la Ligasa 65.
3 ul de Tampdn B de la Ligasa 65.
25 ul de HO destilada y estéril.
1 pl de Ligasa 65.
» La temperatura del termociclador se lleva hast& 54Una vez alcanzada
dicha temperatura, se afiadenuB®@e la mezcla a cada muestra.
 Por ultimo, se incuban a 54°C durante 15 minutpgsgeriormente a 98°C, tan

s6lo 5 minutos.

C- Reaccion de PCR:
* La mezcla de PCR se prepara con los siguientesauenges:

2 ul de Cebadores SALSA:
Sentido: 5’ *GGGTTCCCTAAGGGTTGGA - 3’
Antisentido: 5’ - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA - 3
*Marcado con fluorocromo.

2 ul de Tampodn de Dilucion de Enzima.

5’5 ul de HO destilada y estéril.

0’5 pl de ADN Taq Polimerasa SALSA.
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* En otros tubos de ({2 se afade:

4 ul de Tampon SALSA de PCR 10X.

26 ul de HO destilada y estéril.

10l de la reaccion de ligacion.
» Estos ultimos tubos se colocan en el termociclad60°C y cuando estén a
dicha temperatura, se aflade a cada ungd d6 la mezcla de PCR.

» La reaccion de PCR se inicia bajo las siguienteslicmnes:

95°C........ 300
60°C.......30p 33 ciclos
720C.......600
720C.......20"

* Por ultimo, se cargan |l de producto de PCR en gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio y se visualiza directamemrt® buz UV (GelDoc 2.000,
Bio-Rad).

D- Visualizacion:

Para cada una de las muestras se prepara la segguieacla: 121l de formamida
desionizada, 0'ul del marcador de tamafio marcado con TAMRA (TAMR¥Ob
y 1 pl del producto de PCR. La mezcla resultante sazaah un secuenciadABl

Prism 3700(PE Applied Biosystems) y se visualizan los reglds mediante el

softwareGeneScan 3.5
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6. CONSTRUCCION DE MICROMATRICES DE TEJIDO

La construccion de micromatrices de tejido fueizadh en la Unidad de Histologia e

inmunohistoquimica del CNIO (Dra. Lydia Sancheznefiez).

A partir de las muestras de tejido en parafinaelggen los adecuados en relacién a la
profundidad tisular (mas de 2 mm), y la correctsprvacion antigénica tras el proceso
de fijacion. A partir de las tinciones con hemadioareosina (HE) de cada bloque, se

selecciona el area que posteriormente se incluye mrcromatriz.

Se obtienen dos cilindros de 1 mm de diametro da cauestra, y de distintas zonas,
para luego transferirlos a un nuevo y unico blogeeparafina por medio de una
estacion de trabajo de matrices de tejiBegcherinstruments Silver Spring, MD)
(Kononen et al. 1998). Es necesario sefialar quéndayen cilindros controles,
obtenidos de epitelio normal contiguo al tumor,@sho uno de amigdala reactiva de

referencia. En la Figura 11.2 se muestra una nalei tejido.

£ .
.:JH
sesuvaabean aabil gyt iy e

Tesesbes

Figura 1.2 . Micromatriz de tejido. Tomado de

http://tissuearray.org/yale/tisarray.html

Construida ya la matriz, a partir de ella se lle@acabo secciones con microtomo,
siendo utilizada una de ellas, por medio de una@nHE, de confirmacion de que
todas las muestras incluidas se hallan en la anéfigura 111.3). Los demas cortes
sirven para las hibridaciones unmunohistoquimiclss ycorrespondientes estudios. En

caso de que sobren se protegen con una capa fiepaara estudios ulteriores.
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Figura 111.3 . Tincion HE de una seccién de una de las matrices de tejido incluidas en el estudio.

Los tumores pertenecientes al Hospital General disitario Gregorio Marafidon han
sido incluidos en un trabajo con muestras de vdanmspitales de la Comunidad de
Madrid llevado a cabo en el CNIO, y que fue la $d3octoral de la Doctora Laura
Valle, con el titulo: “CARACTERIZACION CLINICA, MOIECULAR E
INMUNOFENOTIPICA DE PACIENTES CON SOSPECHA DE SINDRIE DE
LYNCH”. En aquel trabajo se construyeron cuatro rontatrices de tejido. En el
presente trabajo hemos utilizado estas mismas matra@es para realizar el estudio
inmunohistoquimico. A continuacion se describen doatenidos de cada una de las

cuatro micromatrices del trabajo previo de la Malle:

* Matriz con 69 tumores: 66 colorrectales, 2 gastrigaina metastasis de origen
colorrectal, EMS y pertenecientes a familias caspeoha de CCHNP. Ademas,
se afadieron tejidos normales adyacentes al tjidoral de 23 casos.

e Matriz con 76 tumores: 73 colorrectales, 2 endoiles y uno de intestino
delgado, EMS y pertenecientes a familias con stepde CCHNP. Ademas, se
afiadieron tejidos normales adyacentes al tejidotahde 16 casos.

» Matriz con 65 tumores: 62 colorrectales, 2 gastrigaina metastasis de origen
desconocido, IMS y pertenecientes a familias cospecha de CCHNP.
Ademas, se afadieron tejidos normales adyacentejsdal tumoral de 33 casos.

e Matriz con 61 tumores: 57 colorrectales, 3 endoeB, una metastasis
cerebral de origen desconocido, IMS y pertenecsemtiamilias con sospecha de
CCHNP. Ademas, se afadieron tejidos normales adiegal tejido tumoral de

18 casos.
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Es necesario destacar que, para evitar pérdidssasez de muestra de tejidos, todos los

puntos correspondientes a cada muestra se haldicatios.

Los tumores de los pacientes pertenecientes alitdbgpeneral de Segovia fueron
incluidos en una micromatriz independiente, algecesados en un periodo de tiempo
mas tardio, una vez llevada a cabo el trabajo de claatro matrices descrito

previamente.

7. INMUNOHISTOQUIMICA.

Las hibridaciones inmunohistoquimicas con los aetigos seleccionados se realizaron
en la Unidad de Histologia e Inmunohistoquimica @BIIO (Raquel Pajares y Dra.

Lydia Sanchez).

El proceso consta de los siguientes pasos:

» Se desparafinan las secciones demde tejido fijado en formol e incluido en
parafina durante 12 horas en la estufa a 36°C.

» Posteriormente se hidratan con sucesivos paselsea®bes durante periodos
de tiempo variable: 10 minutos en xileno (2 vecBs)inutos en etanol al 100%,
5 minutos en etanol al 95%, 5 minutos en etandi08 y 2 minutos en agua
destilada.

* Se lleva a cabo el desenmascaramiento antigénicanpdio de una olla a
presién en tampon de citrato sédico 10mmol/l a {i durante 3 minutos.

* Se inactiva la peroxidasa endégena con peroxidoditégeno al 3% (solucion

blogueante S2023, DAKO, Glostrup, Dinamarca), digra®> minutos a

temperatura ambiente.

» Después se incuba el anticuerpo primario a la idituadecuada.

* La inmunodeteccion se realiza con inmunoglobuliaag-raton (anticuerpo

secundario), biotiniladas, para después realizarad&ion de estreptavidina
marcada con peroxidasa y de diaminobenzidina carsivaso. Todas las tinciones
inmunohistoquimicas fueron llevadas a cabo mediahteobot automatizado
TechMate 50gDAKO).
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» Por ultimo se contratifien las secciones con hentai@xle Harry, se lavan y
deshidratan a través de sucesivos pases por asol8ll” en etanol al 95%, 30”

en etanol al 100%, 10 minutos en xileno y 1 horailemo.

Las caracteristicas de los anticuerpos y las dihes utilizadas en cada caso, se

presentan en la Tabla Ill.4.
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Tabla 11l.4. Anticuerpos utilizados, casas comerciales, clones y diluciones utilizadas para

realizar la técnica de inmunohistogquimica en cortes de tejido incluido en parafina.

Marcador Clon Proveedor
Zg;?;l?;ndel DI ¢ Mihl BD PharMingen G168-15
Msh2 Oncogene FE11
Msh6 BD Transduction Lab. 44
Apoptosis Bcl-2 DAKO 124
Adhesion celular B-catenina BD Transduction Lab. 14
E-cadherina Zymed 4A2C7
Marcadores de ciclo celular Chi Novocastra DCS 2701
Ciclina A Novocastra 6E6
Ciclina D1 NeoMarkers SP4 - rabbit
Ciclina D3 Novocastra DCS-22
Ciclina E Novocastra 13A3
pl16 Santa Cruz F-12
p21 (WAF1) Oncogene EA10
p27 BD Transduction Lab. 57
RB-P Santa Cruz Poli-rabbit
Skp2 Zymed 1G12E9
Cdk2 NeoMarkers 8D4
Proliferaciéon p53 Novocastra DO-7
Ki-67 DAKO MIB-1
Otros CK 20 DAKO Ks20.8
RAD50 Abcam 2C6
SMAD4 Santa Cruz B8

7.1. Seleccion de marcadores

La eleccion de marcadores para el estudio inmutazjugmico se lleva a cabo de
acuerdo a dos criterios. Por una parte tomando ¢efecencia los datos descritos en la
literatura, y por otra, debido al interés en ré&laccon su implicaciébn en rutas o

procesos importantes en el desarrollo del CCR.

s



7.1.1.Proteinas del sistema de reparacion: Mlhl, Msh2, s

Como se ha sefialado previamente en la Introdueitsien numerosos estudios que
muestran que el analisis inmunohistoquimico utildta anticuerpos para detectar las
proteinas Mlh1l, Msh2 y Msh6 es un método util paeatificar portadores de mutacién
en los genes de reparacién (Berends et al. 2001leivt al. 2001; Christensen et al.
2002; Hendriks et al. 2003). De igual manera, t@&mise ha indicado que esta técnica
per seno es suficiente para la seleccion de casos paestedio de los genes de
reparacion, siendo necesaria la utilizacion desagstudios o criterios, como son la IMS
y los criterios clinicos de Amsterdam y BethesdalgSshor et al. 2001; Lindor et al.
2002; Wahlberg et al. 2002; Muller et al. 2004; Hiahet al. 2005).

7.1.2.Marcadores de ciclo celular, adhesion, proliferacidapoptosis, y otros.

En las Tablas III.5 y III.6, se presenta la funcd®cada marcador, asi como el estado
actual de los estudios de expresiéon en cancerreotat, motivo por el cual han sido
seleccionados e incluidos en el presente estudi®.Tlablas son modificaciones de las

realizadas en la Tesis Doctoral de la Dra. LauréeVa

7.1.3.Valoracion.

El porcentaje de nucleos tefiidos, independientesrdmnta intensidad, fue contabilizado
paraf3-catenina, Cdk2, Ciclina A, Ciclina D1, Ciclina DGjclina E Ki-67, pl16, p21,
p27, p53 RAD50, RB-P y Skp2. En el caso de Bcl{Zcatenina, Ciclina B1,
Citoqueratina 20 y E-cadherina, lo que se contabilue el porcentaje de células con

tincion citoplasmética o de membrana.

A la hora de llevar a cabo los analisis categoéripastiendo de los porcentajes de cada
uno de los marcadores inmunohistoquimicos, se léalaumediana y se consideraron
positivos aquellos valores superiores a ella y tgm los casos con porcentajes

menores a la mediana.
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En el caso de las proteinas de reparacion del ABINL, Msh2 y Msh6, los casos se
consideraron positivos o negativos segun la présenausencia de expresion de dichas

proteinas.
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Tabla 111.5. Marcadores moleculares relacionados con el ciclo celular seleccionados para el estudio inmunohistoquimico en las matrices de tejido. Se indica su funcién en los

procesos celulares, la informacion que se conoce hasta la fecha sobre su implicacién en el cancer colorrectal.

MARCADORES DE
CICLO CELULAR

PAPEL EN LOS PROCESOS
CELULARES

ESTUDIOS REALIZADOS EN CANCER COLORRECTAL

Cdk2-AP1 (p12 "o

Colabora con ciclina E en la
entrada en la fase S del ciclo
celular.

Su sobre-expresion durante la carcinogénesis colorrectal desencadena la proliferacion aberrante de las células (Li et al. 2001).

Ciclinas
A Marcador de la fase S (Scott et No existen datos coincidentes entre los distintos estudios en relacién al prondstico segln su expresion (Handa et al. 1999; Li et al.
al. 2003). Transicion G2/M. 2002; Scott et al. 2003; Bahnassy et al. 2004; Bondi et al. 2005).
D1 Transicion fase G1/S. Idem que ciclina A en cuanto al prondstico (Arber et al. 1996; McKay et al. 2002; Bahnassy et al. 2004).
D3 Transicion fase G1/S. Su sobre-expresion es posible que influya en la tumorogénesis del CCR, en concreto en las metéstasis al higado (Tanami et al.
2005). Sin embargo, otros estudios no encuentran correlacion entre expresion y prondéstico (Bondi et al. 2005).
En mdltiples neoplasias, incluido el CCR, esta proteina esta sobre-expresada (Keyomarsi et al. 1994; Yasui et al. 1996; Furihata et
E Transicion G1/S. al. 1998; Yasui et al. 1999; Muller-Tidow et al. 2001; Sutter et al. 2002).
Su sobre-expresion podria implicar buen pronéstico en el CCR (Yasui et al. 1996), pero existen estudios que no observan esta
asociacion (Sutter et al. 2002; Bondi et al. 2005).
p16™ Inhibidor de Cdk4/6 (Sherr La sobre-expresion de p16 en CCR se ha asociado a un peor prondstico (Dai et al. 2000; Tada et al. 2003; Xie et al. 2003; Cui et

1996; Ho and Dowdy 2002).
Inhibe la fosforilacion de RB
(Goodrich et al. 1991; Lukas et
al. 1995).

al. 2004). Por otro lado, su expresién reducida parece relacionarse con mayor potencial de infiltracion linfatica (Tada et al. 2003) y
aparece de forma mas frecuente en colon proximal (Schneider-Stock et al. 2003).
En CCR, su silenciamiento es a través de la hipermetilacion de su promotor (Toyota et al. 1999; Maekawa et al. 2001).




MARCADORES DE
CICLO CELULAR

PAPEL EN LOS PROCESOS
CELULARES

ESTUDIOS REALIZADOS EN CANCER COLORRECTAL

p21WAF1/Cip1

Activada por p53, inhibe a
Cdk2, induciendo la parada del
ciclo celular en la fase G1, para
gue se produzca la reparacion
del ADN o la apoptosis
(Katsumata et al. 2003).

Existe actividad de p21
independiente de p53 (Macleod
et al. 1995; Katsumata et al.
2003).

En la mucosa colorrectal normal, p21 se expresa en el tercio superior de las criptas y se va reduciendo en los adenomas y
carcinomas esporadicos a medida que progresa. Este hecho no ocurre en los casos hereditarios (Sinicrope et al. 1998; Edmonston
et al. 2000).

p27

Inhibidor de Cdk2. Induce la
parada del ciclo en G1. Su nivel
de expresion se regula post-
transcripcionalmente a través
del proteosoma (Loda et al.
1997).

Se ha relacionado la expresién aumentada de p27 con una mayor supervivencia de los pacientes con CCR (Loda et al. 1997), y la
pérdida de expresion con tumores mas agresivos y de peor prondstico (Thomas et al. 1998; Galizia et al. 2004). Sin embargo, otros
estudios no han podido demostrar esta asociacion (Rosati et al. 2004; Wu et al. 2005).

RB fosforilado
(RB-P)

La forma forforilada de RB es
forma inactiva de la proteina. Su
forma activa actlia como
regulador negativo de la
transicion G1/S.

Los CCR muestran una expresion incrementada de RB y de RB-P (Gope and Gope 1992; Wagner and Roemer 2005). Este
incremento es progresivo a lo largo del proceso de carcinogénesis colorrectal (Yamamoto et al. 1999)

Skp2

Se une especificamente a p27 y
dirige su degradacion en el
proteosoma. El nivel de Skp2
parece ser el regulador principal
de la degradacion de p27
(Hershko and Ciechanover
1998).

En CCR agresivos se ha identificado que la disminucién de los niveles de p27 es dependiente de Skp2 (Hershko et al. 2001).
La sobre-expresion de Skp2 parece asociarse a mal pronostico (Li et al. 2004; Shapira et al. 2005).

chk2
(CHEK2, hCds1)

Enzima multifuncional critica en
la induccién parada del ciclo, en
la apoptosis y en la reparacién
del ADN (Ahn et al. 2004; Craig
and Hupp 2004).

Mutaciones germinales en Chk2 en sindromes hereditarios de CCR (Bartek and Lukas 2003). Mutaciones somaticas en el gen se
han descrito también en CCR (Bartek and Lukas 2003).
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Tabla 111.6. Otros marcadores moleculares seleccionados para el estudio inmunohistoquimico en las matrices de tejido.

OTROS .
MARCADORES PAPEL ESTUDIOS REALIZADOS EN CANCER COLORRECTAL

E-cadherina Glicoproteina de membrana La interrupcion del complejo cadherina-catenina se ha observado en carcinomas de muchos tejidos, incluido el colon, y se ha
critica para el control de la correlacionado con la desdiferenciacion tumoral, el crecimiento infiltrante, la metastasis a ganglios linfaticos, y un peor pronéstico
adhesion celular y la polaridad (Behrens 1999; Nollet et al. 1999; Van Aken et al. 2001).
de los epitelios. Unida al Mutaciones en linea germinal en el gen CDH1, que codifica esta proteina, se han identificado en el cancer gastrico hereditario de
citoesqueleto se activa a través | tipo difuso, que en algunos casos aparece en asociacion con CRR de aparicion temprana (Gayther et al. 1998; Guilford et al.
de interacciones con las 1998).
cateninas (Takeichi 1995;
Gumbiner 1996).

B-catenina Se localiza en la membrana La expresion nuclear de B-catenina es un buen marcador de que la via Wnt esté activada (lwamoto et al. 2000; Hinoi et al. 2001,

citoplasmatica, formando parte
de un complejo con APC, axina
y GSK-3B. Cuando el complejo
no se forma correctamente, se
activa la via de Wnt y aumenta
la cantidad de B-catenina en el
citoplasma, siendo transportada
y acumulada en el nucleo
(Morin et al. 1997).

Hao et al. 2002).

La activacion de la via de sefializacion Wnt ocurre frecuentemente en tumores colorrectales EMS, asi como en tumores IMS,
incluyendo el CCHNP (Shimizu et al. 2002). En varios estudios se ha observado que la expresion de esta proteina estd aumentada
en un 90% de los CCR esporadicos y en un 65% de los relacionados con el CCHNP (lwamoto et al. 2000; Hao et al. 2002; Abdel-
Rahman et al. 2005; Kariola et al. 2005).

Ki-67 Antigeno nuclear que esta Varios estudios han observado que en CCR, un alto indice de proliferacion Ki-67 esta asociado a variables de mal prondstico:
presente solo en las células en etapas mas avanzadas de la enfermedad, afectacion de ganglios linfaticos, metastasis (Porschen et al. 1991; Kubota et al. 1992;
proliferacion (Gerdes et al. Valera et al. 2005). Sin embargo, son muy pocos los que asocian los marcadores relacionados con proliferacién con el prondstico
1984; Verheijen et al. 1989). después de la reseccion quirdrgica (Shepherd et al. 1988; Suzuki et al. 1992; Saleh et al. 1999).

p53 Regula la transcripcion de La acumulacion intracelular de p53 es el resultado de una mutacion en el gen. En general, en CCR, la incidencia de sobre-

numerosos genes y es crucial
para el mantenimiento de la
parada del ciclo celular, la
regulacion de la reparacion del
ADN, la diferenciacién y la
apoptosis (Roy et al. 1994; Xu
and el-Gewely 2001).

expresion de la proteina es similar a la incidencia de mutacién del gen (Hao et al. 1997; Buglioni et al. 1999; Bukholm and Nesland
2000; lacopetta 2003)

La sobre-expresién de p53 en CCR esta asociada a mal pronéstico (Starzynska et al. 1992; Harris and Hollstein 1993; Galizia et al.
2004; Paluszkiewicz et al. 2004), aunque existe cierta contradiccién, ya que algunos estudios no han encontrado asociacion
significativa y otros asocian la sobre-expresion a un mejor pronéstico (Petersen et al. 2001; Allegra et al. 2003).
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OTROS
MARCADORES

PAPEL

ESTUDIOS REALIZADOS EN CANCER COLORRECTAL

Bcl-2

Proteina de membrana
intracelular capaz de inhibir la
apoptosis.

La expresion anémala de Bcl-2 se ha observado en varios tipos de tumores, incluido el CCR (Bendardaf et al. 2004). Bcl-2 se
expresa normalmente en la parte media inferior de las criptas del colon, en el compartimento correspondiente a las células madre,
donde Bcl-2 las protege de la apoptosis (Katsumata et al. 2003). Su sobre-expresién contribuye a la transicion de epitelio
hiperplasico a adenoma, aunque esta expresion se reduce gradualmente en el paso de adenoma a carcinoma (Kaklamanis et al.
1996; Hao et al. 1997; Yang et al. 1999).

Los casos de CCR con expresion de Bcl-2 presentan una mejor supervivencia (Sinicrope et al. 1995; Buglioni et al. 1999;
Edmonston et al. 2000), aunque algunos autores no han encontrado significacién pronéstica (Tollenaar et al. 1998). El pronéstico
desfavorable se ha observado principalmente en tumores p53+/Bcl2- (Buglioni et al. 1999; Manne et al. 2000; Schwandner et al.
2000; Fernebro et al. 2004).

Citoqueratina 20
(CK20)

Se expresa en el epitelio colorrectal normal y en la mayoria (70-100%) de los CCR, por lo que se emplea como indicador
inmunohistoquimico de CCR, y de forma rutinaria para evaluar las metastasis de origen desconocido (Loy and Calaluce 1994; Tot
1999; Rubin et al. 2001).

RAD50

Forma parte del complejo
MRE11/NBS1/RAD50,
implicado en la respuesta
celular a roturas de doble
cadena del ADN. Contribuye a
la activacion de los puntos de
control del cicloy a la
reparacion del ADN, por lo que
favorece la estabilidad
genémica (D'Amours and
Jackson 2002).

SMAD4

Interviene en la via de
sefializacion de TGF-8,
suprimiendo el crecimiento
epitelial.

La falta de expresion de Smad4 se ha observado en CCR avanzados y se ha asociado con la aparicion de metéastasis (Miyaki et al.
1999b; Maitra et al. 2000; Salovaara et al. 2002; Tang et al. 2005). Esta falta de expresion también se ha correlacionado con peor
supervivencia (Alazzouzi et al. 2005).
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8. ANALISIS ESTADISTICOS

A la hora de realizar el estudio descriptivo, lagables cualitativas vienen expresadas por el
namero de casos (n), asi como por el porcentapeces al total de casos de la variable en
cuestion. En relacion a las variables cuantitativeenen expresadas mediante la media y la

desviacion estandar.

Para comparar las caracteristicas familiares, cdipatoldgicas, genéticas e
inmunohistoquimicas entre los distintos gruposntsea entre los casos IMS y EMS dentro
de la muestra de CCR menores de 45 afios, entrapa de casos provenientes del Hospital
Gregorio Marafion de Madrid y los del Hospital Gahele Segovia, y por ultimo entre los
CCR en adulto joven con la muestra analizada desads CCR con componente familiar y/o
hereditario, se utilizé la prueba de Chi cuadragfd de Pearson para variables categéricas.
Cuando el numero de observaciones esperado erar resose utilizé la prueba exacta de
Fisher (test no paramétrico). Las medias de laglesdae aparicion de la enfermedad
(variables continuas) se compararon mediante l@barude T de Student para muestras
independientes. Se realiz6 la prueba estadistigdNd®/A (variables continuas) para conocer
aquellos marcadores inmunohistoquimicos que mejf@retician varios grupos. Para la
realizacion de estas pruebas se utilizo el prograstadisticoSPSS v.11.paraWindows
(Chicago, lllinois, EEUU).

Las distribuciones de supervivencia total (ST) ysdpervivencia libre de enfermedad (SLE)
se realizaron mediante el método de Kaplan-Meigrana la comparacion de las curvas de
supervivencia generadas, el métodoLdg-Rank(Mantel Cox). La ST se definié como el
tiempo pasado en meses desde el tratamiento quoouhgsta el fallecimiento o hasta la
Gltima revision. La SLE se considero el tiempo s$anrido (en meses) desde la fecha de la
cirugia hasta la aparicion de una recaida o metast@spués de una remision completa, o
hasta el fallecimiento como consecuencia del caritlevalor de la supervivencia libre de
enfermedad se tomd como cero en aquellos casogeenl dndividuo no consiguié nunca la
remision completa de la enfermedad. Para los éndissupervivencia se utilizo el programa
SPSSv11.5



Las diferencias fueron consideradas significatmaando el valor de asociado a la prueba
estadistica de contraste era menor de 0'05.
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IV. RESULTADOS
1.RESULTADOSGLOBALES.

1.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

Partimos del criterio de identificacion principaé dos sujetos del estudio, que es el de
aquellos intervenidos de CCR a una edad igual comda 45 afios en dos hospitales, el
Hospital General Universitario Gregorio Marafidon, Medrid, y el Hospital General de
Segovia. Se han identificado un total de 45 indig&lque cumplian dicho criterio. De ellos,
31 pacientes pertenecian al Registro de Tumoredalgdital Universitario Gregorio Marafién
en el periodo de tiempo comprendido entre Enert98é y Diciembre de 1998, mientras que
14 corresponden al Registro del Servicio de AnatoRuatolégica del Hospital General de
Segovia en el periodo de Enero de 1999 a Diciend2005.

En un siguiente paso se recogieron los datos derddables de interés de los distintos
probandij utilizando para ello las historias clinicas de dochivos de ambos hospitales.

En la Tabla IV.1 se presenta la edad media al dstgro del CCR (edad del primer tumor en
caso de haber CCR metacronicos), junto con la deiswi estandar, asi como la proporcion de
sexos del conjunto de pacientes. El rango de edaeesde los 25 afios como edad maés
precoz de diagndstico, hasta los 45 afios, en qugaska edad de corte del estudio. En
relacion a la distribucion por sexos, tan sélo at=stla practica equivalencia entre mujeres y
hombres. En la figura IV.1 se aprecia la distribnaile CCR por edades de aparicion. Existen

dos picos de mayor incidencia, los 34-36 afloss Y45 afnos.

Tabla IV.1. Edad media al diagnéstico del CCR y distribucion de sexos.

Edad media al diagnéstico. 39,07 afios (DE: 4,4)
(Rango) (25 — 45)
Sexa Mujeres: 23 (51,1%)drdnes: 22 (48,9%)

* DE: Desviacion estandar.
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Frecuencia

25 33 35 37 39 41 43 45
32 34 36 38 40 42 44

Edad al diagnéstico

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

En la Tabla IV.2 se presentan las diferentes Ipaaiones de los CCR. Es destacable la alta
incidencia de CCR en el colon derecho respectagaliérdo, recto y union recto-sigmoidea,
caracteristica esencial tanto en los CCR con cosmgenfamiliar como en estos con
presentacion a una edad precoz. En la misma Tablagestran ademas las técnicas
quirargicas empleadas y la intencion de la mismsagaiva o paliativa), dependiendo de la
presencia o no de enfermedad a distancia en el nmtonde la intervencién, y de existir, si
aquella fue o no resecable. Las tres hemicolecwddgeechas ampliadas se corresponden con
CCR a nivel del colon transverso. Las intervencsode Hartmann fueron realizadas en
cirugias de urgencia, por perforaciones en colorpmeparada; mientras que la colectomia
segmentaria fue llevada a cabo en un paciente isemqaba un CCR estenosante avanzado
con metastasis hepaticas multiples no resecales$y pgue se decidié una cirugia meramente
paliativa del tumor primario. En el caso de los CloBalizados a nivel del recto y unién
rectosigmoidea se desglosan a su vez los diferetipgs de técnicas empleadas,
condicionadas segun la distancia del tumor al nmeagel o la penetracion en el espesor de la
pared rectal, a excepcion de una de las interveaside Hartmann, que fue llevada a cabo de
manera urgente por un cancer de recto perforatia, sido computada en el epigrafe previo.
A nivel del recto, sélo un CCR fue resecado mediarugia local (reseccion endoanal) al

tratarse de un podlipo velloso malignizado, con estadificacion preoperatoria mediante
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ecografia endorrectal de uT1NO, que se confirmél @studio anatomopatoldgico de la pieza

quirdrgica.

Tabla IV.2. Localizacién del CCR y técnicas quirdrgicas utilizadas.

Localizacion.
Colon derecho. 20 (44,4%)
Colon izquierdo. 15 (33,3%)
Recto y union rectosigmoidea. 10 (22,2%)

Técnica quirugica.

Hemicolectomia derecha. 17 (37,8%)
Hemicolectomia derecha ampliada. 3 (6,7%)
Hemicolectomia izquierda. 4 (8,9%)
Sigmodectomia. 9 (20,0%)
Intervencion de Hartmann. 2 (4,4%)
Colectomia segmentaria. 1 (2,2%)
Recto

Reseccién anterior baja. 5 (11,1%)

Amputacion abdomino-perineal. 3 (6,7%)

Reseccién endoanal. 1 (2,2%)

Intencion de la cirugia.

Curativa / Paliativa. JF8%) / 10 (22,2%)
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En relacion con el estudio histologico de los espepes quirdrgicos, todos fueron
clasificados como adenocarcinomas y del total d€a@R, 4 (8,9%) resultaron ser polipos

vellosos malignizados.

Respecto al grado de diferenciaciéon de las ne@saéste fue predominantemente de grado
medio, con un total de 36 (80%), seguido de losoteside bajo grado de diferenciacion, con
7 (15,6%). La produccién de moco de los tumoredobagtanto en la caracterizacion como
“mucosecretores”, como por la presencia de céleasanillo de sello”. Se ha descrito que
ambas caracteristicas son mas frecuentes en losgDERparecen en los sujetos jovenes,
como comentaremos en el apartado de discusiona pnesente muestra, 11 resultaron ser
mucosecretores (24,4%), y 4 mas (8,9%) CCR corepoés de células en “anillo de sello”,
alcanzando un total de 15 neoplasias productagasiaco (33,3%). En la Tabla IV.3. se

presentan los datos histoldgicos.

Tabla IV.3. Caracteristicas histologicas de los CCR.

Grado de diferenciacion

Bajo. 7 (15,6%)
Medio. 36 (80%)
Alto. 2 (4,4%)

Produccion de moco
Mucosecrecion (S1/ NO). 11/ 34 (24,4% | 75,6%)
Células en anillo de sello (SI/ NO).  4/41 (8,9% /91,1%)

Total de CCR productores de moco: 15 (33,3%)
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Dentro del estudio histolégico también se incluge estadificacion del CCR segun la

afectacién en profundidad de la pared del colohcasio la presencia o no de metastasis
ganglionares y a distancia en el momento del distipwd En la Tabla IV.4 se desglosan tanto
la estadificacion segun el sistema AJCC/TNM en eritngar, como la de Dukes / Astler-

Coller modificada. Llama la atencién la pequefigoproion de tumores que se diagnostican
en estadios precoces (Estadio | o A de Dukes, cegpmente). En el mismo sentido también
destaca la proporcion importante de los CCR coctadedn de ganglios locorregionales. Todo
ello apunta hacia el hecho del posible retraso tegree lugar en el diagndstico de estos
tumores en el grupo de poblacion estudiada, cotolasecuencias que ello conlleva de morbi-
mortalidad, asi como en el beneficio que implicatidiagndstico mas precoz de los mismos.

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

Estadio
I 6 (13,4)
[l 14 (31,1)
11l 15 (33,3)
\Y 10 (22,2)
Clasificacion de Dukes
A 3 (6,7)
B 17 (37,8)
C 15 (33,3)
D 10 (22,2)

Afectacion de ganglios linfaticos

Si 21 (46,6)
No 24 (53,4)

Metéastasis a distancia al diagnostico

Si 10 (22,2)
No 35 (77,8)
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Con respecto al tratamiento quimioterapico recibjplor los pacientes, no se realizd
tratamiento adyuvante en 6 casos (13,4%), por pi@sen estadio A, tras el estudio de la
pieza quirdrgica. Del resto, 33 (73,3%) recibiegoimmioterapia adyuvante estandar, mientras
que los 6 restantes la recibieron especifica tdrsa de CCR de localizacion rectal. En este
grupo de neoplasias, cuatro de ellos recibieromiguradioterapia neoadyuvante, mientras
que dos la recibieron de manera postoperatoriaal&eifue estos dos Ultimos casos se
presentaron en el principio del periodo estudiaddes de definirse la importancia de la
terapia neoadyuvante en el control del CCR a nieefal, tanto desde el punto de vista de
reduccion del tamafio tumoral, y la consiguientesgmeacion de esfinteres, como por la
mejoria del prondéstico de estos pacientes.

A la hora de definir el seguimiento de estos pdegegre determinan dos fechas diferentes, una
para cada grupo de poblacion. Por un lado, parellagicuyo origen era el Hospital Gregorio
Marafién fue Diciembre de 2004, mientras que parzelbg provenientes del Hospital
General de Segovia fue la de Diciembre de 2006urSesg observa en la Tabla IV.5., la
Supervivencia Total (ST) presenté una media deGM&ses, mientras que la Supervivencia
Libre de Enfermedad (SLE) fue de 42,4 meses. Sexsgduyen aquellos pacientes que
presentaban en el momento del diagndstico enfemnaddistancia (10), la SLE asciende
hasta 54,51 meses, con una ST de 61,12 meses.dDegparte los casos con enfermedad a
distancia, de los 35 pacientes restantes, 8 (22@@ésentaron recidiva tumoral. De ellos, 1
caso (12,5%) fue a nivel locorregional; 5 (62,5%Yistancia; y 2 (25%), ambas. Todos los
datos de seguimiento y supervivencia, junto cafidaibucion de las diferentes localizaciones
de las metastasis se recogen en la Tabla IV.5. dedss cinco pacientes con metastasis a
distancia lo hicieron en el higado; uno a nivello® ganglios del retroperitoneo; y en el

paciente restante fueron pulmonares.

Sélo dos de las recidivas (25%) fueron susceptitidesirugia de rescate. La primera de ellas
fue intervenida por afectacion pulmonar, con rei®ecen cufia en dos ocasiones diferentes,
por afectaciones aisladas distintas, estando tlbrenfermedad en el momento de la uUltima
revision. Dicho paciente presentd un periodo libee enfermedad de 33 meses hasta la
primera recidiva, con un seguimiento total de 83eseEl segundo paciente resulté ser de la
recidiva locorregional aislada, que presento 8lafos de la primera cirugia, practicandosele
una amputacion abdomino-perineal. Posteriormentliovoa presentar nueva recidiva

locorregional, aunque en esta ocasion no se padarla cabo cirugia de rescate, colocandole
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en ese momento una endoprétesis como paliacidnohdiuccion del transito intestinal, y

falleciendo a los 79 meses del primer diagnaéstico.

Tabla IV.5. Seguimiento de los pacientes: supervivencia, recidiva tumoral, tipo de recidiva,

localizacion de la metastasis y mortalidad global.

ST 50,56 meses (28,62) [3-101]
SLE 42,40 meses (31,80) [0-101]
ST *. 61,12 meses (23,07) [12-101]
SLE * 54,51 meses (25,08) [12-101]

Recidiva tumoral * (SI/ NO). 8127 (22,9% / 1%)

Tipo de recidiva

Locorregional (12,5%)
A distancia 5 (62,5%)
Ambas 2 (25%)

Metastasis a distancia

Hepéaticas 5 (62,5%)
Pulmon 3 (37,5%)
Carcinomatosis peritoneal 2 (25%)
Retroperitoneales 1 (1%p

Mortalidad . (S1/ NO).

17 / @B7,8% / 62,2%)

ST: Supervivencia TotaSLE: Supervivencia Libre de Enfermedad. Se expresan en

Media (Desviacion estandar) [Rango].

* Pacientes que no presentaban enfermedad a destmel momento del diagndstico
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La mortalidad global fue de un 37,8% (17 pacientes)todos los casos relacionada con el
CCR, con una edad media al fallecimiento de 41j&is.aEl periodo de tiempo en el que
tuvieron lugar los fallecimientos fue el mismo aleeferido previamente para el célculo de

las supervivencias.

Las caracteristicas de los 17 pacientes falle@ddassemejantes a las que presenta el conjunto,
salvo ligeras diferencias. La proporcion de nedg$aa nivel del colon derecho resulté algo
menor, con un 35,3%, mientras que los tumores ptotes de moco alcanzaron el 29,4%,
con un 17,6% de neoplasias de bajo grado de didfia@an. Como se vera mas adelante, el
analisis de la Inestabilidad de microsatélites ()M este grupo fue también algo menor con

un 25%, mientras que la del grupo total resultadse€B1%.

Seis pacientes presentaron mas de una neoplasidaagb de la evoluciéon. Tres (6,6%)
presentaron otro CCR: dos de ellos sincronicos gtel metacronico. Por otro lado, dos
pacientes presentaron neoplasias extracolonicasrglacionadas con el sindrome de Lynch:
uno de ellos un carcinoma epidermoide en el pe,ofro paciente un encondroma a nivel del
hamero. Sdélo una paciente presenté un adenocaraiderendometrio dos afios después de la
cirugia del CCR derecho inicial. Es importante aest que fue a raiz de la entrevista con la
paciente cuando refirid ciertos sintomas ginecoligyipor lo que se le derivo al especialista

correspondiente, siendo entonces diagnosticada memcionada neoplasia.

Quince pacientes (33,33%) presentaron algun tippdigo colonico, en un caso (6,67%)

detectado con anterioridad al diagnostico del Ca@R4 (26,67%) posteriores, en 9 (60%)
fueron sincrénicos, y en un caso, anterior y pasteExcluyendo uno de los casos, que
resultd ser una Poliposis Adenomatosa Familiar {PAFmedia fue de 1,6 pdélipos en este
subgrupo de pacientes. Sdlo en 3 de ellos (20%eptaron un total de 2, y s6lo 1 presentd
un total de 6 (6,7%), presentando un unico polgm 10 restantes. Los diferentes tipos de

polipos se describen en la Tabla IV.6.
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Tabla IV.6. Presencia y tipos de poélipos detectados a lo largo de la evolucion.

Presencia de polipos:

Tipo de palipo.

Polipo adenomatoso.

Polipo tubulo-velloso con displasia.

Palipo velloso.
Hiperplasico.

Poliposis Adenomatosa Familiar.

15/45 (33,33%)

8 (53,3%)
3 (20,1%)
2 (13,4%)
1 (6,6%)

1 (6,6%)
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Tabla IV.7. Tabla resumen de las caracteristicas generales y anatomo-clinicas.

Total
N (%)

Pacientes 45 (100)
Edad media de diagnoéstico del CCR. 39,07
Sexo:

Varones 23 (51,1)

Mujeres 22 (48,9)
Localizacion tumoral:

Colon derecho 20 (44,4)

Colon izquierdo y recto 25 (55,6)
Diferenciacion tumoral:

Alto 24,9

Moderado 36 (80,0)

Bajo 7 (15,6)
Produccién de moco. 15 (33,3)
Estadio Astler-Coller modificado:

A 3(6,7)

B> 17 (37,8)

Cro 15 (33,3)

D 10 (22,2)
Presencia de pélipos asociados. 15 (33,3)
CCR sincrénicos y metacronicos. 3(6,7)

1.2. Caracteristicas familiares.

Una vez identificados los sujetos del estudio,le&la cabo una entrevista con ellos o, en
caso de que hubieran fallecido, con un familiaecto. En ella se dibujé el arbol familiar de
cadaprobandus reflejando todas las neoplasias aparecidas famiéia, asi como la edad de
diagnéstico de las mismas y, en caso de fallecimjéa edad en que sucedié el mismo. Las

neoplasias se dividen en:

a) Aquellas consideradas asociadas al sindrome dehLyncCancer Colorrectal
Hereditario No Polipésico (CCHNP): CCR, céancer dedanetrio, cancer de
estdbmago, ovario, intestino delgado, tracto heple#oburoepitelio y pelvis renal
(Watson and Lynch 1994).

98



b) Neoplasias consideradas no asociadas al sindromgrish: cualquiera de ellas,

excluidas las enumeradas en el epigrafe anterior.

Por otro lado, a partir de los arboles familiaredda probando se clasificaron a las familias

segun la distinta carga de neoplasias en:

a) Familia con sospecha de sindrome deh,ysi cumplia los criterios de Amsterdam
tipo Il.

b) Familia con agregacion de CCR u oteagplasias asociadas al sindrome de Lynch,
sin cumplir los criterios previos.

c) Caso esporadico, familias en las gl elrobandusncluido en el estudio present6
el CCR.

De los 45 casos, 27 (60%) fueron considerados édipos, 9/45 (20%) presentaban
agregacion familiar para CCR, y otros 8 cumplias twiterios de Amsterdam para el
sindrome de Lynch. Se excluye la familia con PAE. d3tos ocho pacientes con sospecha
clinica de sindrome de Lynch, sélo cuatro de €B886) cumplian criterios de Amsterdam |.
En la Figura IV.2 se presenta el arbol de una dasefamilias, en el que se aprecia la
aparicion de varias neoplasias relacionadas cosinelfome de Lynch, tanto como otras
neoplasias no relacionadas con el mismo. Ademdasp s® comentd previamente, un caso
cumplia los criterios de PAF, y en el estudio geonéie identific6 una mutacién germinal en
el gen APC (exdn 8, ¢.916delCT). En la Tabla IVe8mesentan los diferentes tipos de
neoplasias relacionadas con el sindrome de Lynehagarecieron en los familiares de los
pacientes estudiados. Como era de esperar, laasephas frecuente fue el CCR, seguida del
adenocarcinoma de Uutero, siendo cuatro las famdias presentaban ambas neoplasias
simultdneamente. Las siguientes en orden de fre@ison el adenocarcinoma gastrico y la
neoplasia de vias urinarias y del Sistema Nervidsotral. En dos casos se identificaron dos
neoplasias abdominales sin llegar a precisar @Eifacion concreta de las mismas, al carecer
de informes. Estos Ultimos se presentaron en chefosdos como esporadicos, si bien alguno

de ellos, de conocerse el origen de la neoplasdrjghaberse calificado de manera distinta.
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Figura IV.2. Arbol de una familia Amsterdam | positiva. Los nimeros se refieren a la edad de

diagnéstico de la neoplasia.
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Tabla 1V.8. Relacion de los diferentes tumores relacionados con el sindrome de Lynch, y su
frecuencia de aparicion en las diferentes familias. No se incluyen los CCR de los probandi.

El porcentaje se refiere al nimero de familias con dicho tumor respecto al total de cada grupo.

Total. Esporadicos. Agragion. CCHNP.
Numero de familias. 44 27 9 8
Colorrectal. 129,5%) 6 (66% 7 (87,5%)
Utero. 6 (13,5%) 2 (22%) 4 (50%)
Gastrico. 4 (9,1%) 4 (50%)
Vias urinarias. 2 (4,5%) 1(11%) 1(12,5%)
Sistema Nervioso Central. 2,3%0) 2 (25%)
Ovario. 1 (2,3%) 1(12,5%)
Pancreas. 1 (2,3%) 1 (11%)
Abdominal no especificado. 2 504) 2 (7,4%)

Siguiendo con los antecedentes familiares neopigsael total de 44 familias, 12 (27,27%)
presentaron algun tipo de neoplasia no relaciopegldamente con el sindrome de Lynch. El
tipo y numero de neoplasias identificadas aparetefa Tabla IV.9. Destaca el cancer de
mama, que se observo en cuatro familias (9,1%) geelaringe y las leucemias, en tres
familias (6,9%). También es importante sefalar estes tipos de tumores se presentan no
tanto en las familias con criterios de sindroméyteeh, sino en las de los pacientes definidos
como esporadicos y en las familias con agregadarias de estas neoplasias se observaron
en el seno de una misma familia. En la Figura 8&3muestra el arbol genealdgico de una
estas familias con agregacion de neoplasias neioakdas con el sindrome de Lynch.

Ninguna de las familias que mostraban estas agmgeaccumplia los criterios clinicos para
dicho sindrome.
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Tabla IV.9. Relacién de los diferentes tumores no asociados con el sindrome de Lynch, y su

distribucion en los diferentes tipos de familias.

El porcentaje se refiere al nimero de familias con dicho tumor respecto al total de cada grupo.

N° familias:

Tipo de tumor.
Mama.
Laringe.
Leucemia.

Cavidad oral.

Enfermedad de Hodgkin.

Eséfago.
Melanoma.
Sarcoma de utero.
Pulmén.

Testiculo.
Mieloma mudltiple.

Origen desconocido.

Total.
44

(9,1%)
3 (6,9%)
3 (6,9%)
2 (4,5%)
1 (2,3%)
1 (2,3%)
1 (2,3%)
(213%)
(2,3%)
1 (2,3%)
2,3%)
13%)

Esporadicos.

27

1 (2,3%)
1 (2,3%)
1 (2,3%)

1 (2,3%)

1 (2,3%)
1 (2,3%)
1 (2,3%)

Agragion. CCHNP.
9 8

2 (22,2%)L (12,5%)
2 (25%)
1(11,1%) 1 (12,5%)
2(2%)
1(11,1%)
(111,1%)

1(11)01%

1 (12,5%)
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Figura IV.3. Arbol de una familia con muiltiples neoplasias no relacionadas con el sindrome de Lynch.

1.3. Caracteristicas moleculares.

Aparte del arbol familiar de cadaobandus en la entrevista se obtenia el consentimiento
informado para el correspondiente estudio de tejidworal parafinado del CCR. Como ya se
ha mencionado con anterioridad, de haber falleeldmismo, el consentimiento lo otorgaba

un familiar directo.

1.3.1 Inestabilidad de microsatélites

Para el estudio se descart6 al paciente con diagn@® PAF, y de los 44 casos restantes, se
obtuvo tejido tumoral suficiente para llevar a cabanalisis en 42 casos. En la Tabla 1V.10.

se describen los resultados obtenidos.

103



Tabla 1V.10. Distribucién de los pacientes segun la presencia de inestabilidad de microsatélites

en el CCR.
Inestabilidad de microsatélites (IMS). 13 (31%)
Estabilidad de microsatélites (EMS). 29 (69%)

En todos los casos el estudio se realizé utilizaadiwamente el marcador microsatélite
BAT26, y en ningun caso se utilizé el denominadangl de Bethesda”, ya que ninguno de
los casos que presentaron EMS mostré antecedemtebafes sugestivos de sindrome de
Lynch. Ademas, ninguno de estos casos establestaka de expresion de las proteinas de

reparacion en el estudio inmunohistoquimico.

Los resultados del andlisis comparativo de lasctaniaticas anatomo-clinicas, familiares y

moleculares de los pacientes con tumores IMS y B¥®ostraran en un apartado posterior.

1.3.2 Andlisis de los genes MLH1 y MSH2.

Una vez obtenido el resultado del estudio de latai@lidad de microsatélites, se volvio a
contactar con los pacientes, o con los familiaeeprimer grado en caso de fallecimiento, con
objeto de informar del resultado del mismo. En Hgseasos en los que el CCR presentaba
IMS se tomd una muestra de sangre periféricapdabandusen caso de que viviera. De
ocurrir lo contrario, se identificaba en el arbehgalogico otros familiar afectado de cancer,
preferiblemente CCR, y que tuviera menor edad enaghento del diagndstico. Solo en dos
ocasiones hubo que recurrir a familiares pielbandus En uno fue la hermana, con una
neoplasia de vias urinarias a una edad de 33 afiesfras que en el otro fue la madre del

probanduscon una neoplasia de endometrio a los 58 afios.

De las muestras de sangre periférica se extrajaDl para la realizacion del estudio
completo de los genes de reparaciéon de erroremgarejamiento del ADNVILH1 y MSH2

que representan alrededor del 90% de las familms sitndrome de Lynch y mutaciones
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germinales en los genes de reparacion. En la Flyudase presentan los resultados obtenidos
en el mencionado estudio, tanto de las mutacionetiples detectadas en ambos genes, como
en la aparicion de grandes deleciones en el casquedeel resultado del estudio de las
mutaciones fuera negativo. De los 13 casos anakzal (61,5%) mostraron una mutacion

germinal patogénica en algunos genes (Figura 1V.4).

OFRPNWAUIUIIOONOOOO
TR T N N T T S e M

MLH1 MSH2 Sin alteracion

Figura IV.4. Resultado del estudio de los genes MLH1 y MSH2 en los pacientes con tumores IMS.

Los tipos de mutaciones puntuales y de grandesleeamientos identificados en los genes
MLH1 y MSH2 se muestran en la Tabla IV.11. Como ya se ha oo, una vez que se
llevaba a cabo el rastreo de mutaciones puntu@emrbos genes, y obtenido un resultado
negativo, se realizaba el estudio de grandes reandientos mediante la técnica de MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe AmplificatjorEn la muestra se hall6 un caso, que
presentaba una delecion de los exones 1 a 3 dégel2
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Tabla IV.11. Mutaciones identificadas en los genes MLH1 y MSH2.

Gen | Exén/Intrén Codén Alteracién Consecuencia en la proteina
MLH1 Exén 4 350 C>T Cambio de amino4cido T117M
MLH1 Intrén 6 545+2 T>A Incorrecto procesamiento del ARN
MLH1 Exénl—;ntrc')n 2103,2103+1 delG Incorrecto procesamiento del ARNm
MSH2 Exén 3 432 delC Proteina truncada
MSH2 Intrén 6 1077-1 G>A Incorrecto procesamiento deNkiR
MSH2 Exén 7 1216 C>T Proteina truncada (R406X)
MSH2 | Exoén 14 2383 dupA Proteina truncada (P795X)
MSH2 | Exones 1-3 Delecion exones 1-3 Gran delecion

1.3.3 Andlisis inmunohistoguimico.

Una vez realizado el estudio de la inestabilidadnitrosatélites, se llevo a cabo el estudio
inmunohistoquimico de los CCR para los distintogcadores descritos en el apartado de
Material y Métodos. Se han utilizado 19 anticuerpasa proteinas relevantes en el ciclo
celular, adhesion celular, proliferacion, apoptgsistros procesos celulares esenciales; mas
las tres proteinas mas importantes del sistemapdgacion del ADN, como son MIhl, Msh2
y Msh6. El estudio de cada marcador inmunohistomuiree realizé de manera simultanea,

utilizando una micromatriz de tejido.

1.3.3.1. Proteinas del sistema de reparacion.

Los resultados obtenidos en el estudio inmunohisioigo de las proteinas correspondientes
a los genes de reparacion se detalla en la Tahl2 IViay que sefalar que, como para el resto
de marcadores, no todos los tumores se han podiddiar, bien por no estar disponibles,

bien por no existir material suficiente para lle@acabo todos los estudios que se han ido
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detallando. A este respecto, en cada una de |Estdb resultados solo se expresan para cada
uno de los marcadores el numero de resultadosiyossid negativos, y entre paréntesis, el

porcentaje referido siempre al nUumero de casosesuitado valorable.

Tabla 1V.12. Resultados del analisis inmunohistoquimico de las proteinas del sistema de

reparacion de los errores de emparejamiento.

Estudio inmunohistoquim ico

Normal Falta de
expresion.
Sistema de reparacion.
MIh1 (n=28) 24 (86) 4 (14)
Msh2 (n=28) 24 (86) 4 (14)
Msh6 (n=26) 23 (88) 3(12)

En cuanto a la proteina Mlh1, de los cuatro redalanegativos, en los que habia falta de
expresion, todos eran tumores IMS. Uno correspanate paciente en el que se identificé una
mutacion en el geMLH1, y en los otros tres no se detecté mutacion del Be la presente
serie hubo otros dos casos que presentaron mutpar@nel gerMLH1, si bien no se pudo
llevar a cabo el estudio inmunohistoquimico de ratgina por carecer de material para el

mismo.

Al contrario ocurre con los cuatro casos negatipasa la proteina Msh2. Todos ellos
resultaron ser IMS, pero en tres de ellos si sergric mutacion germinal en el gen, mientras
gue solo para uno no se identific6 mutacién. Erdlus casos que completan los cinco en que
se han hallado mutacion para el d¢d8H2no se pudo disponer de material para el estudio

inmunohistoquimico.
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Los tres casos en que Msh6 no se expresa van aGadgsmde ausencia también de la
proteina Msh2, ya que ambas proteinas estan irdpkcan el heterodimero hMuat®e los
casos con falta de expresion de Msh6, todos resnltser IMS, y en los tres se detecto

mutacion para el geSH2

1.3.3.2. Otros marcadores.

En las Tablas IV.13 y IV.14 se detallan los reslds&inmunohistoquimicos de los diferentes
marcadores relacionados con el ciclo celular, adheselular, proliferacion celular y

apoptosis.

Tabla IV.13. Resultados del andlisis inmunohistoquimico de los marcadores de ciclo celular.

Expresion inmunohistoquimica.

Positiva Negativa
n (%) n (%)

Marcadores moleculares
Ciclo celular
Cdk2 (n=27) 13 (48) 14 (52)
Ciclina A (n=28) 13 (46) 15 (54)
Ciclina D1 (n=28) 12 (43) 16 (57)
Ciclina D3 (n=28) 12 (43) 16 (57)
Ciclina E (n=27) 8 (30) 19 (70)
p16 (n=27) 13 (48) 14 (52)
p21 (n=25) 14 (56) 11 (44)
p27 (n=23) 12 (52) 11 (48)
RB-P (n=27) 13 (48) 14 (52)
Skp2 (n=26) 12 (46) 14 (54)
Chk2 (n=24) 13 (54) 11 (46)
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Es importante destacar la proporcion equivalentes éos resultados positivos y los negativos

entres las diferentes marcadores, excepcion hechadiclina E, en la que es predominante la
falta de expresion. A la hora de analizar los taedgols de los marcadores correspondientes al
ciclo celular, se han estudiado posibles relaciamoeslas caracteristicas clinicas, familiares e
histoldgicas, y se han hallado asociaciones, sanahr en ninguna de ellas la significacion

estadistica dado el reducido tamafio muestral. Posleiestacar que el el 77% (10/13) de los
CCR gue muestran falta de expresion de p21 sonmadipos, o bien que de los pacientes que
murieron durante el periodo de seguimiento, 9 ptasen ausencia de expresion para la
ciclina E, el 82% (9/11 casos valorables). De I0<CCR diagnosticados en estadio D, solo 6
son valorables para el analisis inmunohistoquindieda ciclina E, presentando todos ellos

ausencia en la expresién de la misma.

Los resultados correspondientes al resto de maresade muestran en la Tabla IV.14.
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Tabla 1V.14. Resultados del analisis inmunohistoquimico de los marcadores moleculares de

adhesion, proliferacion, apoptosis y otros procesos celulares.

Expresion inmunohistoquimica.

Positiva Negativa

Adhesién celular
E-cadherina (n=26) 19 (73) 7 (27)
[B-catenina

Membrana (n=28) 24 (86) 4 (14)

Nucleo (n=28) 10 (36) 18 (64)
Proliferaciéon
Ki-67 (n=27) 17 (63) 10 (37)
p53 (n=28) 15 (54) 13 (46)
Apoptosis
Bcl-2 (n=28) 7 (25) 21 (75)
Otros
CK-20 (n=17) 10 (59) 7 (41)
RAD50 (n=16) 10 (63) 6 (37)
SMAD4 (n=24) 13 (54) 11 (46)

Destaca la importante proporcion de CCR que prasemxpresion deB-catenina en
membrana, un 86%. Estos datos podrian sefalar divilgad de una via alternavia de
carcinogeénesis, al no estar activada la via Wrgul® ocurre con gran frecuencia en tumores
colorrectales tanto EMS como IMS (Shimizu et al020 Respecto al resto de resultados,
destaca que el 60% de los CCR que se presentastagtioeD de Astler-Coller presentan Ki-
67 positivo. Los factores relacionados con el pstind y la supervivencia se analizan a

continuacion.
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1.4. Factores pronéstico. Andlisis de supervivencia

Se considera factor pronostico aquel que predicarsb clinico de una enfermedad. A la hora
de identificar qué variables de las analizadas @wstno estudio podrian ser consideradas
como factores pronéstico, definimos como eventpgedecir la mortalidad relacionada con el
CCR y la aparicion de recidiva tumoral despuésrdeairugia primaria con intencion curativa
del CCR. El periodo de observacion difiere paradlas muestras estudiadas. Por un lado, para
aquellos cuyo origen era el Hospital Gregorio Maraféste va desde Enero de 1996 hasta
Diciembre de 2004, mientras que para aquellos preutes del Hospital General de Segovia
abarca desde Enero de 2000 hasta Diciembre de R@G6edia de seguimiento fue de 50,56
meses, con un intervalo entre 3 y 101 meses. Easel del analisis de supervivencia, se lleva
a cabo mediante el método Kaplan-Meier, considerdémdupervivencia hasta que se produce
el evento “muerte”, quedando referido cada castahgise se obtiene la Ultima revision del
paciente en el caso de supervivencia. La imporar® identificar posibles factores
prondstico viene determinada por la aplicacion idaa$ factores en el manejo terapéutico y

en el seguimiento del CCR en este grupo de pasiente

1.4.1 Factores prondstico.

A la hora de analizar las diferentes variables céantores prondstico, tanto desde el punto de
vista de la mortalidad como de la aparicion dedieaj se llevo a cabo la prueba de Chi

cuadrado en el caso de las variables discretasitnageque en el caso de las continuas se
realizd mediante el analisis univariante de la cara@ién de medias con el test t. En la Tabla

IV.15 se muestran los valores mas significativos.
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Tabla IV.15. Relacion de variables discretas con posible valor prondstico, en relacion con la

mortalidad y la aparicién de recidiva tumoral.

Variable “Mortalidad”. P Descripcion.

Estadificacion TNM < 0,001 Vertextoy Tabla IV.16.

Estadificacion A-C*. < 0,001 Ver textoy Tabla IV.16.

Metastasis < 0,001 La presencia de metastasis se relaciona cotaldad.

Variable “Recidiva”.

Localizacion 0,03 EI62,5% de las recidivas son de CCR izglog.

* A-C : Astler- Coller.

Como se observa en la Tabla 1V.15, tanto la estadibn del tumor como la presencia de
metastasis se asocian con la mortalidad. La relamid los diferentes estadios tumorales se
muestra en le Tabla IV.16. Desde el punto de @sttomo-clinico la localizacion del CCR a
nivel del colon izquierdo se relaciona también Bomortalidad, sin alcanzar la significacion
estadistica (p = 0,08). Asi, el 52,9% (9 casodpsi¢allecidos son CCR izquierdos.
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Tabla IV.16. Relacion de los estadios tumorales con la mortalidad y la aparicién de recidiva tumoral.

Estadio tumoral Mortalidad.
Estadio I. 0 (0%)
Estadio Il. 5 (35,7%)
Estadio IlI. 2 (13,3%)
Estadio IV. 10 (100%)

La estadificacion de la pieza tumoral es un claidr pronostico. Como se observa en la
Tabla 1V.16, en la medida en que avanza el es&ldiorcentaje de fallecimientos es mayor,
con la excepcidn del estadio Ill. Al revisar logipates incluidos en este estadio, se aprecia
que la proporcion de tumores IMS es mayor en ésgntandose en este estadio el 40% del
total de IMS, mientras que el estadio Il solo lodrion un 28.6%. La mortalidad en pacientes
con IMS en ambos estadios es equivalente, miergues la diferencia depende de la
proporcion mayor de tumores EMS en el estadi&nlconclusion, la mortalidad en el CCR
del adulto joven esta intimamente relacionada testadio al diagnostico. Como se vera mas
adelante, la influencia de la estadificacién turherael prondstico de estos pacientes no es
igual para los tumores IMS que para los EMS, pasdyen estos Ultimos muchos mas peso

que en los primeros.

En cuanto a la aparicion de recidiva, solo la iaeaion tumoral se relaciona con ella, siendo
los CCR de localizacién izquierda los que muestraa mayor tendencia a la misma. En
nuestro estudio, la estadificacion tumoral no ebuen factor pronostico de recidiva debido a
dos motivos. Por una parte, para su valoracion s®lkoonsideran aquellos casos en los que se

parte de un diagndstico inicial de enfermedad ndastéstica, en los que es posible la
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aparicion de recidiva. Asi, quedan excluidos losidtes con estadio IV 6 D, segun la
clasificacion que se utilice. El otro argumentajas en los CCR con estadio Il 6 C existe un
importante porcentaje de neoplasias IMS que ddkarreecidiva con menor frecuencia que
los EMS.

La expresion dé-Catenina no ha mostrado resultados significateossu relacion con la
mortalidad y la recidiva. Sin embargo, su expregidédria ser un marcador de mal prondstico.
En condiciones normales, gCatenina se expresa en la membrana, por lo quueate
considerar como tumores con via Wnt aberrante lgugue no la expresan a dicho nivel o
gue si lo hacen en el nucleo. De los pacientespgegentaron ausencia de la misma en la
membrana celular, un 75% de los casos fallecio larfgo de la evolucién. De igual forma
sucedié en el caso de encontrarla expresada a ea@vehlcleo, presentando entonces una
mortalidad del 60%, si bien en ningun caso llegalcanzarse la significacion estadistica,
probablemente por lo reducido de la muestra. Dekgento de vista molecular, en relacién
con la recidiva tumoral, la presenciafi€atenina en membrana podria ser un factor de buen
prondéstico, ya que el 78% de los casos (14) questrame expresion en membrana no
mostraron recidiva durante el periodo de seguimjeminque estos resultados no alcanzaron
la significacion estadistica. Cuando considerantpgellos casos con via Wnt aberrante o
intacta, lap se aproxima aun mas a la significacion estadjsticdo desde el punto de vista
del valor prondstico como en analisis de supendigrsugiriendo que, cuando la via Wnt
esta implicada en la carcinogénesis, los pacigmasentaria un peor prondstico, mientras que

si esta intacta, el prondstico seria mejor.

1.4.2 Andlisis de supervivencia.

Se realiza por medio del metodo Kaplan-Meier. Esmétodo donde la variable que se estudia
es el tiempo que tarda en ocurrir un suceso, estmmueaso la muerte. De modo que al final
del periodo de observacion no todos los paciensédsan presentado el suceso objeto del
estudio. Puede ocurrir, ademas, que alguno de s#idsya perdido por diversas causas, sin
poder determinar su estado, o bien, que se hayeorporado durante el periodo de
observacién, por lo que seran observados duranigetiado de tiempo menor, con menos
probabilidad de desarrollar el suceso. Las obsemas incompletas se denominan

“censuradas” densorell Posteriormente se pueden comparar las curvaasdéiferentes
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variables con el objetivo de diferenciar algunaetlas relacionada con una mayor o menor
supervivencia. En nuestro caso, hemos valoradeléién de las caracteristicas anatomo-
clinicas, familiares y la expresion inmunohistogeas de los marcadores seleccionados con

la varible “muerte”.

De todos los andlisis realizados, hemos obtenidaelacion significativa en:
- Presencia de metastasis en el momento del diago@pt0.001).
- Aparicidon de recidiva tumoral en la evolucion (BaL).

- Presencia dp-catenina de membrana (p = 0.03).
Las dos primeras variables, presencia de metastasisdiva tumoral, se relacionan con una

menor supervivencia, mientras que la presenciaxgeesion dep-catenina en membrana se

asocia con una mayor supervivencia, como se apeadeFigura IV.5.
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Figura IV. 5. Curva de supervivencia en relacion con la expresion de la p-catenina.

El resto de los analisis realizados no alcanzddaifcacion estadistica. Solo sefialar que,

como se ha indicado en el apartado previo de f&tprondstico, existe una relacion entre
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mortalidad y estadificacion del tumor, con la exiép comentada del estadio Ill. Los
resultados se presentan en la Figura IV.6.
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Figura IV. 6. Curvas de supervivencia en relacion a la estadificacion del CCR.

2. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS TUMORES ESTABLES (EMS) E
INESTABLES(IMS).

Una vez llevado a cabo el estudio descriptivo gréllisis de la muestra general, se realizan
comparaciones consecutivas, la primera de las £s&aealiza entre los tumores con IMS
frente a los que presentaron EMS, todos ellos pestentes a la muestra de CCR en pacientes

de edad igual o menor de 45 afios.

La IMS es una caracteristica molecular de grarnvaelgia en el CCR. Se asocia a la forma
familiar mas frecuente, como es el sindrome de hyn€CHNP, al relacionarse directamente
con un fallo en el sistema de reparacion de baskeAlN (Aaltonen et al. 1993). De igual

forma se asocia a un mejor pronostico tras la @rygsin embargo, una menor respuesta al
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fluorouracilo. (Gryfe et al. 2000; Hemminki et 2000; Wright et al. 2000; Watanabe et al.
2001; Storojeva et al. 2005; Bendardaf et al. 20&f)resto de CCR gue no muestran
inestabilidad de los microsatélites, por tanto, swmerados estables (EMS), generalmente

presentan inestabilidad cromosémica.

En 42 tumores de la presente muestra se realiadddisis de los microsatélites y 13 (31%)
mostraron IMS. A continuaciéon se muestran los tadok de comparar las caracteristicas

clinicas, familiares y moleculares entre los 13dtes IMS y los 29 EMS.

2.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En la Tabla IV.17 se presentan las edades mediasaghéstico del CCR junto con la
desviacion estandar. En la misma tabla apareceprég®rciones de sexos para cada uno de
los grupos. La diferencia en la edad al diagnostitioe los CCR que presentan IMS frente a
los EMS resulta estadisticamente significativarailgo de edades para los IMS abarca desde
32 afos a 44 afios. Por el contrario, los EMS ptasaim abanico de edades desde los 25 a
los 45 afos, pero con una mayor frecuencia deaarm partir de los 39 afos. En relacion a

la distribucidn por sexos, no hay diferencias.

Tabla IV.17. Edad media al diagnéstico del CCR vy distribucion por sexos.

IMS EMS p

Edad al diagnéstico *. 36,7 (32-44, DE: 1,0) 40 (25-45, DE: 4,60.03

Sexo ** (M/V). 6 (46%) / 7 (54%) 16 (55%) /@3%) NS

* Edad media en afios (Rango y Desviacion estandar).
* M: Mujer; V: Varén.  NS: No significativo.
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En la Tabla 1V.18 se indican las diferentes lo@ianes de los CCR. Destacar la marcada
incidencia de CCR derecho (70%) en los casos cdd. Ikh los EMS la localizacion del
tumor muestra proporciones similares a las obsas/ad los CCR esporadicos (Koldner et al.
1994). Si la distribucion por localizaciones lafigamos en colon derecho por un lado, y
colon izquierdo por otro, sumandoles a estos loalilados en recto y en la unién recto-
sigma, obtendriamos una p de 0,09. En la mismaaTablindica ademas la intencién de la
cirugia, curativa o paliativa, dependiendo de &spncia o no de enfermedad a distancia en el

momento de la intervencion, y de existir, si aguile o no resecable.

Tabla IV.18. Localizacion del CCR e intencién quirargica en los tumores IMS y EMS.

IMS EMS p
Localizacion
Colon derecho. 9 (70%) 11 (38%)
Colon izquierdo. 2 (15%) 11 (38%)
Recto. (13%) 7 (24%) NS
Intencién de la cirugia.
Curativa / Paliativa. 11 (85%) / 2 (15%)21 (72%) / 8 (28%) NS

Dentro de la serie, cuatro neoplasias fueron psligellosos malignizados, todas ellas
mostraron EMS. El grado de diferenciacion de lagplasias fue predominantemente de grado
medio. Sélo los tumores EMS presentan CCR de a#tdogde diferenciacion. Dentro de los
CCR “mucosecretores”, se consideraron también kxpuebn presencia de células en “anillo
de sello”. Ambas caracteristicas son mas frecuaatdes CCR que aparecen en los sujetos
jovenes (Liang et al. 2003), aunque son mas freéegean los tumores con IMS. A este
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respecto los valores de la p son cercanos a lafisagidn estadistica, pero ésta so6lo se
alcanza en la presencia de “células en anillo He’s&n la Tabla 1V.19 se presentan estos

datos histoldgicos.

Tabla IV.19. Comparacion de las caracteristicas histopatolégicas de los IMS y EMS.

IMS EMS p

Grado de diferenciacion n (%) n (%)

Bajo. (33,1) 4 (13,8)

Medio. 1@6(9) 23 (79,3)

Alto. @) 2 (6,9) NS
Produccion de moco +/- (%) +%6{
Mucosecrecion. 5/8 (38,5 5/24 (17,2) NS
Células en anillo de sello. 4/9 (30,8) 0/29 (0) 0.006

Total de CCR productores de moco:

5 (38,5%) 5 (17,2%) NS

Los resultados de la comparacion de los tumores idSte a los EMS en relacién a la
estadificacion tumoral se muestran en la Tabla AV.Rlo se observan diferencias

estadisticamente significativas. Los CCR en el odulbven se diagnostican tarde,

119



independientemente de si son IMS o EMS. En unapattporcion de casos, mas marcada en

los IMS, el diagndstico se hace cuando hay afameat® ganglios 0 metastasis a distancia.

Tabla IV.20. Estadificacion tumoral de los tumores IMS y EMS.

IMS EMS p

Sistema AJCC/TNM

I 1(7,7) 4 (13,8)

I 4 (30,8) 10 (34,5)

I 6 (46,2) 7 (24,1)

\Y 2 (15,4) 8 (27,6) NS
Clasificacion de Dukes / Astler-Coller

A 0 (0,0) 2 (6,9)

B 5 (38,5) 12 (41,4)

C 6 (46,2) 7(24,1)

D 2 (15,4) 8 (27,6) NS
Afectacion de ganglios linfaticos

Si 7 (53,8) 13 (44,8)

No 6 (46,2) 16 (55,2) NS
Metéastasis a distancia al diagnostico

Si 2 (15,4) 8 (27,6)

No 11 (84,6) 21 (72,4) NS

Segun se observa en la Tabla 1V.21, tanto la SToclanSLE fueron mas favorables en el
grupo de IMS, con un@ muy proxima a la significacion estadistica. Una excluidos

aguellos pacientes que presentaban en el momehtliadedstico enfermedad a distancia, la
diferencia a favor de los IMS se reduce, en espegando se considera la ST. En el mismo
sentido apuntar los resultados de la recidiva tamgue es mayor para los tumores EMS,

siendo interesante resaltar que las que se preserga los IMS sdlo fueron a distancia,
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mientras que en los EMS variaron entre locorredgegang ambas. La mortalidad fue mayor
también en el grupo EMS.

Tabla IV.21. Seguimiento de los pacientes: Supervivencia, mortalidad, recidiva y tipo de recidiva.

IMS EMS p
Total de pacientes.
ST* 56,85 (25,81) 45,70 (30,41) NS
SLE 52,77 (31,84) 35,41 (31,32) NS

Pacientes sin metastasis al diagnostico.
ST. 64,27 (19,95) 58,36 (26,14) NS

SLE 62,36 (23,62) 8,90 (26,08) NS

Recidiva tumoral **.

21 18,2) 5/21(23,8) NS
Tipo de recidiva
Locorregional 0 (0) 20§
A distancia 2 (100) 2 (40)
Ambas 0 (0) 2 (40) NS
Mortalidad ** .
47 (30,8) 12 /29 (41,4) NS

* La supervivencia esta expresada en meses y eatéatesis la Desviacion estandar.
** Casos positivos / Total (%).

En relacion a los CCR sincrénicos y/o metacroni@msrece uno en cada grupo. Cinco
pacientes presentaron mas de una neoplasia aglo d&r la evolucion. Las dos neoplasias
extracoldénicas y no relacionadas con el sindromeydeh aparecen en pacientes con EMS
(carcinoma epidermoide en el pie y encondroma el el hiimero). La paciente que a lo
largo de su evolucién present6 el adenocarcimandereetrio pertenecia al grupo de tumores
IMS.
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En ambos grupos se apreciaron pélipos a lo larda dgolucién, siendo algo mas frecuente
en el grupo de EMS y, ademas, en este grupo sastedsticas histologicas son mas variadas.
Por otro lado, recordar que en este Ultimo gru@eaq@n cuatro pacientes en los que el CCR
asienta sobre un polipo velloso previo ya maligihizalos diferentes tipos de pélipos se

muestran en la Tabla 1V.22.

Tabla IV.22. Tipos de pdlipos detectados a lo largo de la evolucion.

IMS EMS p
Pélipos en la evolucion.
4] @®,8)* 10/ 29 (34,5) NS

Tipo de polipo.

Polipo adenomatoso. 3/4 (75%) 5/10 (50%)

Palipo tubulo-velloso

con displasia. 1/4 (25%) 2/10 (20%)

Palipo velloso. 2/10 (20%)

Hiperplasico. 1/10 (10%)

* Casos positivos / Total (%).

2.2. Caracteristicas familiares.

En la Tabla V.23 se desglosan los antecedentetideas oncoldgicos entre los tumores IMS
y EMS. Como era de esperar los casos con sospec8amdrome de Lynch es predominante
en los casos con IMS, mientras que los que prasentaMS fueron esencialmente casos

esporadicos. En el caso de los primeros tambiégmgartante destacar la mayor presencia en
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la familia de neoplasias relacionadas y no relaadas con el sindrome de Lynch. Es posible
qgue alguna de las neoplasias en principio no mtadas con el sindrome guarden relacién
con la alteracion constitucional en el sistema egaracion del ADN que muestran los

pacientes con CCR IMS.

Tabla IV.23. Antecedentes oncoldgicos familiares.

IMS EMS p
Agregacion familiar de neoplasias. n (%) n (%)
Caso esporadico. 2 (15,4 24 (82,7)
Agregacion familiar. 4)(8) 4 (13,8)
Sospecha de CCHNP. 7 (53,8) 1 (3,5 <0.001

Neoplasias relacionadas con el sindrome de Lynch etro miembro de la familia.

Numero de familias. 12,8 5(17,3) 0.e1

Neoplasias no relacionadas con el sindrome de Lynch

Numero de familias. 3.0 8 (27,6) 0.02

En la Tabla V.24 se detallan los tipos de tumassciados al sindrome de Lynch aparecidos

en ambos grupos de familias.
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Tabla 1V.24. Relacién de los diferentes tumores relacionados con el sindrome de Lynch aparecidos

en familiares.

IMS EMS
Numero de familias con neoplasia:
Colorrectal. 8 (61,5%)* 5 (17,2%)
Utero. 5 (38,5%) 1 (3,4%)
Gastrico. 2 (15,4%) 2 (6,9%)
Sistema Nervioso Central. 45,4%) -
Vias urinarias. 1 (7,7%) 1 (3,4%)
Ovario. 1 (7,7%) -
Pancreas. 1 (7,7%) -
Abdominal no especificado. 1 ,7¢8) 1 (3,4%)
Total de familias con neoplasias 11/13 (84,6%) 9/29 (31%)

* Porcentaje respecto a cada uno de los gruposyilES&S. No se incluyen los CCR de ljpobandi

En la Tabla IV.25 se recogen los tumores no asosiatl sindrome de Lynch aparecidos en
las familias con tumores IMS y EMS. Destaca latogi@nea distribucion de las mismas tanto
para uno como para otro grupo, aunque proporciaraknes mayor la frecuencia de estas en
las neoplasias IMS. Sélo dos neoplasias, leucerményger de cavidad oral, se observan tanto
en los casos IMS como en los EMS. En la Figura Bé.Bnuestra el arbol de una familia tipica

con tumores no asociados al sindrome de Lynch.
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Tabla IV.25. Relacion de los tumores no asociados con el sindrome de Lynch que presentaron los
familiares de los probandi con tumores IMS y EMS.

Neoplasias no relacionadas con el sindrome de Lynch

IMS EMS
Mama. 1 (7,7%) 3 (10,2%)
Laringe. 3 (23,1%) -
Leucemia. 2 (15,4%) 1 (3,4%)
Cavidad oral. 1 (7,7%) 1 (3,4%)
Enfermedad Hodgkin. - 1 (3,4%)
Esofago. - 1 (3,4%)
Melanoma. - -
Sarcoma de utero. - 1 (3,4%)
Pulmon. 1 (7,7%) -
Testiculo. 1 (7,7%) -
Mieloma multiple. 17,7%) -
Origen desconocido. @,7%) -

En la Tabla 1V.26 se resumen los datos anatomaeoBry familiares globales en los tumores
IMS y EMS.
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Tabla IV.26. Resumen datos anatomo-clinicos y familiares en los grupos IMS y EMS.

Total EMS IMS p ()
n (%) n (%) n (%)
Pacientes 45 (100) 29 (64,4) 13 (28,9)
Edad media de aparicién (SD) 39,07 (4,4) 40 (4,6) 36.7 (3,6)] 0,03
Sexo:

Masculino 23 (51,1) 13 (44,8) 7 (53,8)

Femenino 22 (48,9) 16 (55,2) 6 (46,2) NS
Localizacién tumoral:

Colon derecho 20 (44,4) 11 (37,9) 9 (69,2)

Colon izquierdo 15 (33,3) 11 (37,9) 2 (15,4)

Recto 10 (22,2) 7(24,1) 2 (15,4) NS
Grado de diferenciacion celular:

Bien 244 2(6,9) 0 (0,0)

Moderado 36 (80,0) 23 (79,3) 10 (76,9)

Pobre 7 (15,6) 4 (13,8) 3(23,1) NS
Produccién de moco 15 (33,3) 5(17,2) 5(38,5) NS
Células en “anillo de sello” 4 (8,9%) 0/29 (0) 4/9 (308) 0.006
Astler Coller modificado:

A 3(6.7) 2(6,9) 0 (0,0)

Bi» 17 (37,8) 12 (41,4) 5(38,5)

Ci2 15 (33,3) 7(24,1) 6 (46,1)

D 10 (22,2) 8 (27,6) 2 (15,4) NS
Presencia de po6lipos asociados 15 (33,3) 10 (34,5) 4 (30,8) NS
CCR sincrénico o metacronico 3(6,7) 1(3,4) 1(7,7) NS
Historia familiar de cancer.

Neoplasias relacionada con Lynch| 18 (40,0) 5(17,3) 11 (84,6) <0,01

Neoplasias no Lynch. 12 (26,7) 8 (27,6) 7 (53,8) 0,02

Casos esporadicos. 27 (60,0) 24 (82,7) 2 (15,4) < 0,001

1 El test llevado a cabo es la t de Student.

2.3. Caracteristicas moleculares.

En este apartado se comparan los resultados ddéikisn@amunohistoquimico de los

marcadores seleccionados en los dos grupos dedaniblS y EMS.

2.3.1. Analisis inmunohistoguimico.

Se han seleccionado 25 proteinas relevantes estea de reparacion de los errores de
emparejamiento del ADN (proteinas MMR), ciclo catuladhesion, proliferacion, apoptosis,

y otras funciones celulares de importancia. Losltedos se presentan ordenando estas
proteinas por su funcion. Asi, en primer lugar escdben los resultados del analisis de las

proteinas del sistema de reparacion de los erderesnparejamiento del ADN.
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2.3.1.1. Proteinas del sistema de reparacion.

Como se observa en la Tabla IV. 27, la falta deresipn de las proteinas del sistema de
reparacion se observa solo en el grupo de CCRMS8nreflejo de la alteracién del sistema de
reparacion del ADN que sucede en los primeros.t&xr tanto, una buena correlacién entre
los resultados obtenidos en la inestabilidad deas#@télites y las de la IHQ de las proteinas
MMR.

Tabla IV.27. Resultados del analisis de la expresion inmunohistoquimica de las proteinas del sistema

de reparacion de los errores de emparejamiento (proteinas MMR).

IMS EMS
+ (%) / - (%) + (%) / - (%) P
Proteinas del sistema de reparacion.
Mih1 4 (50) / 4 (50) 20 (100) / 0 (0) 0.01
Msh2 3(43)/4 (57) 21 (100) / 0 (0) 0.002
LRI 2 (40) / 3 (60) 21 (100) /0 (0) 0.004

Se puede apreciar las diferencias entre los dgsogriMS y EMS en relacion a las tres
proteinas del sistema de reparacion mas frecusmtexistiendo falta de expresion en ninguno
de los casos que de neoplasias EMS. Sin embardos &imores IMS, de los nueve en que se
pudo contar con material para realizar el analigibp presentaron ausencia de expresion para
alguna de las tres proteinas, mientras que ekbtanalisis no fue valorable.

En cuanto a la proteina MIhl1, de los cuatro redaianegativos, y como se comentd en un
apartado previo, uno corresponde a un pacient¢ gueese identificé una mutacién en el gen
MLH1, y en otros tres no se detectd mutacion del geog&dos casos restantes con mutacion
para el geMLH1 no se pudo llevar a cabo el estudio inmunohistamai de la proteina por

carecer de material para el mismo.
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En relacién a los cuatro casos negativos paradieima Msh2, en tres se encontré mutacion
germinal en el gen, mientras que sélo para unendentifico mutacion. En los dos casos que
completan los cinco en que se han hallado mutgmaéam el geMSH2no se pudo disponer de

material para el estudio inmunohistoquimico.

Los tres casos en que Msh6 no se expresa van adadgsmde ausencia también de la
proteina Msh2, ya que ambas proteinas estan indpkcan el heterodimero hMatSEn los

tres se detectd mutacion para el YEH?2

Como era de esperar, el porcentaje de casos queranuéalta de expresion de alguna de las
proteinas MMR es muy superior para los tumores IS0 es concordante con lo descrito
previamente en numerosas series de tumores y pexi@dietmaier et al. 1997; Stone et al.
2001; Lanza et al. 2002; Lindor et al. 2002; Rusaktz et al. 2002; de Jong et al. 2004a)

2.3.1.2. Proteinas del ciclo celular.

En la Tabla IV.28 se detalla el estudio comparagatre los CCR con IMS y aquellos que

presentaron EMS, en relacion a los marcadoresdelazlular.
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Tabla 1V.28. Estudio comparativo de los tumores con IMS y EMS segun la expresion de los

marcadores de ciclo celular.

IMS EMS p (X"
n (%) n (%)

Marcadores de ciclo celular.
Cdk2 (n=27)

Positivo (n=13) 4 (67) 9 (43)

Negativo (n=14) 2(33) 12 (57) NS
Ciclina A (n=28)

Positivo (n=13) 5(71) 8 (38)

Negativo (n=15) 2 (29) 13 (62) NS
Ciclina D1 (n=28)

Positivo (n=12) 5 (71) 7 (33)

Negativo (n=16) 2 (29) 14 (67) NS
Ciclina D3 (n=28)

Positivo (n=12) 4 (57) 8 (38)

Negativo (n=16) 3 (43) 13 (62) NS
Ciclina E (n=27)

Positivo (n=8) 5 (83) 3 (14)

Negativo (n=19) 1(17) 18 (86) 0'004
pl6 (n=27)

Positivo (n=13) 4 (67) 9 (43)

Negativo (n=14) 2 (33) 12 (57) NS
p21 (n=25)

Positivo (n=14) 4 (67) 10 (53)

Negativo (n=11) 2 (33) 9 (47) NS
p27 (n=23)

Positivo (n=12) 4 (80) 8 (44)

Negativo (n=11) 1(20) 10 (56) NS
RB-P (n=27)

Positivo (n=13) 2 (29) 11 (55)

Negativo (n=14) 5 (71) 9 (45) NS
Skp2 (n=26)

Positivo (n=12) 3 (60) 9 (43)

Negativo (n=14) 2 (40) 12 (57) NS
Chk2 (n=24)

Positivo (n=13) 3 (60) 10 (53)

Negativo (n=11) 2 (40) 9 (47) NS

* Se muestra el valor estadistico de p obtenido tras realizar la prueba estadistica deL Test exacto de Fisher para

variables categoricas no paramétricas.

El marcador que destaca por encima del resto @sliaa E, la cual se encuentra presente en

la mayoria de los tumores IMS, mientras que ocumrecontrario en los EMS. Esta

caracteristica de los CCR con IMS ha sido desprigaiamente (Sutter et al. 2002), incluso
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llegando a formular la hip6tesis de que la sobresion de ciclina E podria ser responsable
de la inestabilidad de microsatélites en CCR (Senehal. 2002). El resto de resultados no

presentan diferencias entre los grupos.

2.3.1.3. Otras proteinas.

Entre los diferentes marcadores nos encontramospcoteinas relacionadas con la
adhesion celular, proliferacién celular, apoptogigitros, como son la citoqueratina 20
(CK-20), utilizado como marcador inmunohistoquimied CCR, RAD50, que contribuye
a la activacién de los puntos de control del cicbola reparacion del ADN, favoreciendo
la estabilidad genémica, o SMAD4, implicado en la de sefializacion de TGFE-
suprimiendo el crecimiento epitelial. En la Tala29 se detallan los resultados en los

dos grupos de tumores.
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Tabla IV.29. Comparacién de la expresion inmunohistoquimica de marcadores de adhesion,

proliferacion, apoptosis y otros procesos celulares, entre los tumores con IMS y con EMS.

Inmunohistoquimica IMS EMS p ()(2)*
n (%) n (%)

Marcadores moleculares
Adhesion celular
E-cadherina (n=26)

Positivo (n=19) 4 (67) 15 (75)

Negativo (n=7) 2 (33) 5 (25) NS
[B-catenina

Membrana (n=28)
Positivo (n=24) 6 (86) 18 (86)
Negativo (n=4) 1(14) 3 (14) NS
Nucleo (n=28)

Positivo (n=10) 2 (29) 8 (38)

Negativo (n=18) 5(71) 13 (62) NS
Proliferacion
Ki-67 (n=27)

Positivo (n=17) 3 (50) 14 (67)

Negativo (n=10) 3 (50) 7 (33) NS
p53 (n=28)

Positivo (n=15) 4 (57) 11 (52)

Negativo (n=13) 3 (43) 10 (48) NS
Apoptosis
Bcl-2 (n=28)

Positivo (n=7) 2 (29) 5 (24)

Negativo (n=21) 5(71) 16 (76) NS
Otros
CK-20 (n=17)

Positivo (n=10) 1(20) 9 (75)

Negativo (n=7) 4 (80) 3(25) NS
RAD50 (n=16)

Positivo (n=10) 1(25) 9 (75)

Negativo (n=6) 3 (75) 3(25) NS
SMAD4 (n=24)

Positivo (n=13) 2 (50) 11 (55)

Negativo (n=11) 2 (50) 9 (45) NS

* Se muestra el valor estadistico de p obtenido tras realizar la prueba estadistica del Test exacto de Fisher para

variables categoricas no paramétricas.

131



No se aprecian diferencias significativas entre @ngrupos, aunque los resultados en
marcadores como CK20 y RAD50 se quedan en el lideita significacion. Probablemente lo
reducido de la muestra esta condicionando alguresibs resultados. En el caso de CK20, los
IMS de nuestro estudio presentan una expresioncigldel mismo, que parece ser una
caracteristica de este tipo de tumores (McGregat. @004). En cuanto a RAD50, se ha visto
que la alteracién en el sistema de reparacion rdeesrde emparejamiento del ADN conlleva
una reduccion en la expresion de dicho marcadonocsucede en nuestro caso (Duval and
Hamelin 2002; Giannini et al. 2002; Giannini et2004).

2.4. Factores pronostico. Analisis de supervivencia

A continuacion se analizan los factores prondsyida supervivencia en los dos grupos de
tumores, IMS y EMS.

2.4.1. Tumores con IMS.

a) Factores prondstico

En la tabla 1V.30 se muestran los valores que tasur estadisticamente significativos.
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Tabla 1V.30. Relacion de variables discretas con posible valor pronéstico, en relaciéon con la

mortalidad y la aparicién de recidiva tumoral, para los casos que presentaron IMS.

Variable “Mortalidad”. P Descripcion.

Células en anillo de sello 0.05 La presencia condiciona mal prondstico.

p53 0.03 La falta de expresiéon determina mal pronéstico

Variable “Recidiva”.

No existen variables con significacion estadistica

A la hora de hablar de los factores pronésticotaplafio muestral para los tumores IMS
condiciona el analisis estadistico. Por ello, stbanzan la significacién como factores de mal
prondstico la presencia de células en “anillo die’sg la ausencia de p53. En el primer caso,
la ausencia de dicho tipo celular condiciona unpesuavencia del 88%, por lo que la
presencia determina mal prondstico, circunstanegh@bia sido sefialada en la literatura para
el CCR en general y para el del adulto joven etiquédar (Chung et al. 1998; Nissan et al.

1999). En relacion a la expresion de p53, su pesee asocia con mayor supervivencia.

Aunque pocas variables alcanzan la significacidéadéstica, en nuestros resultados se observa
una serie de caracteristicas, como mucosecreaidenaia de polipos durante la evolucion,
presentacion esporadica del tumor, o expresioreaudeB-catenina, que podrian asociarse a
mal prondstico. Es probable que alguna de ellaalecance la significacion estadistica por lo

reducido del tamafio muestral.
Respecto a los factores prondstico relacionadosladrecidiva tumoral” no se encuentra

ninguno que presente significacion estadisticaedas variables anatomoclinicas analizadas.

Sélo la presencia de células en “anillo de selldd yausencia en la familia de neoplasias no
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relacionadas con el sindrome de Lynch presentatadiendencia a relacionarse con una
mayor probabilidad de aparicion de recidivas. En aglalisis de los marcadores

inmunohistoquimicos, se aprecia una tendencissaytaficacion en el caso, de nuevo, de p53
(p = 0,07). La falta de expresion de p53 se asaecieon la aparicion de recidivas. Es

importante destacar que en el grupo de CCR quemeesn IMS no existe relacion entre la

aparicion de recidivas y la estadificacion tumoral.

b) Andlisis de la supervivencia

El analisis de la supervivencia se realiza por meldli método Kaplan-Meier. Las variables

con significacion estadistica relacionadas condo®res IMS se detallan en la Tabla IV.31.

Tabla IV.31. Relacion de las variables discretas que presentan significacion estadistica en el analisis

de supervivencia para los casos que presentaron IMS.

Variables gue se asocian con mayor supervivencia. P
Ausencia de células con produccién de moco. 0,04
Expresion de p53. 0,01
Expresion de ciclina D1. 0,008
Expresion de ciclina E. 0,025
Expresion de ciclina A 0,008

Variables que se asocian con menor supervivencia

Metastasis al diagndstico <0,001
Aparicion de recidiva tumoral. <0,001
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Los CCR con IMS que presentarian una mayor supamia serian aquellos con expresion
normal de p53; ciclina D1 (Figura IV.8.); ciclina ¥ciclina A, y que vienen detallados en la
Tabla IV.31.

Al contrario, los CCR que mostrarian una menor siypencia serian aquellos con presencia
de moco en el tumor (Figura IV. 8) y de metastani®l momento del diagndstico del CCR,

asi como los que desarrollasen recidiva tumorardarel periodo de observacion.

En el caso de la variable “estadificacion tumora&fialar que los estadios Il y Ill se
intercambian en la progresion resultante de memoayor estadio, en relacion a la gradacion

de mayor a menor supervivencia (Figura IV.7).
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Figura IV. 7. Curvas de supervivencia en relacion a la estadificacion de los CCR que presentan IMS.
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2.4.2. Tumores con EMS.

a) Factores prondstico

Las caracteristicas significativamente relacionamasel prondstico en los tumores EMS se

muestran en la Tabla IV. 32.

Tabla 1IV.32. Relacién de variables discretas con posible valor pronéstico, en relaciéon con la

mortalidad y la aparicién de recidiva tumoral, para los casos que presentaron EMS.

Variable “Mortalidad”. P Descripcion.

Estadificacion avanzada < 0.001 Mal pronéstico.

Presencia de metastasis < 0.001 Mal prondstico.

Variable “Recidiva”.

Localizacion del CCR 0.04  Los tumores en colon izquierdo tendrian peor

pronastico.

De las variables que se asocian con la mortalidedemcontramos en primer lugar con la
estadificacion tumoral. La otra variable relaciom@adn un mal prondstico es la presencia de
metastasis en el momento del diagndstico. Su pres€la, como es esperable, un 100% de
mortalidad (8 casos), mientras que la ausenciarrdete un 19% (4 casos). El resto de
variables analizadas no presentan significacioadésica. Sin embargo, entre ellas cabe
destacar la variable localizacion del CCR (deredhqyierdo y recto), con una mortalidad
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para la segunda de un 64%, mientras que parately&t colon derecho sélo resultan de 29%
y 27%, respectivamente. No obstante, ninguno desegalores alcanza la significacion

estadistica.

En cuanto a la relacién entre las diferentes vhasapla presencia o no de recidiva tumoral, la
localizacion del CCR a nivel del colon izquierdo lasunica que presenta significacion
estadistica (Tabla IV.32). La localizacion en doooizquierdo se asocio con incidencia de
recidiva en el 57% de los casos (4 casos de los diagha localizacion), mientras que la

localizacion en el colon derecho sélo con el 11%&a4o).

No se observaron recidivas cuando el CCR se |laadizn el recto. Es importante, por otro
lado, destacar la expresion de la proteina p53,cqaado se halla expresada se asocia a un
50% de recidivas, mientras que no se observaramdouaubo falta de expresion, si bien estos

resultados no alcanzan la significacion estadigfica0.08).

b) Andlisis de la supervivencia

Las variables que presentaron significacion ediadi®n relacion con la supervivencia se

presentan en la Tabla IV.33.

Tabla IV.33. Relacion de las variables discretas que presentan significacion estadistica en el analisis

de supervivencia.

Variables anatomo-clinicas. P Descripcion.
Metastasis al diagnostico {.001 La presencia determina menor supervivencia.
Recidiva tumoral < 0.001 La aparicion determina menor supervivencia.
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Como era de esperar tanto la presencia de metastagl momento del diagnéstico como la

aparicion de recidiva tumoral en la evolucion, doithan una menor supervivencia.

3. ESTUDIOCOMPARATIVO ENTRELOS TUMORESPROCEDENTESE MADRID Y
LOSDE SEGOVIA.

Entre Enero de 1996 y Diciembre de 1998 se diagraweh un total de 31 casos de CCR a
una edad igual o menor de 45 afios en el Hospitae@k Universitario Gregorio Marafion
(HGM), mientras que en el periodo de tiempo comgiceamentre Enero de 2000 a Diciembre
de 2005 lo fueron en el Hospital de Segovia (SEGHotal de 14 pacientes. Segun los datos
recogidos por el Instituto Nacional de Estadist{@asw.ine.e3, para la provincia de Segovia,
la poblacion en 2000 era de 146613, mientras qu0es era de 152640. La correspondiente
al Area sanitaria perteneciente al Hospital Gregtarafion era en 1996 de 637.028, y en
1998 de 647.154.

3.1. Caracteristicas anatomo-clinicas y familiares.

La comparacién entre las caracteristicas mas imped desde el punto de vista anatomo-
clinico y familiar se expone en la Tabla 1V.34. \daedo a cabo el andlisis de todas las
variables anatomo-clinicas, sélo existen diferena@atadisticamente significativas en la
presencia de CCR sincrdnicos y/o metacrénicos3comsos en la muestra de Segovia, frente
a ninguno en la de Madrid. No existen grandes eliigas a la hora de hablar de la
localizacion del CCR o de la presencia de pdlipds kargo de la evolucién. Sin embargo
destaca cierto predominio de edad mas precoz gndstico, mas frecuencia del sexo
masculino; de neoplasias mas pobremente difereasciaghroductoras de moco; asi como un
estadio mas avanzado en el momento del diagnaitida muestra de Segovia respecto de la
perteneciente al Area Sanitaria del Hospital Géndriversitario Gregorio Marafion, de
Madrid.
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Tabla IV.34. Resumen de la comparacion de las caracteristicas anatomo-clinicas y familiares entre los
CCR del Hospital Gregorio Marafion (HGM), de Madrid, y del Hospital de Segovia (SEG).

Total HGM SEG p ()
n (%) n (%) n (%)
Pacientes 45 (100) 31 (68,9) 14 (31,1)
Edad media de aparicion (DE) 39,07 (4,4) 39,65 (3,8) 37,79 (5,5 NS
Sexo:

Masculino 23 (51,1) 13 (41,9) 10 (71,4)

Femenino 22 (48,9) 18 (58,1) 4 (28,6) NS
Localizacién tumoral:

Colon derecho 20 (44,4) 13 (41,9) 7 (50,0)

Colon izquierdo 15 (33,3) 11 (35,5) 4 (28,6)

Recto 10 (22,2) 7 (22,6) 3(21,4) NS
Grado de diferenciacion celular:

Bien 24,9 13,2 1(7,1)

Moderado 36 (80,0) 27 (87,1) 9 (64,3)

Pobre 7 (15,6) 3(9,7) 4 (28,6) NS
Produccién de moco 15 (33,3) 9 (29,0) 6 (42,9) NS
Astler Coller modificado:

A 3(6.7) 3(9,7) 0 (0,0)

B, 17 (37,8) 13 (41,9) 4 (28,6)

Cs 15 (33,3) 9 (29,0) 6 (42,8)

D 10 (22,2) 6 (19,4) 4 (28,6) NS
Presencia de poélipos asociados 15 (33,3) 11 (35,5) 4 (28,6) NS
CCR sincrénico o metacronico 3 (6,7) 0 (0,0) 3(21,4) 0,026
Historia familiar de cancer.

Neoplasias relacionada con Lynch| 18 (40,0) 14 (45,2) 4 (28,6) NS

Neoplasias no Lynch. 12 (26,7) 10 (32,3) 2 (14,3) NS

Casos esporadicos. 27 (60,0) 17 (54,8) 10 (71,4) NS

DE: Desviacién estandar.

L El test llevado a cabo es la t de Student.

En relacion a las caracteristicas familiares paa@ceciarse un mayor componente familiar de
las neoplasias en la poblacion de Madrid respecta de Segovia, tanto para aquellas

relacionadas con el sindrome de Lynch, como paradasociadas al mencionado sindrome.
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3.2. Caracteristicas moleculares.

Los resultados del analisis inmunohistoquimicogresentan en las Tablas 1V.35 y 36.

Tabla IV.35. Estudio comparativo de los tumores de Madrid (HGM) y de Segovia (SEG) teniendo

en cuenta la expresion de los marcadores de ciclo celular analizados en el presente estudio.

HGM SEG p (X)*
n (%) n (%)

Marcadores moleculares
Ciclo celular
Cdk2 (n=27)

Positivo (n=13) 12 (80) 1(8.3)

Negativo (n=14) 3 (20) 11 (91.7) <0,001
Ciclina A (n=28)

Positivo (n=13) 9 (56.3) 4 (33.3)

Negativo (n=15) 7 (43.7) 8 (66.7) NS
Ciclina D1 (n=28)

Positivo (n=12) 8 (50) 4 (33.3)

Negativo (n=16) 8 (50) 8 (66.7) NS
Ciclina D3 (n=28)

Positivo (n=12) 4 (25) 8 (66.7)

Negativo (n=16) 12 (75) 4 (33.3) 0,05
Ciclina E (n=27)

Positivo (n=8) 6 (40) 2 (16.7)

Negativo (n=19) 9 (60) 10 (83.3) NS
pl6 (n=27)

Positivo (n=13) 10 (66.7) 9 (75)

Negativo (n=14) 5(33.3) 3(25) 0,05
p21 (n=25)

Positivo (n=14) 10 (66.7) 4 (40)

Negativo (n=11) 5(33.3) 6 (60) NS
p27 (n=23)

Positivo (n=12) 9 (64.3) 3(33.3)

Negativo (n=11) 5 (35.7) 6 (66.7) NS
RB-P (n=27)

Positivo (n=13) 9 (60) 4 (33.3)

Negativo (n=14) 6 (40) 8 (66.7) NS
Skp2 (n=26)

Positivo (n=12) 8 (57.1) 4 (33.3)

Negativo (n=14) 6 (42.9) 8 (66.7) NS
Chk2 (n=24)

Positivo (n=13) 13 (92.9) 0 (0)

Negativo (n=11) 1(7.1) 10 (100) <0.001

* Se muestra el valor estadistico de p obtenido tras realizar la prueba estadistica del

variables categoricas no paramétricas.

Test exacto de Fisher para
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Tabla IV.36. Comparacion de la expresion inmunohistoquimica de marcadores moleculares de

adhesion, proliferacion, apoptosis y otros procesos celulares, entre los tumores de las

procedencias referidas en la tabla previa.

HGM SEG p (X)*
n (%) n (%)

Marcadores moleculares
Adhesion celular
E-cadherina (n=26)

Positivo (n=19) 11 (78.6) 8 (66.7)

Negativo (n=7) 3(21.4) 4 (33.3) NS
[B-catenina

Membrana (n=28)
Positivo (n=24) 15 (93.7) 9 (75)
Negativo (n=4) 1(6.3) 3(25) NS
Nucleo (n=28)

Positivo (n=10) 8 (50) 2 (16.7)

Negativo (n=18) 8 (50) 10 (83.3) NS
Proliferacion
Ki-67 (n=27)

Positivo (n=17) 9 (60) 8 (66.7)

Negativo (n=10) 6 (40) 4 (33.3) NS
p53 (n=28)

Positivo (n=15) 11 (68.8) 4 (33.3)

Negativo (n=13) 5(31.2) 8 (66.7) NS
Apoptosis
Bcl-2 (n=28)

Positivo (n=7) 6 (37.5) 1(8.3)

Negativo (n=21) 10 (62.5) 11 (91.7) NS
Otros
CK-20 (n=17)

Positivo (n=10) 3 (50) 7 (63.6)

Negativo (n=7) 3 (50) 4 (36.4) NS
RAD50 (n=16)

Positivo (n=10) 5(83.3) 5 (50)

Negativo (n=6) 1(16.7) 5 (50) NS
SMAD4 (n=24)

Positivo (n=13) 6 (46.2) 7 (63.6)

Negativo (n=11) 7 (53.8) 4 (36.4) NS

* Se muestra el valor estadistico de p obtenido tras realizar la prueba estadistica del test exacto de Fisher para

variables categoricas no paramétricas.
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Otros datos que merecen destacarse, aunque nateresggnificacion estadisticas, serian la
mayor proporciéon de CCR con IMS (38% vs 15%) y deationes de los genes relacionados
(33%) de la muestra de Madrid con respecto a |Setgpvia (14,3%). Todo ello guardaria

relacion con el mayor componente familiar neopt@sisservado en la poblacion de Madrid.

Desde el punto de vista de los marcadores molesjldestacan las diferencias de expresion
de Cdk2 y Chk2 (p < 0.001), y la existente entreitdina D3 y p16 (p = 0.05). Las dos

primeras con falta de expresion casi en la totdldamuestras de Segovia.

Por dltimo, el origen de las muestras no parecerahdante como factor prondstico, ni
influye en la probabilidad de una mayor supervivemn el tiempo. La mortalidad del grupo
de Madrid resulté ser de 35,5%, mientras que |8eatpvia fue del 42,9%. Sin embargo, y a
pesar de lo mencionado con anterioridad, en laacdley supervivencia segun el método
Kaplan-Meier se aprecidO una mayor supervivencia prgrupo de Madrid frente al de

Segovia, sin que esta aparente diferencia alcangignificacion estadistica.
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V. DISCUSION
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1. EL CANCER COLORRECTALEN EL ADULTO JOVEN.

El CCR es la cuarta variante mas frecuente de c&mcel mundo, asi como la tercera causa
de muerte por cancer en los paises desarrolladonsjrc riesgo acumulado de un 2-6% en la
poblacién general. En Espafia, a pesar de ser nseqoeslas tasas promedio de Europa, la
tendencia es a ir en aumento [WHO-IARC 2002]. Layonaparte del CCR ocurre
predominantemente en pacientes mayores, con udaneei#ia al diagnostico de 60 a 70 afios
(Chiang et al. 2003). EI CCR de aparicién a edadqw, que aparece a una edad menor de 45
o 50 afios, segun las publicaciones, presenta @tacincia reducida, no alcanzando en
ninguno caso el 10% del total de CCR (Chung e1288; Guillem et al. 1999; Mitry et al.
2001; Chiang et al. 2003).

El CCR en el adulto joven parece presentar caiatiters distintivas con respecto a aquellos
casos que aparecen en individuos de mayor edade@¢punto de vista anatomoclinico los
tumores se presentan con mayor frecuencia a neletalon derecho, son tumores con bajo
grado de diferenciacion, mucinosos y con una mayobabilidad de presentar tumores
sincrénicos y/o metacrénicos (Chiang et al. 20@Bja caracteristica es el estadio avanzado
en el que se diagnostican estos tumores en muehias deries (Chung et al. 1998; Mitry et
al. 2001; Chiang et al. 2003).

La mayoria de las diferencias referidas son mascadas si se divide el grupo segun
presenten o no antecedentes familiares compatible®l sindrome de Lynch (Guillem et al

1999). ElI CCR que se presenta a edad precoz esupo @peterogéneo, en que se hallan
incluidos desde casos esporadicos hasta casosneoalta carga familiar, destacando este
altimo extremo, puesto que existen mdltiples eswidén los que se ha demostrado la
importancia del criterio “edad precoz” a la horaesd¢ablecer el diagnéstico de sindrome de
Lynch, ya que la frecuencia del sindrome en paeseadbn CCR entre 40-45 afos alcanza el
15%-20% (Guillem et al. 1996; Fante et al. 1997h &quellos casos que presentan
caracteristicas de sindrome de Lynch, aumentadpoprién de tumores a nivel de colon

derecho y mejora el prondstico (Chung et al. 1988illem et al. 1999; Lynch and de la

Chapelle. 1999; Gryfe et al. 2000; Liang et al. 200hiang et al. 2003). Por otro lado, en los
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casos esporadicos el rasgo mas importante esdanaeion en un estadio mas avanzado a la
hora del diagndstico (Guillem et al. 1999; Chiahgle2003).

Desde el punto de vista molecular, los CCR de edaecbz al diagnostico pueden subdividirse
en tumores con Inestabilidad de Microsatélites (IMEstabilidad de Microsatélites (EMS),
consecuencia de una alteracion a nivel del sistEmraparacion de errores de emparejamiento
en el ADN (MMR), o no, respectivamente. Como escldgen el primer caso la frecuencia de
casos con sindrome de Lynch es mayor, con la piesde una alteracion constitucional a
nivel de alguno de los genes del sistema MMR. S#elgado a estimar que, en casos con
CCR a una edad igual o menor de 40 afios, entreé gle# 60% de los casos llegan a mostrar
IMS, con un 25% presentando mutaciones germinalessgenes de reparacion del ADN
(Liu et al. 1995; Dunlop et al. 1997; Lukish et #98). El segundo grupo lo integran aquellos
tumores con EMS, en los que predomina la via déndatabilidad cromosdémica (IC),
equivalente a la implicada en los casos de CCRréadpos de edad avanzada, con
alteraciuones en los gen®BC, la B-cateninap53y otros(Losi et al. 2005). Sin embargo, en
los dltimos afios se ha encontrado que este grupordees con EMS presentan dos fenotipos
diferenciados, con y sin IC, llegando a sugeries@dsibilidad de una forma hereditaria de
CCR dentro de la poblacién de CCR diploides EM$hia#o precoz (Boardman et al. 2007a).
Este extremo se ve reforzado por dos hallazgosioelados con estos tumores. Por un lado, el
riesgo aumentado de presentar CCR en familiareprideer grado del sujeto indice, en
especial en hermanos (RR = 2,67) (Boardman etO8I79; por otro, la posibilidad de que
exista un gen supresor de tumores localizado erra@hosoma 14, implicado en la

carcinogenesis de este tipo de tumores (Mourrh 20a7).

Dentro de los CCR de aparicién a edad joven cdieediciar un subgrupo con caracteristicas
especificas, como es el de los CCR que aparecéniefancia y la adolescencia, en sujetos
hasta una edad de 20-24 afios (Durno et al. 2005¢tHil. 2007). La proporcion de tumores
productores de mucina es mas alta en este grugamzando en algunas series hasta el 62%,
siendo ésta una de las causas del mal pronéstios adeismos (Hill et al. 2007). La otra, es el
estadio avanzado de la enfermedad que presentgadientes al diagndstico, llegando al
86% de los pacientes con un estadio evolucionadlb ¢Hal. 2007). Estos dos puntos
determinarian el peor prondstico que presentaC{@R en este rango de edad. Los sintomas

de presentacion son similares a los del adultoeB8ibargo, la localizacion del CCR en edad
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pediatrica no es predominantemente derecha, siendalgunas series mas frecuentemente
izquierda. También en este grupo de CCR en ladidanla adolescencia es mas frecuente la

aparicion de una segunda neoplasia (Durno et @b)20

Desde el punto de vista molecular, no existen maielstudios al respecto. Sin embargo, se ha
descrito una alta proporcién de casos con IMSnakrado en algunos estudios el 70%, con un
30% de mutaciones germinales a niveMieH1 y MSH2(Terdiman et al. 2002; Durno et al.
2005). Existe a su vez una concordancia directee datmayor frecuencia de una segunda
neoplasia en estos sujetos y la presencia de IM& enisma, caracteristica del fenotipo
mutador (Gafanovich et al. 1999; Durno et al. 2005)

2. CARACTERISTICASGLOBALES DEL CCREN MENORES DE 45ANOS.

2.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

2.1.1. Caracteristicas clinicas.

En nuestra serie no hemos encontrado diferencida distribucion por sexos, presentando

una proporcién equivalente para ambos (51,1% denmssljfrente al 48,9% de varones). La

edad media al diagnéstico del CCR fue de 39,07 éRango: 25-45 afios). En cuanto a lo

publicado en la literatura utilizando la edad ddecde 45 afios del diagnostico del CCR para
definir el grupo de adulto joven, las proporciomasian, encontrando algunos trabajos en los
gue las proporciones son mayores para las mugeezs)zando en algunos el 61% (Yiu et al.

2005), mientras que en otros ocurre lo contrarendo la poblacidn masculina la dominante

(Losi et al. 2005). Como podia esperarse, las edatkias al diagnostico coinciden con

nuestros resultados en un intervalo estrecho cuaedfija una misma edad de corte al

diagnéstico (Losi et al. 2005; Yiu et al. 2005).

Una caracteristica destacable es la localizaci@ilgminante en el colon derecho, con el
44,4% de los casos, frente a la localizaciéon izqaig/ el recto. Estos datos concuerdan con
algunos de los publicados en la literatura, emlees dicha localizacién en pacientes jévenes
puede alcanzar hasta el 53% (Lin et al 2005; Letrag. 2006; Savas et al. 2007).

149



Sin embargo, no sucede asi con lo publicado polteBuiet al (1999), donde sélo el 23% de
los casos corresponden a CCR en el colon deredbairas que el 49% se presentan a nivel
del recto. También en la serie de Liang et al (20883 solo el 29,7% de los casos se localizan
en el colon derecho. Igual sucede en la muestr&uleciarelli et al (2003), con un 21,6% de
los casos. En la serie de Boardman et al (200ppelentaje predominante de localizacion
derecha se halla en el subgrupo de mayores ded5 efn un 48%, mientras que en el de
menos de 50 afos solo llega al 24%. En el trabajorid et al (2005) el 18% son de
localizacion derecha en los jovenes, frente al Zfdos adultos de edad avanzadas. Es
necesario apuntar que muchos de estos estudiosllest#dos a cabo en instituciones que son
centros de referencia de cirugia coloproctologica,lo que existe una mayor proporcion de
intervenciones de CCR a nivel del recto (Guillenalet999; Yiu et al. 2005; Boardman et al
2007). La localizacion del colon derecho se hace manifiesta en el momento en que se
estratifican los resultados segun presenten o negagién familiar para neoplasias
relacionadas con el sindrome de Lynch, o caratita$spropias de éste, como es la IMS,

como puede apreciarse en la Tabla 1V.18.

2.1.2. Caracteristicas anatomo-patoldgicas.

En un 5-10% de los adenocarcinomas, la producceédmdco es importante, hablandose
entonces de adenocarcinomas mucosecretores. Celamuiro se acumula intracelularmente,
se denominan adenocarcinomas con células en “at@lleello”. Los tumores productores de
moco son muy frecuentes en los CCR que aparecqra@antes jovenes, asi como en las
formas hereditarias. En nuestros resultados, lasnosos representan un 24,4%, llegando a
alcanzar un 33,3% si a ellos les afiadimos los tesnoon presencia de células en “anillo de
sello”. Estos datos son concordantes con lo desentla literatura. En las distintas series la
proporcion de tumores productores de mucina e€al&l global de casos, abarcando desde el
14% al 38% (Guillem et al. 1999; Chiang et al. 2008ng et al. 2003; O Connell et al. 2004;
Lin et al. 2005). Estos datos adquieren mayorvelen algunos trabajos cuando se comparan
con un grupo control de pacientes con CCR a edadzada, siendo la frecuencia tres veces
mayor entre los jovenes (Chiang et al. 2003; Lianhgl. 2003). En otras series, para que los
porcentajes adquieran cierta entidad, como ocurréaale Losi et al (2005), es necesario
estratificar los casos segun rasgos caracteristelasindrome de Lynch, pasando entonces del

7% al 14%, o incluso llegar hasta el 57%, comodeien la serie de Guillem et al. (1999). En
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la nuestra, la proporcion de tumores productoresndeo aumenta también a la hora de
diferenciarlos entre IMS y EMS, siendo mayor pasagrimeros, como se vera mas adelante.
La alta proporcion de tumores con estas caradtar$ste debe, por tanto, al importante grupo
de tumores que siguen la via de la IMS, porcentelaienmayor en los CCR de jovenes que en

los CCR en adultos.

Respecto al grado de diferenciacion que presentasammores, es destacable la presencia de
adenocarcinomas con bajo grado de diferenciacimm,un 15,6% de los casos. Esta cifra se
sitia en el punto medio de lo descrito hasta abork literatura, donde en algunos casos la
proporcion de CCR con bajo grado de diferenciaeiéanza el 64% (O Connell et al. 2004;
Boardman et al. 2007). De nuevo, en el momentouenlgs casos se estratifican segun la
IMS, la proporcion se ve a si mismo aumentada @eyfal. 2000). Lo mismo sucede si se
comparan los CCR en adultos jévenes con subgrupgmodlacion de edad mas avanzada,
como en el caso de Chiang et al (2003), que pasa d&% en menores de 30 afos, a un 7%
en mayores de 60; o como lo descrito por Liang €G03), que oscila del 7,2% en menores
de 40 afos al 3,2% en mayores de 60. Estos magyoresntajes de tumores de bajo grado de
diferenciacion también se asocian a la mayor poégem la poblacion joven de tumores IMS,
puesto que también es una caracteristica de #liosdt al. 1994; Jass 2004; Luo et al. 2005).

2.1.3. Estadificacion tumoral.

La estadificaciébn tumoral se considera uno de dasofes prondsticos mas importantes del
CCR, tanto a la hora de hablar de la supervivelheis sujetos, como del riesgo de presentar
recidiva tumoral. En nuestro estudio, llama la et@m el alto porcentaje de tumores
diagnosticados en estadios avanzados (Il y Ngaralando entre ambos un 55,5% de los
casos, con un 22,2% que se presentan ya con nsitaatalistancia en el momento del
diagnostico (ver Tabla V.4 del capitulo de Resios).

Nuestros resultados coinciden con los publicadok diteratura para el CCR de aparicion a
edad temprana, hallandose en el limite inferioa printervalo reflejado en los diferentes
trabajos. Los porcentajes correspondientes a tagies C y D en el momento del diagnostico
oscilan entre el 52% vy el 91% (Griffin et al. 19%yillem et al. 1999; Gryfe et al. 2000;

Liang et al. 2003; Lin et al. 2005; Losi et al. 8DCEn una revision de conjunto llevada a cabo

por O"Connell et al (2004), el estadio C se deteantél 41%, y el estadio D en el 25% de los
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casos. Esta alta proporcion de casos en los estadamzados se acentla cuando se comparan
con los CCR diagnosticados a edad mas avanzadas poycentajes de casos diagnosticados
en ambos estadios vienen comprendidos entre ely32%1%, siempre menores al subgrupo
de jévenes (Okuno et al. 1987; Marble et al. 19€9#ang et al. 2003; Liang et al. 2003).

Es un hecho que el CCR en el adulto joven se dsigaotarde. Una de las posibles causas
podria encontrarse en que los pacientes menorg8 dBos no son, salvo en casos concretos,
una poblacién diana de programas de cribado de CE8®&o aquellos individuos
pertenecientes a familias con agregacion para €R,C& bien aquellos que presenten
antecedentes personales de cancer van a entremgramas periddicos de cribado (Castells y
Marzo 2004). En nuestro trabajo, si consideramosd&do a aquellos sujetos con antecedentes
familiares de neoplasias, las proporciones destadéos mas avanzados (C y D) disminuyen
al 40% y al 13%, respectivamente, haciendo veripf@sente, la influencia de los métodos

de cribado en este grupo de sujetos.

Sin embargo, las tasas en general siguen siend@hlasy Por una parte, nos encontramos con
aguellos sujetos que no presentan ningun critenia pntrar en los programas de cribado del
CCR al no presentar antecedentes familiares delastap, y por otra, habria que considerar
también una posible carcinogénesis acelerada, absnen los CCR con IMS (Lynch et al.

1988; Vasen et al. 1993; Jass et al. 1994; de dbaf 2004). El 31% de nuestra serie tiene
IMS, y al analizarlos, encontramos que el 61,5%!lttes se dan en estadios C y D, y ningan
caso en el A (Ver Tabla I1V.20. de Resultados),téreah 51,7% de los EMS en estadios C y D.
A pesar de no alcanzar la significacion estadis@stos datos parecen confirmar la hipotesis
previa de que la secuencia de carcinogénesis esligrada en los IMS, pudiendo, por tanto,

justificar al menos en parte, el diagndstico eadiss avanzados.

Estos datos, si bien son limitados y no permitegesuun replanteamiento de las estrategias
de despistaje en el CCR dentro de la poblacionjové&s, si apuntan la necesidad de prestar
mayor atencion a cualquier sintoma relacionado elo@CR en este grupo de poblacion,
mucho mas en aquellos supuestos en los que exstanedentes familiares o personales de
neoplasias. De esta manera, podrian llevarse admbunediato las pruebas necesarias para
descartar dicha patologia, o en caso contrarigadla un diagnéstico precoz, condicionando,

por tanto, una disminucién de la morbimortalidaced®s pacientes.
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2.1.4. Seguimiento.

La Supervivencia Total (ST) y la Supervivencia kitde Enfermedad (SLE) en nuestro
estudio fueron de 50,56 y 42,40 meses respectivi@ngsi consideramos solo la de aquellos
gue no presentaron metastasis en el momento dgi@itico, ambas aumentan hasta los 61,12
y 54,51 meses. La mortalidad en nuestra serie @8 d8%, siendo algo menor que en la
literatura, donde varia entre el 46% y el 56% (€rgf al. 2000; Liang et al. 2006). Esta
dltima diferencia muy probablemente es debida a lgumedia de seguimiento en éstos

trabajos es mayor que en el nuestro.

En la revision llevada a cabo por O"Connell e{2004), la supervivencia media a los 5 afios
es del 33,4% en pacientes menores de 40 afos,@anqiros trabajos alcanza el 58% (Paraf
et al. 2000; Liang et al. 2006). Las razones dasettsas de mortalidad tan importantes se
relacionan con la consiguiente proporcion de estadvanzados con que se diagnostican los
CCR en este grupo de edad.

Cuando se comparan los CCR en adulto joven corCIBR a edad mas avanzadas, la
supervivencia a los cinco afos resulta equivalenpesar de que, como se ha dicho antes, los
CCR de los primeros se presentan en estadios nazados (Paraf et al. 2000). A este
respecto, cabe mencionar el trabajo de Liang €¢2@03), quien estratifica segun los estadios
del CCR, ademas de comparar ambos grupos de edadesfa forma encuentra una
equivalencia en la supervivencia relacionada cd@dGR para los estadios I, Il y IIl, mientras
que para el estadio 1V, la supervivencia es siggtiframente mayor en los jovenes que en los
mayores: 25,46 meses (22,50-28,41) frente a 1418361-17,05). Parece claro que la
supervivencia guarda una estrecha relacion cost&tli® en el momento del diagnostico, pero
gue tumores con estadios similares podrian ter&mejor supervivencia en los sujetos mas
joévenes, especialmente en los estadios avanzaadmbtemente porque los individuos mas

jovenes resisten mejor las terapias mas agresivas.

No existen muchas series en las que se descrigaaliécion de recidivas locorregionales o a
distancia en el seguimiento de estos pacientegubdicada por el grupo de Liang et al.

(2006) solo indica la presencia de metastasistardis en la evolucion, que es de 9,3%, para
un seguimiento medio de 67,6 meses. En nuesteresultd ser del 25,9%, mientras que las

recidivas locales surgieron solo en el 7,8%. Lalieacion mas frecuente de las metéstasis a
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distancia fue el higado, como ocurre en el CCRréslap del adulto. En este ultimo grupo,
las tasas de recidiva locorregional dependen tlecédizacion, ya que son mas frecuentes en
pacientes con cancer de recto (hasta un 32%) que&wer de colon, en las que no llegan al
20% (Lledo 2000).

2.1.5. Presencia de polipos coldnicos.

En nuestro estudio, 15 pacientes presentaron aigarde polipo en el colon (33,33%), bien
sincrénicos con el CCR, bien de aparicién previdianostico del CCR, o en el seguimiento
posterior. Excluyendo uno de los casos, que reselt@éina PAF, con una mutacion germinal
identificada en el geAPC, el nUmero medio de polipos fue de 1,6. El 60%ltes (9 casos)
se identificaron en el momento del diagndstico @EIR, mientras que en el seguimiento
posterior a la cirugia lo fueron el 26,7%. El tipds frecuente fue el pélipo adenomatoso
(53,3%), seqguido del tubulo-velloso con algun grddalisplasia y el velloso (20,1% y 13,4%,
respectivamente). Otro aspecto a comentar es guarocule los adenocarcinomas

diagnosticados se desarrollaron sobre poliposs@diprevios.

No son muchas las series en la literatura en lasguanaliza la aparicion de pélipos en estos
pacientes, y las que lo llevan a cabo, solo refieguellos que se presentan sincrénicos al
CCR (Liang et al. 2003). La proporcion de pdlipoxsinicos obtenida en nuestro estudio
(20% sobre el total de pacientes) resulta equitalara del 18,8% publicada por Liang et al.
(2003), presentando también un predominio de pslgaenomatosos, aunque difiriendo en la

mayor proporcion de polipos hiperplasicos (10%3@serie con respecto a la nuestra.

En una serie en la que se analiz6 la prevalencaddromas en individuos jévenes de riesgo
moderado para desarrollar CCR por presentar algt@tedente familiar del mismo tumor, se
hallaron en la primera colonoscopia un total deadé&nomas y dos CCR, y tres adenomas en
la primera sigmoidoscopia, de un total de 444 péege en una segunda colonoscopia, en 14
pacientes con adenoma previo, y 162 sin €l, sendgigaron respectivamente 3 (21%) y 8
(5%) (de Jong et al. 2005).

Parece que los individuos jovenes que presentateaentes personales de CCR o polipos
colonicos, o al menos una proporcion de ellos, “fabricantes” de polipos, aspecto que

probablemente se encuentre en relacion con elrddsatel cancer a tan temprana edad. Esto
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determinaria la necesidad de un seguimiento a lptgpo, si no de por vida, mediante

colonoscopia. De la misma manera seria valorahtiemiento quirdrgico extenso de estos
casos cuando surgieran varios polipos sincroninaeas del colon diferentes al CCR, tanto
por la posibilidad de desarrollar mas polipos erfulro, como por el riesgo mayor y mas
rapido de degeneracién maligna y por la posiblgicipa de pélipos planos, de mas dificil

manejo, caracteristicas comunes al sindrome dehLflnach et al. 1988; Vasen et al. 1993;
Jass et al. 1994; de Jong et al. 2004).

2.1.6. Neoplasias sincronicas y metacronicas.

Hemos analizado en nuestra serie la presencia sieedna neoplasia en el mismo individuo.

Esta circunstancia es una caracteristica del sirelde Lynch y por lo tanto, en nuestra serie
seria reflejo de un mayor o menor componente ganglass and Stewart 1992; de Jong et al.
2004).

En nuestra serie se produjeron CCR sincronicosngtacronicos en 3 casos (6,6%), siendo
dos de ellos sincrénicos. Estos datos coincidenl@goublicado en la literatura, donde los
porcentajes oscilan entre el 5% y el 9,8% (Gryfal.e2000; Guillem et al. 2000; Liang et al.
2003). En el trabajo de Liang et al. (2003), se pana la muestra de pacientes con CCR a
edad menor o igual de 40 afios con una de pobladed@dad mas avanzada, y se aprecia que
esta Ultima revela una proporcion menor de los mssrh,8% frente al 9,8% correspondiente
a la primera. Otro estudio, presentado por Guilletmal. (2000), estratifica las muestras
atendiendo a si presentan antecedentes familial@sianados con el sindrome de Lynch, y
los porcentajes ascienden hasta el 37% en losidae gresentan frente al 0% de los que no

tienen antecedentes familiares compatibles omdt@ine de Lynch.

En relacion a las neoplasias extracolOnicas, rniosstesultados muestran una paciente que
desarroll6 un carcinoma de endometrio metacroniciegntras que en otros dos casos se
presentaron neoplasias extracolénicas no relacasnamn el sindrome de Lynch: un
carcinoma epidermoide de piel, y un encondromataeeino. En la literatura, dentro de las
neoplasias extracolonicas en estos pacientes, difesencia entre aquellas relacionadas con
el sindrome de Lynch y las que no se asocian. $eranicado una frecuencia de neoplasias

extracolénicas que varia entre el 1% y el 3% (@nillet al. 2000; Liang et al. 2003). En
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nuestro caso esta proporcion alcanza el 6,6%.uplogde Liang et al. (2003), encuentra que la
proporcion de las mismas en el grupo de poblaciGs mnciana baja desde el 3%,
correspondiente a los jovenes, hasta el 1,8%. tinglee llama la atencion, sin embargo, es el
publicado por Durno et al (2005), en donde, al iaaaluna poblacion mucho mas joven
(menor o igual de 24 afnos), la tasa de sujetoslgsarrollan en el seguimiento una segunda
neoplasia aumenta hasta el 44%, con un seguimmetho de 12,8 afios, y siendo la mayor
parte de ellas (75%) neoplasias del tracto intaktiBsto puede ser debido a dos factores no
excluyentes entre si. Por un lado, un mayor comgengenético en los sujetos con CCR de
edades mas jovenes. A esto se suma el largo patésleguimiento, casi 13 afios, del trabajo,

gue aumenta la probabilidad de identificar neopkasietacronicas.

La aparicion de un CCR en un sujeto joven no salddobligar, por tanto, al seguimiento ya
conocido que tiene por objeto la identificaciénpdsibles recidivas de la neoplasia primitiva,
sino que ademas, como se ha visto en los aparfatiés y 2.1.6., hay que tener en cuenta la
posibilidad de la aparicion de otros pdlipos y/oRC§incronicos y metacronicos, asi como de

neoplasias en otras localizaciones.

2.2. Caracteristicas familiares.

Una vez analizados los resultados correspondientas caracteristicas anatomo-clinicas, a
partir de los cuales se van perfilando ciertosasasliferenciadores de los CCR de aparicién a
edad temprana, tomamos en consideracion las castices familiares de los mismos. Como
se ha mencionado se confecciono el arbol famileacadaprobandus a partir del cual se
recogen todos los casos de neoplasias que se das mrembros de cada familia, y mediante
el que se evalla el riesgo de la familia segurp&ieidn de neoplasias relacionadas con el
sindrome de Lynch.

Uno de los criterios de Bethesda, guia clinica pateccionar pacientes y familias candidatas
al estudio de los genes de reparacion, es el demer un CCR a una edad menor de 45 afios
(Rodriguez-Bigas et al. 1997a). De ahi que en gsipo de poblaciébn sea mas probable
identificar casos relacionados con el mencionaddresme. En algunas publicaciones, dicho

criterio junto a la utilizacion de la IMS, se redenmda como una herramienta efectiva a la

156



hora de identificar el sindrome de Lynch, y portdardlevar a cabo la identificacion de

posibles mutaciones en los genes de reparaciéhel(Pucciarelli et al. 2003).

De los 44 casos de nuestra serie, excluido el tpgeptaba Poliposis Adenomatosa Familiar,
hemos encontrado 8 casos (17,8%) que cumplian ritwias de Amsterdam Il para el
sindrome de Lynch, ademéas de otros 9 (20%) quellegiar a cumplir dichos criterios,
presentaban cierta agregacion familiar de cances R7 pacientes restantes fueron
considerados casos de CCR esporadicos al no mesenecedentes familiares de CCR o de

neoplasias asociadas al sindrome de Lynch.

En otro trabajo, los porcentajes de casos con eaéetes familiares sugestivos del sindrome
de Lynch varian segun el punto de corte de la atldehgnostico que se utilice. En el trabajo
publicado por Losi et al. (2005), se emplea el misque en nuestro estudio, refiriendo un
10% de los casos con criterios de sindrome de Lyach proporcién algo menor que la
aparecida en nuestra serie. Cuando la edad ald&diagm se reduce hasta los 40 afios, los
porcentajes varian entre el 3,2 y el 15% (Guilleral.e1999; Liang et al. 2003; Pucciarelli et
al. 2003). En el estudio publicado por Guillem let1899), ademas del 15% de los casos que
cumplian criterios de Amsterdam I, habia un 36%cdsos que presentaban agregacion
familiar de CCR.

Excepcional es el caso del trabajo publicado paondwet al. (2005), que en la serie de 16
pacientes con CCR a una edad igual o menor dedtidéntifican a 10 (62,5%) con criterios
clinicos de sindrome de Lynch. Esta proporciératenpodria ser debida a la edad de corte y,
por tanto, no incluir al grupo de CCR que paresmimrse en los ultimos afos, con entidad
propia dentro del CCR del adulto joven, y difered& sindrome de Lynch. Esta entidad
presentaria caracteristicas de EMS, una edad nadidiagndstico mayor, una menor
agregacion familiar y unas bases genéticas proivgnie diferentes, aparte de la ausencia de
alteraciones en el sistema MMR (Rovella et al. 2Q@&hkins et al. 2002; Schiemann et al.
2004; Boardman et al. 2007a; Mourra et al. 200Tle\&t al. 2007).

Dos son los trabajos en los que analizan la préséeecantecedentes familiares neoplasicos en
el grupo de CCR en el adulto joven con un grupdrobnon CCR a edad superior. En la serie
de Liang et al. (2003), no hallan grandes diferneintre ambos grupos. En el grupo de edad

superior el porcentaje de casos con antecedentelafes que cumplen los criterios clinicos
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para el sindrome de Lynch alcanza el 2,8%, frein8286 de los jovenes. Sin embargo, en el
trabajo de Pucciarelli et al.(2003), los porcergtajel grupo de edad mas avanzada (mayores
de 40 afios) sdlo alcanza el 1,7%, mientras quegba@ los pacientes con CCR a edad igual

o0 menor de 40 afos alcanza el 8,1%.

Con todo, pensamos que la identificiacion de cdsosindrome de Lynch a partir de la edad
joven al diagnéstico parece ser una herramienta efiegtiva en nuestro medio y no muy
complicada. Su uso restrospectivo, cuando los edéstes familiares de los pacientes no
fueron recogidos en la historia inicial, puede ety Gtil como punto de partida para la
identificacién de posibles casos de sindrome delyn

En ninguno de los trabajos referidos anteriormesgedetallan los diferentes tipos de
neoplasias que cada una de las familias presamita, $i pertenecen al espectro del sindrome

de Lynch, como a las que no se asocian al mismo.

Las neoplasias relacionadas con el sindrome dehLyr&s frecuentemente desarrolladas en
nuestras familias fueron, excluyendo el CCR detobandi CCR, de Gtero, gastrica, de vias
urinarias, del Sistema Nervioso Central, de ovagancreaticas. Como era de esperar, la mas
frecuente fue el CCR con un 29,5% de las famikagiuida de la neoplasia de endometrio,
con un 13,5%. Llama la atencion que las familiasepecientes al grupo de “agregacion de
neoplasias relacionadas con el sindrome de Lynasentaron esencialmente CCR (66% de
las familias), seguido del adenocarcinoma de entt@men un 22% de los casos (ver Tabla
IV.8. de Resultados). En el grupo de “agregacién’8 de los 9 casos se pudo llevar a cabo la
IMS en el tumor, siendo positiva en cuatro de ellesultando tres portadores de mutacion en
los genes relacionados con sistema MMR. Por taato,el grupo de “agregacion”
encontrariamos casos con sindrome de Lynch enid&@nibn un tamafo reducido. Los
tumores con EMS con antecedentes familiares podgan consecuencia de cierta
predisposicion familiar al CCR, distinta a la quegenta el sindrome de Lynch (Rovella et al.
2001; Jenkins et al. 2002; Schiemann et al. 20@4rdnan et al. 2007a; Mourra et al. 2007,
Valle et al. 2007).

Ademas, en algunas de las familias pudimos ideatifneoplasias distintas a las asociadas al
sindrome de Lynch (ver Tabla IV.9. del apartadouRados). Destaca sobre los demas el

cancer de mama (9,1% de todas las familias), segiédcerca por el carcinoma de laringe y

158



las leucemias (6,9% cada uno). Es importante dastpe la neoplasia de mama aparece en
los tres grupos (casos con sindrome de Lynch, goegacion familiar y casos esporadicos
para el mismo), aunque fue mas frecuente en eloggye muestra agregacion familiar
(22,2%). La neoplasia de laringe se presento 6%l de las familias con criterios clinicos de
Amsterdam II. Un grupo variado de neoplasias stag®ién, con menos peso en muchas de
las familias, en especial en las consideradas aasms de CCR esporadicos.

Podemos pensar que alguno de estos tumores puedebsdo al azar, en especial ageullos
mas comunes en la poblacion general, como sucedsrilds asociados a los CCR que hemos
definido como “esporadicos” al no presentar endwilia neoplasias relacionadas con el
sindrome de Lynch, y a los que se suma en la famligjun caso de cancer de mama, pulmon
en fumador, etc. Sin embargo existen otras famidasde pueden concurrir factores
genéticos, como podria ser el caso de aquellasagvegacion familiar” y EMS, donde serian
ciertos genes de baja susceptibilidad al canceguesse concentrarian en ellas, y cuyo efecto
conjunto les conferiria un aumento del riesgo ghrdesarrollo de diferentes neoplasias. En
cuanto a la asociacion de tumores diferentes hdbguales relacionados con el sindrome de
Lynch en aquellas familias que cumplian criteridsioos de sospecha, también se sefiala esta
posibilidad en algunas publicaciones. Este serieagb de la neoplasia de laringe, que se
apunta que podria estar dentro del abanico de asvesociados a dicho sindrome, aunque las
series correspondientes presentan una muestraidadwuc son reseflas de un Unico caso
(Lynch et al. 1988; Maul et al. 2006).

En el trabajo de Oliveira et al. (2004) se anakt@spectro de neoplasias de las familias
asociadas al sindrome de Lynch, o familias cortacegregacion de neoplasias relacionadas,
sin criterios de edad al diagnodstico, y se encoqtré el cancer de mama es el de mas
frecuente aparicion dentro de las neoplasias queerasocian por definicion al sindrome de
Lynch, presente tanto en familias con criteriosictis 0 con agregacion, con un 26,5% y

27,8%, respectivamente.

Como veremos mas adelante cuando distribuimos nogestmores en estables e inestables,
los antecedentes familiares de neoplasias relatésna no con el sindrome de Lynch se
incrementan notablemente en los casos inestabésT@blas V.24 y 25 del apartado de
Resultados). En los tumores IMS los antecedergeslifires de neoplasias asociadas al

sindrome de Lynch son casi seis veces mas freaugnie en los casos EMS (84,6% vs
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17,3%). Las neoplasias no asociadas al sindronigrtsh son el doble de frecuentes en las
familias con tumores IMS que en aquellas EMS (53y8%7,6%).

2.3. Caracteristicas moleculares.

2.3.1. Inestabilidad de microsatélites (IMS).

La IMS es una caracteristica que muestran algu@R, § es consecuencia de la alteracion
del sistema de reparacion del ADN (MMR). Practicaree¢odos los CCR que aparecen en el
sindrome de Lynch muestran IMS. Sin embargo, alledele un 15-20% de los CCR
esporadicos también la presentan (Aaltonen et98I3;1lonov et al. 1993). Esta circunstancia
crea ciertos problemas a la hora de seleccionattidgntandidatas al estudio de los genes
relacionados con el sistema MMR, y por tanto, gesibasos de sindrome de Lynch.

Las alteraciones en el sistema MMR pueden ser &dasgd como sucede en el sindrome de
Lynch, o bien, en los casos esporadicos, tiener ldgamanera adquirida, mediante un
silenciamiento a nivel epigenético por hipermeidacde los genes del sistema MMR. Sin
embargo, ambos grupos de tumores tienen similamexteristicas anatomo-clinicas a pesar

de sus distintas etiologias (Haydon et al. 2002).

En nuestro trabajo la IMS se ha llevado a caboianésl el andlisis del microsatélite BAT26,
situado el locus 2pl16. La utilizacion uUnica de Bat2 ha demostrado eficaz en trabajos
previos (Hoang et al. 1997; Aaltonen et al. 1998 et al. 1998).

Tan sélo el 31% (13/42) de nuestros tumores madtfénotipo de IMS, a pesar de que la
edad precoz al diagnéstico del CCR es una carsiitargue acompafa a los casos de cancer

con componente hereditario y, por tanto, seriarabpgeuna proporcion mas elevada con IMS.

Cuando se comparan nuestros datos con aquellogjasalgue presentan un criterio de
seleccién por edad similar, nuestra proporcion waotes con IMS se halla dentro del
intervalo referido en la literatura, donde la pnamp@n de IMS oscila entre 19,7% y el 41%
(Liang et al. 2003; Pucciarelli et al. 2003; Losiad. 2005; Yiu et al. 2005). En la serie

publicada por Losi et al (2005), la tasa de tumaqres presentaron IMS alcanza el 19,7%. No
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obstante, en este trabajo sélo se consideran\mssitiquellos tumores con inestabilidad alta
(2 o mas microsatélites del panel de Bethesda)oElentaje obtenido por nosotros del 31%
es equivalente al de la serie de Southey et ab52@unque hay que tener en cuenta que en
esta Ultima la proporcion se alcanza mediantertzasie tumores que presentaban IMS baja y
alta (15% y 17%, respectivamente). En dicho trgba@ obstante, en lugar del panel de
Bethesda de cinco microsatélites, utilizan un pdeel0, considerando estables aquellos que
no presentaban alteracion o la presentaban tan esblan microsatélite; baja IMS, con
alteracion de 2 a 5; y alta IMS, con alteracio@e10 de los mismos. El trabajo de Yiu et al.
(2005), por su parte, presenta una IMS alta deldfs gara pacientes con CCR a edad igual o
menor de 45 afos. Otra serie, la de Mead et d.7)2@n la que utilizan el panel de Bethesda,

la proporcién de IMS total es del 41%, con un 3403 tumores presentando IMS alta.

Las cifras referentes a la IMS son diferentes eosotrabajos con edad de corte distinta o
donde la edad no es el criterio de seleccion graiclLa frecuencia de IMS es inversamente
proporcional a la edad al diagnéstico: el porcent®g IMS aumenta conforme la edad de
diagnéstico del CCR disminuye. De esta forma, texgerl trabajo de Gryfe et al (2000),
donde se reduce hasta el 17%, con un punto ded®m&8 afios, mientras que en lo publicado
por Durno et al. (2005), la IMS aumenta en al misiiempo que disminuye la edad al

diagndstico hasta los 24 afios, alcanzando el 73%.

Cuando se compararon los CCR en el adulto jovenloenCCR a edad avanzada, las
diferencias en los porcentajes de IMS son mas imeatak. En el trabajo de Pucciarelli et al
(2003), la IMS alcanza el 32, 4% en el grupo ddtadjovenes menores o iguales de 40 afios,
y pasa al 6,9% en el grupo de CCR en mayores d&d$. La proporcion se reduce en la
misma medida en lo publicado por Liang et al. (30@Re de un 29,4% en los jovenes
menores o iguales a 40 afos, y pasa a un 6,3%seDd® a edad igual o mayor de 60 afos.
Sin embargo, parece haber una distribucion bimadationada con la edad en la proporcion
de CCR gque presentan IMS, con picos en los jovereee,también en los mas ancianos, estos
altimos posiblemente debido a alteraciones epiggagetadquiridas en los genes MMR
(Samowitz et al. 1995; Chao et al. 2000; Yiu et28i05). En el trabajo de Samowitz et al.
(1995) el grupo de pacientes con CCR entre 71 168 presenté un 22,2% de IMS. En otra
serie, la de Yiu et al. (2005), se confirman los gwos de mayor frecuencia de IMS, con un
21% para los menores de 45 afos, y un 33% pard@uayo CCR se presentd a una edad

superior a 87 afnos.
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Por ultimo, también debemos sefialar que nuestréss deoinciden con la proporcion
encontrada en la Tesis Doctoral de la Dra. LaurigeVde la Unidad de Cancer Familiar, del
Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (@NIde Madrid, en la que
aproximadamente el 30% de las familias estudiadeseptd IMS en el tumor, aunque en este
caso se analizaron sélo sujetos con carga famdlimyerente del sindrome de Lynch,

independientemente de la edad a la que preserdb@OR.

En resumen, el porcentaje de IMS en nuestra seripagientes jovenes es equivalente al
descrito previamente en la literatura para serieamtades de corte similares. Ademas, dicha
proporcion se asemeja al detectado en series denfec con carga familiar positiva para

CCR vy, sin embargo, diferente al identificado eneallags de CCR esporadicos en pacientes
con edades superiores a los 50 afios. Estos halazgbablemente son reflejo del importante

componente genético del CCR en adultos jovenes.

2.3.2. Andlisis de los gen&i. H1 y MSH2

Se obtuvo sangre periférica de jm®bandicuyos tumores mostraron IMS en 11 de los 13
casos. En los dos restantes, debido al fallecimidataquellos, se recogié ADN del familiar
mas joven afecto de neoplasia relacionda con ét@ime de Lynch. Se llevo a cabo el estudio
completo de los genes de reparacion del sistema MMLRI1 y MSH2 que explican mas del
90% de las familias con sindrome de Lynch con nionas germinales en los genes de dicho
sistema (Lynch and de la Chapelle 20@3ung and Rustgi 2003 El porcentaje de
alteraciones en la linea germinal LH1 y MSH2 dentro del grupo de tumores que
presentaron IMS fue del 61,5%, como puede verska €igura IV.4. Por tanto, en nuestro

trabajo la IMS se consideraria con un valor pradigbositivo del 61,5%.

La tasa de deteccion de mutaciones en los genes BiMRestro grupo se sitla en el limite
superior de lo publicado previamente. En la maydeios trabajos consultados esta tasa varia
desde el 23% hasta 62,5% de los casos con IMS (€&hah 1999; Pucciarelli et al. 2003;
Durno et al. 2005; Niessen et al. 2006). La validdnl en los porcentajes se correlaciona
principalmente con la edad de corte de las sehgis.en aquellas con una edad mas precoz,
como sucede en la de Durno et al. (2005), la poiporde mutaciones encontradas en

tumores con IMS es mas alta (62,5%).
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Si a la edad de diagnéstico y a la IMS se le suatas criterios de seleccion, como pueden
ser las caracteristicas clinicas propias de losotesn con componente hereditario, la

proporcion de mutaciones encontradas puede aumentap sucede en el trabajo de Losi et

al. (2005), en que llega hasta el 77,7%. En nuestso, si seleccionamos los tumores con
IMS que ademas presentaron antecedentes familaregoplasias asociadas al sindrome de
Lynch, encontramos que la proporcion de mutacidradiadas dentro de este grupo asciende
hasta el 71,5% (5/7).

Respecto a la alteracion de uno u otro gen, el9%87® las alteraciones identificadas se
localizaron enMLH1, mientras que el 62,5% lo fueron B18H2 En la serie publicada por
Pucciarelli et al. (2003), la proporcion de mutaei® halladas es del 50% para cada uno de los
genesMLH1 y MSH2 mientras que en la de Chan et al. (1999), lagraifn es mayor para
MSH2 (87,5%). La proporcién en nuestra muestra ha densgpretada con cautela debido a

lo limitado de las cifras.

En otros grupos de poblacién distintos al del grdgloadulto joven, las proporciones difieren,
siendo mayor pardiLH1, frente a la que tiene lugar en el joven, que réstigamente la
contraria. En el analisis llevado a cabo por la Daara Valle, en la que analizé familias con
agregacion familiar de CCR o con sospecha de simglde Lynch, el porcentaje de pacientes
con tumores con IMS que presentaron alteracionel de los genes de reparacion resulto ser
del 50%. La proporcion de mutaciones identificafieess del 60% para éfiLH1 y del 40%
para elMSH2 En otro estudio, realizados en la poblacion eslpafCaldés et al. (2002)
realizaron la prueba genética de deteccion de noume puntuales en 56 familias con al
menos criterios de Bethesda, hallando un total dendtaciones en los genes de reparacion
(30,36%), siendo la distribucion de 69%MhH1 mientras que el 31% lo hacianM&SH?2

La mayor parte de las alteraciones en los genesngadas en nuestra serie resultaron ser
mutaciones puntuales, mientras que solo en un sadwalld una gran delecibn mediante
técnica de MLPA, concretamente en el BH2 Se ha sefialado en la literatura la necesidad
de llevar a cabo la busqueda de grandes reordem@miggendomicos de los genes de
reparacion a la hora del diagndéstico del sindromd.yhch (Di Fiore et al. 2004). Estas
alteraciones pueden alcanzar hasta el 13% deldetalteraciones germinales en estos genes
(Charbonnier et al. 2002; Gille et al. 2002; Tayoral. 2003; Wang et al. 2003). En nuestro

163



estudio 1/5 (20%) de todas las alteraciones delast@nMSH2 era debida a una gran
delecién gendmica. En las series de la literatnrgue se lleva a cabo la identificacion a nivel
de los genes MMR, los porcentajes varian, compeeadi del 16,7% al 45% de los casos con
mutaciones identificadas (Pucciarelli et al. 20D8rno et al. 2005; Niessen et al. 2006). En
todas ellas las muestras también son reducidagyal que sucede con la que presentamos.
Sin embargo, se puede sefialar la necesidad derlmssedipo de alteracion en todos los casos
en que, estudiando los genes del sistema MMR eloadavenes, no se hallen mutaciones

puntuales.

El estudio del gemMSH6 no se llevd a cabo ya que, como se ha indicadel epartado
1.3.3.1. de Resultados, fueron tres los casossegque no se expresesaba la proteina Msh6, y
en todos ellos tampoco habia expresion de Msh2skss tres casos se detectd una mutacion
germinal enMSH2 Estudios previos han subrayado que la alterad®MSH6 es poco
frecuente, y que se asocia con un fenotipo atenuatouna edad de aparicion del cancer méas
avanzada (Miyaki et al. 1997). Algunas series glemtifican las mutaciones en MMR en
pacientes con CCR a edad precoz no estudian democgmo ocurre en la de Pucciarelli et
al. (2003), al considerar la baja incidencia denié@@mas. Otras, no obstante, si que lo hacen,
siendo los resultados variados. Mientras que edeldDurno et al. (2005) no encuentran
ninguna alteracion, en la de Nieesen et al (20d@#)an 4 mutaciones de 20 casos estudiados.
Dichas diferencias son debidas a los distintoerogs de edad de aparicion del CCR que
utilizan. Mientras que en la primera es de 24 afiasenos, la segunda es de 50 afios,
confirmando que las alteraciones en dicho gen eseptan con mas frecuencia a edad mas
avanzada. Otro aspecto que merece tenerse en eulent@ra de abordar el estudioM8H6

es la circunstancia de que sus mutaciones puedasauarse a IMS, y por tanto, en estos
casos la Inmunohistoquimica (IHQ) para Msh6 es heaamienta adecuada para la
identificacién de posibles mutaciones en el gerrdBas et al. 2002; Kolodner et al. 1999).
Por estos motivos, pensamos que en la poblaci@Cie de adulto joven la identificacién de
mutaciones erMSH6 ha de realizarse en aquellos casos no sélo qeemen IMS, sino

también ausencia de expresion de Msh6.
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2.3.3 Andlisis inmunohistoquimico.

a) Proteinas del sistema de reparacion.

La IHQ de las proteinas del sistema MMR es un noétqde facilita la bUsqueda de
mutaciones en los genes de dicho sistema, ya gaeskncia de una de las proteinas apunta
directamente al analisis del gen correspondientee&ie sentido, y segun varios estudios
recientes, la IHQ es al menos igual de véalida dqan&lisis de la IMS a la hora de identificar
las mutaciones en los genes del sistema MMR (Rehchl. 2005; Southey et al. 2005;
Stomorken et al. 2005; Engel et al. 2006; Niesseal.€2006). No obstante, muchos autores
sefalan que la IHQ tampoco es suficiente como roétedseleccidon unico, al no alcanzar el
100% de sensibilidad (Christensen et al. 2002; diinet al. 2002; Scartozzi et al. 2002;
Wabhlberg et al. 2002; Hendriks et al. 2003).

En nuestra serie hemos encontrado cierta difica@tidhora de llevar a cabo el estudio de las
proteinas del sistema de reparacion, en espedalsa de la ausencia de material tumoral
para realizar la IHQ en alguno de los pacientes.téddo, no podemos estimar el valor que

puede tener en nuestra muestra de pacientes conj@@Res. Solo sefalar que todos los

tumores que presentaron falta de expresion en aldarlas proteinas fueron IMS (ver Tabla

IV.27 de Resultados), y que, de los ocho tumoreS tddn que se pudo contar con material,

siete presentaron ausencia de expresion para atlputes tres proteinas. Los tres casos con
ausencia de expresion de Msh6, asociada a ladialkdsh2, correspondieron posteriormente a
tres casos con mutacionesM8H2 Es decir, hubo una buena correlacion entre kdtalos

de la IHQ y la IMS.

En lo publicado referente al CCR en el adulto jouanHQ de las proteinas de reparacién
posee una sensibilidad de hasta un 100% a la leordedtificar posibles alteraciones de los
genes del sistema MMR (Southey et al. 2005; Niesseh 2006). El estudio llevado a cabo
por Southey et al. (2005), determina el valor miaeh positivo (VPP) para la identificacion
de las mutaciones de un 69%, 50% y 75%, para lainofistoquimica de proteinas de
reparacion, IMS (alta y baja), y los criterios degterdam, respectivamente, mientras que la
sensibilidad para cada una de dichas estrategiad 0860, 94% y 50%. En otra serie,
publicada por el grupo de Niessen et al (2006) plmsentajes varian, siendo la sensibilidad
del 88%, 82% y 76%, mientras que el VPP, sin enthasg redujo al 38%, 23% y 19%. En
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este ultimo trabajo la edad de corte fue de 50,afi@ntras que en la del primero fue de 45

afos.

En la mayoria de los estudios en los que se andh®gaestrategias de aproximacion al estudio
de las mutaciones también se concluye que el ukmsdeiterios clinicos de Amsterdam como
anico marcador para ser portador de mutacion soifigente. Asi, en el trabajo de Niessen et
al (2006), casi un 25% de los portadores no prasemhinguna historia familiar de neoplasia,
mientras que llega hasta el 50% en el trabajo deh8y et al (2005), los portadores que no
cumplieron criterios de Amsterdam. En nuestro fbtres de las mutaciones halladas
pertenecian a casos con agregacion familiar (37,8% ) xumplir los criterios de Amsterdam,

mientras que en las cinco restantes si lo hacian.

El criterio de edad precoz de apariciéon del CCReyade por si una razén, tal vez la mas
importante, para plantearse el estudio de las nmwn@€ relacionadas con el sistema de
reparacion. Sin embargo, no ha de ser la UnicaeEssario unir a ella tanto la IMS como la
IHQ de las proteinas del sistema de reparaciérhdyoque olvidar tampoco los antecedentes
familiares de neoplasias relacionadas. En estaallupuesto, incluso, en aquellos casos en
los que ambos métodos, IMS e IHQ, no determinerspsresultados la necesidad del estudio
genético, tal vez habria que realizar un estudie pr@fundo, ampliando el nimero de
microsatélites, o analizando otros tumores de haili® La valoracion conjunta de esta
informacion, tanto clinica como molecular, es lgjanestrategia para la identificacion de

posibles sindromes de Lynch en el CCR del adulterjo

b) Otros marcadores.

Ademas del andlisis de IHQ de las proteinas détras de reparacion, mencionado en el
apartado previo, se llevé a cabo el analisis dasgbroteinas implicadas en otras funciones
celulares esenciales. El objetivo de esta partestatlio fue obtener perfiles de expresion que
caracterizaran a los diferentes tumores. Se utilind serie de marcadores moleculares
relacionados con el ciclo celular, apoptosis, fedicion y adhesién celulares, como son
Cdk2, Ciclina A, Ciclina D1, Ciclina D3, Ciclina 16, p21, p27, RB fosforilado, Skp2,
Chk2, E-cadheringi-catenina, Ki-67, p53, Bcl-2, Citoqueratina 20, RKDy SMAD4. Estos

marcadores gsteriormente se correlacionaron con el riesgedieiva y/o mortalidad, y se intento
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identificar aspectos diferenciales desde le pustweista general, y entre los tumores con IMS
y EMS, en particular.

El tamafio muestral inicial era reducido, y se vigminuido mas aun al no poder disponer
para su realizacion de material tumoral suficielge¢odos loprobandi De esta manera en la

mayoria de los casos se aprecian tan soOlo cientakemcias a la significacién estadistica, si
bien, en algunos andlisis si se alcanza. De cuwaldoima, a continuacion discutimos los

datos mas relevantes encontrados.

Uno de los extremos que también es interesantaa@sts que son pocas las publicaciones en
las que se valoran los marcadores tumorales queshanalizado en la presente serie. En este
sentido, por tanto, la mayor parte de los resuftadbtenidos se discuten respecto a lo
publicado para el CCR en general, y en menor meghidalacion al grupo de edad de nuestro

interés.

En primer lugar, analizamos los marcadores relacios con el ciclo celular, como Cdk2,
Ciclina A, Ciclina D1, Ciclina D3, Ciclina E, p1§21, p27, RB fosforilado, Skp2, Chk2.
Llama la atencién la igualdad de expresion paradsoria de proteinas, exceptuando la de la
Ciclina E, que se halla predominantemente ausefti® (de los tumores estudiados). La
Ciclina E controla la transicion de la fase G1 aSlaformando complejo con Cdk2. Su
elevacion da como conscuencia un aumento de laidalb de la transicion G1-S. Estos
niveles elevados se han encontrado en multitudieres, entre ellos el CCR (Keyomarsi et
al. 1994; Yasui et al. 1996; Furihata et al. 1988sui et al. 1999; Muller-Tidow et al. 2001).
Estos valores de sobre-expresion no se detectahamjunto de la muestra, aunque cuando
se distribuye entre IMS y EMS, si que aparece ipineros, como se vera mas adelante. En
la presente serie, el 82% (9/11) de los pacientedallecieron a lo largo del seguimiento, y el
100% de aquellos que recidivaron, sus tumores ipi@®® ausencia de expresion de Ciclina
E. Este posible valor pronostico de la Ciclina Encmle con lo publicado por Yasui et al
(1996), quien refiere que su ausencia viene asaaadn desarrollo mas acelerado y a la
progresion mas temprana del CCR en general. Esteensbargo, no se ha visto en otros
trabajos (Sutter et al. 2002; Bondi et al. 2005).

Otro resultado que también llama la atencion eaulsencia de diferencias en los valores

encontrados para la proteina del RB-P, ya que IBR Guelen mostrar una expresion
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incrementada de RB y de RB-P (Gope and Gope 199jn®f and Roemer 2005). Este
incremento en la expresion es progresivo durantgraeso de carcinogénesis colorrectal
(Yamamoto et al. 1999).

Con respecto a las posibles asociaciones con tastedsticas anatomo-clinicas y familiares
de los casos, aquellos CCR gue mostraron auseacéxptesion de pl6, que es, entre otras
funciones, inhibidor de RB (Goodrich et al. 1991ykas et al. 1995), presentaron una
localizacion predominante en colon derecho (57%@nd® la mayoria EMS (10/11), y

coincidiendo este dato con lo publicado por el grdp Schneider-Stock et al. (2003), para el

CCR esporadico.

La proteina p21 es activada por p53, inhibe a CdkBduce la parada del ciclo celular en la
fase G1, para que se produzca la reparacion del dRNapoptosi€n nuestro trabajo hemos
encontrado que el 77% de los casos con ausen@apiesion de p21 (10/13) resultaron ser
esporadicos. De nuevo esta caracteristica es cabipaa los resultados publicados por
Edmonston et al (2000), puesto que ellos relacidaapositividad de p21 con aquellos
tumores que presentan IMS, siendo gran parte de edisos asociados al sindrome de Lynch.
También el grupo de Sinicrope et al. (1998), deir@amque su pérdida de expresion acomparfa
la progresion de los CCR esporadicos, no sucediasd@n los casos relacionados con el

sindrome de Lynch.

Del resto de marcadores, entre los que se hallandéo adhesion celular, proliferacion,
apoptosis y otros (E-cadheringcatenina, Ki-67, p53, Bcl-2, Citoqueratina 20, RKDy
SMAD4), el resultado que llama la atencion es éhcienado con la via Wnt, siendo
importante la proporcion de tumores que tienenexsipn deB-catenina en la membrana, y
también ausencia dg-catenina en el nucleo. Dicha proteina se locadizala membrana
citoplasmatica, formado parte de un complejo comrCARxina y GSK-B. Cuando ese
complejo no se forma correctamente, se activadadei Wnt y aumenta la cantidad fgie
catenina en el citoplasma, por lo que es transg@ryaacumulada en el nucleo (Morin et al.
1997). Se considera que la expresion nucledrchtenina es un buen marcador de que la via
Wnt esté activada (lwamoto et al. 2000; Hinoi e2@D1; Hao et al. 2002), y dicha activacion
ocurre frecuentemente en tumores colorrectales EAMS,como, aunque algo menos, en
tumores IMS, incluyendo el sindrome de Lynch, iraejentemente de la edad de aparicion

del CCR (Shimizu et al. 2002). En tal sentido, lta proporcién de tumores con expresion a
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nivel de membrana y ausencia [ffeatenina en el nacleo en nuestra serie podrigandjue
una parte sustancial de estas neoplasias no seglarivia Wnt de carcinogénesis del CCR.
Posteriormente se analizaran los resultados atlesronar la expresion decatenina con la
mortalidad y la recidiva, al asociarse su faltaedpresion en membrana con la pérdida por
parte de la célula de funciones de adhesion, ytaoio, con una mayor facilidad para

metastatizar.

Asociada también a la via Wnt, la E-cadherina sei@nira presente en un gran numero de
tumores en nuestra serie. Se trata de una gli@peotle membrana critica para el control de
la adhesion celular y la polaridad de los epitelidsida al citoesqueleto se activa a través de
interacciones con las cateninas (Takeichi 1995; IGoen 1996). La interrupcion del
complejo cadherina-catenina se ha observado en GCBe ha correlacionado con la
desdiferenciacion tumoral, el crecimiento infiltignla metéstasis a ganglios linfaticos, y un
peor pronostico (Behrens 1999; Nollet et al. 19287 Aken et al. 2001).

Estos dos aspectos, tanto el de la la E-cadheoim® @] de |g3-catenina, hacen pensar en un
grupo de CCR en este rango de edades que podgain sea via alternativa a la via Wnt. En
cuanto al ciclo celular, los marcadores presentanfe ausencia o presencia de los mismos de
manera equivalente, a excepcion de la Ciclina E& ge hallaria ausente en una alta
proporcion de tumores. Todas ellas serian carattar$ diferenciales desde el punto de vista

molecular de los CCR de aparicion precoz en refegidesto de CCR.

2.4. Factores pronostico. Analisis de supervivencia

El pronédstico del CCR que tiene lugar en el adjdt@n es controvertido. Frente a algunas
publicaciones que no hallan diferencias entre lgeiwivencias de los CCR a edad precoz y
los que aparecen a edad avanzada (Chung et al., B#@& confieren al tumor a esta edad un
peor pronostico (Isbister et al. 1992; Molnar et1#94; Chiang et al. 2003). Entre otros
factores, se atribuye al estadio mas avanzado werse presentan al diagnostico, sugiriendo
un posible retraso del mismo (Adloff et al. 198B6).hecho de que estas neoplasias a edad
precoz presenten con mas frecuencia caracteristicas la existencia de células en anillo de
sello o CCR mucinosos, o0 una mayor tasa de CCR aje @wado de diferenciacion

posiblemente contribuyan al peor prondstico gloBalmbién se han encontrado a su vez
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caracteristicas moleculares que determinan un cdampiento mas agresivo (Yantiss et al.
2008). La necesidad de hallar algun factor predicéi la hora de diferenciar aquellos CCR
del adulto joven que vayan a presentar una mall&®ao frente a lo contrario se hace, por

tanto, casi obligada.

En nuestra serie se confirman como factores depnoalostico asociados a mortalidad tanto
los estadios tumorales avanzados como la existateianetastasis en el momento del
diagndstico. Esto coincide con lo ya establecida ph CCR en general. En el mismo sentido
aparecen la existencia de metastasis y la presdaaiecidiva en el seguimiento como de mal
prondéstico cuando se realiza el andlisis de suwgamia. La localizacién del CCR a nivel del

colon izquierdo se presenta también como un fatganal prondéstico, tanto desde el punto de

vista de la mortalidad como de la recidiva.

Lo reducido de la muestra no permite alcanzar fiogwion estadistica en el resto de
caracteristicas, tanto anatomo-clinicas como fareti 0 moleculares. Sin embargo, mencién
especial merece [&catenina. La ausencia de expresion de la misnizebde la membrana y

la presencia de la misma en el ndcleo presentaran raortalidad del 75% y 60%

respectivamente. Lo mismo sucede al valorar efjoie® recidiva. En ningan caso se alcanz6
la significacion estadistica, lo que si sucedioeemnalisis de la supervivencia, donde la
expresion en la membrana determinaria una mayergupncia, como se detalla en la Figura
IV.5. del Apartado de Resultados. Por tanto, hal&apensar que la activaciéon de la via Wnt

en este tipo de tumores determinaria un peor pticnos

En el trabajo de Liang et al (2006), se analizas fectores pronostico en un grupo de
pacientes con CCR a una edad igual o inferior dafds. En €l se sefala que la edad, la
reseccion oncoldgica, la transfusion, el tipo @lutamafio e invasion tumoral, presencia de
invasion linfatica o metéastasis a distancia, ashnada estadificacién, son predictores de
supervivencia en estos pacientes. Sin embargtevalrla cabo el analisis multivariante, solo

la transfusion y la invasién ganglionar permanemano valores pronostico.

Una de las caracteristicas que mas se analiza famtor prondstico es la IMS, llegandose a
considerar como una entidad diferente dentro dgbayde CCR de inicio precoz a aquellos
CCR que la presentan (Gryfe et al. 2000). Se harglagy ademas, en diversos estudios que la

IMS determinaria una mayor supervivencia para lasigmtes con CCR en general,

170



independiente de la edad de presentacion (Lothke #993; Thibodeau et al. 1993; Bubb et al.

1996; Lukish et al. 1998; Halling et al. 1999). larserie publicada por el grupo de Gryfe et

al. (2000), que analizan los CCR que se preseniahara edad igual o menor de 50 afios. Se
concluye que la IMS alta se asocié con una supeneia prolongada, independientemente de
los factores pronéstico clasicos, entre los quens®ntraba el estadio de la enfermedad. En
nuestro caso, a pesar de no alcanzar en ningursicasficacion estadistica, si que para todos
los valores de supervivencia, mortalidad, y re@gdise presentan mejores resultados en el

grupo de IMS, como se volvera a tratar en el Apiartade la Discusion.

Desde nuestro punto de vista, pensamos que giaie edad precoz no ha de resultar de por
si un condicionante de mal prondstico, sino quetrdede este grupo de edad debe de existir
un subgrupo que determina una evolucion mas o maéesfavorable, definido por medio de
uno o mas marcadores que lo diferencie, dejanddealos relacionados con la estadificacion
de la neoplasia, entre otros. Uno de estos factm@siados a un mejor prondstico podria ser,
como se ha sefialado, el de la IMS. Nuestros relmgtasi lo sugieren, de la misma forma que
parecen ser variables de peor prondstico aquebaplasias situadas a nivel del colon
izquierdo, o corp-catenina no expresada en membrana o expresagalauclear, signo de
que la via de Wnt esta activada. Ambos aspectesnasl mas frecuentes en tumores EMS,

gue en nuestra serie parecen mostrar un peor pianos

3. CARACTERIZACION Y ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS CANCERES
COLORRECTALESSEGUNLA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES(IMS).

La IMS es una caracteristica que aparece en losrasmque se desarrollan dentro del
sindrome de Lynch por alteraciones en el sistemareg@racion de los errores de
emparejamiento del ADN. Pero también hay un 15%sleanceres colorrectales esporadicos
que muestran esta caracteristica, debido sobre dabdidenciamiento epigenético del gen

MLH1 por hipermetilacion de su promotor a nivel sontafiinzler and Vogelstein 1996).

Actualmente se conoce que, en lo referente al C&Remeral, los tumores IMS y EMS
expresan caracteristicas clinico-patoldgicas difgedes (Kim et al. 1994; Gryfe et al. 2000).
Estos rasgos distintivos sugieren que la tumoragigme cada uno de los grupos podria estar

basada en distintos genes y/o rutas (Giacomini 2085).
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Uno de los objetivos del presente trabajo ha siddeevalorar la existencia de rasgos
diferenciadores entre los CCR en el adulto jovem gpesentan IMS y EMS. A pesar de que
comparamos 29 tumores EMS y 13 IMS, y por tantomiaestra es reducida, hemos
encontrados caracteristicas diferenciales, y afugs a pesar de no alcanzar la significacion,

manifiestan una tendencia hacia la misma.

3.1. Caracteristicas anatomo-clinicas.

En primer lugar llama la atencion la diferencia lenedad media al diagndstico que
presentaron ambos grupos. La edad media en el geuidS fue de 36,7 afios, mientras que
en los EMS fue de 40 afios. El componente herealitii una gran parte de los primeros
probablemente determina esta diferencia. Uno deplosos trabajos que analizan las
discrepancias en un grupo de edad equivalente,uaualgpunto de corte sea de 50 afios,
también coincide con la precocidad del CCR en #&mmélumores con IMS, con una edad
media al diagndéstico de 41,3 afios frente a los d8,fos EMS (Gryfe et al. 2000). En el
mismo sentido lo refiere el grupo de Losi et aD0®), cuya edad de corte fue de 45 afos,

presentando una edad media de 38,2 y 40,1 afatiespnente.

La localizacion del CCR a nivel del colon tambiénua rasgo diferenciador entre los grupos
de IMS y EMS. Nuestros resultados no presentarfisigcion estadistica, aunque si una clara
distribucion predominante del colon derecho enrepg IMS, con un 70% (9/14), mientras

que para los EMS fue del 38% (11/29). En el casaniliicar las localizaciones, entre colon

derecho e izquierdo, los valores se hacen aun raa#iestos. En el trabajo de Gryfe et al

(2000), la proporciéon de tumores IMS situados alndel colon derecho resulté del 71%,

equivalente a nuestro trabajo, mientras que par&MS solo alcanzé el 26%. En la serie de
Losi et al. (2005), el porcentaje para los EMSeshuce hasta el 24,5% para la localizacion
derecha, mientras que en los IMS alcanza el 64]3%.series que analizan el CCR en
poblacion general, sin atender a criterios de edadfirman esta correlacion, con el

predominio del colon derecho para los tumores gasemtan IMS (lonov et al. 1993; Lynch

et al. 1993; Thibodeau et al. 1993; Kim et al. 1%s 2004).

Otra de las caracteristicas de las neoplasias i@ ds la mayor frecuencia de tumores

pobremente diferenciados (Kim et al. 1994; Jas<2000 et al. 2005); aspecto que también
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sucede en la poblacion joven, con frecuencias gustgan entre el 21% y el 42% (Gryfe et
al. 2000; Losi et al. 2005). Nuestros resultado®stran un 23,1% para el grupo de IMS
frente al 13,8% de los tumores EMS. Otro aspectoliy que sefialar es cierta tendencia de
los tumores con alto grado diferenciacion a pressaten el grupo con EMS (7% vs 0%).
Esto coincide con los resultados del grupo de kbsil (2005), cuya proporcion de tumores
EMS con alto grado de diferenciacién alcanza el .19%

Dentro del analisis anatomo-patolégico también abest la presencia de tumores
mucosecretores y con células en “anillo de sellohbas caracteristicas frecuentemente
asociadas a los CCR del adulto joven (Guillem efi@99; Chiang et al. 2003; Liang et al.
2003; O’Connell et al. 2004; Lin et al. 2005). Aparar entre IMS y EMS, los pocos trabajos
que hacen esta diferenciacion no hallan variaciemde ambos grupos (Gryfe et al. 2000;
Losi et al. 2005). En nuestro trabajo, sin embalaproporcién de tumores mucosecretores es
alta en el grupo IMS (38,5%), asi como la de aqaeatbn presencia de células en “anillo de
sello” (30,8%), aspecto este ultimo que alcanzsdaificacion estadistica, frente a los EMS.
Llama la atencion, ademas, que en nuestra senis tod tumores con células en “anillo de
sello” se presenten en el grupo IMS, y que de ladro casos, en tres de ellos se encontraron
mutaciones germinales en los genes de reparaceire @lantear, en consecuencia, que al
encontrarnos con un paciente con diagnéstico de &QRa edad menor o igual de 45 afos,
cuyo tumor presente la caracteristica de célulaseiio de sello”, acudir directamente al

analisis de las mutaciones en los genes del sidi#vR, obviando la IMS.

La comparacion llevada a cabo atendiendo al estaelita enfermedad al diagnostico no
reveld diferencias significativas, aunque si destaerto predominio del estadio Ill para los
tumores IMS, y el del IV en los EMS (Tabla IV.2@ lbs Resultados). Estos datos apuntan a

la posibilidad de que en los casos IMS, la prev@nesté siendo, en cierta medida, efectiva.

La misma distribucion de estadios Ill y IV apareceel trabajo de Losi et al. (2005), con el

mismo rango de edades que el nuestro, no ocurri@sickn la serie presentada por Gryfe et al.
(2000), donde si se aprecia una proporcion mayaades en los estadios avanzados a favor
de los tumores EMS, acompafiada de significaciGadesgica. Es posible, por tanto, que esto
pueda ser debido bien a una adecuada estrategieedencion, especialmente en los casos

con antecedentes en la familia, o por otro ladoja#dr de prondstico favorable que se le
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atribuye a la IMS (Messerini et al. 1997; Gryfeakt2000; Samowitz et al. 2001b; Buckowitz
et al. 2005; Popat et al. 2005).

Los resultados alcanzados para la supervivenca, tstipervivencia libre de enfermedad,
aparicion de recidiva tumoral y mortalidad son rfésrables en el grupo de los tumores
IMS. Aln sin alcanzar la significacion estadistiestos resultados en su conjunto apuntan a
una evolucion mas favorable de los tumores con ¢et8parados con los EMS (Messerini et
al. 1997; Gryfe et al. 2000; Samowitz et al. 20(Rbckowitz et al. 2005; Popat et al. 2005).
No obstante, lo publicado en la literatura es Wdeiaya que, aunque muchos trabajos apoyan
el hecho de que los casos IMS presentan mejor \supecia, la estimacion del valor
prondstico de la IMS varia de unos a otros. Par eston, recientemente, Popat et al. (2005),
realizaron una revision sistematica de los trabpjddicados para conseguir una estimacion
mas precisa y concluyeron que los canceres cotatesccon IMS tenian un prondstico
significativamente mejor. En la serie presentadaGyfe et al. (2000), en el CCR a edad
menor o igual de 50 afios se confirma que la IMSe@asn valor predictivo de buen

prondstico independiente de cualquier otro, indwebestadio tumoral.

Por otra parte, en nuestro estudio, 15 pacienteseptaron algun tipo de polipo en el colon
(33,33%), bien sincronicos con el CCR, bien deiajgar previa al diagnostico del CCR, o en
el seguimiento posterior. Como se ha sefialado Apatado 2.1.5. de esta Discusion, no son
muchas las series en la literatura en las que abzarla aparicion de pélipos en estos
pacientes, y las que lo llevan a cabo, sélo refiemguellos que se presentan sincrénicos al
CCR (Liang et al. 2003). A la hora de analizar gari&ion en la evolucion y compararla con
las caracteristicas de IMS o EMS del CCR del prdbaencontramos que la frecuencia en
ambos grupos es importante, con un 30,8% y un 34&8pectivamente. La correlacion con
los diferentes tipos de pdlipos no es valorablsgalkel nUmero de estos reducido. Lo que si se
puede sefialar, insistiendo en lo dicho en el miap&rtado previo, es que esos pacientes
parecen presentar una tendencia a la formacion d@gop, caracteristica que muy
probablemente ha de tener relacion con la aparagdCCR a tan temprana edad. Los IMS la
presentarian por tener el sistema MMR alteradm {@enbién los EMS, a través de algun otro
mecanismo de carcinogénesis que condiciona lagpesicion a desarrollar polipos.
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3.2. Caracteristicas familiares.

A la hora de comparar aquellos casos que pertanecitamilias que cumplian criterios
clinicos de Amsterdam II, hay un predominio delMS, con el 53,8%, frente al 3,5% de los
gue presentaron EMS. De la misma forma sucedio aaquallos casos que, sin cumplir los
criterios, si que presentaban una agregacion famie neoplasias relacionadas con el
sindrome de Lynch, existiendo un 30,8% de los casndMS, mientras que soélo lo hicieron
un 13,8% de los EMS. Al contrario ocurrié paradasos esporadicos. Mientras que un 15,4%

de los IMS lo fueron, el 82,7% de los EMS se asoniaon el caracter esporadico del CCR.

Estos resultados coinciden con lo que ya conoceynes,que una proporcion importante de
tumores que surgen en el entorno del sindrome dehLpresentan IMS, como ya hemos

mencionado, a causa de la alteracién en el sistameeparaciéon de errores en el ADN

(Parsons et al. 1993; Aaltonen et al. 1994; Perd®9®) Sin embargo, existen familias en las

que se presentan tumores relacionados con el siedde Lynch en otro miembro de la

familia, aparte del CCR del probando, y que, sitvago, muestran EMS, como ocurre en 5
de nuestros casos (17,3%). Es posible que algundict®s casos, en especial aguel con
criterios estrictos de Amsterdam, pudiera relag®macon el nuevo sindrome de CCR

hereditario, caracterizado por EMS, inmunohistogcammormal para las proteinas del sistema
de reparacion, pero que cumplen criterios de Ardaterpara el sindrome de Lynch (Valle et

al. 2007; Boland 2007). No existen series de CCRlauulto joven que valore los diferentes

tipos de neoplasias en las familias de los probamaorelacion a que presentn estos IMS o
EMS.

Otra caracteristica es la alta proporcion de faiton neoplasias no relacionadas con el
sindrome de Lynch, mayor en el grupo de IMS (53,8%)0 también considerable en el
grupo de EMS (27,6%). Respecto al grupo de IMSse&@uede valorar si este grupo de
neoplasias son determinadas por la alteracion idednga de reparacion del ADN, al no
haberse realizado el analisis de la IMS en las agsial vez la gran diversidad presentada y
la repeticion tan solo del tumor de laringe (3 sagola leucemia en dos, hacen pensar en que
sean agregaciones debidas al azar. Pero tambiéia lgale considerar la alternativa, ya que la
proporcion de las neoplasias se puede considesaffientemente alta como para pensar que
la predisposicion al desarrollo de neoplasias chupar el mecanismo de carcinogénesis del

sistema MMR pueda tener relacion con su aparicion.
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En cuanto al grupo con EMS, dos aspectos impodah@cen necesario una futura

investigacion en busca de predisponentes gendéleatesarrollo del cancer. Por un lado, la
menor, pero existente, proporcion de casos corcesates familiares de neoplasias, tanto
relacionadas como no relacionadas con el sindroenkydch; por el otro, a pesar de ser

muchos de ellos casos esporadicos, no hay queaolgde la edad precoz con que se
desarrolla el CCR es ya de por si un elemento gae pensar en el componente genético del
cancer. Actualmente se piensa que el 25-30% dedoseres colorrectales con componente
familiar, y que no pertenecen a sindromes conogidodria ser el resultado de alelos de
moderada o baja penetrancia aun desconocidosa(Cledpelle 2004; Johnson et al. 2005).

3.3. Caracteristicas moleculares.

En primer lugar analizamos la IHQ relacionada @sngdroteinas del sistema de reparacion del
ADN. Mientras que en los tumores EMS todos aquelies fueron analizados presentaron
expresion normal de las tres proteinas del sistdM®& estudiadas, fue en los IMS donde se
observaron alteraciones de la expresién. En nussttia, por tanto, se demuestra que el
analisis de la IMS es una herramienta eficaz paseleccion de casos candidatos al analisis
de las mutaciones en los genes de reparacion. Gareemos sefialado, ademas hemos

encontrado una buena correlacién con la IHQ.

En segundo lugar examinamos los marcadores rektdsncon el ciclo celular, como Cdk2,
Ciclina A, Ciclina D1, Ciclina D3, Ciclina E, p1p621, p27, RB fosforilado, Skp2, Chk2. No
hay literatura relacionada con estos marcadoresl @dCR del adulto joven. En nuestro
estudio, la expresion de la Ciclina E mostré diferas significativas (ver Tabla 1V.28 de
Resultados). Se halla expresada en la mayoriangdarés IMS, en el 83% (5/6), mientras que
en los tumores EMS sucede lo contrario, estandgran parte de ellos, un 86%, ausente
(18/21). Como ya se ha sefalado, esta Ciclina@ent transicion de la fase Gl ala S. En la
serie publicada por Sutter et al. (2002), observajoe la sobreexpresion de la proteina
alcanzaba el 77% de los CCR IMS, mientras queea@@% de los EMS la presentaba. De la
misma manera, la Tesis Doctoral de la Dra. LaurleVael CNIO, encuentra que una

expresion aumentada en los IMS (58%), frente aawsancia de la misma en los EMS que
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alcanza el 64,6%. Ambos trabajos, por tanto, arpsao estudiar especificamente los CCR

en jovenes, coinciden con nuestros resultados.

Aunque el tamafio muestral se hace mas reducidb@dade agrupar los tumores segun sean
IMS o EMS, encontramos diferentes perfiles moleeslapara una parte del resto de

marcadores del ciclo celular, como se comenta are@ETion.

La Ciclina A se expresa a niveles maximos en la gslel ciclo celular. Sin embargo, no hay
datos en la literatura sobre la relacién entre glla presencia o no de IMS. En la Tesis
Doctoral de la Dra. Laura Valle, del CNIO, dondeas@lizan tumores con caracter familiar,
observa que los tumores IMS presentan mas freauente una expresion elevada de la
proteina que los tumores EMS. Igual sucede en mwgsibajo, aunque sin llegar a valores
estadisticamente significativos. Por otro lado,stdre-expresion de la Ciclina A se ha
asociado a un peor pronéstico en los CCR (Handh @099; Bahnassy et al. 2004). Aunque
otros estudios muestran lo contrario, y que laesipn de la proteina disminuye en las fases
mas avanzadas del cancer colorrectal y asociamagar expresion con un mejor pronostico
de la enfermedad (Wang et al. 1996; Li et al. 2@¥tdi et al. 2005)En nuestros resultados,
se apunta que la expresion de la Ciclina A en temdMS conllevaria una mayor

supervivencia, y por tanto un mejor pronostico (vabla 1V.31. de Resultados).

Las ciclinas D regulan la transicion de la faseaGlh S del ciclo celular, siendo su punto
maximo de actividad durante la fase G1. La D1 epriacipal ciclina involucrada en la
transicion G1/S, y se asocia a Cdk4 y a Cdk6 pastofilar a la proteina del Retinoblastoma
(RB). En el afio 2004, Moreno-Bueno et al., reatimann estudio en canceres de endometrio
en el que estimaron una asociacion entre la presdedMS y la sobre-expresion de Ciclina
D1 en los tumores de tipo endometrioide. En nuestbajo observamos que, cuando
comparamos los tumores IMS y los tumores EMS, laresion de Ciclina D1, es mas
frecuente en los IMS que en los tumores EMS. Essgltados también coinciden con los
obtenidos en la Tesis Doctoral de la Dra. Laurdey#levada a cabo, como se ha referido ya,

en tumores CCR con componente familiar.

Existe controversia a la hora de determinar sixjaresion de Ciclina D1 conferiria un mal
pronéstico en el CCR (Maeda et al. 1997; Handd.et299; Bahnassy et al. 2004), o, al
contrario, un buen prondstico (Holland et al. 20PtKay et al. 2002). En nuestro trabajo
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hemos hallado, como se destaca posteriormenteasgw@acion entre mayor supervivencia y

sobre-expresion de Ciclina D1.

La proteina p27 es un inhibidor de Cdk2 e inducedeada del ciclo en G1. No existen
trabajos que asocien su expresion con la difereidciacntre CCR con IMS o EMS. En

nuestros resultados se aprecia una mayor exprdsida misma en tumores IMS que en los
EMS.

La forma fosforilada de RB es la forma inactiva ldeproteina. La activa actia como
regulador negativo de la transicion G1/S. Los céexeolorrectales muestran una expresion
incrementada de RB y de RB-P (Gope and Gope 199gn@&f and Roemer 2005). Este
incremento en la expresion es progresivo duranteraeso de carcinogénesis colorrectal
(Yamamoto et al. 1999), aunque no existe en laaliiea de nuevo su analisis y su relacion
con la estratificacion segun la IMS. Nuestros tasigls muestran una menor expresion de

RB-P en los tumores IMS.

Del resto de marcadores, entre los que se hallandéo adhesion celular, proliferacion,
apoptosis y otros (E-cadherin@catenina, Ki-67, p53, Bcl-2, Citoqueratina 20, RKDy
SMAD4), de nuevo destacamos aquellos resultados se llegar a la significacion
estadistica, los valores presentan diferenciasfiagses, o0 merecen ser resaltados

expresamente, como es el caso dedatenina.

En nuesto trabajo hemos encontrado una expresignahde p-catenina en la membrana en
los tumores IMS, aunque también en los EMS (86%a @anbas) (ver Tabla IV.29. de
Resultados). Nuestra serie, por tanto, contradigaiblicado en la literatura para los CCR sin
criterio de edad. Asi, se ha observado que, enrgemhaes casos EMS, presentan en el 90%
aproximadamente la ruta Wnt activa, con una ex@mnesile B-catenina aberrante,
disminuyendo este porcentaje hasta el 65% en kxsaaon IMS (lwamoto et al. 2000; Hao et
al. 2002; Abdel-Rahman et al. 2005; Kariola eR805). A la hora de hablar del adulto joven,
estas proporciones parecen mantenerse, aunquditenataira no hay muchos estudios en este
sentido. Solo el trabajo de Losi et al (2005), gneontrd que la proporcion de tumores gon
catenina aberrante es mayor para los EMS, alcanaamd7,2% de los mismos, mientras que
los IMS solo fue del 42,9%.
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Cuando en los tumores IMS o EMS consideramos ltecadentes familiares neoplasicos, la

proporcion de tumores con la ruta de Wnt inacti@eepe aumentar, en concreto en los EMS

En nuestro caso, observamos que si a la EMS afadi@npresencia de antecedentes, la
proporcion de tumores con expresion normaBdmtenina de membrana asciende hasta el
100% (5/5). Para los IMS se mantiene la propordigir86%.

No hay datos analizando la expresionBeatenina y los antecedentes familiares neoplasicos
en el CCR del adulto joven. Sin embargo, para eéR@Sporadico en el adulto mayor, los
resultados son controvertidos. En el trabajo déoSlet al. (2001), se determina que la via de
Wnt podria estar activada en una alta proporciolosléMS esporadicos, hasta en un 77% de
los casos. No obstante, en el estudio realizadd’pong et al. (2001), en que se comparo la
expresion nuclear dp-catenina en tumores IMS esporadicos y familiaobservaron que
dicha expresion era mas comun en los casos faesligue en los esporadicos (Young et al.
2001).

Dichos hallazgos vuelven a confirmar la alta profier de tumores, ahora ademas tanto IMS
como EMS, en el adulto joven que hemos encontradoegpresion normal décatenina a
nivel de membrana, lo que parece indicar que éste de neoplasias seguirian una via
alternativa a la via Wnt de carcinogénesis del CERtos presupuestos se plantean
habitualmente mas en tumores IMS, pero tambiénnedatio a tener en consideracién en
aquellos CCR en adulto joven con EMS, y mas eslpeerde en aquellos con antecedentes
familiares de neoplasicos. Estos aspectos podgaer trelacion con la via del fenotipo
metilador (CIMP) en el CCR, que parece tener pastien en el CCR en adulto joven (Ang
et al. 2009).

3.4. Factores prondéstico.

Ya se ha mencionado en apartados anteriores elplpio de la IMS como factor prondstico
(Messerini et al. 1997; Gryfe et al. 2000; Samowital. 2001b; Buckowitz et al. 2005; Popat
et al. 2005). A la hora de diferenciar los grupegim presenten IMS o EMS, se han
encontrado factores pronéstico tanto para la nida@lcomo para la recidiva, asi como
variables que influyen en la supervivencia, aunguéamafo muestral del grupo de IMS

condiciona la significacion de los resultados.
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En primer lugar, se confirma la relacion, por opate esperada, entre la presencia de
metastasis al diagndstico y la aparicion de reaiglila menor supervivencia en ambos grupos,

igual que sucedia cuando se analizaba la muessa emnjunto.

En el grupo de tumores con IMS, encontramos corotor@s de mal prondstico la presencia
de células en “anillo de sello” y la ausencia deregion de p53.

Existen numerosas publicaciones que relaciona@@R con células en “anillo de sello” con
un peor prondstico tanto en el CCR a edad preampaquellos esporadicos sin criterio de
edad (Nissan et al. 1999; Bittorf et al. 2004; Kangl. 2005; Liang et al. 2006.

En cuanto a la proteina p53, es una proteina dmw@wiADN que regula la transcripcion de
cientos de genes (Xu and el-Gewely 2001), y quelteegsencial en el mantenimiento de la
parada del ciclo celular y en la regulacion deelaaraciéon del ADN, la diferenciacion y la
apoptosis (Roy et al. 1994). Varios estudios hana##rado que en los tumores colorrectales
con EMS, p53 estd mas comunmente sobre-expresa&denglos tumores con IMS (Muta et
al. 1996; Fujiwara et al. 1998; Gafa et al. 2008levitini et al. 2002; Hasegawa et al. 2004).
Sin embargo, y al contrario que lo hallado en nmoestabajo, la mayoria de estudios
relacionan la acumulacion nuclear de p53 en los €&Run mal prondstico (Starzynska et al.
1992; Harris and Hollstein 1993; Galizia et al. 20Paluszkiewicz et al. 2004). Aunque otras
series no encuentran correlacion significativa eer@mbos parametros, e incluso algunos
asocian la sobre-expresion de p53 con un mejoogtmo (Petersen et al. 2001; Allegra et al.
2003). En el trabajo de Losi et al (2005), s6lceseuentra un mayor porcentaje de sobre-
expresion de p53 en los tumores IMS de menore$ déids (66,7%), frente al 50% en que se

halla alterada en los EMS, sin determinar el vatondéstico del mismo.

En el andlisis de la supervivencia, ademas debhlagsaomo las metastasis en el momento del
diagnéstico y la aparicion de recidiva, son vagalijue se asocian a una supervivencia mayor
la ausencia de células productoras de moco (tunmouesonosos o con células en “anillo de
sello”), expresion de p53, y de las ciclinas A, RIE (ver Tabla 1V.31. del apartado
Resultados).
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La desregulacion del ciclo celular es una de lagcteristicas del cancer. El control del ciclo
celular depende de las quinasas dependientes lidesi¢Cdk), que sblo se activan cuando

forman complejos moleculares con las ciclinas.

En cuanto a la Ciclina A su valor prondstico estamertido, ya que varios trabajos
relacionan su sobre-expresion con un peor promdsit los CCR (Handa et al. 1999;
Bahnassy et al. 2004). Sin embargo, otros muegtraria expresion de la proteina disminuye
en las fases mas avanzadas del cancer colorregsalcjan una mayor expresion con un mejor
pronéstico de la enfermedad (Wang et al. 1996% bl.e2002; Bondi et al. 2005)

Lo mismo sucede con la Ciclina D1, puesto que pdado encontramos estudios que asocian
la alta expresion de Ciclina D1 con un mal promasegn cancer colorrectal (Maeda et al.
1997; Handa et al. 1999; Bahnassy et al. 2004@spton buen prondstico (Holland et al.
2001; McKay et al. 2002); y ademas, algunos no emican ninguna correlacion (Bartkova et
al. 1994; Arber et al. 1996).

Algo distinto sucede con la Ciclina E, ya que Yasual. (1996), observaron en una serie de
400 pacientes una correlacion inversa entre laesexpresion de Ciclina E y los estadios de
los carcinomas de colon, lo que indicaria que laresexpresion de esta proteina podria
predecir un buen pronéstico en este tipo de neiagld¥asui et al. 1996). Otros trabajos, no
obstante, no hallan relacion entre la expresiom grandstico del CCR (Sutter et al. 2002;

Bondi et al. 2005)

En el caso de los tumores que presentaron EMSallamatencion la asociacion entre la
localizacion en el colon izquierdo con un peor psgiito en cuanto a la aparicion de
recidivas. Es posible que dicho resultado sea ciorfale confusion, ya que dicha localizacion
también es reflejo de la EMS. De nuevo aqui, lardiura también presenta resultados
controvertidos a la hora de relacionar la localimacel CCR y su valor prondstico (Mequid

et al. 2008; Sjo et al. 2008)
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3.5. Resumen de las caracteristicas diferencialeste los tumores IMSy EMS en el

adulto joven.

En resumen, segun nuestros resultados, los CCReggdiagnostican a una edad igual o menor
de 45 afios, y que presentan IMS tendrian las sitpaearacteristicas:

- Una edad al diagndstico menor.

- Predominio de localizacion a nivel del colon decech

- Una proporcion alta de tumores mucinosos y conepi@a, exclusivamente en este
grupo, de células en “anillo de sello”.

- Un porcentaje mayor del habitual de tumores coa dagdo de diferenciacion.

- Mejor prondstico.

- Predisposicion a acompafarse en la evolucion des opdlipos colonicos, en
comparacion al CCR esporadico a cualquier edad.

- Mayor frecuencia de antecedentes familiares de lasi@s relacionadas y no
relacionadas con el sindrome de Lynch.

- La frecuencia de la expresion de Cdk2; Ciclina A, D3 y E; p16; p21; p27; Skp2;
Chk2; E-cadherina g-catenina de membrana, mientras que la ausen@aREHP;3-
catenina nuclear; Bcl-2; CK-20 y RAD50. La expresg® mantendria cerca del 50%
para Ki-67; p53 y SMADA4.

- Serian factores de mal prondstico en los tumores: lisl presencia de células “anillo
de sello” y la ausencia de expresion de p53. Aola ldel analisis de supervivencia, se
afiaden las ciclinas A, D1 y E, que su presencergh@a una mayor supervivencia.

Por otro lado, aquellos con EMS serian:

- Una edad al diagndstico mayor.

- Predominio de localizacion a nivel del colon izgd@y recto.

- Una proporcion menor que los IMS de tumores mucgsog con nula presencia de
CCR con células en “anillo de sello”.

- Una proporcién mayor respecto a los IMS de tumooesalto grado de diferenciacion.

- Peor pronostico que los IMS, debido a una menogrsiyencia y mayor recidiva.

- Predisposicion a acompafiarse en la evolucion des opdlipos colonicos, en
comparacion al CCR esporadico a cualquier edad.

- Mayor frecuencia de casos esporadicos.
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- Menor, aunque no despreciable, nUumero de casosastatedentes familiares de
neoplasias no relacionadas con el sindrome de Lynch

- Presentarian expresion para E-Cadherfireatenina de membrana; Ki-67; CK-20 y
RAD50. Por otro lado, seria en especial ausenta @aclina A, D1, D3 y E-
catenina nuclear y Bcl-2. La expresion se mantanciica del 50% para Cdk2; p16;
p21; p27; RB-P; Skp2; Chk2; p53; SMADA4.

La gran mayoria de tumores IMS presentan caratitegspropias del sindrome de Lynch,
presentando una proporcién importante de ellos ciartas relacionadas con el sistema
MMR. Sin embargo, los EMS manifiestan caractefastidiferenciadoras, y tal vez, incluso,
respecto al CCR esporadico de edad avanzada. drdewdarcinogénesis, alternativa a la via
Wnt, reflejada en la expresion normalfdeatenina de membrana, podria ser la razén de estos
rasgos diferenciales, posiblemente relacionadal@afia del fenotipo metilador (CIMP) en
CCR del adulto joven (Ang et al. 2009).

4.DIFERENCIASGEOGRAFICASENTRELOS CANCERESCOLORRECTALES.

No existen andlisis comparativos entre diferentgggriones del CCR en el adulto joven. Sin
embargo, como era de esperar, se encontraron phsmias entre los grupos de Madrid y de
Segovia, justificados no sélo por las diferenciasesel tipo de poblacion, sino también por la

posible influencia del ambiente en la carcinogéndsl CCR.

Desde el punto de vista anatomo-clinico surgerrefsncias que, sin alcanzar significacion
estadistica, al menos llaman la atencion. A esfgeo, merece la pena destacar que muchas
de las carateristicas diferenciales de los tumidi&slas presentan en mayor proporciéon los
casos de Segovia, con una edad al diagndstico mmagor nimero de tumores productores
de moco y de bajo grado de diferenciacion, congmi@a de CCR sincrénicos y metacronicos.
Sin embargo a la hora de analizar los antecedémmeiiares neoplasicos, la IMS (38% vs
15%) y la presencia de mutaciones de los genedardos con el sindrome de Lynch (33%
vs 14,3%), la proporcion es mayor en el grupo delrMdafrente al de Segovia. No se han
podido llevar a cabo un analisis mas profundo ceoemmo los grupos IMS y EMS entre
ambas poblaciones. Parece que los tumores con EM@ntbas regiones presentarian
diferencias entre si mas marcadas, indicando tal l@eheterogeneicidad en las vias de

183



carcinogénesis de los mismos, aunque quizad también mayor influencia del factor

ambiental en este tipo de tumores.

Otro de los datos que es necesario resaltar esgddicacion tumoral al diagndéstico, que fue
mas avanzada la del grupo de Segovia y, por tgotola deteccion del CCR tiene lugar antes
en Madrid que en Segovia. Tal vez los programaslidgnéstico precoz, asociados a un
mayor numero de casos con antecedentes famili@edasicos en la poblaciéon de Madrid,

sean las causas de estas diferecias.

Ya se conoce que existen diferencias interracelieserétnicas, asi como geogréficas dentro
del CCR (Anderson et al. 2003; Berrino et al. 20Bdndos et al. 2008; White et al. 2008),
por tanto, nuestros datos no hacen sino confirrerseaspectos pero en el grupo de edad

precoz al diagnéstico del CCR.
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VI. CONCLUSIONES

1. La mayoria de los CCR en el adulto joven entnaisgrie (80%) mostrd un grado medio de
diferenciacion, una elevada frecuencia de localiraen colon derecho (44,4%), un tercio de

los casos fueron productores de moco y un tercasseia a polipos.

2. El 40% de los casos mostré agregacion familerGCR o de tumores asociados al

sindrome de Lynch, o se ajustaron a los critefioécos definidos para el mismo.

3. El 31% de los tumores tuvo inestabilidad de osatélites. El 61% de estos tumores resultd
ser consecuencia de mutaciones germinal@gletil o MSH2 |la edad media de aparicion fue
menor que en los casos estables, asi como una fmagoencia de antecedentes familiares

positivos de CCR o de neoplasias asociadas alosimdde Lynch respecto a los estables.

4. Mas de la mitad de los tumores de nuestra f@gialiagosticada en estadios avanzados
tanto en el grupo de los estables como en losablest El 46,6% tenia afectacion ganglionar

y el 22,2% metastasis a distancia en el momentdidghostico.

5. El retraso en el diagndstico parece tener uo pessiderable en el prondstico de estos
pacientes. Tanto los estadios avanzados como $&mmi@ de metastasis al diagnostico se
asociaron con un peor prondstico. La localizaciuierda también es un factor de mal

pronéstico.

6. Aunque sin alcanzar la significacion estadistivaestros resultados apuntan a que la
activacion de la ruta Wnt, medida por la expresiimunohistoquimica de I§-catenina,
también podria ser un factor de mal prondstico gnsetumores. En la misma direccion
apuntan los resultados referentes a la expresi@ichiea E, ya que el 82% de los fallecidos y
el 100% de los pacientes con recidiva tumoral,greson tumores con falta de expresion de

esta ciclina.

7. A pesar del diagnostico tardio, la presenciMfg parece asociarse a un mejor prongstico,
mayor ST y SLE, menor mortalidad, pero no en tddssasos. Aquellos tumores IMS en los
que se identificaron células en “anillo de sellé3 falta de expresion de p53 podrian tener un

peor prongstico.
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8. La inestabilidad de microsatélites utilizandonétrosatélite Bat26 y la inmunohistoquimica
de las proteinas de reparacion son herramientEs (tara seleccionar y dirigir el estudio
genético de los genes de reparacion. En nuesteaesgontramos uan buena correlacion entre
ambas. Ademas, para la seleccion de pacientesdeanslitambién parece util considerar la

presencia de células en “anillo de sello”.

9. La frecuencia de neoplasias sincronicas y matésas (6,7%) y, en especial, la frecuente
asociacion con polipos que muestran los CCR deltagoven acentian la necesidad de
establecer pautas consensuadas de seguimienttosipasientes. El desarrollo de pdlipos por
parte de estos pacientes debe de guardar unahestedacién con la aparicion precoz del
CCR y es posible que exista una secuencia caraiiagacortada, circunstancia que debe de

ser valorada a la hora de pautar la periodicidadafpiimiento.

10. El mal prondstico de algunos de estos CCR joatoel riesgo de desarrollar neoplasias
sincronicas y metacrénicas hacen plantear unalpagibvaluacion de las técnicas quirdrgicas
para el CCR en este tipo de poblacion, llegandalgumos casos a programar la necesidad de

resecciones mas extensas.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL USO DE EXCEDENTES DE
TEJIDO O SANGRE CON FINES DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Finalidad y descripcion del proceso

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacién escrita para la donacion
gratuita de parte de la muestra sobrante de tejido o sangre que le van a extraer,
con el fin de utilizar dicho sobrante en investigacion biomédica relacionada con el
cdncer. Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento
informado, que entienda su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso,

haga todas las preguntas que crea preciso acerca de la misma.

La principal via de obtener dichos tejidos o sangre que permitan la investigacion
biomédica son las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines
diagndsticos. Parte de la muestra de tejido o sangre no es necesaria para el
correspondiente estudio y para establecer un diagnéstico y por ello, es
normalmente destruida.

Usted como paciente puede donar el sobrante de su muestra para que, en lugar de
ser destruido, pueda ser utilizado en investigacion biomédica relacionada con el
cancer. La finalidad de la donacion es dotar a los investigadores de tejido o sangre
para que puedan desarrollar avances en el terreno del conocimiento sobre el
cdncer, en particular sobre su aparicion, evolucién y tfratamiento.

El consentimiento que ahora presta no supone para usted ningun riesgo o molestia
adicional ya que Unicamente va a autorizar la investigacion con muestras sobrantes
de tejido o sangre, que de ofra forma se desecharian. Para la obtencion de este
material, no se llevard a cabo ninguna prueba o intervencién distinta de aquella en
la que se obtiene la muestra de tejido o sangre para su estudio.

La donacién de este sobrante de tejido/ sangre es voluntaria por lo que, si Ud. da el
consentimiento para su uso, en cualgquier momento puede revocarlo. En caso de
producirse esta revocacion ello no supondrd ningun cambio en la relaciéon con su
médico ni perjuicio alguno en su diagndstico /tratamiento y/o seguimiento. En caso
de revocacion su muestra dejard de formar parte de la investigacion aunque los
datos obtenidos hasta ese momento si formardn parte de la misma.

Cardcter altruista de la donacion

La donacidon tiene por disposicion legal cardcter altruista, por lo que usted no
obtendrd ni ahora ni en el futuro ningun beneficio econdmico por la misma. No estd
previsto compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigacion.
En todo caso, usted renuncia a cualquier beneficio econdmico que pudiera
corresponderle en el futuro y que sea, légicamente, renunciable. Tampoco
obtendrd ningun ofro beneficio directo como resultado de su participacion en este
estudio. Sin embargo, los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a
cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico vy,
por ello, a ofras personas.
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La titularidad de la muestra incorporada y de los resultados de la investigacion
corresponderd al Hospital 12 de Octubre y, en su caso, al investigador. Las muestras
podrdn ser cedidas a ofros grupos de investigacion bajo acuerdos de colaboracion
y siempre para la investigacion biomédica del cdncer.

Proteccion de datos y confidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre Usted, serdn confidenciales y procesados
de acuerdo con la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de Caracter Personal y la legislacion sanitaria y relativa a la investigacion
biomédica vigente, tfratdndose los mismos Unicamente de acuerdo con los objetivos
en el presente comunicado descritos, por lo que cualquier relacion entre la muestra
y su idenfidad personal tienen cardcter estrictamente confidencial. Asimismo, se
informa que los resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo con
las muestras, pueden ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca serd
facilitada su identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

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

De igual modo, sus datos personales serdn incorporados a un fichero automatizado
de cardcter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espanola de
Proteccion de Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley Orgdnica
15/1999 de Proteccion de Datos de Cardcter Personal, con la finalidad de gestionar
el uso del excedente cedido por usted para los fines de investigacion descrito en el
presente comunicado, pudiendo ejercer en cualquier momento, los derechos de
acceso, rectificacion, cancelacién u oposicidon, reconocidos por la citada normativa
en materia de proteccion de datos de cardcter personal.

Los datos que se obtengan del andlisis de la muestra serdn archivados, y formardn

parte del estudio / proyecto de investigacidon manteniéndose durante el desarrollo
del mismo.

Informacion sobre resultados del estudio

Los datos que se obtengan del andlisis de la muestra serdn archivados, y formardn
parte del estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo
del mismo. Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes
de los aprobados para la prdctica clinica, por lo que no deben de ser considerados
con valor clinico para Ud.

Sin embargo, en el caso que estas investigaciones proporcionen datos que pudieran

ser tanto clinica como genéticamente relevantes para Ud e interesar a su salud o a
la de su familia, le serdn comunicados si asi Ud lo estima oportuno. Un facultativo del
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Hospital 12 de Octubre se compromete a ofrecerle consejo genético, una vez
obtenidos y evaluados los resultados del estudio.

Asimismo, podria obtenerse informacion relevante para su familia, le corresponderd
a Ud decidir si quiere o no comunicdarselo. Si Ud. quiere que se le comunique dicha
informacion relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de esta
hoja.

La muestra

La muestra formard parte de un banco de muestras o tumores hasta su uso en el
proyecto de investigacion pudiendo ser cedida a ofros investigadores, los que a su
vez podrdn readlizar ensayos relacionados con la finalidad para la que Ud haya
donado la muestra. Estos investigadores no tendrdn en ningUn momento, como ya
se ha indicado anteriormente, acceso a su identidad.

Le Agradecemos su desinteresada colaboracion camaice de la ciencia y la medicina v,
de forma especial, en referencia a la investigacgbbre la aparicion, desarrollo y

tratamiento del cancer

DATOS DEL PACIENTE

Apellidos

Nombre

Direccion

DNI N° historia clinica
Autoriza la comunicacion de la | S N(

informacion relevante derivada
de la investigacion

Firma Fecha

Manifiesto que he recibido la informacién que me
ha sido proporcionada sobre el procedimiento
anteriormente indicado y he podido formular las
preguntas que he considerado oportunas
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"“ ' Hospital Universitario
12 de Octubre

SaludMadrid BB comunidad de Madrid

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D.N.I del paciente: _- Fecha: / /

Nombre del Médico que informa: . N° Colegiado: L 7

UNIDAD DE CANCER FAMILIAR. ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS PREDISPONENTES A CANCER
DE COLON NO ASOCIADO A POLIPOSIS (CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPOSICO)

En la mayoria de las ocasiones el cancer de colon se presenta con caracter esporadico. Existen algunas familias en las
que se observa que el nimero de casos es superior a lo que cabria esperar en la poblacién general, sin que ello se
acompafie de poliposis intestinal y acompafiados de una elevada incidencia de tumores como el de estémago, vias
biliares, endometrio u ovario entre otros. Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunas de estas familias

presentan mutaciones en alguno de sus genes que son fos responsables de este hecho.

Estas mutaciones se transmiten de padres a hijos, igual que se transmiten otros caracteres fisicos (como, por ejemplo, el
color de! pelo) y su presencia supone un aumento del riesgo de desarrollar a lo largo de la vida un cancer de colon, recto,
endometrio y en menor medidas de otros tumores como los mencionados anteriormente.

La presencia de una de las mutaciones citadas en una persona no significa que se tenga la certeza absoluta de que este
individuo vaya a desarroliar este tipa.de tumor, Gnicamente indica que existe un riesgo mayor al de la poblacion general.

Por el contrario, la ausencia de dicha mutacién no puede garantizar la no aparicién del cancer, puesto que es posibie que
existan otras mutaciones hoy en dia desconocidas y que por lo tanto no pueden ser estudiadas o simplemente que no
hayan sido detectadas y por otro lado siempre persiste el riesgo de desarrollar un cancer de forma esporadica (no

hereditario).

Su caso ha sido valorado por una Unidad de Consejo Genético en Cancer Familiar que, a la vista de sus antecedentes
familiares, ha considerado la posibilidad de proceder a un estudio molecular con el fin de determinar si posee aiguna
alteracién genética de las que hoy en dia conocemos como responsables del “Sindrome de Céncer de Colon Hereditario

no Polipdsico”.

El analisis se realiza sobre una muestra de sangre extraida a tal efecto una vez otorgado el consentimiento, valorandose
de forma exclusiva factores genéticos relacionados con este sindrome sin que pueda ser utilizada para otros fines ni para
estudiar otros aspectos que no sean los relacionados con este tipo de tumores. En ocasiones y previo al estudio de
mutaciones en sangre debe procederse a un estudio del tejido tumoral para lo cual puede ser preciso solicitar muestras de

tejido al servicio de Anatomia patoldgica correspondiente.

La informacion sobre los resultados es estrictamente confidencial y Unicamente sera facilitada a la persona estudiada y a
quienes ella nos autorice por escrito. Estos datos quedaran bajo la custodia de la Unidad de Consejo Genético que le
atienda, sin que consten en su historial clinico y no podran ser cedidos a ninguna entidad o persona sin su autorizacion
expresa. Los datos podran ser utilizados con el fin de realizar estudios epidemiolégicos, garantizando en todo momento el
anonimato. Si, no obstante lo anteriormente expuesto, en algin momento usted decide que esta informacion sea
destruida, podra solicitarlo por escrito a la persona responsable de la Unidad que le ha estudiado.

Si su analisis genético es negativo, es decir, no se encuentra ningln tipo de mutacion que suponga especial
predisposicién al cancer, se le indicaran cuales son las medidas de prevencion a tomar y que dependeran de la existencia

o no de casos de portadores de la mutacién conocidos en su familia.

Si su andlisis genético es positivo se le informara sobre el riesgo existente, asl como de las alternativas de prevencion
disponibles en la actualidad.

Zn ocasiones se puede obtener un resultado que denominamos no informativo. Este tipo de resultados implica que no se
:onoce en la actualidad las repercusiones que ciertas alteraciones detectadas puede tener sobre el riesgo de padecer

:ancer de colon.
NA cc4

Cantivita Al Anren
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uuando la existencia de la mutacién en la familia ha sido confirmada, debe saber que otros miembros de su familia
/pueden haberla heredado: de usted (en caso de sus descendlentes) o de sus antepasados (en caso de otros familiares
como tios o primos). La Unidad de Consejo Genético en ninguin caso contactara con ellos por propia iniciativa para
advertirles de esta circunstancia, ya que esta informacién es estrictamente confidencial. Es decisién personal suya
informar a dichos familiares con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asi cual es su riesgo

individual con respecto a estos tumores.

De igual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutir en su estado emocional y/o psicolégico, tanto
positiva como negativamente.

Si usted decide que no desea realizarse un estudio genético, sepa que su decisién sera respetada en todo momento y
recibira el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manera debe saber que existen modelos teéricos que
permiten conocer de manera aproximada su riesgo de padecer determinados tipos de ¢ancer, los cuales podrian

aplicarsele si no desea realizarse este tipo de test.

Comentarios del médico que informa: LB . S o
AUTORIZACION
Yoen_ mee B - - me— —eee— . . —..a, he sido informado oralmente y por escrito sobre las

caracteristicas, beneﬁc:os y problemas que plantea el estudio genético en el cancer.
He comprendido esta informacién y cualquier duda surgida me ha sido aclarada por el médico.

Por lo anterior OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que se proceda al estudio de factores genetioogszfisponentes al
cancer sobre una muestra de sangre que me sera extralda a tal efecto y anélisis de tejido tumora| si ell ra necesario.

o

Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legalmente)
Fecha: Fecha:

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

Nombre.__ ___ TF
Nombre.__.__._ TF.. 5
T L, Vs e R s A R e g R S B L
INOIMIDIG... oo e uerrrerssensonsssrarssassenressnassssnensspnsssensssnsssasansnss fosnrassassnassssssssses T e O IO s
Fdo.: D. /D* Fecha:

REVOCACION

i

En ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad de revocario y solicito se
proceda a la destruccidn de las muestras sanguineas extraidas y de la informacién de ellas obtenida.

Firma: Fecha:
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