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RESUMEN

RESUMEN

INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores mas frecuentes, suponiendo
la segunda neoplasia diagnosticada en mujeres y la tercera en varones, siendo la
segunda causa de muerte relacionada con cancer en el mundo. Su incidencia se
encuentra en aumento, fundamentalmente en el grupo de pacientes jévenes (menores
de 50 afios) con un descenso, en contraste, en la incidencia y mortalidad global en los

pacientes mayores de 50 afios.

En la actualidad, el diagnéstico y el tratamiento del CCR se realiza unicamente
en base a criterios anatomicos y de estadificacion tumoral, a pesar de la evidencia
reciente del papel de la biologia del tumor y de sus caracteristicas genéticas en la
progresion tumoral y la respuesta al tratamiento. Multiples estudios han establecido las
diferencias a nivel molecular segun la localizacion tumoral en el colon y el recto, aunque

sin tener en cuenta el criterio de edad.

Por este motivo, el CCR debe ser considerado como una enfermedad
heterogénea, con diferencias clinicas, moleculares y genéticas en base a los diferentes
grupos de edad y la localizacién tumoral. Hasta la fecha, las investigaciones se han
dirigido fundamentalmente al CCR en general, aunque en los ultimos afios existe un
interés creciente en el grupo de pacientes jévenes, dado el aumento en la incidencia y
su peor prondstico general, evidenciando la necesidad de este tipo de estudios
comparativos con pacientes mayores, en especial a la hora de evaluar las diferencias

existentes segun la localizacion tumoral.

OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es el analisis de las caracteristicas
anatomoclinicas, familiares y moleculares de una poblacién de pacientes con CCR de
aparicion tardia (mayores de 70 afios) (CCRAT), segun su localizacion tumoral en el
colon y el recto, y la comparacion con los datos del grupo de pacientes jovenes
(menores de 45 anos) (CCRJ).
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MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo de 88 pacientes consecutivos diagnosticados de CCR a
edad < 45 afios y 97 pacientes consecutivos diagnosticados de CCR a edad =70 afios,
entre los afios 2002 y 2008, con un seguimiento de, al menos, 5 afios tras el diagnéstico.
Se estudiaron las caracteristicas anatomoclinicas, familiares y moleculares en el grupo
de pacientes mayores de 70 afios y, posteriormente, se compararon con los datos del

grupo de pacientes menores de 45.

Se analizaron variables demograficas e histoldgicas, asi como del seguimiento
de los casos y los antecedentes familiares oncoldgicos de cada caso. Desde el punto
de vista molecular, se realizé el anadlisis inmunohistoquimico de las proteinas
reparadoras de ADN vy la inestabilidad de microsatélites (IMS), clasificando los casos
como IMS o EMS (estabilidad de microsatélites). En los casos con IMS, se completo el
estudio de mutaciones en los genes reparadores de ADN (MMR) y en BRAF, a la hora
de definir los casos de sindrome de Lynch (SL) o aquellos esporadicos con IMS.
Ademas, se realizo el estudio de patrones de metilacién y se clasificaron los tumores
segun la clasificacion molecular del CCR. Se llevé a cabo el estudio de la IC mediante
la técnica de CGH (comparative genomic hybridization; hibridacion gendmica
comparada) array. Finalmente, se realizé el estudio mediante NGS (next generation

sequencing) para el analisis de posibles variantes somaticas tumorales.

RESULTADOS

En el grupo de CCRAT la edad media al diagnostico fue de 77.9 afos, con
distribucion similar entre sexos. La localizacion menos frecuente fue el colon izquierdo
(22.7%), con elevada asociacién de polipos previos o durante el seguimiento (63.9%).
Los tumores fueron de predominio esporadico, con escasos antecedentes familiares
(12.4%). A nivel histopatoldgico, destaca la baja presencia de tumores pobremente
diferenciados, con predominio de componente mucinoso (19.8%). Fueron
predominantes los tumores de colon derecho en mujeres (65.8 %), localizaciéon con
mayor componente mucinoso. La peor supervivencia global (SG) se objetivd en las
localizaciones derecha y rectal (45.9 y 31.6 meses de media, respectivamente).

A nivel molecular, el CCRAT presenté escasa IMS (9.3%), fundamentalmente

asociada a mutaciones en BRAF 0%

, con baja presencia de fenotipo metilador, siendo
los casos con CIMP-alto aquellos con IMS de tipo esporadico. El 35% de los pacientes

no presentd ninguna alteracién en cromosomas enteros, destacando una alteracion en
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el numero de copias (ANC) por caso menor del 50%. EI mayor porcentaje de IMS se
objetivd en el colon derecho (18.4%), siendo todos los tumores rectales estables. El
recto presentd el mayor estado de metilacién, con un 36.4% de los tumores de tipo
CIMP-alto, aunque en todas las localizaciones predominé la EMS-CIMP-bajo. La IC fue
mayor en los tumores de colon derecho, no solo a expensas del IIG, sino también en

cuanto a la ANC por caso, con un llamativo bajo indice de IC en los tumores izquierdos.

En el andlisis comparativo segun la edad y la localizacién tumoral, los tumores
de colon derecho fueron predominantes en mujeres a nivel global, con la mejor SG y
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en el CCRJ (180 y 72.4 meses de media,
respectivamente), a pesar del bajo grado de diferenciacion y componente mucinoso.
Aunque predomina la EMS a nivel global, se observa IMS en el 30% del CCRJ, con la
mayor proporcion de pacientes con SL. El 18% del CCRAT presentd IMS, la mayoria
asociada a mutaciones en BRAF"®"E, Se evidencié predominio de CIMP-alto en el
CCRJ, siendo la mayoria del CCRAT derecho de tipo EMS-CIMP-0/bajo (75%). La
mayoria de las regiones cromosomicas recurrentemente alteradas se evidenciaron en
el CCRAT, con mayor indice de inestabilidad genémica (IIG) y media de cromosomas

completos alterados.

El colon izquierdo fue la localizacién mas prevalente en el CCRJ (43%), con
caracteristicas clinicas y familiares transicionales entre el colon derecho y el recto.
Destaca la mayor presencia de podlipos asociados en el CCRAT, con una mayor
proporcion de neoplasias sincrénicas y/o metacronicas. A nivel global predomina la
EMS-CIMP-0/bajo, con un 17% de IMS y SL en el CCRJ. La ANC por caso y la media

de cromosomas completos alterados fueron superiores en el CCRJ.

El recto presento la peor SG y SLE a nivel global, especialmente en el CCRAT
(31.67 y 16.25 meses de media, respectivamente), a pesar de que el CCRJ presento el
peor estadiaje tumoral al diagnostico (37% en estadio V). EI 67% del CCRAT presenté
polipos asociados. Todos los pacientes presentaron EMS, aunque con un 52% de
agregacion familiar (sin cumplir criterios de SL) en el CCRJ. Se evidencio CIMP-alto en
el 36.4% del CCRAT, predominando los tumores EMS-CIMP-0/bajo a nivel global y

destacando escasa IC en ambos grupos.

En el analisis de las mutaciones somaticas mediante NGS, unicamente fue
significativa la elevada presencia de mutaciones en KRAS en el grupo de CCRAT (58%
de las muestras tumorales presentaron mutacion en KRAS), especialmente en las

localizaciones derecha (73%) y rectal (63%).
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CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos sugieren que el CCR es una entidad heterogénea, con
caracteristicas diferenciales desde el punto de vista clinico, familiar, anatomopatolégico
y molecular, con importantes diferencias segun la edad de diagndstico y la localizacién
tumoral. El presente estudio destaca las diferencias en las bases moleculares del CCR
segun la edad y la localizacién en el colon, siendo el conocimiento de las caracteristicas
especificas de cada grupo fundamental para un posible futuro manejo terapéutico

individualizado de esta patologia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common tumors, being the second
most common neoplasia diagnosed in women and the third in men, and the second
cause of cancer-related death in the world. Its incidence is increasing, mainly in the group
of young patients (under 50 years of age) with a decrease, in contrast, in the incidence
and overall mortality in patients over 50 years of age.

Currently, the diagnosis and treatment of CRC is carried out mainly based on
anatomical and tumor staging criteria, despite recent evidence of the role of tumor
biology and its genetic characteristics in tumor progression and treatment response.
Multiple studies have established differences at the molecular level according to tumor
location in colon and rectum, although without considering the age criterion.

For this reason, CRC should be considered a heterogeneous disease, with
clinical, molecular and genetic differences based on the different age groups and tumor
location. To date, research has focused primarily on CRC in general, although in recent
years there has been a growing interest in the group of young patients, given the
increase in incidence and their worse prognosis, showing the need for this type of
comparative studies with older patients, especially evaluating the differences according

to the tumor location.

OBJECTIVES

The main objective of the study is the analysis of the anatomoclinical, familial and
molecular characteristics of a population of patients with late-onset CRC (over 70 years
of age) (LOCRC), according to their tumor location in colon and rectum, and the
comparison with the data of the group of early-onset CRC (under 45 years of age)
(EOCRC).

MATERIAL AND METHODS

A retrospective study of 88 consecutive patients diagnosed with CRC at age < 45
years and 97 consecutive patients diagnosed with CRC at age = 70 years, between 2002
and 2008, with a follow-up of at least 5 years after diagnosis. The anatomoclinical,

familial and molecular characteristics were studied in the group of patients over 70 years
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of age and were subsequently compared with the data of the group of patients under 45
years of age.

Demographic and histological variables were analyzed, as well as the follow-up
and the oncological family history of each case. From the molecular point of view,
immunohistochemical analysis of DNA repair proteins and microsatellite instability (MSI)
was performed, classifying the cases as MSI or microsatellite stability (MSE). In the
cases with MSI, the study of mutations in mismatch repair genes (MMR) and BRAF was
completed, when defining the cases of Lynch syndrome (LS) or those sporadic with MSI.
In addition, the study of methylation patterns was carried out and the tumors were
classified according to the molecular classification of CRC. The chromosomal instability
(Cl) study was carried out using the comparative genomic hybridization (CGH) array
technique. Finally, the study of possible tumor somatic variants was carried out using

NGS (next generation sequencing) analysis.

RESULTS

In the LOCRC group, the mean age at diagnosis was 77.9 years, with a similar
distribution between sex. The least frequent location was the left colon (22.7%), with a
high association of previous polyps or during follow-up (63.9%). The tumors were
predominantly sporadic, with low family history (12.4%). At the histopathological level,
the low presence of poorly differentiated tumors stands out, with a predominance of a
mucinous component (19.8%). Right colon tumors were predominant in women (65.8%),
a location with a greater mucinous component. The worst overall survival (OS) was
observed in the right and rectal locations (45.9 and 31.6 months on average,
respectively).

At the molecular level, LOCRC showed low MSI (9.3%), mainly associated with

mutations in BRAF"6%F

, with a low presence of methylator phenotype, with cases with
CIMP-high being those with sporadic MSI. The 35% of patients did not present any
alteration in entire chromosomes, with a copy number of alterations (CNA) per case less
than 50%. The highest percentage of MSI was observed in the right colon (18.4%), with
all rectal tumors being stable. The rectum presented the highest methylation status, with
36.4% of CIMP-high tumors, although EMS-CIMP-low predominated in all locations. The
Cl was higher in right colon tumors, not only due to the genomic instability index (Gll),
but also in terms of CNA per case, with a strikingly low ClI rate in left tumors.

In the comparative analysis according to age and tumor location, right colon

tumors were predominant in women overall, with the best OS and disease-free survival
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(DFS) in the EOCRC (180 and 72.4 months on average, respectively), despite the low
degree of differentiation and mucinous component. Although MSE predominates overall,
MSI was observed in 30% of the EOCRC, with the highest proportion of patients with LS.
18% of the LOCRC presented MSI, the majority associated with mutations in BRAF"®F,
A predominance of CIMP-high was evident in the EOCRC, with the majority of the right
LOCRC being of the MSE-CIMP-0/low type (75%). The majority of the recurrently altered
chromosomal regions were evident in the LOCRC, with a higher Gll and mean number
of altered complete chromosomes.

The left colon was the most prevalent location in the EOCRC (43%), with clinical
and familial characteristics transitioning between the right colon and the rectum. The
greater presence of associated polyps in the LOCRC is notable, with a higher proportion
of synchronous and/or metachronous neoplasia. Overall, MSE-CIMP-0/low
predominates, with 17% of MSI and LS in the EOCRC. The CNA per case and the mean
of altered complete chromosomes were higher in the EOCRC.

The rectum had the worst OS and DFS overall, especially in the LOCRC (31.67
and 16.25 months on average, respectively), even though the EOCRC had the worst
tumor staging at diagnosis (37% in stage V). 67% of the LOCRC had associated polyps.
All patients had MSE, although with 52% familial aggregation (not meeting LS criteria) in
the EOCRC. CIMP-high was evident in 36.4% of LOCRC, with MSE-CIMP-0/low tumors
predominating overall and low Cl being notable in both groups.

In the analysis of somatic mutations using NGS, only the presence of KRAS
mutations in the LOCRC group was significant (58% of the tumor samples had a KRAS

mutation), especially in the right (73%) and rectal (63%) locations.

CONCLUSIONS

Our findings suggest that CRC is a heterogeneous entity, with differential
characteristics from the clinical, familial, anatomopathological and molecular point of
view, with remarkable differences according to the age of diagnosis and tumor location.
The present study highlights the differences in the molecular bases of CRC according to
age and location in the colon, being the knowledge of the specific characteristics of each
group essential for a possible future individualized therapeutic management of this

pathology.
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|. INTRODUCCION

1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) supone aproximadamente el 10% de todas las
neoplasias diagnosticadas anualmente y de las muertes relacionadas con cancer a nivel
mundial (Siegel RL et al., 2024). Es la segunda neoplasia diagnosticada mas frecuente
en mujeres y la tercera en varones, siendo la segunda causa de muerte relacionada con
cancer en el mundo, suponiendo aproximadamente 900.000 muertes anuales
(GLOBOCAN). En las mujeres, la incidencia y mortalidad es un 25% menor que en los
varones (GLOBOCAN).

La incidencia y mortalidad también varian segun la region geografica, siendo
mas frecuente en paises mas desarrollados (figuras I-1A'y I-1B), con una prediccion de
aumento de 2 a 5 millones de casos en el afio 2035 (Bray F et al., 2018; Arnold M et al.,
2017). Los cambios en la dieta y el estilo de vida, el avance en los sistemas de screening
y la realizacion sistematica de endoscopias diagnosticas en la poblacién general
explican en parte este aumento en la incidencia en las Uultimas décadas,
fundamentalmente a expensas de tumores en estadios precoces. No obstante, también
se observa un creciente aumento del CCR en la poblaciéon menor de 50 afos,
especialmente en el caso del cancer de recto y el cancer de colon izquierdo (Siegel RL
et al., 2017; Kasi PM et al., 2019).

°
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Figura I.1A. Incidencia global del CCR, ajustada a la edad (Bray F et al., 2018).
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Figura I.1B. indice de mortalidad global del CCR, ajustado a la edad (Bray F et al., 2018).

La incidencia del CCR se estima en aumento del 2.4% anual en adultos entre 20
y 29 anos, 1% anual entre 30 y 39 afios y 1.3% anual entre 40 y 49 afios (Siegel RL et
al., 2017). En contraste, se evidencia un descenso en la incidencia y mortalidad global
en los pacientes mayores de 65 afios, probablemente en relacién con los avances en
los sistemas de screening implementados en la mayoria de los paises desarrollados en

los ultimos afios.

Por este motivo, el CCR en conjunto debe ser considerado como una
enfermedad bioldgicamente heterogénea, con diferencias clinicas, moleculares y
genéticas en base a los diferentes grupos de edad, lo cual permite subclasificar el CCR

segun la edad de apariciéon (Perea J et al., 2014).

1.1. Incidencia del CCR en el adulto joven

El CCR en jovenes (CCRJ) se define como aquel diagnosticado a una edad
inferior a la edad de recomendacién de inicio de los programas de screening, es decir,
a partir de los 50 afos (Cyhaniuk Ay Coombes ME, 2019). Clasicamente, los esfuerzos
de screening en este grupo de poblacién han estado encaminados a los pacientes con
factores hereditarios y sindromes predisponentes a cancer, asi como en los casos con

antecedentes familiares de primer grado con CCR, cuya edad de screening se reduce a
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los 40 afos (Gupta S, 2022), evidenciando un creciente aumento de los pacientes con

CCR esporadico, no incluido en los sistemas de deteccion precoz.

En la actualidad se estima que el CCR esporadico en jévenes supone el 70% de
los pacientes con CCRJ (Patel SG et al., 2022). Recientes estudios indican que el CCRJ
ha aumentado entre un 2.8 y un 36.5% en las ultimas décadas, sin haberse observado
un aumento en la incidencia del CCR hereditario (Ganapathi S et al., 2011; Loomans-
Kropp y Umar A, 2019). Esta tendencia al alza se observa mayoritariamente en Europa,
Estados Unidos, Australia y Canada (Siegel RL et al., 2019) (figura I-2), con indices de
mortalidad relacionada con cancer también en aumento en este grupo de edad (Vuik FE

et al., 2019).

Korea (5 registries)
Australia

USA, SEER (9 registries)
Slovakia*

10.0
10.0

Japan (4 registries) |

19.7

New Zealand
Netherlands
Canadat
Norway

9.3
9.1
9.1

8.8

Croatia |

186

Slovenia

84

Ireland

| 8.2

Brazil, Goiania

]8.1

Italy (8 registries) |G 7 ©

Israel |

17.8

Cyprus

78

Spain (9 registries) |

177

Germany (2 registries) | 7.7

Kuwait: Kuwaitit |

176

Sweden

75

Bulgaria |

7.5

Denmark
United Kingdom

74
7.3

France (9 registries)

172

Switzerland (6 registries)

171

Icelandt

6.8

165

Philippines, Manila

Colombia, Calit

6.4

China (5 registries)

6.4

Malta

]6.4

Turkey (2 registries)

6.2

Poland, Kielce |

]6.2

Austria

6.2

Bahrain, Bahrainit [

16.1

Estonia |

6.0

Lithuania
Thailand (4 registries)
Costa Ricaf

54
54
5.1

Ecuador, Quitot 5.0
Chile, Valdiviat 3.8
Uganda, Kampalat 3.8

India, Chennai — 35

0

T T T T

2 4 6 8 10 12 14
Rate per 100,000

Figura 1.2. Incidencia del CCR en adultos jovenes entre 20 y 49 afios durante el periodo

comprendido entre los afios 2008 y 2012.
Rojo: incremento significativo; azul: descenso significativo; gris: estable. ¥ Numero de casos

insuficiente para establecer el analisis. * Datos recogidos entre los afios 2008 y 2010. ¥ Excluidos

Nunavut, Quebec y Yukon. Y Datos recogidos entre los afios 2008 y 2011 (Siegel RL et al., 2019).
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En Estados Unidos se estima que aproximadamente el 10% del CCR se
diagnostica en pacientes menores de 50 afios, encontrandose el 75% de los casos en
el rango de edad comprendido entre los 40 y los 49 afnos, siendo la edad media al
diagnostico de 44 afios (You YN et al.,, 2012). La base de datos “Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER)” mostr6 entre 1973 y 1999 un aumento de la
incidencia del cancer de colon y recto en individuos entre 20 y 40 afios del 17 y 75%,
respectivamente, con un incremento continuado del 1.5% anual en varones y del 1.6%
anual en mujeres entre 1992 y 2005, mas acusado en el caso del cancer de recto
(O'Connell JB et al., 2003). Las ultimas actualizaciones de dicha base de datos
continuan mostrando un incremento en la incidencia del CCRJ del 1.6% anual entre los
anos 2000 y 2013 (Siegel RL et al., 2017).

Basandonos en las tendencias objetivadas hasta la actualidad, se puede estimar
que en el afo 2030 la incidencia del cancer de colon y recto se incrementara un 90% y
un 124%, respectivamente, en pacientes con edades comprendidas entre los 20 y los
34 afios; con un incremento del 27.7% y del 46%, respectivamente, en el grupo de edad
comprendido entre los 35 y los 49 afios (Ashktorab H et al., 2017; Bailey CE et al., 2015).
Podemos observar incrementos similares en Australia, Canada y Europa, por lo que no
existe duda acerca del aumento de la incidencia global de esta enfermedad, con algunas
variaciones segun la region geografica, como se puede observar en la figura I-3. No
obstante, hay que tener en cuenta la ausencia de registros nacionales en multiples
paises y la dificultad para la obtencion de datos globales en algunas regiones en relacion
con el nivel socioeconémico y el componente hereditario, los cuales pueden resultar en

factores de confusion de la incidencia real del CCR en este grupo de edad.

Figura 1.3. Diferencias en la tendencia de la incidencia del CCRJ a nivel global.
Rojo: aumento elevado de la incidencia. Amarillo: aumento moderado de la incidencia. Verde:

descenso o estabilizacién de la incidencia (Datta RV, LaQuaglia MP y Paty PB, 2000).
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Junto a este importante aumento de la incidencia global, la falta de sistemas de
screening en la poblacion joven da como resultado un retraso en el diagnostico, con
pacientes en estadios mas avanzados y con tumores pobremente diferenciados, lo cual

empeora su pronéstico global (Datta RV, LaQuaglia MP y Paty PB, 2000).

1.2. Incidencia del CCR de aparicion tardia

Si bien en el adulto joven esta bien establecido el criterio en cuanto a edad de
clasificacion, en pacientes mayores existe una importante discrepancia entre autores en
cuanto a la definicién del cancer colorrectal de aparicion tardia (CCRAT) (Pilozzi E et
al., 2015). Muchos autores establecen la definicion de CCRAT en pacientes mayores de
50 afos, en los que ya se ha establecido un programa de screening y en el que, por
tanto, es posible valorar las diferencias en cuanto a incidencia respecto al grupo joven.
Sin embargo, otros autores definen el CCRAT como aquel diagnosticado en pacientes
mayores de 70 afios, estableciendo este punto de corte en base a las caracteristicas
clinicas, moleculares y genéticas que se observan especificamente en este grupo de
edad y que se encuentran claramente diferenciadas con respecto al grupo de pacientes
jovenes (Zaborowski AM et al., 2021).

La incidencia y mortalidad del CCRAT ha disminuido significativamente en las
ultimas décadas, objetivandose un descenso del 32% en la incidencia y del 34% en la
mortalidad en Estados Unidos entre los afios 2000 y 2013 (Siegel RL et al., 2017). Este
descenso puede atribuirse fundamentalmente, y como se ha mencionado previamente,
al aumento de los programas de screening y los avances en el tratamiento global del
CCR (Tong L et al., 2014).

2. Bases moleculares del CCR

En 1990, Fearon y Vogelstein (Fearon ER y Vogelstein B, 1990) propusieron por
primera vez el modelo de carcinogénesis del CCR como una gran diversidad de cambios
geneéticos y epigenéticos cuya consecuencia es el inicio y progresion de la secuencia de
adenoma-carcinoma. De todos los tumores malignos, el CCR presenta una de las

mayores tasas de mutaciones, resultando en una enfermedad heterogénea con docenas
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de mutaciones somaticas, en la que podrian distinguirse dos grandes grupos de
tumores: los tumores hipermutados (> 12 mutaciones por 10° bases) y los tumores no-
hipermutados (< 8,24 mutaciones por 10° bases) (The Cancer Genome Atlas Network,
2012). En un esfuerzo por subclasificar los perfiles de expresion genética se ha
establecido un sistema de clasificacion que incluye 4 subtipos de consenso molecular
(SCM 1-4). Cada SCM presenta caracteristicas histopatolégicas y clinicas particulares
(Guinney J et al., 2015; Sadanandam A et al., 2013). Sin embargo, aunque los tumores
colorrectales son muy heterogéneos a nivel genético, parece que se desarrollan
mediante tres vias principales de carcinogénesis. Las vias descritas actualmente son la
inestabilidad cromosémica (IC), la inestabilidad de microsatélites (IMS) y la via serrada
o fenotipo metilador, aunque en muchos casos se solapan entre si (Nguyen LN, Goel A
y Chung DC, 2020).

2.1. Secuencia adenoma-carcinoma

La mayoria del CCR se desarrolla a partir de pdlipos precancerosos, como
adenomas tubulares o pdlipos serrados. Este tipo de podlipos se desarrollan cuando
existen alteraciones en los mecanismos de reparacion del ADN y de la proliferacion
celular. En condiciones normales, el epitelio intestinal se encuentra en constante
recambio. Cuando se aprecia la existencia de células epiteliales mutadas, si los
mecanismos de reparacion y apoptosis celular fallan, el resultado sera la aparicion de
una alteracion discreta en la mucosa de tipo adenomatoso. Con el tiempo, este adenoma
acumulara diferentes alteraciones displasicas, aumentara de tamafio y podra adquirir
potencial invasor (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).

De esta forma, alteraciones secuenciales en los genes reguladores del
crecimiento marcan la transicion desde un epitelio normal a la proliferacién polipoidea.
Este tipo de carcinogénesis secuencial, con adicion progresiva de diferentes mutaciones
genéticas, es el paradigma actual de crecimiento de la mayoria de los tumores solidos.
Las mutaciones en el gen de poliposis adenomatosa coli (APC, Adenomatous Polyposis
Coli) (Sparks AB et al., 1998) o las mutaciones en el oncogén BRAF (Davies H et al.,
2002) son eventos de iniciacion habituales que daran como resultado la aparicion de un
polipo adenomatoso o serrado, respectivamente. La progresién de eventos posterior
marcara la via de carcinogénesis de cada tipo de tumor (figura I-4) (Nguyen LN, Goel A
y Chung DC, 2020).
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Figura 1.4. Vias de carcinogénesis colorrectal. La activacion de la via Wnt (a través de la mutacion
en APC) o la mutacion en BRAF inician la carcinogénesis. Las mutaciones en BRAF activan la via
serrada, destacando la inestabilidad de microsatélites (IMS) con hipermutacion o estabilidad de
microsatélites (EMS) sin hipermutacion (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).

H, alto; L, bajo; Neg, negativo. EMT, transicion epitelial a mesenquimal (Nguyen LN, Goel A y
Chung DC, 2020).

2.2. Vias principales de carcinogénesis

2.2.1. Inestabilidad cromosdémica

La via de la IC supone el 65-70% de todos los CCR de tipo esporadico (Grady
WM vy Carethers JM, 2008). Se caracteriza por cambios cromosémicos incluyendo
alteraciones en el numero de copias somaticas (ANCS), tales como aneuploidias,
deleciones, ganancias, amplificaciones o la pérdida de la heterocigosidad. Los tumores
que se desarrollan a partir de esta via se consideran como no-hipermutados debido a la
relativa escasez de pares de bases mutadas en sus secuencias de codificacion (figura
[-4) (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).

La mayoria de los fendmenos que inducen a la aparicion de la IC se producen
durante los procesos de segregacion cromosomica y se complementan con alteraciones
en los genes supresores de tumores, como APC y TP53 y activando mutaciones en

proto-oncogenes, como KRAS y PIK3CA.
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El primer fendmeno en la mayoria de los procesos de carcinogénesis colorrectal
suele ser la mutacion en APC (Powell SM et al., 1992). La via de senalizacién de Wnt
es un importante regulador de la proliferacion del epitelio intestinal y ésta se encuentra
alterada en practicamente todos los tumores con IC, mientras que la mutacion en APC
se describe en aproximadamente el 80% de los casos (The Cancer Genome Atlas
Network, 2012; Guinney J et al., 2015).

Los tumores clasificados dentro del SCM-2 se caracterizan por la activaciéon de
las vias de sefializacion de Wnty MYC y frecuentes ANCS, caracteristicas que coinciden

con el fenotipo de la IC (Guinney J et al., 2015).

MYC es uno de los componentes de un complejo de transcripcion que regula
procesos de progresién del ciclo celular, metabolismo celular y apoptosis. Las
amplificaciones de MYC son frecuentes en el CCR y su expresion puede ser regulada
por la activacion de la via de Wnt (He TC et al., 1998), pero no se ha demostrado una
asociacion entre el nivel de proteina c-MYC en el tumor y la supervivencia o tiempo de

supervivencia libre de enfermedad (He WL et al., 2018).

KRAS es un componente de las vias de sefalizacion de muchos factores de
crecimiento, incluyendo el receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermic
Growing Factor Receptor, EGFR). En esta via, la activacion de KRAS induce la
activacion de las kinasas ERK y PI3K y la transcripcion del factor nuclear NF-kB, cuyo
resultado final sera la produccion de enzimas que favorecen la progresion del ciclo
celular (Pruitt K y Der CJ, 2001). Esta via se encuentra alterada en gran cantidad de
tumores, no solo colorrectales, y puede ser utilizada como diana terapéutica,
especialmente en tumores colorrectales metastasicos. Igualmente, los farmacos
inhibidores del EGFR se utilizan en gran cantidad de tumores metastasicos, pero no
seran efectivos en tumores colorrectales con mutaciéon de BRAF y KRAS, dado que

estos tumores mantienen activada esta via (Liévre A et al., 2006; Liévre A et al., 2008).

Existe una relacion entre las mutaciones en KRAS y el SCM3 (también llamado
fenotipo metabdlico). Los tumores englobados en SCM3 se caracterizan por presentar
IC, pero también un menor numero de ANCS que el SCM2. El analisis de los tumores

del grupo SCM3 evidencia una disregulacién en determinadas vias metabdlicas que
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incluyen azucares, aminoacidos, lisofosfolipidos y acidos grasos. La activacion de KRAS
favorece el metabolismo de la glucosa y los procesos de hipoxia (Ying H et al., 2012;
McDonald PC et al., 2019).

Muchos tumores colorrectales con mutaciones en KRAS también se asocian a
mutaciones en PI3K. PI3K es una kinasa que fosforila una molécula de senalizacion
celular, la cual puede inducir un aumento en la produccion de prostaglandinas,
inhibiendo los fendmenos de apoptosis en células tumorales colorrectales (Wang D et
al., 2015). Aproximadamente en el 10-20% de los tumores colorrectales podemos
encontrar mutaciones activadoras en PIK3CA que asientan sobre la secuencia
adenoma-carcinoma (Liao X et al., 2012). Las mutaciones en PIK3CA se asocian con
tumores en mujeres, de localizacion proximal, con predominio de IMS y mutaciones en
KRAS (Benvenuti S et al., 2008; Nosho K et al., 2008).

La ciclooxigenasa 2 (COX-2) también se encuentra relacionada con la
carcinogénesis colorrectal. COX-2 es un mediador de la respuesta enzimatica localizada
en la membrana nuclear. Puede ser activada por citoquinas y otros estimulos y se
encuentra sobreexpresada en algunos adenomas y CCR, sin haber encontrado, no
obstante, evidencia de la presencia de mutaciones somaticas en el analisis de tumores
colorrectales (Eberhart CE et al., 1994). COX-2 regula procesos de angiogénesis y
vascularizacion tumoral (Eberhart CE et al., 1994) evidenciandose durante las etapas
iniciales de la carcinogénesis un aumento de su expresion (Oshima M et al., 1996;
Nakagawa H et al., 2004). Este hallazgo se encuentra en relacion con la recomendacion
del uso de farmacos inhibidores de COX, como antiinflamatorios no esteroideos, para la
alteracion de la secuencia adenoma-carcinoma y la reduccion del riesgo de CCR
(Steinbach G et al., 2000).

TP53 es el gen mas frecuentemente mutado en el cancer de forma global. Su
producto, P53, regula la transcripcién de genes encargados de la reparacién del ADN y
de la respuesta celular al estrés oxidativo. Ademas, existe una asociacién entre la
frecuencia de mutaciones en TP53y la estadificacion de la lesion, indicativa de que las
formas mutantes de P53 promueven el desarrollo tumoral en etapas tardias de la
carcinogénesis (Baker SJ et al., 1990). Aproximadamente el 60% de los tumores con IC
presentan mutaciones inactivadoras en TP53 (The Cancer Genome Atlas Network,
2012).
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2.2.2. Inestabilidad de microsatélites (IMS)

A diferencia de la via de la IC, caracterizada por una elevada frecuencia de
ANCS, los tumores colorrectales pueden seguir otra via caracterizada por fenédmenos
de hipermutacion, con una elevada frecuencia en el nimero de bases de ADN mutadas.

La IMS es la via principal en los tumores de fenotipo hipermutado.

Las mutaciones en los genes reparadores de ADN (mismatch repair genes,
genes MMR), tales como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 producen inestabilidad en las
regiones microsatélite. Los microsatélites son secuencias de nucleotidos repetitivas en
tandem que existen en el ADN en condiciones normales y que son especialmente
propensas a presentar mutaciones, que habitualmente son reparadas por los genes
MMR. Cuando estos genes se encuentran inactivados se produce el fendmeno conocido

como IMS.

Estas secuencias repetitivas son muy propensas a desalinearse o aparearse
incorrectamente por causa de un fendmeno conocido como deslizamiento de las hebras
(slippage). Como resultado de ese deslizamiento, se producen deleciones o inserciones
en las secuencias microsatélite, que son eficazmente corregidas por las proteinas
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, MSH3 y MLH3. Entre ellas forman complejos
heterodiméricos, de los que en el momento actual se conocen dos tipos. EI mas
abundante y primero en actuar, MutSa, esta formado por MSH2-MSH6 (en un 10%
MSH2 se une a MSH3). A este complejo se le une posteriormente otro, MutLa, formado
por MLH1-PMS2 (o alternativamente, MLH1-MLH3). El complejo final escinde el error
del ADN y lo repara (Jover Ry Paya A, 2003).

Si se inactivan por cualquier mecanismo ambas copias de alguno de estos
genes, no se repararan los errores de replicacién y se acumularan mutaciones en los
microsatélites. Las alteraciones mas patogénicas son las que afectan a MLH1 y MSH2,
ya que son insustituibles en sus respectivos complejos, y éste es el motivo de que sean
los genes mas frecuentemente inactivados en el sindrome de Lynch (SL). En
condiciones normales, en ausencia de alteracion en estas proteinas, el sistema MMR
reconoce el error y produce una escision del ADN dafiado antes de su replicacion (figura
[-5) (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).
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Figura 1.5. Sistema de reparacion de errores mediante bucles de insercién/delecién. (A) Cuando

BB

se detecta un error, MSH2 se conjuga junto con MSH6 o MSH3 para formar MutSa. (para corregir
un error Unico base-base o acortar una secuencia corta de ADN dafiado) o MutSp (para corregir
secuencias largas de ADN dafiado), respectivamente. MutSa. o MutSp se uniran a MutL o, B o y
(MLH1 se complementa con PMS2, PMS1 o MLH3, respectivamente) para eliminar el nucleétido
mal incorporado. (B) Esto permite que las proteinas ADN polimerasa y ADN ligasa resinteticen,
incluyan y liguen la base correcta.

La IMS es una consecuencia del error que producen proteinas disfuncionales encargadas en
condiciones normales del reconocimiento y reparacién de errores en la replicacion del ADN
(Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).

La IMS se observa en el 15% del CCR de tipo esporadico y practicamente en
todos los casos de pacientes con SL, el sindrome de CCR hereditario mas frecuente,

causado por mutaciones germinales en los genes MMR (Boland CR et al., 1998).

La causa mas frecuente de IMS es el silenciamiento del gen MLH1 mediante una
hipermetilacion de su promotor. Los tumores colorrectales con fenotipo de IMS
habitualmente presentan niveles elevados de metilacion en regiones reguladoras a lo
largo del genoma incluyendo el fenotipo metilador de islotes de citosina/guanina (CpG).
Los tumores con IMS también presentan una elevada frecuencia de mutacion en el
aminoécido 600 de BRAF que codifica una sustitucion de V por E (BRAFY®€), con una
baja frecuencia de mutaciones de APC y TP53 con respecto a los que se desarrollan
via IC (Giannakis M et al., 2014; Rajagopalan H et al., 2002). En pacientes con SL, se
observan mutaciones germinales en genes MMR cuyo resultado es la IMS, pero

generalmente no presentan mutaciones en BRAF (Bessa X et al., 2008).

11
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Las mutaciones que induce la IMS afectan, en mas del 90% de los casos, al gen
TGFBR2, el cual codifica una proteina que regula la proliferacion epitelial colénica. El
acumulo de mutaciones en TGFBR2, sin una sefial reguladora que inactive su receptor,
desencadenara fendmenos de proliferacién no controlados (Duval Ay Hamelin R, 2002).
El inicio de la carcinogénesis por la via de la IMS puede producirse por multiples
fendmenos. Las mutaciones en APC se encuentran en aproximadamente el 35-50% de
los tumores, lo cual supondria que el evento inicial para la formacion del adenoma es
comun a la via de la IC. Igualmente, otros tumores pueden iniciarse a través de la
mutacion en BRAF, lo cual compartiria fendmenos comunes con la via serrada (figura I-
4) (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020). Sin embargo, los tumores que se inician via
IMS, independientemente de su fendmeno inicial, progresan de forma mas rapida que
por otras vias, especialmente cuanto mayor es el nivel de inestabilidad. Los tumores
con IMS presentaran tiempos de progresién tumoral menores, de aproximadamente 1-
3 afos, comparados con las décadas que suponen aquellos que se producen por la via
de la IC.

El nivel de IMS se determina mediante un panel estandar de marcadores de
microsatélites establecido por las guias de consenso del National Cancer
Institute/Bethesda. Los tumores con alteracion en el 30% o mayor en los genes
marcados seran considerados con IMS-alta (o IMS propiamente), mientras que aquellos
con niveles de alteracion inferiores al 30% se consideraran como bajo nivel de IMS (IMS-
baja). De la misma forma, aquellos tumores que no presenten ninguna alteracion en el
analisis seran considerados como estables desde el punto de vista de los microsatélites
(EMS) (Dietmaier W et al., 1997).

A pesar de que los tumores con IMS presentan peores caracteristicas
histopatoldgicas, como un pobre nivel de diferenciacion, la presencia de la IMS supone
un mejor pronostico en la evolucion de la enfermedad, por lo que el analisis del nivel de
estabilidad deberia ser realizado de rutina en todos los pacientes con diagnéstico de
CCR (Amin MB et al., 2017). En el caso de tumores localizados, aquellos con IMS,
presentaran mayor indice de supervivencia que aquellos con EMS (Lothe RA et al.,
1993; Gryfe R et al., 2000).

12
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2.2.3. Via serrada o fenotipo metilador

Los adenomas no son las unicas lesiones coldnicas precursoras de neoplasias
colorrectales. Los pdlipos serrados son lesiones mucosas, en forma de dientes de sierra,
que pueden presentar un amplio espectro de alteraciones histopatoldgicas. Se estima
que aproximadamente el 15% del CCR asienta sobre un pdlipo serrado como lesion

precursora, desarrollandose a través de la via serrada (Toyota M et al., 1999).

Los pélipos serrados se engloban dentro de un grupo heterogéneo de lesiones
que presenta un patron de aspecto estrellado debido al plegamiento de las criptas
colonicas, incluyendo en este grupo de lesiones polipos hiperplasicos benignos,
adenomas o polipos sésiles serrados precancerosos y adenomas serrados tradicionales
(Bosman GT et al., 2010). Una elevada proporciéon de los tumores colorrectales de
intervalo (aquellos que se desarrollan antes del periodo establecido de carcinogénesis
habitual de 3 a 5 afios) se estima que se desarrollan a partir de la via serrada (Nishihara
R et al., 2013; Burgess NG et al., 2014).

Los polipos hiperplasicos suponen el 60% de las lesiones serradas y raramente
sufren una transformaciéon maligna en su evolucion, siendo las segundas lesiones
serradas mas frecuentes los polipos y adenomas sésiles serrados. Se trata de lesiones
de dificil caracterizaciéon debido a la morfologia plana o serrada, lo cual supone un reto
diagnéstico en ausencia de cromoendoscopia, incluso para endoscopistas expertos, asi
como la presencia de rasgos histopatolégicos sutiles y dificiles de diferenciar a nivel
anatomopatoldgico (Higuchi T, Sugihara K y Jass JR, 2005). Los adenomas serrados
tradicionales suponen una pequefia proporcion de las lesiones serradas y se
caracterizan histopatolégicamente por un crecimiento protuberante con prolongaciones
viliformes, lo cual puede suponer confusién con respecto a los adenomas
tubulovellosos. La progresion tumoral a través de la via serrada no se encuentra
totalmente caracterizada, aunque aquellos tumores serrados que adquieren IMS se
asocian con una progresion tumoral acelerada desde lesiones precancerosas a
carcinoma, similar a aquellos tumores con IMS exclusivamente. Un rasgo distinguible
de la via serrada es la activacion de la mutacion V600OE en BRAF (Davies H et al., 2002).
Una elevada proporciéon de los pélipos hiperplasicos presentan mutacion en BRAF, por
lo que se cree que este fendmeno supone una de las etapas iniciales en la via serrada,

causando la activacion de la via de la proteinquinasa-ERK 'y, por tanto, el inicio de una
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division celular descontrolada (Davies H et al., 2002; Boland CR et al., 1998). BRAF se
encuentra mutado en la mayoria de los adenomas serrados sésiles, pero no en los
adenomas convencionales, lo cual apoya la teoria de que la via serrada es una via

alternativa de carcinogénesis colorrectal (Kambara T et al., 2004).

Tras la mutacion en BRAF, los tumores serrados pueden seguir dos rutas
diferentes (figura 1-4) (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020). Una de ellas converge
con la via de la IMS: la mutacion en los genes MMR resultara en un fenotipo de IMS.
Estos tumores tipicamente se desarrollan a partir de adenomas serrados seésiles y
comparten caracteristicas con el grupo de tumores del SCM1. La otra ruta que pueden
seguir los tumores serrados tras la mutacién en BRAF se produce a través de la
mutacién en TP53, con posibilidad de activacién posterior de la sefializacion de Wnt, la
sefializacion de TGFg y la activacion de la transicion epitelial a mesenquimal, resultando
en tumores no hipermutados o con EMS (figura I-4) (Nguyen LN, Goel Ay Chung DC,
2020). Estos tumores suelen desarrollarse a partir de adenomas serrados tradicionales
y se engloban dentro del grupo de tumores del SCM4, los cuales presentaran, a
diferencia de los tumores SCM1, bajos niveles de hipermutacion, EMS con IC y elevada
ANCS.

Los tumores del SCM4 producen activacion de vias que facilitan un ambiente
inmunosupresor y permiten fenomenos de inflamaciéon estromal e invasién tumoral,
evadiendo la respuesta inmune y resultando en el peor indice de supervivencia de todos
los SCM (Sinicrope FA et al., 2017; Blaker H et al., 2019). Comparado con los tumores
que se desarrollan a través de la IC (caracterizados por EMS y ausencia de mutacion
en BRAF), los tumores con EMS y mutacion en BRAF presentaran peor supervivencia
global y peor supervivencia relacionada con la enfermedad a diferencia de los tumores
con IMS y mutacion en BRAF, los cuales presentan las mejores supervivencias de todos

los grupos tumorales (Blaker H et al., 2019).

A diferencia de la buena respuesta a la monoterapia con inhibidores de BRAF en
otros tipos de tumores que también presentan mutacion de BRAF, como el melanoma,
no existe consenso acerca de su uso en el caso del CCR (Hyman DM et al., 2015). Esto
es debido al frecuente desarrollo de mutaciones compensatorias a través de otras vias,
como la regulada por EGFR. Recientemente, se ha incluido en el arsenal terapéutico la

combinacion en politerapia de inhibidores de BRAF e inhibidores de MEK y EGFR, con
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resultados prometedores y actualmente recomendada en las guias de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (Benson AB et al., 2018).

Los tumores que se desarrollan por la via serrada habitualmente presentan un
elevado nivel de metilaciéon de los islotes de CpG. Los islotes de CpG son regiones
densas compuestas por dinucleétidos de citosina/guanina, enlazados por fosfatos, que
son especialmente predominantes en regiones promotoras de genes a lo largo del ADN
(Bird AP et al., 1986). La hipermetilacion de estos islotes promotores, especialmente
aquellos precursores de genes supresores de tumores, anulara su transcripcion y, por
tanto, facilitara el desarrollo tumoral. Los mecanismos moleculares que subyacen en
este fenotipo metilador de islotes de CpG (CIMP, CpG Island Methylator Phenotype) no
se encuentran claramente establecidos en la actualidad. Inicialmente, los tumores
incluidos en este espectro se clasificaron como CIMP-alto (> 3) y CIMP-bajo (< 2) en
funciéon del numero de marcadores de metilacién encontrados en 5 genes: MINTT,
MINT2, MINT31, CDKN2A y hMLH1 (Chan AO-O et al., 2002). En la actualidad, se han
propuesto varios paneles de genes mas, incluso es posible cuantificar el estado de

hipermetilacién a lo largo de todo el genoma.

Independientemente de su clasificacion, los tumores incluidos dentro del
espectro del CIMP-alto suponen aproximadamente el 20% de los tumores colorrectales
y suelen asociarse con mutacion en BRAF e hipermetilacion en MLH1, caracteristicas
compartidas con los tumores con IMS (Chan AO-O et al., 2002). A pesar de que el CIMP
se puede observar en muchos tumores esporadicos con IMS, su presencia no solo se
restringe a los tumores con IMS, ya que aproximadamente la mitad de los tumores con
CIMP no presentaran metilaciéon en MLH1 o IMS (Samowitz WS et al., 2005).

La presencia de metilacién en los islotes de CpG puede observarse desde
etapas tempranas de la carcinogénesis, incluso en lesiones benignas como pélipos
hiperplasicos y su frecuencia aumenta segun evoluciona hacia lesiones mas avanzadas.
Igualmente, se ha evidenciado una asociacion entre la presencia del CIMP en tejido
sano y la posterior formacion de poélipos serrados (Worthley DL et al., 2010). Diferentes
metaanalisis sugieren que el CIMP se correlaciona con la presencia de tumores
mucinosos o poco diferenciados, habitualmente con mutaciones en BRAF e IMS, con
predominio del colon derecho y en pacientes mujeres de edad avanzada (Advani SM et
al., 2018; Zong L et al., 2016).
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2.3. Caracteristicas moleculares del CCR en jévenes y comparativo con el CCR de

aparicion tardia

Clasicamente, el estudio del CCRJ se ha realizado en base al despistaje del SL,
el cual se estima entre el 4 y el 19%, segun las series (Pearlman R et al., 2017). No
obstante, la proporcién de los pacientes jévenes con IMS relacionada y no relacionada
con SL se estima hasta en un 40%, dependiendo de la edad de diagndstico (Farrington
SM et al.,1998; Silla IO et al., 2014).

A pesar de la elevada frecuencia de sindromes hereditarios y agregacion familiar
en el CCRJ, existe una elevada proporcion de pacientes jovenes con caracteristicas
clinicas y moleculares que sugieren tumores esporadicos. Si bien la patogénesis del
CCRJ asociada a sindromes hereditarios se encuentra relativamente estudiada, el
conocimiento de las caracteristicas moleculares de los tumores esporadicos en este
grupo de edad aun es limitado. No obstante, desde el inicio del estudio de este subtipo
de pacientes se ha evidenciado que, comparandolo con el CCRAT, se trata de una

entidad diferente desde el punto de vista molecular.

Como se ha comentado previamente, el CCRJ con IMS fundamentalmente se
encuentra asociado con el SL debido a la mutacion germinal en genes MMR, siendo
aquellos casos con mutacién en BRAF y, por lo tanto, esporadicos, practicamente
ausentes comparados con el CCRAT (Perea J et al., 2014; Kirzin S et al., 2014). Los
tumores con IMS a edad avanzada se asocian frecuentemente con inactivacion de
MLH1 (83%) y metilacion del promotor de MLH1 (62%) (Yiu R et al., 2005).

No obstante, la mayoria del CCRJ no mostrara IMS, siendo estable desde el
punto de vista de los microsatélites y con ausencia de alteracion en genes MMR (figura
[-6A) (Ballester V, Rashtak S y Boardman L, 2016). Estos tumores se caracterizan por
diagnosticarse a edades mas avanzadas dentro del grupo de jévenes, con
localizaciones distales dentro del colon, estadios mas avanzados y patrones histologicos
agresivos (Chang DT et al., 2012). Estas caracteristicas son claramente diferenciales
respecto al grupo de tumores con EMS dentro del CCRAT, el cual presenta predominio
de localizacion en colon derecho, con menor prevalencia de tumores sincronicos y

metacrénicos en su evolucion (figura I-6B).
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Figura 1.6. Caracteristicas moleculares del CCRJ (figura I-6A) y del CCRAT (figura I-6B) (Ballester
V, Rashtak S y Boardman L, 2016).

En cuanto al fenotipo metilador, multiples estudios comparativos han mostrado
el papel menor de esta via comparado con el CCRAT o el CCR primario multiple. En
general, los tumores con CIMP-alto se caracterizan por desarrollarse en localizaciones
proximales en el colon, suelen ser pobremente diferenciados, con IMS y con mutaciones
en BRAF (Silla 10 et al., 2014). Los pacientes jovenes suelen presentar CIMP-bajo, no
obstante, los casos asociados a SL presentaran mayor proporcién de CIMP-alto
respecto a los pacientes con SL que desarrollan CCRAT. En la misma linea, en el grupo
del CCRJ, el CIMP-alto se encuentra asociado fundamentalmente con alteracion en los
genes MMR, mientras que el CIMP-alto en el grupo de CCRAT se caracteriza por IMS
de tipo esporadico (Perea J et al., 2014). Los pacientes jovenes con tumores
desarrollados a partir de esta via presentaran predominio de localizaciéon en el colon
izquierdo, elevada frecuencia de CIMP-bajo, asi como una mayor historia familiar de
cancer a expensas de neoplasias relacionadas con SL, pero también de tumores no

relacionados con SL (Perea J et al., 2014).

Por ultimo, la hipometilacion en LINE-1 es una caracteristica diferencial del
CCRJ y se asocia con un incremento de la IC (Antelo M et al., 2012). El grado de
hipometilacion de LINE-1 se ha establecido como un factor independiente de riesgo de
muerte por cancer y mortalidad global en pacientes con CCR (Ogino S et al., 2008).
Estudios recientes han demostrado que, comparado con el grupo de CCRAT, el CCRJ
presenta niveles significativamente menores de metilacion en LINE-1, aunque seran
necesarios estudios adicionales para corroborar la asociacion y el valor pronéstico de
LINE-1 en el CCRJ (Antelo M et al., 2012).
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3. Factores de riesgo

3.1. Factores de riesgo modificables y no modificables

Tanto los factores genéticos como los ambientales juegan un papel fundamental
en la etiologia del CCR. La mayoria de los tumores son esporadicos, unicamente un 15-

20% de los pacientes presentan historia familiar de CCR.

Uno de los principales factores de riesgo es el de los sindromes hereditarios
predisponentes a CCR, los cuales suponen entre el 5y el 15% del total de pacientes y
cuyas caracteristicas, diagnostico y manejo se discutiran mas adelante. Otro de los
factores de riesgo para el desarrollo de CCR es la enfermedad inflamatoria intestinal
(EI). El riesgo de cancer en pacientes con Ell es directamente proporcional al tiempo
de evolucion de la enfermedad, si bien ésta supone uUnicamente el 1% de todos los
diagnosticos de CCR y varios estudios sugieren que los actuales farmacos

antiinflamatorios estan disminuyendo esta incidencia (Jess T et al., 2012).

El otro grupo destacado de factores de riesgo es el de los que pueden
considerarse modificables, ya que es debido a factores ambientales y, en su mayor
proporcion, a estilos de vida. Entre los factores mas destacados podemos encontrar el
habito tabaquico, el alcohol y el sobrepeso. Con cada unidad de aumento de indice de
masa corporal (IMC) el riesgo de CCR aumenta un 2-3% (World Cancer Research
Fund/American Institute for Cancer Research, 2011) y, en parte relacionada con la
obesidad, la presencia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) también se correlaciona con un
aumento de riesgo de cancer (Guraya SY et al., 2015). El consumo moderado de alcohol
(2-3 unidades/dia) se estima que induce un aumento del riesgo de cancer del 20-30%,
mientras que el consumo elevado de alcohol aumenta este riesgo hasta en un 50%
(Fedirko V et al., 2011). El habito tabaquico induce un riesgo similar que el alcohol y éste
es directamente proporcional al nimero de paquetes/afo (Liang PS, Chen TY y
Giovannucci E, 2009).

En cuanto a la dieta, uno de los factores de riesgo mas influyentes es el consumo

de carne roja y carnes procesadas, de forma que un consumo 1,16 veces de 100 g/dia
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es suficiente para aumentar el riesgo de CCR (Song M et al., 2015). En contraste, el
consumo de leche, fibra, frutas y verduras, cereales integrales, calcio y vitamina D,
supone un factor protector frente al CCR. Esta disminucién del riesgo se estima entorno
al 10% por cada ingesta diaria de 10 g de fibra, 300 mg de calcio o 200 ml de leche
(Song M et al., 2015; Dahm CC et al., 2010). De la misma manera, la realizacion de
actividad fisica al menos 30 min al dia también influye positivamente en la disminucion
del riesgo de CCR (World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer
Research, 2011). La ingesta diaria de bajas dosis de aspirina y los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos también se han relacionado con una disminucién del
riesgo de CCR (Algra AM y Rothwell PM, 2012), asi como el uso de estatinas y la terapia
hormonal en mujeres postmenopausicas (Bardou M, Barkun A y Martel M, 2010; Limsui
D et al., 2012).

La prevalencia de estos factores de riesgo modificables puede explicar, en parte,
las diferencias en la incidencia global del CCR desde el punto de vista geografico y
socioecondémico. Multiples estudios sugieren que entre el 16 y el 71% del total de
pacientes con CCR en Europa y Estados Unidos puede ser atribuido a estilos de vida
modificables (Aleksandrova K et al., 2014). La gran cantidad de factores ambientales y
genéticos que pueden influir en el desarrollo del CCR también explica la heterogeneidad
de esta enfermedad, asi como parte de su fisiopatologia, desde las alteraciones
moleculares que dan lugar al desarrollo de células tumorales, hasta la progresion de la
enfermedad (figura I-7) (Dekker E et al., 2019).

Modifiable risk factors 1 risk

« Smoking
« Processed meat
« Alcohol intake
« Hereditary colorectal cancer * Red meat
syndromes Colorectal cancer « Low intake of vegetables
« Positive family history risk factors and fruits
« Body fat and obesity

Hereditary factors

Other factors

Modifiable risk factors | risk

« Aspirin or NSAID use
« Menopausal hormone therapy
« Statin use

« Physical activity

»Whole grains

« Dietary fibre

« Dairy products

« Fish intake

«Tree nuts

«Vitamins (D, C, and others)
« Calcium supplements

« Ethnicity

« Male gender

« Type 2 diabetes

« Inflammatory bowel disease

Figura 1.7. Factores de riesgo de CCR modificables y no modificables.
Rojo: factores que aumentan el riesgo de CCR. Verde: factores que disminuyen el riesgo de
CCR. NSAID: antiinflamatorios no esteroideos (Dekker E et al., 2019).
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3.2. Microbioma

El microbioma es el responsable de la homeostasis intestinal a través de
multiples mecanismos y su alteracion (disbiosis) es la responsable de multiples
patologias, no solo gastrointestinales, sino respiratorias, cardiovasculares, autoinmunes
y metabdlicas (como la DM2). En los ultimos afios se ha demostrado la creciente
interconexion entre el microbioma, el CCR, la obesidad y la DM2, con especial
relevancia en el caso del CCRJ (Gao Z et al., 2015).

El papel de algunos microorganismos en el proceso de carcinogénesis
colorrectal es bien conocido, fundamentalmente a expensas de fendmenos de
inflamacion y alteracion de la respuesta inmune. Algunos de los microorganismos mas
conocidos son el Streptococcus bovis, algunos tipos de fusobacteria (especialmente
Fusobacterium nucleatum), Bacteroides fragilis y algunos subgrupos de Escherichia coli
y Enterococcus (como Klebsiella o Peptoestreptococcus) (Hernandez- Luna MA, Lopez-
Briones Sy Luria-Perez R, 2019). El papel del microbioma en la carcinogénesis también
puede estar relacionado con fenédmenos de desequilibrio de la homeostasis intestinal y
disbiosis, mas que por un microorganismo en concreto, dichos cambios en parte
influidos, a su vez, por factores ambientales y dietéticos. Igualmente, se ha evidenciado
que existe asociacion entre algunas bacterias y ciertos fenotipos moleculares de CCR,
como la IMS o el CIMP, asi como la relacién con la afectacion metastasica ganglionar,
lo cual supone un peor prondstico e incluso en algunos pacientes, resistencia a farmacos

quimioterapicos (Gao R et al., 2017).

En los ultimos afios se han evidenciado importantes alteraciones en el
microbioma intestinal relacionadas con la obesidad y la DM2 (Aydin O, Nieuwdorp M y
Gerdes V, 2018), senalando que la disbiosis se correlaciona con la obesidad y la
resistencia a la insulina, asi como con cierta actividad proinflamatoria intestinal. Este
estado proinflamatorio intestinal puede favorecer cambios en la produccion de las
endotoxinas bacterianas, especialmente en el caso de las bacterias Gram negativas, lo
cual puede inducir fendmenos de translocacion bacteriana y paso de las mismas al
sistema circulatorio. Esta translocacién bacteriana también podria influir en la
estimulacion de cierta actividad proinflamatoria en el tejido adiposo, la cual puede

constituir el nexo con la obesidad y la resistencia a la insulina.
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Por otra parte, se ha observado la disminucion de ciertas bacterias con actividad
antiinflamatoria como Faecalibacterium prausnitzii (Martin R et al., 2007) en muestras
de heces de sujetos con DM2, lo cual puede favorecer el incremento de este estado

proinflamatorio intestinal y, por tanto, la carcinogénesis colorrectal.

4. Fisiopatologia

La pérdida de la estabilidad genética y/o epigenética se puede observar en la
mayoria de las lesiones preneoplasicas del colon y parece ser el evento central
precursor del resto de fendmenos moleculares y fisiopatoldgicos de iniciacion vy
establecimiento del CCR (Colussi D et al., 2013). La inestabilidad genética y epigenética
acelera la acumulacién de mutaciones y errores en genes supresores de tumores y
oncogenes, los cuales favoreceran la transformacion de células epiteliales normales a

células malignas con expansion clonal agresiva (Fearon ER y Vogelstein B, 1990).

Esta evolucion desde un epitelio colénico normal hasta la consolidacion tumoral
sigue una serie de procesos con acumulacion de eventos moleculares, genéticos y
epigenéticos, cuyo resultado final sera el desarrollo y mantenimiento del CCR, siguiendo

las vias principales de carcinogénesis, como se ha detallado previamente (figura I-8):
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Figura 1.8. Secuencia pdlipo-adenocarcinoma. Superior: secuencia clasica de polipo-adenoma-
adenocarcinoma. Inferior: secuencia alternativa mediada por pdlipos serrados. Los genes mutados
y la acumulacién de alteraciones epigenéticas se describen en cada secuencia, algunos genes se
encuentran en ambas secuencias, mientras que otros son especificos de cada via (por ejemplo, la
mutaciéon en BRAF y el CIMP que son especificas de la via serrada).

CIN, inestabilidad cromosémica (IC); MSI, inestabilidad de microsatélites (IMS); CIMP, fenotipo
metilador de islotes de CpG (CIMP) (Dekker E et al., 2019).
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En el modelo de carcinogénesis colorrectal clasico, la mayoria de los tumores
colorrectales derivan de un polipo benigno sobre el que aparece una cripta aberrante
que desembocara en la formacién de un adenoma temprano (< 1 cm, con histologia de
tubular o tubulovelloso) y, posteriormente, un adenoma avanzado (> 1 cm y/o con
histologia de velloso), convirtiéndose definitivamente en tumoral. Este proceso se
encuentra mediado por la acumulacién de mutaciones y alteraciones epigenéticas, con
un tiempo de evolucién aproximado de 10-15 afios, salvo excepciones como en el caso
de los pacientes con SL (Jones S et al., 2008). Aunque la histologia de estas lesiones
precursoras de cancer suele ser homogénea, la biologia molecular de los adenomas es
heterogénea, lo que explica por qué algunos adenomas evolucionan a cancer

(aproximadamente el 10%) y otros no (Luo Y et al., 2014).

Aparte del modelo de carcinogénesis clasico de pélipo-adenoma-
adenocarcinoma, en los ultimos afos se ha descrito otro modelo cuya lesion precursora
no es un adenoma, sino un polipo serrado, los cuales representan el 5-10% de todos
los polipos colorrectales. Estos polipos se desarrollan a partir de alteraciones
histolégicas y moleculares diferentes y se pueden subclasificar en tres tipos: polipos
hiperplasicos, adenomas sésiles serrados y adenomas serrados clasicos (Rex DK et al.,
2012). El potencial de transformacion de los pdlipos serrados a CCR se establece a
través de la secuencia: polipo hiperplasico-pélipo sésil serrado-adenocarcinoma
(Goldstein NS, 2006). En cuanto a la biologia molecular de este grupo de tumores, los
polipos serrados que asientan sobre el colon derecho normalmente mostraran IMS, asi
como predominio del CIMP; mientras que los podlipos que asientan en el colon izquierdo
y recto presentaran predominio de EMS y mutacion en KRAS con formas atenuadas de

CIMP en algunos casos (Bettington M et al., 2013).

Estas diferencias moleculares objetivadas entre los diferentes pélipos y tumores
colorrectales son el motivo para el desarrollo del sistema de subclasificaciéon del CCR,
tal y como se ha detallado previamente (figura 1-4), en cuatro grupos de tumores:
hipermutados-IMS, hipermutados-EMS, EMS o IC y CIMP (The Cancer Genome Atlas
Network, 2012; Nguyen LN, Goel Ay Chung DC, 2020).
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5. Diagnostico del CCR. Screening y sistemas de deteccidn precoz

En cuanto al diagndstico del CCR podemos diferenciar dos tipos de pacientes:
aquellos en los que el diagndstico se realiza tras consultar por presentar sintomatologia
relacionada con el tumor y los pacientes en los que el diagnéstico se realiza a través de
programas de screening especificos, cada vez mas implementados en los sistemas de

salud.

5.1. Clinica

Los pacientes con CCR pueden debutar con un gran espectro de signos y
sintomas, incluyendo sangre en las heces, cambios en el ritmo intestinal, dolor
abdominal, anemia, anorexia o pérdida de peso. Si bien, muchos pacientes

permaneceran asintomaticos hasta etapas avanzadas.

La sintomatologia también dependera de la localizacion del tumor. Los tumores
de colon derecho e izquierdo suelen cursar con hematoquecia o sangrado oculto en
heces, por lo que en muchas ocasiones el paciente unicamente debutara con anemia o
fatiga. Aproximadamente el 30% de los pacientes con CCR debutaran con sintomas
obstructivos (Smothers L et al., 2003). En el caso del cancer de recto las manifestaciones
clinicas también son mudltiples, si bien es mas frecuente el sangrado, dolor y tenesmo.
El 20% de los pacientes con cancer de colon y el 18% de los pacientes con cancer de
recto debutaran con metastasis al diagnéstico, siendo el higado la localizacién mas

frecuente, seguida del pulmén (Duffy MJ et al., 2003).

El valor predictivo de estos sintomas en pacientes de edad avanzada es limitado,
no obstante, la Asociacion Americana de Gastroenterologia Endoscoépica recomienda la
realizacion de una sigmoidoscopia flexible en los pacientes menores de 40 afios con
sangrado rectal de nueva aparicidn, con realizacién de colonoscopia completa en los
mayores de 40 anos (Pasha SF et al., 2014). Dada la creciente incidencia del CCR
esporadico entre individuos jovenes y su escasa inclusion en los sistemas de screening
actuales, es necesaria una elevada sospecha clinica ante cualquier sintoma relacionado

o historia familiar de cancer en este grupo de edad.
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5.2. Estudios de laboratorio

En ocasiones la presencia de anemia microcitica en los estudios de laboratorio
es la Unica manifestacion clinica de CCR, por lo que en cualquier paciente con sospecha

o diagnostico de CCR sera necesaria la realizacion de un estudio analitico completo.

En el caso de confirmacion de CCR conviene también realizar la determinacion
del antigeno carcinoembrionario (CEA). La determinacion del CEA no puede utilizarse
como prueba diagndstica o de screening debido a la baja sensibilidad en estadios
iniciales y porque existen multiples condiciones benignas que pueden elevar este
marcador. No obstante, si parece observarse cierto valor prondstico en los casos
confirmados de CCR (a mayor concentracion inicial mayor riesgo de recidiva
postoperatoria y en un periodo mas breve) y es utilizado para la monitorizacién
postquirurgica o de los pacientes en tratamiento adyuvante, ya que su valor debe
normalizarse entre 1 y 4 meses después de la reseccién completa del tumor (Duffy MJ
et al., 2003).

El test de sangre oculta oculta en heces (TSOH) y el test de
inmuhistoquimica fecal (TIF) son pruebas diagnésticas de CCR encaminadas a la
identificacion de hemoglobina como marcador de pérdidas sanguineas digestivas en
relacion con neoplasias. EI TSOH es capaz de detectar la actividad peroxidasa del grupo
heme, por lo que no es especifico para sangre humana, mientras que el TIF utiliza
anticuerpos globina humanos para determinar hemoglobina, por lo que es especifico
para determinar sangre humana (Lieberman DA, 2009). La sensibilidad del TIF si se
compara con la colonoscopia para detectar CCR y lesiones preneoplasicas avanzadas
es del 60-85% y 29% respectivamente, menor que en el caso del TSOH que se sitia en
torno al 33-75% vy el 11-25%, respectivamente (Lee JK et al., 2014). Sin embargo, la
especificidad del TSOH se situa en torno al 98-99%, mayor que en el caso del TIF, entre
el 94-95% (Lieberman DA, 2009). EI TSOH ha demostrado reducir la mortalidad por CCR
entre un 15 y un 33% cuando se utiliza como método de screening de forma anual
(Kronborg O et al., 1996; Hardcastle JD et al., 1996).

La ventaja de ambos test es que no son invasivos, se pueden realizar en el

domicilio y no precisan preparacion intestinal. Entre sus limitaciones cabe destacar que
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sus resultados pueden verse alterados en caso de lesiones que sangren de forma
esporadica o lesiones preneoplasicas poco avanzadas en las que el riesgo de sangrado
es menor, detectando unicamente lesiones en estadios avanzados. La ingesta de
vitamina C puede alterar la actividad peroxidasa generando falsos negativos, asi como
la hemoglobina procedente de carne roja puede generar falsos positivos, en el caso del
TSOH (Stracci F, Zorzi M y Grazzini G, 2014).

En cualquier caso, la positividad en alguno de estos test obliga a la realizacién

de estudios endoscopicos para descartar el diagnostico de CCR.

5.3. Estudios endoscépicos

La colonoscopia es la prueba gold standard para el diagnéstico del CCR. Se
trata de una prueba con gran eficacia diagndstica que, ademas de localizar la lesion
tumoral, permite la toma de biopsia y, en algunos casos, la realizacion de terapéutica
(Kekelidze M et al., 2013). También es la prueba fundamental en el screening del CCR
permitiendo la extirpacion de lesiones preneoplasicas con la consiguiente disminucién
de la incidencia de cancer y mortalidad asociada al mismo, que en algunas series se

estima en un 70 y 30%, respectivamente (Valori R et al., 2012).

La sensibilidad de la colonoscopia para detectar lesiones neoplasicas es superior
al 95%, con una sensibilidad para la deteccion de lesiones preneoplasicas avanzadas
(aquellas con un didametro > 10 mm) de aproximadamente el 88-98% (Rockey DC et al.,
2005). La calidad de la colonoscopia también es un factor determinante para evitar
lesiones de intervalo (aquellas que se desarrollan entre dos pruebas de screening

consecutivas).

Una de las principales ventajas de la colonoscopia es la posibilidad de extirpar
lesiones preneoplasicas y neoplasicas poco avanzadas en el mismo acto diagndstico
(figuras I-10 y I-11). En cuanto a las limitaciones, es necesario destacar que se trata de
un procedimiento invasivo, que requiere preparacion intestinal y sedacion o anestesia
durante el procedimiento, incluyendo la morbilidad asociada a la modificacion de
determinados farmacos para la realizacion de la prueba. Igualmente, cabe destacar el

riesgo de perforacién coldnica y sangrado durante el procedimiento, mayor en el caso
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de realizacion de terapéutica endoscépica avanzada (Cooper GS, Kou TD y Rex DK,
2013).

\
\

Figura 1.9. Imagen de colonoscopia de pdlipo colénico plano. La linea amarilla hace referencia al
margen de reseccion endoscopica (Dekker E ef al., 2019).

Figura 1.10. Imagenes de colonoscopia de pdlipos pediculados. Las imagenes B y D muestran
polipos tefiidos para su mejor caracterizacion y extirpacion endoscopica (Dekker E et al., 2019).

La sigmoidoscopia flexible es un procedimiento endoscopico menos comun
para el diagnostico del CCR. Se trata del estudio endoscopico del segmento distal del
colon, sin necesidad de sedacién o anestesia ni preparacion mecanica intestinal. Tiene
una sensibilidad mayor del 95% para detectar lesiones neoplasicas en el segmento
explorado y de aproximadamente el 70% para lesiones preneoplasicas avanzadas
(Levin B et al., 2008). En el caso de que se detecten lesiones sospechosas en el
segmento explorado, sera necesaria la realizacion de una colonoscopia completa para

estudio de todo el marco coélico.
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La sigmoidoscopia flexible permite, igual que la colonoscopia, el diagndstico y
realizacién de terapéutica en el segmento explorado, si bien presenta las mismas
limitaciones que la colonoscopia afadiendo el posible disconfort que puede generar la
falta de sedacion y la ausencia de estudio del segmento proximal del colon, por lo que
deberia ser realizada en casos puntuales de pacientes con elevada morbilidad
relacionada con la sedacion y aquellos con baja sospecha de lesiones neoplasicas
(Levin B et al., 2008).

5.4. Estudios de imagen

La tomografia computerizada virtual (TC virtual) o TC-colonografia es una
prueba diagndstica de imagen en la que se utiliza una preparacién coldnica consistente
en un contraste radiologico para obtener secuencias de TC con bajas dosis de radiacion,
lo que permite la caracterizacion de lesiones coldnicas intraluminales. Estudios
recientes reportan una sensibilidad de hasta el 96% para el diagnéstico de CCR, siendo
variable segun los centros y claramente inferior a la colonoscopia en el caso de lesiones

preneoplasicas (Pickhardt PJ et al., 2011).

La TC virtual necesita, igual que la colonoscopia, la realizacion de una
preparacion intestinal, insuflaciéon coldnica y cambios posicionales del paciente durante
la prueba, con la ventaja de no precisar sedacién para su realizacién. La principal
limitacién es que no es posible la toma de biopsia ni la realizacion de terapéutica, por lo
que, en el caso de lesiones sospechosas, sera necesario completar el estudio con una
colonoscopia completa. En la actualidad, el uso de esta prueba se encuentra restringido
a los casos en los que no es posible una exploracion completa del colon, ya sea por
lesiones estenoticas, alteraciones anatomicas o mala tolerancia del paciente a la prueba
(Pickhardt PJ et al., 2011).

Aparte de la utilidad de la TC virtual en el diagnéstico del CCR, la realizacion de
una TC convencional sera fundamental en el caso de confirmacion de lesiones
neoplasicas o cuando exista duda diagnostica en los estudios endoscopicos, en
ausencia de TC virtual. La realizacion de una TC de térax, abdomen y pelvis es esencial

para la estadificacion locorregional y a distancia del CCR tras su diagnoéstico, asi como
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para el seguimiento de los pacientes durante y tras el tratamiento. La sensibilidad y
especificidad de la prueba se estima en un 75 y 95%, respectivamente, en el caso de
las lesiones hepaticas (Floriani | et al., 2010), siendo menor en la deteccion de

metastasis ganglionares locorregionales.

La resonancia magnética (RM) es otra de las pruebas de imagen esenciales
en el estudio del CCR, la cual es especialmente util en dos circunstancias concretas:
para el estudio de lesiones hepaticas sospechosas y para la estadificacion del cancer
de recto. En el caso de lesiones hepaticas sospechosas, la RM tiene una sensibilidad y
especificidad del 88 y 97%, respectivamente, en lesiones menores de 1 cm, por lo que
se trata de un estudio fundamental cuando existan lesiones hepaticas dudosas por su

pequefo tamafo o localizacion en la TC (Niekel MC, Bipat S y Stoker J, 2010).

En el caso del cancer de recto, la RM también es una prueba fundamental para
determinar la extension local de la enfermedad, la afectacion de la fascia mesorrectal,
el margen circunferencial de reseccion y la relacién con el complejo esfinteriano
(Schmoll HJ et al., 2012). La RM, ademas, es la prueba de imagen que mejor identifica
la presencia de afectacion ganglionar rectal, con una sensibilidad y especificidad del 85
y 97%, respectivamente, con buena definicién no solo del tamafio ganglionar, sino de la
regularidad de los bordes y la heterogeneidad. Por todo esto, junto con la ecografia
endorrectal, es una de las pruebas esenciales para la estadificacion locorregional y la
indicacion de tratamiento preoperatorio, asi como la radicalidad de la cirugia (figura I-
12):

Figura 1.11. Imagen de una neoplasia de recto avanzada con infiltracion prostatica (uT4NO)
visualizada por TC (imagen A) y por RM (imagen B). En ambos casos, la flecha hace referencia a
la infiltracién prostatica (Weitz J, Koch M y Debus J, 2005).
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En cuanto a la ecografia endorrectal, se trata de otra de las pruebas de imagen
fundamentales en la estadificacion del cancer de recto, siendo la prueba de imagen con
mayor sensibilidad (aproximadamente un 97%) para la caracterizacion de la pared rectal
y la extension tumoral a través de esta, siendo la prueba de imagen mas sensible en el
caso de lesiones T1 y T2 de la clasificacion TNM. También es util para la visualizacion
de adenopatias sospechosas perirrectales, si bien su sensibilidad es menor en

comparacion con la RM o la TC (Swartling T et al., 2013) (figura 1-13):

Figura 1.12. Imagen de una neoplasia de recto por ecografia endorrectal. La flecha indica la

infiltracion de la capa muscular propia (uUT2NO) (Weitz J, Koch M y Debus J, 2005).

Por ultimo, la tomografia por emision de positrones (PET) es una prueba que
puede ser util en el diagnostico de recurrencias o enfermedad metastasica, si bien tiene

un escaso papel en el diagnéstico primario del CCR.

5.5. Screening en el CCR

El CCR es uno de los tumores malignos mas favorables para los programas de
screening, por varios motivos: la incidencia del CCR se encuentra en aumento,
especialmente a expensas de la poblacion mas joven, siendo una enfermedad con altas
expectativas de curacion en estadios iniciales pero con pobres resultados en etapas
avanzadas y necesidad de tratamientos altamente costosos para el sistema de salud
(Kuipers EJ, 2014); en la mayoria de los pacientes con tumores esporadicos (no
hereditarios), se trata de una enfermedad con una etapa preclinica amplia, con un

periodo de progresion de adenoma a adenocarcinoma entre 5y 10 afos; en el caso de
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lesiones premalignas y estadios iniciales de cancer, el tratamiento se puede realizar de
forma poco invasiva, muchas veces en el mismo acto endoscopico diagnéstico; por
ultimo, muchos pacientes no presentaran sintomatologia relacionada con el CCR hasta
etapas avanzadas de la enfermedad y, con escasas expectativas de curacion.

5.5.1. Métodos de screening

El mejor método para el screening del CCR es la colonoscopia. A pesar de ser
un método invasivo, permite el diagnéstico y la confirmacion histoldgica, asi como la
realizacién de terapéutica en caso de lesiones premalignas y etapas iniciales de cancer,
con una elevada sensibilidad y especificidad (Rockey DC et al., 2005). La colonoscopia
es la prueba de screening de eleccién en los pacientes de alto riesgo de CCR, como en
el caso de sindromes hereditarios, pacientes con antecedentes de CCR y Ell de larga
evolucion. Sin embargo, existe controversia acerca de la mejor prueba de screening en
el caso de la poblacion general, considerando el riesgo, los costes y la efectividad del
procedimiento (Winawer S et al., 2003).

Otras alternativas que se han propuesto para el screening del CCR incluyen la

sigmoidoscopia flexible, la TC-colonografia y los test de deteccién de marcadores
fecales (Kahi CJ y Rex DK, 2004) (tabla I.1):

Descripcion Sensibilidad  Intervalo Limitaciones Ventajas
Invasiva
re araci(’;n Ll )
prepare sensibilidad,
intestinal, . .
e, ., visualiza
Visualizacion sedacion,
. . Cada 10 todo el
Colonoscopia endoscopica de todo > 95% ~ elevado coste,
- anos . colon,
el marco colico. no accesible, .
. permite
riesgo de .
. biopsias y
perforacion o L
terapcutica.
sangrado.
.. . Elevada
Semi-invasiva, o
o -y sensibilidad,
Cada 5 afios, =~ preparacion ermnite
Visualizacion > 95% en intestinal, in)o sias
Sigmoidoscopia endoscopica del (colon combinacion = elevado coste, terapéutic};
colon distal. distal) con TSOH o  no accesible, P

en lesiones
distales, no
sedacion.

TIF solo explora el
colon distal.
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Semi-invasiva,

preparacion Elevada
e, intestinal, no  sensibilidad,
TC- VATl permite visualiza
, radiolégica de todo > 90% Cada 5 afios e
colonografia o terapéutica ni todo el
el marco colico. 5 3
biopsia, colon, no
seguridad sedacion.
radiologica.
Pobre
deteccion de
., lesiones
Deteccion L. . .
enzimética de preneoplasicas = No invasiva,
TSOH . 33-75% Anual no permite accesible,
hemoglobina en B :
terapéutica, no = bajo coste.
heces. NN
discrimina
hemoglobina
humana.
Pobre No invasiva,
Deteccion deteccion de accesible,
inmunohistoquimica lesi j t
TIF ULOLSISIUIATD | o e Anual e D e,
de hemoglobina preneoplasicas ~ discrimina
humana en heces. no permite hemoglobina
terapéutica. humana.

TC: tomografia computerizada; TSOH: test de sangre oculta en heces; TIF: test de

inmunohistoquimica fecal.

La alternativa que ha demostrado ser mas costo-efectiva en muchos sistemas
de salud son los test de deteccion de sangre oculta fecal (TSOH y TIF) de forma anual,
en un sistema de screening en dos etapas, con realizacién de colonoscopia en el caso
de positividad de los anteriores. Varios estudios recientes han corroborado una
reduccion de la mortalidad por CCR siguiendo esta estrategia de cribado entre el 10y
el 40% (Chiu HM et al., 2015; Giorgi Rossi P et al., 2015; Ventura L et al., 2014).

5.5.2. Poblacion de screening

La decision de incluir a los pacientes en un programa de screening debe estar
fundamentada en el riesgo de desarrollar CCR. Actualmente, no existe consenso en
cuanto a los programas de screening, sobre todo en pacientes de bajo riesgo, y su
aplicacion debe ser consensuada en base a las caracteristicas hereditarias y los
factores de riesgo adquiridos de cada grupo de poblacién. Existen multitud de factores
de riesgo que pueden predisponer al desarrollo de CCR, si bien la mayoria de los

sistemas de screening se basan exclusivamente en la edad y los antecedentes
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familiares, considerando que el resto de los factores de riesgo no presentan suficiente

entidad como para incluirlos en las guias de practica clinica (Rex DK et al., 2017).

En base a esto, para poder incluir a los pacientes en los diferentes sistemas de
screening, se debera hacer un analisis para subclasificarlos segun su nivel de riesgo.
Los pacientes de alto riesgo seran aquellos con antecedentes personales de CCR o
polipos adenomatosos, la presencia de uno o mas familiares de primer grado con
antecedente de CCR, la presencia de dos o mas familiares de segundo grado con
antecedente de CCR, la historia familiar o personal de enfermedades hereditarias
predisponentes a CCR (como la poliposis adenomatosa familiar o el SL), el diagnéstico
de Ell de larga evolucién con colitis extensa y el antecedente personal de radioterapia
en la infancia. Los pacientes que no presenten ninguna de estas caracteristicas seran

considerados como de bajo riesgo.

En el caso de los pacientes de bajo riesgo, en Estados Unidos, las U.S. Multi-
Society Task Force on Colorectal Cancer Guidelines recomiendan en pacientes no
afroamericanos el inicio del screening a la edad de 50 afios, descendiendo a los 45 afios
en el caso de los afroamericanos por su especial elevado riesgo (Wolf AMD et al., 2018).
No obstante, la American Cancer Society, recientemente establece la edad de inicio de
screening en todos los pacientes de bajo riesgo = 45 afos, debido al aumento de la
incidencia del CCR en este rango de edad. En los pacientes de bajo riesgo, el screening
se realizara mediante colonoscopia cada 10 afios o TIF anual, con finalizacién del
programa a los 75 afos o cuando la esperanza de vida sea menor de 10 afios (Wolf
AMD et al., 2018).

En Europa, en 2003 el Consejo de la Union Europea recomendo a todos los
estados miembros que establecieran en sus sistemas de salud el screening para la
deteccién temprana del CCR a todos los individuos de bajo riesgo con edades
comprendidas entre los 50 y 75 afios mediante la realizaciéon de TSOH anual o bianual,
seguida de colonoscopia si el resultado es positivo (Council of the European Union,
2003). En la actualidad, la mayoria de los estados miembros cuentan con programas
especificos de screening, adaptados a sus sistemas de salud, recursos financieros y

disponibilidad de la colonoscopia.
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Existe una evidencia bastante limitada en cuanto al screening en pacientes
jovenes, a pesar del aumento de incidencia del CCR esporadico en este grupo de edad.
Un estudio prospectivo en Corea que incluyd 26.316 pacientes en los que se realizo
screening con TIF a adultos jovenes asintomaticos no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la sensibilidad y especificidad para detectar CCR y
adenomas avanzados en individuos jovenes respecto a la poblacion general,
observandose un aumento de la precision diagndstica en el grupo de edad de 40-49
anos respecto a los mayores de 50 (Kim NH et al., 2017), con indices de CCR y
adenomas avanzados del 0.8%, 1.8% y 4.3% en los grupos de edad comprendidos entre
los 30-39, 40-49 y mayores de 50 afios, respectivamente. Resultados similares pueden
observarse en otro estudio retrospectivo que incluyé 19.808 pacientes asintomaticos en
los que se realizd6 screening con TIF, con una prevalencia de CCR y adenomas
avanzados del 0.5%, 1%, 1.5%, 2.5% y 3.8% en los grupos de edad comprendidos entre
los 30-34, 35-39, 40-44, 45-49 y 50-59 afios, respectivamente (Jung YS et al., 2017).

En el caso de los pacientes de alto riesgo, el screening dependera de la edad,
el nimero de familiares afectos, los antecedentes personales de CCR o la presencia
previa de lesiones preneoplasicas, segun las U.S. Multi-Society Task Force on
Colorectal Cancer Guidelines (Rex DK, 2017) que se encuentran resumidas en la tabla
I.2. Existen ademas situaciones especiales por su alto riesgo de CCR como es el caso
de los sindromes hereditarios. En el caso de la PAF (poliposis adenomatosa familiar) es
obligada la realizacion de test genéticos y colonoscopia en caso de sospecha familiar o
cuando se objetiven = 100 pdlipos adenomatosos. En aquellos casos confirmados, sera
necesaria la realizacién de colonoscopia anual desde la edad de 10 afos. En los
pacientes con multiples adenomas de tamafo > 1 cm o con adenomas avanzados,
deberia plantearse la colectomia profilactica (Vasen HF et al., 2008). En el caso de
pacientes con PAF atenuada deberia realizarse colonoscopia anual desde la edad de
20-25 anos, planteando la colectomia profilactica en el caso de adenomas avanzados o

de dificil extirpacion endoscépica (Knudsen AL et al., 2003).

Tabla 1.2. SISTEMAS DE SCREENING DE CCR EN INDIVIDUOS DE BAJO Y ALTO
RIESGO SEGUN DIFERENTES GUIAS DE PRACTICA CLINICA (Maida M et al., 2017)
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Inicio: 50 anos.

Duracién: TSOH anual o
bianual, con realizacion de
colonoscopia si es positivo.

Duracion: cada 10 afos,
hasta los 75 anos.

INDIVIDUOS DE ALTO
RIESGO

Un familiar de primer
grado con CCR < 60
afios/dos o mas
familiares de primer
grado con CCR a
cualquier edad

Inicio: 2 40 afios o 10 afios
antes del familiar mas joven
diagnosticado.

Cada 5 afios.

Inicio: = 40 afos.
Un familiar de primer
grado con CCR 2 60 aios Duracion: cada 10 arios,

hasta los 75 anos.

Inicio: =2 40 afios o 10 afios
antes del familiar mas joven
diagnosticado.

Uno o mas familiares de
primer grado con pdélipos
serrados avanzados

Cada 5 afos.

TSOH: test de sangre oculta en heces.

En el caso del SL, debera realizarse colonoscopia anual desde la edad de 20-25
anos o 10 afos antes del familiar mas joven diagnosticado de CCR (Lindor NM et al.,
2006).

Los pacientes con Ell de larga evolucién presentan un aumento del riesgo de
cancer comparado con la poblacion general (Van Assche G et al., 2013), aunque esta
asociacion es mayor en el caso de los pacientes con colitis ulcerosa (CU). El riesgo de
CCR dependera del tiempo de evolucion de la enfermedad y la extension, aunque este
riesgo se encuentra en descenso tras la introduccion de los nuevos farmacos
antiinflamatorios e inmunomoduladores (Eaden JA, Abrams KR y Mayberry JF, 2001).
Independientemente de la extension de la enfermedad, se recomienda la realizacion de
una colonoscopia inicial de screening en todos los pacientes con diagnéstico de CU,
con inicio del seguimiento endoscopico aproximadamente 6-8 afios después del inicio
de los sintomas. En el caso de que el paciente presente colangitis esclerosante primaria
(en cuyo caso el riesgo de CCR es aun mayor), debera realizarse la colonoscopia de

forma anual, mientras que en el resto de los pacientes de bajo riesgo se realizara cada
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3-4 afos, sin precisar seguimiento por colonoscopia en aquellos que solo presenten
proctitis (Claessen MM et al., 2009; Connell WR et al., 1994).

Por ultimo, los pacientes que han recibido radioterapia abdominal en la infancia
presentan un riesgo de CCR 11 veces superior a la poblacion general. En estos
pacientes se recomienda la realizacion de colonoscopia cada 5 afios, con inicio del
screening 10 afios después de la radioterapia o a la edad de 35 anos (Nottage K et al.,
2012).

Las diferencias en el screening de los pacientes con situaciones especiales de

alto riesgo se encuentran resumidas en la tabla 1.3:

Tabla 1.3. SISTEMAS DE SCREENING EN SITUACIONES ESPECIALES DE ALTO
RIESGO (Maida M et al., 2017)

PAF A los 10 afios. Anual (considerar

colectomia).
- Anual (considerar
PAF Atenuada A los 20-25 afos. colectomia).
A los 20-25 afos o 10 afios
SL antes del familiar mas joven Anual.

diagnosticado.
Proctitis: no seguimiento.

Colitis extensa sin factores de
alto riesgo: cada 3-4 afos.
6-8 afos después del inicio

Ell crénica . s
de los sintomas. Colitis extensa con factores
de alto riesgo: cada 1-2 afios.
Colangitis esclerosante
primaria asociada: anual.
Radioterapia abdominal en 10 anos después de la -
P . X X P ~ Cada 5 afios.
la infancia radioterapia o a los 35 afos.

PAF, poliposis adenomatosa familiar; SL, sindrome de Lynch; Ell, enfermedad inflamatoria

intestinal.
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6. Estadificacion del CCR. Clasificacion TNM

La importancia de los sistemas de clasificacion y estadificacion del cancer radica
en su valor prondstico, con el fin de adecuar el tratamiento al tipo y extension del tumor.
La clasificacion de Dukes (Dukes CE, 1932) fue el primer sistema de estadificacion del
CCR con fines prondsticos, la cual aun se encuentra en uso en muchos sistemas de
salud (tabla 1.4). Actualmente, la clasificacion prondstica para el CCR mas utilizada es
la clasificacion TNM de la International Union Against Cancer (UICC) (Haboubi NY,
2008), cuyas siglas hacen referencia a la extension del Tumor (“T”), ganglios linfaticos
afectados (“N”, node) y presencia de metastasis (“M”). Ademas, se pueden incluir

prefijos a estas siglas indicando determinadas caracteristicas concretas como “p” si se

incluye el analisis anatomopatologico, “y” si se hace referencia a la estadificacion

preoperatoria y “u

cuando se refiere al diagnoéstico por ultrasonidos (tabla 1.5).

Estadio Definicion
A Limitado a la pared coldnica.
B Extension a la serosa o a la grasa mesentérica.
Metastasi li . .
C SR HERE e Estadio Definicion
linfaticos.
D Metastasis a distancia. 0 TisNOMO
| TINOMO
T2NOMO
I T3NOMO
TANOMO

Cualquier T NIMO

. Cualquier T N2MO
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Tabla 1.5. ESTADIFICACION DEL CCR SEGUN LA CLASIFICACION TNM (Sobin LH y
Wittekind C, 2002) Y LOS INDICE DE SUPERVIVENCIA PUBLICADOS EN LOS
DIFERENTES ESTADIOS (Gill S et al., 2004; Greene FL, Stewart AK y Norton HJ, 2004;

Gunderson LL et al., 2004; Staib L et al., 2002)

T — Tumor primario

Tx
TO
Tis
T1
T2
T3
T4

N — Ganglios |

Nx
NO
N1
N2

M — Metastasis a distancia

El tumor primario no puede ser estudiado.

No evidencia de tumor primario.

Carcinoma in situ: intraepitelial o invasién de la ldamina propia.
El tumor invade la capa submucosa.

El tumor invade la capa muscular propia.

El tumor invade la capa subserosa o la grasa perirrectal en el caso del recto.

El tumor invade érganos vecinos y/o perfora el peritoneo visceral.

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser estudiados.

infaticos regionales

No afectacién de ganglios linfaticos regionales.

Metdstasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.

Metdstasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.

Las metastasis a distancia no pueden ser estudiadas.

No evidencia de metastasis a distancia.

N
NO

NO
NO
N1
N1
N2

Mx
MO
M1 Metastasis a distancia.
Estadio T
| T1, T2
A T3
1B T4
A T1, T2
111B T3, T4
e Cualquier T
\% Cualquier T

Cualquier N

MO

MO

MO

MO

MO

MO

M1

Supervivencia a 5 afos

80-95%
72-75
65-66%
55-60%
35-42%
25-27%
0-7%

Sin embargo, la clasificacion TNM presenta determinadas carencias al no incluir

multiples factores clinicos, histopatoldgicos y moleculares del CCR que cada vez son

mas utilizados en la practica clinica habitual y que, en muchas ocasiones, marcan

decisiones terapéuticas por su valor pronéstico. Entre ellos podemos destacar factores

histopatoldgicos, como el grado histolégico del tumor, la invasion tumoral linfatica,

vascular y perineural y la presencia de depdsitos extranodales; factores moleculares,



I. INTRODUCCION

como la mutacién en genes supresores y oncogenes como KRAS, BRAF y P53 y la
mutacion en genes MMR; factores anatémicos y quirdrgicos, como el margen
circunferencial del tumor, el numero de ganglios linfaticos incluidos en la pieza quirargica
(cuyo corte se establece en 12) y el porcentaje de ellos afecto, la perforacion tumoral
intraoperatoria y la calidad de la escision total del mesorrecto en el caso del cancer de
recto; y factores perioperatorios, como el nivel de CEA al diagnéstico o la necesidad de

transfusion sanguinea intraoperatoria.

Todos estos factores son considerados en el tratamiento oncoldgico pre y
postoperatorio, si bien su valor prondstico individual aun no se encuentra claramente
establecido y son necesarios mas estudios para su inclusion en los sistemas actuales
de clasificacion prondstica del CCR (Ahmed Farag AF et al., 2016).

7. Tratamiento y seguimiento del CCR

En cuanto al tratamiento, debemos diferenciar dos entidades diferentes dentro
del CCR: el cancer de colon y el cancer de recto. La cirugia continia siendo el
tratamiento de eleccion en ambos, si bien existen multiples opciones terapéuticas,

ajustadas a las caracteristicas del paciente y el estadio tumoral al diagndstico.

7.1. Tratamiento endoscopico

Algunas lesiones poco avanzadas se pueden beneficiar del tratamiento local
endoscopico. La incidencia de estas lesiones en etapas precoces se encuentra en
aumento debido al desarrollo de los programas de screening y su exéresis, en muchas
ocasiones, es posible realizarla en el mismo acto diagndstico. La indicacion de reseccion
endoscopica o quirdrgica continua siendo controvertida, si bien con el avance de las
técnicas endoscépicas, cada vez son mas amplias las indicaciones de reseccion
endoscopica y menores los casos de lesiones poco avanzadas que requieren

tratamiento quirdrgico.

El término "cancer colorrectal temprano” se definié en Japdn como la presencia

de células neoplasicas en mucosa o submucosa, independientemente de la presencia
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o ausencia de metastasis ganglionares (Japanese Society for cancer of colon and
rectum, 1997). Estos tumores superficiales corresponden a los estadios Tis y T1 de la
clasificacion TNM, en los que la infiltracion tumoral esta limitada a mucosa y submucosa.
La principal controversia en este tipo de lesiones tempranas es que la infiltracion tumoral
submucosa posibilita la invasion vascular y linfatica, por lo que los pdlipos malignos,
aunque se encuentren limitados a esta capa superficial, tienen la posibilidad de
desarrollar metastasis ganglionares, en cuyo caso, la reseccidon endoscopica no seria
curativa (Cooper HS et al., 1995).

Con intencion de estratificar mejor este tipo de lesiones y la posibilidad de
reseccion endoscoépica mucosa (REM) o reseccién endoscopica submucosa (RESM),
se han establecido varias clasificaciones macroscopicas y microscépicas, que nos
aportan mas informacion del riesgo de exéresis endoscépica segun la infiltracion

tumoral.

Entre las clasificaciones macroscopicas, cabe destacar la clasificacion de la
Sociedad Japonesa para el estudio del cancer de colon y recto (tabla 1.6), la cual divide
el CCR temprano en 3 categorias: lesiones protruyentes o polipoideas, lesiones planas
y lesiones deprimidas (Koyama Y y Kotake K, 1997; Kudo S et al., 1997). De esta forma,
se consideraron inicialmente los polipos pediculados como lesiones de bajo riesgo que
podian ser manejadas endoscopicamente, mientras que las lesiones sésiles, planas,
ulceradas o de extensién lateral eran catalogadas como lesiones de alto riesgo vy

recomendaban la reseccién quirurgica como tratamiento definitivo (Kudo S et al. 1997).

Posteriormente, estas categorias fueron matizadas por la clasificacién de Paris
(The Paris endoscopic classification of superficial neoplastic lesions: esophagus,
stomach and colon, 2002). Segun la clasificacién de Paris (tabla 1.6), el tipo polipoideo
presenta morfologia pedunculada/semipedunculada (0-Ip) o sésil (0-Is). El tipo no
polipoideo se divide en ligeramente elevado (0-lla), completamente plano (0-llb) o
ligeramente deprimido sin ulceras (0-lIc). Las lesiones ulceradas o excavadas (0-3) son
practicamente inexistentes. Siguiendo esta clasificacion, serian susceptibles de
reseccion mucosa endoscépica lesiones tipo 0-lla y O-llb menores de 2 cm y O-lic
menores de 1 cm, no siendo recomendable en aquellas deprimidas o ulceradas (0-3)
(Waye JD, 2001).
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Caracteristicas . —
. . Tipo Descripcion
endoscdpicas
. Ip Pélipos pedunculados
Lesiones protruyentes " .
Isp Pélipos semipedunculados
Is Pélipos sésiles
Lesiones planas Ila Elevacion plana de la mucosa
llb Cambios mucosos planos
Depresidn mucosa
. L lic Elevacion plana con depresion
Lesiones deprimidas P P
lla+llc central
llc+lla Depresion mucosa con borde
elevado
Caracteristicas . —
.. Tipo Descripcion
endoscdpicas
. L ol Pélipos pedunculados
Lesiones polipoideas P p,.p .
0-Is Pélipos sésiles
o-lla Superficial elevada
. . Completamente plana
Lesiones no polipoideas 0-llb - S
O-llc Superficial, deprimida sin
ulceracion
Lesiones no polipoideas
polip 0-3 Excavadas y ulceradas

excavadas

Estas clasificaciones se siguen utilizando como guias utiles para distinguir
lesiones susceptibles de tratamiento endoscdpico de las que no lo son. No obstante, no
existe ninguna considerada como clasificacion estandar, lo que conlleva diferencias

importantes en la definicion e interpretacion de las lesiones (Ruiz-Tovar J et al., 2010).

Las clasificaciones microscopicas mas utilizadas son la de Haggitt (Haggitt RC
et al., 1985) y Kikuchi (Kikuchi R et al., 1995). Haggitt clasificé el CCR temprano en
lesiones pediculadas y sésiles. Las lesiones pediculadas tienen tallos con longitudes
mayores que su diametro, mientras que las sésiles no. Los polipos se estratifican en
funcioén del grado de invasion (tabla 1.7): los niveles de invasion 1, 2 y 3 presentan bajo
riesgo de metastasis ganglionares y pueden ser tratados mediante reseccion
endoscopica (Haggitt RC et al., 1985) (figura I-14). Haggitt definio la invasion submucosa

en los polipos sésiles como grado 4 en todos vy, por tanto, de mal pronéstico.
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Invasién mucosa por encima de la muscularis

Grado 0 . .
mucosae (carcinoma in situ).

Invasion de la submucosa, limitada a la cabeza

Grado 1 s
del pdlipo.

Grado 2 Invasion de la submucosa a nivel del cuello.
Grado 3 Invasion de la submucosa a nivel del tallo.

Invasion de la submucosa por debajo del tallo
Grado 4 P ) !

sin alcanzar la muscular propia.

N\~ Adanomatous
apithelium

Adenocarcinoma

Normal colonic
epithelium

TN

A | Muscularis
__ susmucos | (MBI

MUSCULARIS PROPRIA

Level

" sERosA

Figura 1.13. Clasificacion de Haggitt de las lesiones malignas colorrectales polipoideas (izquierda)

y sésiles (derecha) (Haggitt RC et al., 1985).

A pesar de que la clasificacion de Haggitt continta siendo utilizada en la practica
clinica habitual, ésta pierde utilidad en las lesiones planas. En este caso, la clasificacion
mas aceptada es la de Kikuchi (Kikuchi R et al., 1995) (figura 1.15 y tabla 1.8). Una lesion
Sm1a o una Sm1b sin invasion vascular no tiene riesgo de metastasis linfatica, sin
embargo, las lesiones con compromiso mas profundo si tienen la capacidad de
metastatizar, lo que determinara la necesidad de agregar tratamiento quirurgico tras la

escision endoscopica de la lesién (Repici A et al., 2009).
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sm la

T p—

B T —————

Figura 1.14. Clasificacion de Kikuchi del grado de invasién submucosa en las lesiones malignas
colorrectales planas (Kikuchi R et al., 1995).

Tabla 1.8. Invasion submucosa en el CCR temprano segun la clasificacién de Kikuchi de

lesiones planas (Kikuchi R et al. 1995)

Sm1 Tercio superior de la submucosa.
Smila Invasidn de la submucosa menor a 25% del espesor del tumor.
Smilb Invasién de la submucosa entre 25 y 50% del espesor del tumor.
Smic Invasién de la submucosa mayor al 50% del espesor tumoral.

Sm2 Tercio medio de la submucosa

Sm3 Tercio inferior de la submucosa

La tabla 1.9 resume las indicaciones para la reseccién endoscoépica del CCR
temprano (Ruiz-Tovar J et al., 2010).

Tabla 1.9. Indicaciones de resecciéon endoscopica del cancer colorrectal temprano (Ruiz-

TovarJ et al., 2010)

Haggitt 1,2y 3.

Lesiones < 2 cm.

Tumores bien o0 moderadamente

diferenciados.

Ausencia de afectacion vascular o linfatica.
Lesiones polipoideas pedunculadas (0-1p) Infiltracion de la submucosa en

profundidad < 1-2 micras desde la

muscularis mucosae.

Anchura maxima de afectacién en la

submucosa < 4 micras.

Reseccidén en bloque.
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Tumores bien o moderadamente
diferenciados.

Ausencia de afectacion vascular o linfatica.
Infiltracion de la submucosa en
profundidad < 1-2 micras desde la
muscularis mucosae.

Anchura maxima de afectacion en la
submucosa < 4 micras.

Reseccidén en bloque.

Lesiones polipoideas sésiles (0-Is) y no polipoideas
elevadas (0-11a), planas (0-lIb)

Lesiones < 1 cm.
Tumores bien o moderadamente
diferenciados.
Ausencia de afectacion vascular o linfatica.
Lesiones no polipoideas deprimidas no ulceradas Infiltracién de la submucosa en

(0-llc) profundidad < 1 micra desde la muscularis
mucosae.
Anchura maxima de afectacion en la
submucosa < 4 micras.
Reseccidén en bloque.

7.2. Cirugia

La cirugia es el tratamiento con intencién curativa de eleccion para los pacientes
con CCR no metastasico, aunque sus resultados estan directamente relacionados con
la calidad de la cirugia, el abordaje preoperatorio y la indicacion (Van de Velde CJ et al.,
2014). La diseccion quirurgica ha de seguir los planos embriolégicos adecuados para
asegurar que el tumor y el tejido ganglionar linfatico principal son correctamente
extirpados, asi como los margenes circunferenciales de reseccion. En el cancer de colon
no esta justificado actualmente el tratamiento neoadyuvante. Sin embargo, en el caso
del cancer de recto localmente avanzado el tratamiento neoadyuvante es fundamental
para mejorar el éxito quirurgico y disminuir el riesgo de recurrencia. En cualquier caso,
el abordaje multidisciplinar con un adecuado estudio y preparacién preoperatorios es
mandatorio (Van de Velde CJ et al., 2014).

7.2.1. Estudio preoperatorio y estadificacion tumoral

Se deben considerar multiples factores antes de establecer la indicacion
quirurgica del paciente, como son la edad, las comorbilidades y la situacion funcional,
el estadio tumoral, la técnica quirurgica (incluyendo las posibilidades de reconstruccion)

y la esperanza y calidad de vida postoperatoria.
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Es fundamental el estudio preoperatorio de todo el marco célico, con el fin de
detectar posibles neoplasias sincronicas que pueden diagnosticarse hasta en el 4% de
los pacientes (Mulder SA et al., 2011). En base a esto, si no es posible la realizacion de
una colonoscopia completa, antes de la cirugia debera realizarse una TC-colonografia
0 una colonoscopia postoperatoria en los 3 meses siguientes a la cirugia (Mulder SA et
al., 2011). Como se ha indicado previamente, debera realizarse una TC de térax y
abdomen preoperatoria, con el fin de descartar la presencia de metastasis a distancia,
pudiendo completar el estudio con una RM hepatica si existen dudas diagnésticas. En
el caso del cancer de recto, debera anadirse en el estudio preoperatorio la RM de recto
y la ecografia endorrectal como parte del estudio de estadificacion. El consejo genético

debera ofrecerse a todos los pacientes jévenes con historia familiar de CCR.

7.2.2. Técnica quirurgica

Con el fin de mejorar los resultados quirdrgicos y disminuir el riesgo de
complicaciones postoperatorias, deberan indicarse protocolos de rehabilitaciéon precoz

y técnicas minimamente invasivas, cuando sea posible.

La cirugia laparoscépica ha demostrado ser tan segura como la cirugia abierta,
disminuyendo las complicaciones postoperatorias y el tiempo de recuperacién del
paciente (Bonjer HJ, 2015; Colon Cancer Laparoscopic or Open Resection Study Group,
2009). Como en cualquier procedimiento quirurgico, se debe realizar una seleccion
apropiada del paciente, siendo contraindicaciones relativas para la cirugia laparoscopica
la presencia de obstruccion o perforacion intestinal, el antecedente de cirugias
abdominales previas, estadios avanzados de la enfermedad o comorbilidades del
paciente (Van de Velde CJ et al., 2014; Colon Cancer Laparoscopic or Open Resection
Study Group, 2009).

Es fundamental respetar los planos anatémicos del mesocolon, fascias
peritoneales y retroperitoneo, no solo para adecuar los margenes de reseccién tumoral,
sino para evitar lesiones inadvertidas de otros 6rganos. De la misma manera, se deben
asegurar los margenes vasculares mesentéricos, con el fin de adecuar la

linfadenectomia al tipo de tumor, pero preservando una adecuada vascularizacién de
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los cabos anastométicos. En el caso de realizacion de anastomosis, es fundamental la
ausencia de tension y torsién de ambos segmentos con el fin de disminuir el riesgo de
dehiscencia anastomoética, Algunos pacientes precisaran la realizacion de un estoma
permanente o transitorio, ya sea con intencion protectora o derivativa, mas frecuentes
en el caso de tumores distales, cirugia rectal o situaciones de obstruccion intestinal,
siempre indicados de manera individualizada (Kuipers EJ et al., 2015). En el caso de
pacientes que debuten con obstruccidén intestinal por tumores distales, se puede
considerar la colocaciéon de un stent preoperatorio con el fin de reducir la morbilidad
perioperatoria, mejorar la calidad de la cirugia y reducir la necesidad de realizacion de

estomas derivativos (Van de Velde CJ et al., 2014).

En el caso del cancer de recto, el abordaje es diferente respecto a la cirugia del
colon. Existen multiples opciones terapéuticas y técnicas quirurgicas, cuya intencion es
adecuar el tratamiento al estadio tumoral para minimizar las secuelas quirurgicas,
mejorar la calidad de la cirugia y disminuir el riesgo de recurrencia locorregional y a
distancia, intentando cuando sea posible la preservacion esfinteriana y disminuyendo la

necesidad de estomas permanentes.

Por su especial disposicion anatémica y dificultad quirurgica, en los ultimos afios
se han desarrollado multiples técnicas quirdrgicas minimamente invasivas para el
cancer de recto, con una importante mejoria de las complicaciones y los resultados
funcionales, respecto a la cirugia abierta. En el caso de tumores poco avanzados, se
han desarrollado varias técnicas minimamente invasivas para la escision local del tumor.
La microcirugia transanal endoscopica (TEM, transanal endoscopic microsurgery) es
una técnica para escision local de tumores T1NO bien diferenciados y sin datos de mal
pronostico histolégico (De Graaf EJR et al., 2009; Doornebosch PG, Zeestraten E y de
Graaf EJR, 2011), la cual consiste en la escision local del tumor a través de la region
anal de forma endoscopica, con excelentes resultados funcionales y de calidad de vida,
pero con elevado indice de recurrencias locales por lo que no se recomienda en tumores
pobremente diferenciados. La alta complejidad técnica de la cirugia, asi como el elevado
coste del instrumental necesario ha derivado en el desarrollo de otras técnicas, con
especial relevancia de la cirugia transanal minimamente invasiva (TAMIS, transanal
minimally invasive surgery). Esta técnica de abordaje transanal permite la utilizacion del

material convencional de laparoscopia a través de un dispositivo monopuerto, el cual
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disminuye los costes y la curva de aprendizaje, siendo actualmente la técnica de

eleccién en tumores T1NO sin datos de mal prondstico (Martin-Pérez B et al., 2014).

En el caso de tumores T1, T2 y T3 sin datos de mal pronéstico (T3 superficiales,
con ausencia de afectacion linfatica y exclusion de tumores muy bajos), la técnica
quirurgica de eleccién es la escision total del mesorrecto (ETM). En los tumores con
factores de mal prondstico, la ETM se recomienda tras la aplicacion de tratamiento
neoadyuvante, con intencion de disminuir el riesgo de recurrencia local (Nagtegaal ID et
al., 2002; Quirke P et al., 2009; Heald RJ, Husband EM y Ryall RD, 1982). La ETM se
puede realizar mediante cirugia abierta o laparoscépica, con similares indices de
recurrencia locorregional, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global, por
lo que, cuando sea posible, sera de eleccion el abordaje minimamente invasivo (Bonjer
HJ et al., 2015).

En el caso de tumores rectales localmente avanzados, la ETM se relaciona con
mayor pérdida sanguinea, mayor tiempo quirdrgico, posibilidad de complicaciones
postoperatorias como la dehiscencia anastomética y multiples problemas funcionales
englobados dentro del lamado sindrome de reseccién anterior baja (LARS, low anterior
resection syndrome), el cual puede incluir dolor pélvico crénico, disfuncion esfinteriana
y problemas genitourinarios. La cirugia robdtica puede ayudar a mejorar estos
resultados, si bien aun no ha demostrado una clara superioridad respecto a la cirugia

laparoscopica (Ramji KM et al., 2016).

7.2.3. Tratamiento neoadyuvante en el cancer de recto

Las recurrencias locales tras la cirugia de recto en los tumores localmente
avanzados se pueden minimizar con la utilizacion de un ciclo corto de radioterapia (RT)
de forma neoadyuvante, seguida de la ETM (Kapiteijn E et al., 2001; Folkesson J et al.,
2005). El mejor momento para realizar la cirugia tras la aplicacion de la RT es importante
y continla actualmente en discusién, ya que un periodo de espera prolongado se
asociara con un mayor efecto de la RT, pero una mayor tasa de complicaciones
quirurgicas, incluyendo el LARS, en relacion con los fendmenos de isquemia, fibrosis y
denervacion pelviana que induce la RT (Juul T et al., 2014). Actualmente, el tiempo mas

aceptado para la realizacién de la cirugia tras la finalizacion de la neoadyuvancia es de
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6-8 semanas, aunque muchos centros han extendido el periodo hasta 10 semanas, con

buenos resultados (Lefevre JH et al., 2016).

Los tumores que mas se beneficiaran del tratamiento neoadyuvante seran los
tumores T3 con mal prondstico (aquellos que invaden la grasa mesorrectal mas de 5
mm, que se aproximan a menos de 2 mm a la fascia mesorrectal o con afectacion
linfatica ganglionar) y los tumores T4, pudiendo asociar quimioterapia (QT) a la
neoadyuvancia segun el paciente y las caracteristicas del tumor, con intencion de

disminuir ademas el riesgo de metastasis a distancia (Garcia M et al., 2015).

Tras finalizar el tratamiento neoadyuvante, sera necesaria la reestadificacion
tumoral mediante una nueva exploracion fisica, una endoscopia y una RM, si bien el
resultado ésta no deberia alterar la planificacién del tratamiento pre-neoadyuvancia
(Consensus statement on the multidisciplinary management of patients with recurrent
and primary rectal cancer beyond total mesorectal excision planes, 2013). No obstante,
existen algunos pacientes en los que tras finalizar la neoadyuvancia se puede observar
una respuesta clinica completa del tumor, la cual se define por la ausencia de evidencia
de neoplasia tanto en la exploracion, como en la endoscopia y la RM, teniendo en cuenta
que una respuesta clinica completa puede no asociarse con una respuesta patoldgica
completa. En estos pacientes se puede optar por una estrategia no quirargica (Watch &
Wait) en casos seleccionados, evidenciandose altas tasas de respuesta y bajo indice de
recurrencia en algunas series (Habr-Gama A et al., 2011; Maas M et al., 2011), si bien
en la actualidad esta estrategia no se encuentra incluida en las guias de practica clinica
del cancer de recto y seran necesarios estudios prospectivos randomizados para

esclarecer su utilidad futura en la practica habitual.

En los pacientes con CCR resecable e IMS, el estudio NICHE ha reportado
resultados favorables con el uso de inmunoterapia de forma neoadyuvante, combinando
nibolumab (anticuerpo monoclonal anti-PD1) con ipilimumab (anticuerpo monoclonal
anti-CTLA4), con indices de respuesta patolégica completa de hasta el 60% (Chalabi M
et al., 2020). Este estudio abre la puerta al uso de la inmunoterapia como tratamiento
neoadyuvante en estos pacientes, incluso en monoterapia y dentro de estrategias
preservadoras de organo, con resultados prometedores en respuesta tumoral y

disminucion de efectos adversos, aunque actualmente en estudio.
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7.2.4. Calidad de la cirugia

La calidad de la cirugia se puede determinar mediante el analisis de la pieza
quirurgica, siendo prioritarios el margen circunferencial y distal libre de células
tumorales, la escision mesocolica o mesorrectal completa (la cual esta determinada por
la presencia de, al menos, 12 ganglios linfaticos en el analisis anatomopatoldgico) y la
integridad completa de la fascia mesorrectal en el cancer de recto. Para homogeneizar
la practica clinica en Europa y optimizar los resultados en el tratamiento de estos
pacientes, en 2007 se crea un equipo internacional multidisciplinar para la mejora en la
calidad asistencial, el European Registration of Cancer Care (EURECCA) (Van de Velde
CJH et al., 2013).

7.2.5. Manejo postoperatorio

Los protocolos de rehabilitacién precoz como fast track o Enhanced Recovery
After Surgery (ERAS) se han disefiado con el fin de minimizar las complicaciones
quirurgicas y facilitar la recuperacion del paciente (Lassen K et al., 2009). Estos
protocolos describen una serie de vias clinicas y procedimientos durante todo el proceso
perioperatorio, incluyendo elementos como la dieta, ejercicio y preparacién intestinal
preoperatorios; el manejo de fluidos y la prevencion del ileo paralitico con la utilizacién
de técnicas minimamente invasivas durante la cirugia; y el inicio precoz de la dieta y la

movilizacion durante el postoperatorio (Lassen K et al., 2009).

7.3. Tratamiento sistémico de la enfermedad primaria

En los ultimos 15 afios se han experimentado importantes mejorias en el
tratamiento del CCR avanzado que han tenido una influencia sobre el tratamiento
adyuvante en la enfermedad primaria. Desde la introduccion del 5-FU (5-fluoracilo)
hasta la actualidad se han sucedido una serie de ensayos clinicos aleatorizados que

han determinado la generalizacion progresiva del tratamiento adyuvante en el CCR.

Los indices de curacion en los tumores en estadio | y Il tratados unicamente con

cirugia son elevados, estimando que unicamente un 5% de estos pacientes se
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beneficiarian de tratamiento adyuvante con QT. No obstante, las guias de practica
clinica recomiendan considerar el tratamiento sistémico adyuvante en los casos de alto
riesgo, como en los tumores pobremente diferenciados, cuando se obtienen < 12
ganglios en la pieza quirurgica, en los casos con invasion vascular, linfatica o perineural,
en los tumores que debutan con obstruccion o perforacion y en los tumores pT4
independientemente de la afectacion linfatica (Labianca R et al., 2013). Por el contrario,

el tratamiento adyuvante se considera estandar en el estadio .

El primer estudio que demuestra un beneficio de la QT adyuvante con la
combinacion de 5-FU y levamisol lo publico el grupo de la Clinica Mayo en el afio 1989
(Laurie JA et al., 1989). Pocos afios después, los resultados del NCCTG (North Central
Cancer Treatment Group) (O'Connell MJ et al., 1998) y del estudio IMPACT (International
Multicentre Pooled Analysis of Colon Cancer Trials) (IMPACT Investigators, 1995;
QUASAR Collaborative Group, 2000) demostraron el beneficio del tratamiento
adyuvante con 5-FU en combinacion con leucovorin (LV). Estudios posteriores
corroboraron la superioridad de la combinacion de 5-FU con LV respecto a la
combinacion con levamisol y se confirmé que la duracion del tratamiento adyuvante
podia limitarse a 6-8 meses (O’Connell MJ et al., 1997). Como resultado de estos
estudios, se establecid el estandar de tratamiento postoperatorio en el CCR de alto
riesgo con 5-FU modulado con LV administrado en bolos en cualquiera de los esquemas
de tratamiento validados en estudios de fase lll, de los cuales los mas usados son el
esquema de la Clinica Mayo (6 meses) y el esquema de Roswell Park (8 meses)
(O'Connell MJ et al., 1998; IMPACT Investigators, 1995). Posteriormente, varios
estudios han evaluado esquemas de tratamiento con menor toxicidad, como la

administracion de 5-FU en infusion continua (Meta-analysis Group in Cancer, 1998).

También se han incorporado esquemas con fluoropirimidinas orales (como la
capecitabina) con claras ventajas, como la comodidad de la posologia y la menor
toxicidad (Scheithauer W et al., 2003). En 2004, el estudio MOSAIC demostr6é que la
adicion de oxaliplatino a la QT convencional basada en 5-FU/LV también aportaba
mejoria en cuanto a supervivencia libre de enfermedad en pacientes en estadio Il
(Andre T et al., 2004). Este régimen de tratamiento adyuvante demostré un claro
beneficio en la supervivencia libre de enfermedad a 3 afios a favor del esquema
FOLFOX4 (oxaliplatino/5-FU/LV).
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En la actualidad, la combinaciéon de 5-fluoracilo (con capecitabina oral, en el
protocolo XELOX o 5-FU intravenoso, en el protocolo FOLFOX4) y oxaliplatino, es el
tratamiento estandar de eleccién en pacientes en estadio Ill y pacientes en estadio Il

con factores de riesgo (Kuipers EJ et al., 2015).

En el caso del cancer de recto, se puede anadir QT-RT como tratamiento
adyuvante en los casos en los que no se haya administrado de forma preoperatoria y
en los que se observen datos de mal prondstico tras la cirugia, normalmente también

basada en fluoropirimidinas.

7.4. Tratamiento de la enfermedad metastasica

La supervivencia de los pacientes con CCR metastasico ha aumentado de forma
importante en los ultimos 20 afos, debido al uso de agentes quimioterapicos como el
oxaliplatino y el irinotecan, el uso de terapias monoclonales dirigidas y la mejoria en los

resultados quirurgicos en la enfermedad metastasica.

El esquema de QT estandar en la enfermedad metastasica se basa en el
protocolo FOLFOX (5-FU/oxaliplatino/LV) o el protocolo FOLFIRI (5-FU/irinotecan/LV).
El 5-FU en el protocolo FOLFOX puede ser sustituido por capecitabina, pero resulta mas
toxico que el protocolo FOLFIRI si se combina con irinotecan. En casos seleccionados,
se puede utilizar un régimen extendido, el protocolo FOLFOXIRI, que incluye 5-FU, LV,
oxaliplatino e irinotecan (Van Cutsem E et al., 2014). En pacientes mayores o con
importantes comorbilidades, en los que no es posible un régimen mas agresivo de QT,
se puede realizar un tratamiento secuencial de QT con 5-FU afadiendo terapias

dirigidas, como anticuerpos monoclonales anti VEGF-A (bevacizumab).

Las terapias con anticuerpos dirigidos se pueden clasificar en 3 grandes grupos
de farmacos: los anticuerpos monoclonales anti-EGFR (cetuximab y panitumumab), los
anticuerpos monoclonales anti-VEGF-A (bevacizumab) y las proteinas de fusion
dirigidas a multiples factores de crecimiento (aflibercept) o inhibidores de quinasas
(regorafenib). ElI 80% del CCR presenta expresion de EGFR y su sobreexpresion se
relaciona con menor supervivencia global y mayor riesgo de metastasis, por lo que la

utilizacién de estos anticuerpos en pacientes con enfermedad avanzada al diagnoéstico
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o aquellos que desarrollan resistencia a QT, puede mejorar el indice de supervivencia
libre de enfermedad y la supervivencia global, siempre que no expresen mutaciéon en
KRAS o NRAS (Douillard JY et al., 2013). El uso de bevacizumab (anticuerpo
monoclonal anti-VEGF-A) en combinacion con 5-FU e irinotecan u oxaliplatino en
pacientes con enfermedad avanzada, aumenta la supervivencia libre de enfermedad y
la supervivencia global respecto al tratamiento exclusivo con QT (Hurwitz H et al., 2004),
incluso aumenta la supervivencia en aquellos casos con enfermedad en progresion
refractaria a QT (Kubicka S et al., 2013).

En los pacientes con CCR metastasico en higado y/o pulmén en los que la
enfermedad metastasica es potencialmente resecable, se debe considerar la cirugia de
las metastasis como primera eleccion de tratamiento (Evrard S et al., 2014). En la
mayoria de los pacientes, sin embargo, la enfermedad metastasica no es susceptible
de cirugia como primera opcion, en cuyo caso se puede asociar QT con intencién de
convertir la enfermedad en potencialmente resecable, con cifras de supervivencia de
hasta un 20% si se consigue la resecabilidad (Ayez N et al., 2012). En estos casos, el
régimen de QT mas recomendado es el protocolo FOLFOXIRI (Falcone A et al., 2007),
pudiendo utilizar FOLFIRI con cetuximab en los casos con RAS nativo (Heinemann V et
al., 2014).

Por ultimo, en aquellos pacientes con enfermedad metastasica e IMS, el estudio
KEYNOTE 177 (André T et al., 2020) demostr6 que el uso de pembrolizumab
(anticuerpo monoclonal altamente selectivo anti-PD1) en monoterapia produce un
importante aumento de la supervivencia libre de enfermedad en comparacion con el
tratamiento con QT, ya sea en esquema FOLFOX o FOLFIRI, con o sin bevacizumab o
cetuximab, con una reduccion significativa de los eventos relacionados con el
tratamiento, aceptandose desde entonces su uso en primera linea como monoterapia

en estos pacientes.

7.5. Seguimiento

El objetivo del seguimiento tras finalizar el tratamiento del CCR con intencion
curativa es mejorar la supervivencia, el tiempo libre de enfermedad y detectar de forma

precoz las posibles recurrencias, disminuyendo ademas el coste relacionado con la
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recidiva de la enfermedad. Debido a la heterogeneidad en los estudios publicados, no
es posible establecer una pauta de seguimiento estandar, si bien la mayoria de las guias
de practica clinica recomiendan el seguimiento con colonoscopia durante al menos 3-5
anos para detectar posibles neoplasias metacrénicas (Weitz J, Koch My Debus J, 2005).
El seguimiento, ademas, deberia incluir la determinacion del CEA cada 3-6 meses
durante 5 afios, asi como la realizacion de pruebas de imagen de torax y abdomen
(prioritariamente, mediante TC) de forma regular, con el fin de detectar posibles

metastasis hepaticas o pulmonares (Chau | et al., 2004).

La mayoria de las guias de practica clinica coinciden en que el riesgo de recidiva
del CCR tratado con intencion curativa tras 5 afios de seguimiento es practicamente
equiparable a la poblacion general, por lo que a partir de ese momento el seguimiento
se realizara en base al sistema de screening habitual de cada sistema sanitario (Johnson
FE y Virgo KS, 2004).

8. CCR familiar: sindrome de Lynch, poliposis adenomatosa familiar

y otros sindromes hereditarios

La mayoria del CCR es de tipo esporadico, aunque muchos pacientes, sobre
todo en el caso de CCRJ, seran diagnosticados en el contexto de sindromes de CCR
hereditario. Las mutaciones germinales en genes que predisponen al desarrollo de CCR
se encuentran bien estudiadas y suponen aproximadamente el 5% de todos los
diagnosticos de CCR (Ogino S et al., 2008).

8.1. Sindrome de Lynch (SL)

El SL es la causa mas frecuente de CCR hereditario y supone el 2-4% de todos
los diagnésticos de CCR (Hampel H et al., 2008). Se trata de una enfermedad
autosomica dominante, causada por la mutacién germinal en uno de los genes MMR
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 o EPCAM). Esta mutacion dara como resultado la
aparicion de IMS con predisposicion al desarrollo de CCR y otras neoplasias malignas
extracolonicas, como tumores de endometrio, intestino delgado, ovario, uréter, pelvis

renal, cerebro, tracto hepatobiliar y tumores sebaceos de piel (Giardiello FM et al., 2014).
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Las mutaciones en MLH1 y MSH2 suponen aproximadamente el 90% de los
casos de SL, las mutaciones en MSH6 suponen el 10%, siendo las menos frecuentes
las mutaciones en PMS2 y la delecion en el gen EPCAM. El 90% de los pacientes con
SL presentaran IMS, a diferencia del 12% observado en el CCR de tipo esporadico. Las

mutaciones en BRAFY6%E

se encuentran en aproximadamente el 15% del CCR
esporadico (Giardiello FM et al., 2014). Estos tumores se desarrollaran a través del
CIMP, con predominio de IMS y mutacion en MLH1. En pacientes con SL, habitualmente
se observan mutaciones germinales en MLH1 cuyo resultado es la IMS, pero

generalmente no presentan mutaciones en BRAF (Bessa X et al., 2008).

El diagndstico del SL se realizara a partir de los datos clinicos del paciente, en
base a sus antecedentes personales y familiares, el andlisis de la IMS y/o la
inmunohistoquimica de los tumores, y el estudio molecular en busqueda de variantes
patogénicas germinales en los genes MMR. En ocasiones, el diagndstico clinico supone
un reto debido a la gran heterogeneidad clinica de esta enfermedad. En el afio 1991, se
establecieron los criterios de Amsterdam | (Vasen HF et al., 1991) con la intencion de
unificar estos criterios clinicos. Posteriormente, en el afio 1998 se establecieron los
criterios de Bethesda (Boland CR et al., 1998) para determinar a los candidatos al
estudio de IMS y/o inmunohistoquimica. En estos casos, solo se requiere del
cumplimiento de al menos uno de los criterios de Bethesda. Debido a que los criterios
de Amsterdam | eran muy estrictos y excluian a familias con pocos miembros o con
manifestaciones extracolénicas, en el afo 1999 se desarrollaron los criterios de
Amsterdam |l (Vasen HF et al., 1999). Finalmente, en el afio 2004, se propusieron los
criterios revisados de Bethesda (Laghi L et al., 2004), donde se ampliaban los criterios

anteriores (tabla 1.10).

Tabla 1.10. Criterios clinicos del sindrome de Lynch (Laghi L et al., 2004; Vasen HF et al.,

1999; Boland CR et al., 1998; Vasen HF et al., 1991)
Amsterdam |

1. Tres o mas familiares con CCR, uno de ellos familiar de primer grado de los otros dos.
2. Dos generaciones afectadas.

3. Uno o mas casos de CCR diagnosticados antes de los 50 afios.

4. Excluir el diagndstico de PAF.

Bethesda
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1. Familias que cumplen los criterios de Amsterdam.

2. Individuos con 2 canceres asociados al CCRHNP, incluyendo CCR sincrénicos y metacrénicos o
canceres extracoldnicos asociados al CCRHNP.

3. Individuos con CCR y un familiar de primer grado con CCR y/o un cancer extracolénico asociado
al CCRHNP y/o un adenoma colorrectal; uno de los cdnceres diagnosticado antes de los 45 afios y el
adenoma antes de los 40 afios.

4. CCR o endometrial diagnosticado antes de los 45 afios.

5. CCR derecho con patrén indiferenciado diagnosticado antes de los 45 afios.

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

7. Adenomas diagnosticados antes de los 40 afios.

Amsterdam Il

1. Tres o mas familiares con un céncer relacionado con el SL (CCR, endometrio, intestino delgado,
ovario, uréter, pelvis renal, cerebro, tracto hepatobiliar, tumores sebaceos de piel), uno de los
cuales es familiar de primer grado de los otros dos.

2. Al menos en dos generaciones afectadas.

3. Uno o mas casos de cancer asociado debe haber sido diagnosticado antes de los 50 afios.

4. En los casos de CCR, debe excluirse el diagndstico de PAF.

Revisados Bethesda

1. CCR diagnosticado antes de los 50 afios.

2. Presencia en forma sincrénica o metacrénica de CCR u otro tipo de cancer relacionado con el SL,
independientemente de la edad.

3. CCR con genotipo histoldgico de IMS-alta (presencia de linfocitos infiltrantes de tumor,
carcinoma con diferenciacion mucinosa o en anillo de sello, reaccidn linfocitaria peritumoral tipo
Crohn, patrén de crecimiento medular), diagnosticado antes de los 60 afios.

4. Individuos con CCR a cualquier edad, que posean al menos un familiar de primer grado con
diagndstico de CCR u otro cancer relacionado al SL diagnosticado antes de los 50 afios.

5. Individuos con CCR a cualquier edad, que posean dos o mas familiares de primer o segundo
grado con diagndstico de CCR u otro cédncer relacionado al SL.

En cuanto al analisis de la IMS, se utilizara el panel Bethesda para clasificar los
casos en IMS-alta (o IMS propiamente), IMS-baja y EMS. La inmunohistoquimica evaltua
la expresion de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en el tejido tumoral.
Dependiendo de la proteina que no se exprese en el tumor se podra inferir el gen que
podria poseer una alteracion y de esta forma dirigir el secuenciamiento génico para la
busqueda de variantes andémalas a nivel germinal. La principal ventaja de la
inmunohistoquimica es su efectividad para detectar tumores resultantes de la deficiencia
de genes MMR con una sensibilidad del 92% y que actualmente se encuentra disponible

en la mayoria de los centros hospitalarios.

El riesgo de desarrollar CCR a lo largo de su vida en los pacientes con SL se
situa en torno al 70% (Aarnio M et al., 1999). En estos pacientes, la secuencia de
progresion de polipo-adenoma-adenocarcinoma ocurre en menos de 5 afos, siendo

entorno a 10 afos en el CCR esporadico. Igualmente, los pacientes con SL presentan
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mayor riesgo de CCR metacrénico (16% a los 10 afios y 41% a los 20 afos) (Win AK et
al., 2013).

Las recomendaciones para el screening en estos pacientes se encuentran
detalladas en la tabla 1.3 (Maida M et al., 2017). Ademas del screening del CCR, se debe
tener en cuenta el control ginecoldgico por la alta incidencia de cancer de endometrio y
cancer de ovario. El manejo se basa en el examen clinico, ecografia transvaginal,
aspirado endometrial y determinacion de CA125 de forma anual con inicio a los 30 afios,
considerando la histerectomia y la salpingooforectomia bilateral profilactica en mujeres
que hayan cumplido el deseo de paridad. En el caso de diagnéstico de CCR o en
aquellos pacientes que no deseen el seguimiento continuado con endoscopias, la
realizacion de una colectomia total es preferible frente a la resecciéon segmentaria
tumoral (Lynch HT et al., 2009).

8.2. Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

La PAF es el segundo sindrome de CCR hereditario mas frecuente y supone
aproximadamente el 1% de todos los diagnésticos de CCR (Stoffel EM y Kastrinos F,
2014). Se trata de una enfermedad hereditaria, autosémica dominante, producida por
una mutacion germinal en el gen APC. Los pacientes con PAF clasica desarrollaran
>100 pdlipos colbdnicos sincrénicos, comenzando en la segunda o tercera década de
vida, con un riesgo cercano al 100% de desarrollar CCR durante su evolucion. También
presentan riesgo elevado de desarrollar otras neoplasias extracolénicas, como tumores
duodenales o ampulares, carcinoma papilar de tiroides, tumores desmoides, tumores

del sistema nervioso central y tumores adrenales (Stoffel EM y Kastrinos F, 2014).

La mayoria de las mutaciones en el gen APC son errores de lectura que
producen una interrupcion prematura de la proteina APC. Varios estudios han
demostrado la asociacion entre la localizacién de la mutacion en APC y el fenotipo de
los pacientes con PAF, con diferencias en la edad de desarrollo, la cantidad de pdlipos
y la presencia de neoplasias extracoldnicas (Nieuwenhuis MH y Vasen HF, 2007). Las
mutaciones localizadas cerca del final de la region 5° del gen APC daran lugar a un

fenotipo atenuado de PAF. La PAF atenuada es una variante mas leve, la cual presenta
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menor numero de polipos coldénicos (< 100), de localizacién proximal y a una edad de

apariciéon mas tardia que en la variante clasica (Nieuwenhuis MH y Vasen HF, 2007).

La poliposis asociada al gen MUTYH es un sindrome de poliposis, autosomico
recesivo, caracterizado por mutaciones en el gen MUTYH, las cuales suponen el 30-
40% de los casos de poliposis adenomatosa en los cuales no se detecta mutacién en
APC. Los pacientes con este sindrome pueden presentar gran variedad de fenotipos,
en algunos casos con manifestaciones coldnicas y extracolénicas muy similares a la
PAF, aunque la mayoria de los pacientes presentaran entre 15-100 polipos,
aproximadamente 10 afios mas tarde que en el caso de la PAF. Los pacientes
portadores de una mutacién bialélica en este gen tienen un riesgo de CCR del 80%
antes de los 70 afios, con un riesgo claramente inferior en el caso de los portadores
monoalélicos (Terdiman JP, 2009). El screening de estos pacientes se encuentra
resumido en la tabla 1.3 (Maida M et al., 2017).

La indicacion del tratamiento quirurgico no ofrece dudas en los pacientes con
diagnostico establecido de CCR, pero en los pacientes asintomaticos el momento mas
adecuado para indicar la cirugia es mas complejo. En los pacientes pertenecientes a
familias con la enfermedad y un alto grado de penetrancia, se considera adecuada la
intervencion quirurgica al final de la adolescencia (15-18 afos). En otras situaciones, la
cirugia profilactica debe considerarse antes de los 25 afios o al primer diagnéstico en
caso de edad mas avanzada (Church J y Simmang C, 2003). El tipo de cirugia
dependera de las caracteristicas del paciente, siendo la proctocolectomia total con

reservorio ileal la técnica quirdrgica de eleccién en estos pacientes.

8.3. Sindromes de poliposis hamartomatosa

El sindrome de Peutz-Jeghers es un trastorno autosémico dominante
predisponente a CCR que se caracteriza por el desarrollo de pdélipos hamartomatosos
en el tracto gastrointestinal y lesiones mucocutaneas hiperpigmentadas (Campos FG,
Figueiredo MN y Martinez CA, 2015). Esta producido por una mutacién germinal en el
gen supresor de tumores STK11/LKB1, la cual se identifica en el 70-80% de las familias
afectadas (Chen HM y Fang JY, 2009). Se trata de un trastorno que puede dar lugar a

una gran variedad de fenotipos. Los pdlipos hamatomatosos se pueden encontrar a lo
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largo de todo el tracto gastrointestinal, siendo mas frecuentes en el intestino delgado
(60-90%) y el colon (50-64%). Estos pacientes presentan un riesgo aumentado de
desarrollar CCR, cancer de mama, pancreas, estbmago y ovario, a edades mas

tempranas que en la poblacion general (Giardiello FM et al., 1987).

El sindrome de poliposis juvenil también es un sindrome de poliposis
hamartomatosa con herencia autosdmica dominante, producido por mutaciones
germinales en los genes SMAD4y BMPR1 (Schreibman IR et al., 2005). A diferencia de
los polipos juveniles esporadicos, el numero de podlipos es mayor y fundamentalmente
se localizan a nivel proximal del tracto gastrointestinal. Los individuos con este sindrome
normalmente presentan sintomas inespecificos en la infancia en forma de anemia,
sangrado o dolor abdominal, con una incidencia de CCR entre el 17-22% a los 35 afios
y aproximadamente el 70% a los 60 afios (Schreibman IR et al., 2005). También

presentan un riesgo aumentado de cancer gastrico, pancreatico y duodenal.

Por ultimo, cabe destacar los sindromes hamartomatosos relacionados con
el gen PTEN (sindrome de Cowden y sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba). Los
pacientes con sindrome de Cowden se caracterizan por lesiones hamartomatosas
mucocutaneas y un riesgo aumentado de cancer de mama, tiroides y endometrio;
mientras que el sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba se caracteriza por
macrocefalia, lesiones pigmentarias cutaneas y pélipos intestinales hamartomatosos
(Pilarski R et al., 2011).

9. Caracteristicas del CCR segun su localizacién en el colon

El CCR también muestra diferencias bien establecidas segun su localizacion en
el colon. Anatémicamente, el colon se extiende desde la valvula ileocecal hasta el
margen anal, pudiendo diferenciar hasta 7 regiones en su recorrido: ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente, colon sigmoide, recto y ano.
Embriolégicamente, el colon derecho (el cual incluye el ciego, colon ascendente y region
proximal del colon transverso) deriva del intestino medio y se encuentra vascularizado
principalmente por la arteria mesentérica superior, mientras que el colon izquierdo (el
cual incluye el segmento distal del colon transverso, colon descendente, colon sigmoide

y recto) deriva embriolégicamente del primitivo intestino grueso y se encuentra
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vascularizado por la arteria mesentérica inferior (lacopetta B, 2002). Anatomicamente,
se puede subclasificar el CCR en CCR derecho (CCRD), como aquel que asienta
proximal al angulo esplénico y CCR izquierdo (CCRI), como aquel que se desarrolla en
el angulo esplénico o distal al mismo (lacopetta B, 2002; Mik M et al., 2017). Ademas de
las diferencias en su origen, estos dos subtipos de CCR presentan caracteristicas

histologicas diferentes.

En condiciones normales, la pared coldnica esta constituida por 4 capas: la capa
mucosa (incluye a su vez el epitelio, la lamina propia y la muscularis mucosa), la capa
submucosa, la capa muscular (también conocida como muscularis propia, y formada
por musculo circular y musculo longitudinal) y, por ultimo, la capa serosa, salvo en el
caso del recto y el canal anal en los que no existe capa serosa, siendo sustituida por la

grasa perirrectal.

Los tumores derechos presentan mayor proporcion de adenomas sésiles
serrados y adenocarcinomas mucinosos, mientras que los tumores izquierdos presentan
predominio de adenocarcinomas tradicionales, vellosos y tubulares (Marzouk O y
Schofield J, 2011). Las lesiones precursoras en el colon izquierdo suelen presentar
morfologia polipoidea y, por tanto, es mas sencilla su identificacion endoscoépica y se
diagnostican en etapas menos avanzadas de su desarrollo, con el consiguiente mejor
pronostico. Las lesiones en el colon derecho suelen presentar morfologia plana, siendo

mas complicado su diagndstico precoz (Gualco G et al., 2006).

Los pacientes con CCRD suelen presentar mayor numero de polipos en su
evolucion, asi como tumores mas grandes y pobremente diferenciados, lo cual guarda
relacion con las diferencias genéticas y moleculares que se pueden observar en ambos
subgrupos: los tumores derechos suelen presentar predominio de IMS y CIMP, mientras
que los tumores izquierdos suelen presentar IC (Glebov OK et al., 2003). En relacion
con estas diferencias moleculares, sera frecuente observar mutacion en genes MMR y
BRAF en los tumores derechos, con predominio de SCM1 y 3; asi como alteracion en
TP53, APCy KRAS, con predominio de SCM2 y 4, en los tumores izquierdos (Dekker E
et al., 2019; Baran B et al., 2018; Lee MS, Menter DG y Kopetz S, 2017).
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Estas diferencias entre ambas localizaciones también se pueden observar en los
casos de CCR hereditario. Los individuos con PAF, debido a la mutacién germinal en
APC, presentaran gran cantidad de podlipos a lo largo del colon en su evolucion, pero
practicamente el 100% de los pacientes seran diagnosticados de CCRI antes de
desarrollar tumores derechos. Sin embargo, los pacientes con SL, cuyo origen es la
mutacion germinal en los genes MMR y, por tanto, con predominio de IMS, presentaran

predominio de CCRD en su evolucion (Lynch HT et al., 1988).

También existen diferencias en cuanto a la epidemiologia entre ambos subtipos
de tumores. Los tumores derechos suelen ser mas frecuentes en mujeres, a edades
avanzadas y en areas de baja incidencia de CCR; los tumores izquierdos se
diagnostican predominantemente en varones, a edades mas tempranas y son mas

frecuentes en regiones con alta incidencia de CCR (lacopetta B, 2002) (figura I-9):

Patient’s Patient'’s
. +—> g
right left

Hindgut derivative
TMen

Midgut derivative
TWomen

1T Sessile serrated lesions
T Mucinous tumours

Transverse colon

Overall worse prognosis* Overall better prognosis*

Ascending
colon

T CIMP-high _Descelnding TMesenchymal (CMS4)
1BRAF iy 1 Canonical (CMS2), distally
1 MSl-high 17TP53

TMSIimmune tumours (CMS1) TAPC

T Metabolic tumours (CMS3)
(TKRAS)

Cecum/,f Sigmoid colon

Rectum

Figura 1.15. Caracteristicas diferenciales del CCRD (ciego, colon ascendente, colon transverso
proximal) y CCRI (angulo esplénico, colon descendente, colon sigmoide y recto). El CCRD es
mas frecuente en mujeres, con predominio de lesiones sésiles serradas y tumores mucinosos.
Presentan elevada frecuencia de IMS y CIMP, con mutaciones en BRAF y, ocasionalmente, en
KRAS (en el caso del CIMP), asi como predominio de SCM1 y 3. EI CCRI es mas frecuente en
varones, con predominio de IC, mutaciones en TP53 y APC, siendo frecuentes los SCM2 y 4.

* El peor pronéstico global del CCRD se encuentra en relacion con sus caracteristicas
moleculares (IMS y CIMP) pero no se aplica a todos los estadios tumorales, en relacion con la
respuesta a farmacos anti-VEGF y anti-EGFRYy el beneficio de la inmunoterapia en tumores
avanzados (Dekker E et al., 2019).
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La quimioterapia sistémica para el tratamiento del CCR fundamentalmente se
basa en el uso de fluoropirimidinas (5-fluoracilo o 5-FU y capecitabina oral). Su
efectividad dependera del estadio tumoral al diagnéstico y la posibilidad de reseccion
quirurgica en tumores avanzados, si bien esta terapia adyuvante convencional es mas
eficaz en pacientes con tumores con EMS o baja frecuencia de IMS, lo que supone que
los pacientes que mas se beneficiaran de este esquema de tratamiento seran aquellos
con tumores izquierdos (Ribic CM et al., 2003). Las terapias dirigidas, como los farmacos
anti-VEGF (bevacizumab, aflibercept, ramucirumab y regorafenib) y los farmacos anti-
EGFR (cetuximab y panitumumab), se han desarrollado especialmente para los casos
de enfermedad metastasica avanzada y su uso en combinacion con la quimioterapia
convencional mejora la supervivencia global, aunque esta mejoria es claramente
superior en el caso del CCRI (Seeber Ay Gastl G, 2016). Mientras que la utilizacion de
bevacizumab y quimioterapia sistémica ha mostrado disminucion de la mortalidad en
ambos subtipos de tumores, la combinacién de cetuximab y quimioterapia sistematica

se ha mostrado claramente superior en el CCRI (Aljehani MA et al., 2018).

10. Caracteristicas del CCRJ

El CCRJ es aquel diagnosticado en individuos con edad inferior a 50 afios y su
incidencia en la actualidad, como hemos comentado previamente, se encuentra en
aumento, con especial notoriedad en las ultimas décadas. Este aumento en la incidencia

es aun mayor en el caso de los tumores rectales (Siegel RL et al., 2017).

Clasicamente, el CCRJ se ha relacionado con sindromes hereditarios
predisponentes a cancer, especialmente el SL, y los sistemas de screening
convencionales han dirigido sus esfuerzos unicamente a este grupo de pacientes (Silla
IO et al.,, 2014). En la actualidad, este aumento en la incidencia en el CCRJ se ha
producido a expensas de los pacientes con CCR de tipo esporadico, con una proporciéon

de 5 de cada 6 diagndsticos de tipo esporadico/EMS (Pearlman R et al., 2017).

A pesar de que la mayoria de los pacientes jovenes seran de tipo esporadico,
existe una elevada predisposicion a cancer en este grupo de pacientes, no solo en los

casos conocidos de enfermedades hereditarias predisponentes a cancer, objetivandose
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mutaciones patogénicas en genes relacionados con cancer en aproximadamente el 13%

de los pacientes (Daca Alvarez M et al., 2021).

Considerando el caracter esporadico en aumento en estos pacientes, el estudio
de los factores de riesgo y los perfiles moleculares predisponentes a cancer es
fundamental en este grupo de edad. Entre los factores de riesgo personales,
independientes de la historia familiar de cancer, mas estudiados en este grupo estan la
obesidad y la diabetes (Low EE et al., 2020). El aumento exponencial de los pacientes
con obesidad (incluyendo aquellos con diabetes asociada) y los cambios en la dieta y
los habitos de vida, asociados con factores ambientales de riesgo, podrian iniciar
cambios a nivel genético/epigenético en individuos con mayor susceptibilidad a cancer
(Archanbault AN et al., 2020).

Existen caracteristicas moleculares diferenciales cuando comparamos a los
pacientes con CCRJ respecto al grupo de CCRAT. La IMS es predominante en este
grupo de edad, en relacién con la mayor proporcion de pacientes con SL, pero también
pueden observarse perfiles especificos en relacion con la IC, con segmentos
cromosomicos alterados especificos (Berg M et al., 2010), escaso componente de CIMP
y marcadores moleculares concretos en este grupo de edad como la hipometilacion de
LINE-1 (Antelo M et al., 2012), la delecién homocigota de NOMO-1 (Perea J et al., 2017),
la alteracion en NRF2 (mediador a la respuesta oxidativa al estrés) y su relacién con

biomarcadores como CXCL 12 de patrones proinflamatorios (Holowatyj AN et al., 2020).

A nivel histopatolégico también podemos evidenciar fenotipos especificos en
este grupo de pacientes cuando los comparamos con el CCRAT, con predominio de
cancer de colon izquierdo y recto y mayor proporcion de tumores mucinosos (Silla 10 et
al., 2014).

Las estrategias de screening en este grupo de edad siguen siendo un desafio,
mas alla de los pacientes con enfermedades hereditarias conocidas predisponentes a
CCR, proponiendo su inicio precoz a los 45 afios en paises con elevada incidencia,
como Estados Unidos (Peterse EFP et al., 2018). Pero incluso en regiones donde no se

observa esta elevada incidencia de CCRJ, la identificacion de pacientes con
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caracteristicas y factores de riesgo especialmente predisponentes a CCR, deberia

incluirlos en estrategias de screening precoz personalizadas.

Otro aspecto importante en este grupo de edad es el seguimiento para prevenir
la aparicion de tumores metacronicos una vez controlada la enfermedad primaria, con
periodos de seguimiento elevados en el tiempo, no solo para aquellos pacientes con
enfermedades hereditarias conocidas, sino también en los casos esporadicos (Perea J
et al., 2019). Igualmente, dado el elevado tiempo de supervivencia tras el tratamiento
en estos pacientes, es de elevada importancia mantener una buena calidad de vida,
evitando los sobretratamientos y sus efectos adversos que, con el fin de mejorar la
supervivencia, en muchos pacientes produce un empeoramiento en la calidad de vida a
largo plazo (Patel SG et al., 2018). Protocolos de preservacion de 6rgano, como la
estrategia Watch&Wait tras neoadyuvancia total en el cancer de recto, a fin de evitar las
secuelas de cirugias extensas, son estrategias a tener en cuenta, mas aun, en este

subgrupo de pacientes (Peterse EFP et al., 2018).

Los pacientes con tumores rectales localmente avanzados e IMS presentan peor
pronostico y supervivencia global respecto del resto de CCR. Especialmente relevante
en los ultimos afios han sido el desarrollo de ensayos clinicos con la utilizacion de
anticuerpos monoclonales anti-PD1 (Cercek A et al., 2022), con una mejora muy
significativa de la supervivencia y su inclusién como primera linea de tratamiento en las
guias de practica clinica de The National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
desde 2023, para los pacientes con cancer de recto estadio lll e IMS. Es necesario
desarrollar ensayos clinicos especificos en este grupo de edad, para el desarrollo de
farmacos especificos para las alteraciones moleculares de este grupo de pacientes, asi
como la consideracion de situaciones clinicas especiales en pacientes jovenes, como la
posibilidad de incluir pacientes gestantes o estrategias de preservacion de la fertilidad y

salud sexual.

Por ultimo, los esfuerzos en el seguimiento a largo plazo de estos pacientes no
solo deben ir encaminados al diagndstico precoz de tumores metacronicos, sino también
al riesgo aumentado de padecer otros tumores no colorrectales en base a su
predisposicion personal al cancer y la agresividad de los tratamientos recibidos (por
ejemplo, el riesgo aumentado de cancer de préstata en los pacientes con RT pélvica).

Pero también es necesario el seguimiento individualizado de las secuelas del
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tratamiento recibido, como la osteoporosis, los trastornos de fertilidad, las secuelas de

tratamientos radioterapicos y quirurgicos agresivos, trastornos mentales, etc.

Dada la importancia que estan adquiriendo las diferencias en la localizacion
tumoral, asi como las diferencias segun la edad al diagndstico del CCR, en especial en
el CCRJ, es preciso profundizar en el estudio de las diversas dimensiones del CCR
segun su localizacién y la edad al diagnéstico, lo cual nos permita conocer en mayor

profundidad la heterogeneidad de esta enfermedad.
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1. Justificacion

ElI CCR es uno de los tumores mas frecuentes, suponiendo la segunda neoplasia
diagnosticada en mujeres y la tercera en varones, siendo la segunda causa de muerte
relacionada con cancer en el mundo. Ademas, su incidencia se encuentra en aumento,
fundamentalmente en el grupo de pacientes jovenes (menores de 50 afios) con un
descenso, en contraste, en la incidencia y mortalidad global en los pacientes mayores
de dicha edad. En la actualidad, el diagnoéstico y el tratamiento del CCR se realiza
Unicamente en base a criterios anatomicos y de estadificacién tumoral, a pesar de la
importante evidencia en los ultimos afios del papel de la biologia molecular del tumor y
de sus caracteristicas genéticas en el desarrollo tumoral y la respuesta a los diferentes
tratamientos. Por este motivo, el CCR en conjunto debe ser considerado como una
enfermedad bioldgicamente heterogénea, con diferencias clinicas, moleculares y
genéticas en base a los diferentes grupos de edad y la localizacion tumoral. Hasta la
fecha, las investigaciones se han dirigido fundamentalmente a los grupos de pacientes
con CCR sin criterio de edad. Si bien en los ultimos anos se estan llevando a cabo
estudios en el grupo de pacientes jovenes, dado el aumento en la incidencia y su peor
pronéstico general, existe una carencia de este tipo de estudios comparativos con
pacientes mayores, en especial a la hora de evaluar las diferencias existentes segun la

localizacion tumoral.

En este estudio se realizara una comparativa entre dos series de pacientes con
diagnostico de CCR a edad < 45 afios y = 70 afos, con estudio de sus caracteristicas
anatdémicas (incluyendo localizacién tumoral), histopatoldgicas, clinicas, familiares y
moleculares, con analisis de las principales vias de carcinogénesis (IMS, IC y CIMP),
asi como mutaciones en genes MMR y mutaciones en BRAF. El objetivo es establecer
caracteristicas diferenciales entre los dos grupos de edad y su localizacion tumoral, que
nos permitan realizar una mejor clasificacion y mejorar el diagnéstico, tratamiento y
pronostico de los pacientes con diagnostico de CCR. La consideracion de la edad en
ambos grupos del estudio es debido a que, en cuanto al grupo joven, se esta empezando

a reducir el criterio de edad para el screening poblacional a los 45 anos debido al
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aumento de la incidencia del CCRJ. En cuanto al grupo de CCRAT, la definicion de
mayor de 70 afios hace mas posible la caracterizacion del CCR esporadico en global
manejado hasta la fecha, en cuanto a no considerar el criterio de edad como factor

discriminativo.

2. Hipotesis

El presente estudio plantea como hipétesis que existen diferencias clinicas,
histopatoldgicas y moleculares en el CCR, entre el grupo de pacientes jovenes y el
grupo de pacientes de edad avanzada, segun su localizacién tumoral. La intencién de
este estudio es establecer una comparativa entre dos poblaciones de pacientes con
diagnostico de CCR a diferente edad (< 45 afios y = 70 afos), que permita identificar
diferencias segun su localizacion tumoral, para posteriormente, establecer una

clasificacién mas precisa del CCR, desde el punto de vista molecular.

3. Objetivos

Objetivos generales

Analisis de las caracteristicas anatomoclinicas, familiares y moleculares de una
poblacién de pacientes con CCR de aparicion tardia (mayores de 70 afios), segun su
localizacion tumoral en el colon y realizacion de un estudio comparativo con los datos

del grupo de pacientes jovenes (menores de 45 afos).

Objetivos especificos:

1) Descripcion de las caracteristicas clinicas, familiares y anatomopatoldgicas del
CCRAT.

2) Descripcion de las caracteristicas moleculares e implicacion de las tres vias de

carcinogénesis conocidas en el CCRAT.
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3) Analisis de los resultados en relacién con la localizacién tumoral (colon derecho,

colon izquierdo y recto) y correlacién con el mecanismo molecular responsable
en el CCRAT.

Estudio comparativo de los resultados obtenidos en el CCR de aparicion tardia,
con los datos del CCR en pacientes jovenes publicados previamente en la tesis
doctoral “Caracteristicas diferenciales de las principales vias de carcinogénesis
del cancer colorrectal de apariciéon precoz segun su localizacién” (Fernandez-
Miguel T, 2021) y en el articulo titulado “Classifying early-onset colorectal cancer

according to tumor location: new potential subcategories to explore” (Perea J et
al., 2015).
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1. Poblacion de estudio

1.1. Criterios de inclusion y exclusion

Los sujetos del estudio fueron identificados a partir del Registro de Tumores del
Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid. El estudio fue presentado y aprobado
por el comité de ética del Instituto de Investigacion 1+D del Hospital Universitario 12 de
Octubre de Madrid.

Fueron incluidos los pacientes con diagnéstico de CCR (adenocarcinoma) a una
edad igual o inferior a 45 afos e igual o superior a 70 afos, desde Enero de 2002 a
Diciembre de 2008. De esta forma, se obtuvieron para estudio 88 pacientes
consecutivos diagnosticados de CCR a edad < 45 afios y 97 pacientes consecutivos a

edad 270 afos, con un seguimiento de, al menos, 5 afos tras el diagnostico.

Se excluyeron para el estudio los pacientes con historia personal de sindromes
hereditarios predisponentes a CCR (PAF, SL y otros sindromes hereditarios polipdsicos),
el diagnostico de Ell, asi como otras neoplasias colénicas de diferente estirpe

anatomopatologica.

1.2. Variables recogidas

De cada uno de los casos incluidos en el estudio se recogio informacion clinica,

familiar y relacionada con el tumor:

1.2.1. Variables clinicas
- Sexo.

- Edad al diagndstico.
1.2.2. Variables anatomopatologicas

- Localizaciéon tumoral:

o Derecha o proximal: desde el ciego hasta el colon transverso distal.
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e lzquierda o distal: desde el angulo esplénico hasta la union rectosigmoidea, no
incluida.

e Recto y union rectosigmoidea.

- Grado histologico de diferenciacion: bien diferenciado, moderadamente
diferenciado, pobremente diferenciado.

- Produccién de moco (tumor mucinoso) y presencia de células en anillo de sello.

Estadio tumoral al diagndstico, segun la clasificacion AJCC/TNM.

1.2.3. Variables de evolucion de la enfermedad

- Supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE).

- Recidiva tumoral.

- Mortalidad a 5 afios, relacionada y no relacionada con cancer.

- Presencia de CCR sincronico (uno o mas CCR diagnosticados en el mismo
tiempo que el CCR primario) y/o metacrénico (uno o mas CCR diagnosticados
al menos 6 meses tras el diagnéstico del CCR primario).

- Presencia de polipos en colon, en el momento del diagnéstico o durante el
seguimiento; tipo (adenomatosos, hiperplasicos o mixtos) y nimero.

- Presencia de neoplasias relacionadas con el SL: endometrio, ovario, intestino
delgado, estdmago, via biliar, via urinaria, pancreas, prostata, piel y encéfalo.

- Presencia de otras neoplasias no relacionadas con el SL.

1.2.4. Informacion familiar

Se contacto telefonicamente con los sujetos incluidos en el estudio con objeto
de recopilar informacién de, al menos, tres generaciones familiares. En caso de
fallecimiento del sujeto, se contacté con un familiar de primer grado. En dicha entrevista
se inform6 detenidamente de los objetivos del estudio, se entregd el consentimiento
informado del mismo (Anexo 1) y se recogieron los datos referentes a la estructura y
antecedentes familiares de enfermedades neoplasicas: numero y relacion de familiares,
edades en el momento de la entrevista, fallecimientos y causa, historia familiar de

tumores y edades al diagnostico de estos.
Segun la informacién obtenida del arbol genealdgico de cada sujeto, se

clasificaron los pacientes en cuatro grupos:

e Sospecha de SL: casos en los que se cumplen los criterios de Amsterdam.
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e Agregacion familiar para neoplasias relacionadas con el SL,
independientemente de la presencia o no de neoplasias no relacionadas con
el SL: al menos 1 familiar de primer grado o 2 familiares de segundo grado.

e Agregacion familiar para neoplasias no relacionadas con el SL: casos que
unicamente presentan agregacién para dichas neoplasias y al menos dos de
ellas en familiares de primer grado.

e Esporadico: casos en los que el paciente sea el Unico individuo de la familia
con diagndstico de CCR y en los que no existen antecedentes familiares de

neoplasias relacionadas y no relacionadas con el SL.

En lo casos en los que el estudio de la IMS resulté positivo y/o se cumplian
criterios de Amsterdam para el SL, se volvié a contactar de nuevo para obtener una
muestra de sangre periférica para el estudio de posibles mutaciones en los genes MMR
mas frecuentes: MLH1, MSH2 y MSH6. En el caso de que el sujeto incluido hubiera
fallecido, se recogio la muestra del familiar mas cercano con diagndstico de CCR o de
una neoplasia relacionada con el SL, obteniendo igualmente el consentimiento

informado para el analisis.

2. Muestras

2.1. Tejido tumoral

El analisis tumoral se realizé sobre las muestras guardadas en parafina en el
biobanco del Hospital Universitario 12 de Octubre. La mayoria de dichas muestras
fueron obtenidas en la intervencion quirdrgica del tumor, a excepcion de aquellos casos
no subsidiarios de cirugia, como los pacientes con diagndstico de carcinoma in situ y
los pacientes con tumores irresecables, en los que el material tumoral analizado fue el
obtenido en la biopsia endoscdpica. El estudio histologico de las muestras fue llevado a

cabo por el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario 12 de Octubre.

Antes de la extraccion del ADN del tejido parafinado, se determiné la proporcion
existente de células tumorales y normales en la muestra mediante una tincion con
hematoxilina-eosina. Unicamente fueron seleccionadas para estudio directo las
muestras con una proporcién de células tumorales superior al 70%, para asegurar
obtener una cantidad suficiente de ADN tumoral. En los tejidos con una proporcion de

células tumorales inferior al 70%, se separo el tejido tumoral del sano en dos bloques
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distintos. Los procesos para la realizacion de la tincion con hematoxilina-eosina y para

la extraccidén de ADN del tejido tumoral, se encuentran detallados en el Anexo 2.

2.2. Sangre periférica

En los casos en los que el estudio de la IMS resulté positivo y/o se cumplian
criterios de Amsterdam para el SL, se volvié a contactar de nuevo con los sujetos a
estudio o, en caso de fallecimiento, con el familiar mas probable afectado de dicha
mutacion, para obtener una muestra de sangre periférica para el estudio de posibles
mutaciones en los genes MMR mas frecuentes: MLH1, MSHZ2 y MSH6.

Para ello se obtuvo una muestra de 15 ml en EDTAy se realizo la extraccion de
ADN genodmico tanto de forma manual, como automatizada, los cuales se encuentran

detallados en el Anexo 2.

2.3 Valoracion de la cantidad y calidad del ADN obtenido

Tras la finalizar la extraccion del ADN es necesario comprobar la cantidad y
calidad del mismo. Para ello es necesario realizar una electroforesis horizontal en gel

de agarosa al 1.2%, proceso que se encuentra detallado en el Anexo 2.

3. Estudio de la inestabilidad de microsatélites

3.1. Panel de Bethesda

En la actualidad, el nivel de IMS en tumores sospechosos de SL se determina
mediante un panel estandar de marcadores de microsatélites establecido por las guias
de consenso del National Cancer Institute/Bethesda, el llamado “panel de Bethesda”
(Boland CR et al., 1998). Los tumores con alteracion en el 30% o mayor en los genes
marcados seran considerados con IMS-alta, mientras que aquellos con niveles de
alteracion inferiores al 30% se consideraran con IMS-baja. De la misma forma, aquellos
tumores que no presenten ninguna alteracion en el analisis seran considerados como

estables desde el punto de vista de los microsatélites (EMS) (Dietmaier W et al., 1997).
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Este panel incluye el analisis de cinco microsatélites: BAT25, BAT26, D5S346 (APC),
D17S250 (Mfd15CA) y D2S123 (tabla Ill.1).

Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de biologia molecular del Hospital
Universitario 12 de Octubre, con la colaboraciéon del Dr. Daniel Rueda. En nuestro
estudio, consideramos IMS aquellos casos con IMS-alta, es decir, cuando presenta
dentro del panel de Bethesda = 2 loci con inestabilidad. El resto de casos se definieron
como EMS.

Tabla Ill.1. TAMANO DE LOS PRODUCTOS DE PCR Y FLUOROCROMOS EMPLEADOS PARA EL
ANALISIS DE LA IMS MEDIANTE EL “PANEL DE BETHESDA” (HNPCC Microsatellite Instability

Test, Roche).
Localizacidén
Marcador Tamaiio del producto de PCR
cromosoémica (gen Fluorescencia
microsatélite (pb)
préximo a marcador)
4912
BAT25 110-130 6-FAM
(c-kit)
2p16.3-p21
BAT26 100-120 TET
(hMSH2)
5q21/22
D5S346 100-130 HEX
(APC)
17911.2-q12
D17S250 140-170 TET
(BRCA1)
2p16
D2S123 200-230 6-FAM
(hMSH2)

Pb: pares de bases.

Para el analisis de los microsatélites, se utilizé un ensayo de PCR multiplex que
genera productos marcados con fluorescencia para poder analizarlos en un
secuenciador ABI automatico (HNPCC Microsatellite Instability Test, Roche, Mannheim,
Alemania). El protocolo empleado es el recomendado por el fabricante y se encuentra
detallado en el Anexo 2. Los resultados generados en el secuenciador ABI Prism 3700

(PE Applied Biosystems) se visualizan mediante el software GeneScan 3.5 (figura 111.1):
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Figura l1ll.1. Resultados del analisis de un ADN normal (A) y de una muestra tumoral

clasificada como inestable para todos los marcadores microsatélites analizados (B).

3.2. Estudio molecular de los genes MMR (MLH1, MSH2 Y MSH6)

El analisis de la secuencia de estos genes se llevd a cabo en el laboratorio de
biologia molecular del Hospital Universitario 12 de Octubre, con la colaboracion del Dr.

Daniel Rueda.

3.2.1. Estudio de mutaciones en los genes MLH1y MSH2

El estudio de las mutaciones se realiz6 mediante la electroforesis en geles en
gradiente desnaturalizante (Guldberg P y Guttler F, 1993; Makec M et al., 1997)y la PCR
descrita por Wijnen J et al (Wijnen J et al., 1995; Wijnen J et al., 1996), afiadiendo
algunas modificaciones (tablas 111.2 y II.3). Por otra parte, cabe destacar dos elementos
importantes en la reaccion de amplificacion: la “pinza CG”, que se une en el extremo 5°
con objeto de estabilizar la doble hebra de ADN vy evitar su desnaturalizacion durante la
electroforesis; y la secuencia M13, que se utiliza como molde para la secuenciacion de

fragmentos con patrones anémalos de migracion.
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Las secuencias de la “pinza CG” y de M13 son:

- Pinza CG: 5’ - CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCLCGLLGLeceeecaseeceees
- M13: 5 - GCCAGTCGACGTTGTAAAACGACG - 3’

Tabla lll.2. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES EN EL GEN MLH1 (modificado de Wijnen et al., 1995y
Wijnen et al., 1996)

Tamaiio Gradiente
Exén Cebadores
(pb) desnaturalizante

(M13) 5 - AGACGTTTCCTTGGCTCTTC - 3’
1 257 50-70%
(Pinza CG) 5 - CCGTTAAGTCGTAGCCCTTA-3

(Pinza CG) 5 - TTTTCTGTTTGATTTGCCAG - 3’

_5N9°,
2 (M13) 5 - CGCACAAACATCCTGCTACT - 3’ 210 30-50%
3 (Pinza CG) 5’ - TGGAAAAATGAGTAACATGATT - 3’ 255 30-50%
(M13) 5 - CAACAGGAGGATATTTTACACA - 3’ °
4 (Pinza CG) 5'- TTCCTTTTTCTTTCAGTCTATTT - 3’ 207 30-50%
(M13) 5’ - TGAATATATATGAGTAAAAGAAGTCAG - 3’ °
5 (Pinza CG) 5’ -TCTCTCTACTGGATATTAATTTGTT -3’ 214 30-50%
(M13) 5 - AAGCTTCAACAATTTACTCTCC - 3’ °
5 (M13) 5’ - CAAGAAAAATCAATCTTCTGTT - 3’ 993 30-50%
(Pinza CG) 5’ - ATGACAAATCTCAGAGACCC - 3’ °
. (M13) 5 - TCTAGTGTGTGTTTTTGGCA - 3’ 194 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AACAAAACCATCCCCCATAA - 3’ °
8 (M13) 5 - AATCCTTGTGTCTTCTGCTG - 3’ 217 30-50%
(Pinza CG) 5’ - AAAGATTTTTTTATATAGGTTATCG - 3’ °
9 (M13) 5 - CAAAAGCTTCAGAATCTCTTT - 3’ 233 30-50%
(Pinza CG) 5'- TTTCCCATGTGGTTCTTTTT - 3’ °
(M13) 5 - GGACAGTTTTGAACTGAGTTG - 3’ o
10 (Pinza CG) 5’ - GTCTTGGTTGAGGAGTTTGG - 3’ 221 30-50%
11 (M13) 5 - AAGGTAATTGTTCTCTCTTATTTT - 3’ 280 30-50%
(Pinza CG) 5' -CACAAGTAGCTGGATGAGAA - 3’ °
19 (Pinza CG) 5’ -TAATACAGACTTTGCTACCAGGA’ -3 473 30-50%
(M13) 5 - GGTAGGCTGTACTTTTCCCA - 3
(Pinza CG) 5’ - CTGCACTTCCTTTTCTTCAT - 3’ o
13 (M13) 5 -CCCTATGCATCCCAGGCA - 3’ 270 30-50%
(Pinza CG) 5 - TGTTTTTTGGTTTTATTTTTTG - 3’ £00
14 (M13) 5 - TCTGCTTGTTCACACACTCA - 3’ 232 30-50%
15 (Pinza CG)’5 —AATTCAGCTTTTCCTTAAAGTC - 3 200 30-50%
(M13) 5 - AAATTTCAGAAGTGAAAAGGA - 3
(M13) 5 - CTCCTTCATGTTCTTGCTTC - 3’ o
16 (Pinza CG) 5’ - AGAAGTATAAGAATGGCTGTCA - 3’ 280 30-50%
(Pinza CG) 5'- TTCCCTTGTCCTTTTTCCTG - 3’ o
17 (M13) 5 - CATGTACCGAATGCTTAGTA - 3’ 222 30-50%
18 (Pinza CG) 5’ - TAAATTCGTACCTATTTTGAGG - 3’ 251 15-30%
(M13) 5 - CCTGGGGTGCCAGTGTGCAT - 3’ °
19 (M13) 5’ - GGAGGCTTATGACATCTAATG - 3’ 300 30-50%
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(Pinza CG) 5 - AAGAACACATCCCACAGTGC - &

Pb: pares de bases.

Tabla 111.3. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES EN EL GEN MSH2 (modificado de Wijnen et al., 1995y
Wijnen et al., 1996)

Tamano Gradiente
Exén Cebadores
(pb) desnaturalizante

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

: (Pinza CG) 5’ — TTGAACATGTAATATCTCAAATCTGT-3’ 283 15-50%
(M13) 5’ - AAAGGAAGATAATTACCTTATATGC - 3 °

5 (M13) 5 - TCAAGAGTTTGTTAAATTTTTAAAA - 3' st 20.50°%
(Pinza CG) 5’ - CTAGGCCTGGAATCTCCTCT - 3 °

4 (Pinza CG) 5’ - TTCCTTTTCTCATAGTAGTTTAAAC - 3’ 280 15-50%
(M13) 5’ - TTGTAATTCACATTTATAATCCATG - 3’ °

: (M13) 5 -CCAGATGGTATAGAAATCTTCG - 3 208 15-30%
(Pinza CG) 5’ - CCATTCAACATTTTTAACCCTT - 3’ ’

. (M13) 5 - GCTTGCCATTCTTTCTATTTTATT - 3 - 20507
(Pinza CG) 5’ - GCAGGTTACATAAAACTAACGAAAG -3' °

; (M13) 5’ - CATTAATTCAAGTTAATTTATTTCA -3’ 200 30-50%
(Pinza CG) 5" - AAAACAAAATCACTTGTTACCTTCA-3 °

8 (M13) 5’ - TGAGATCTTTTTATTTGTTTGTTTT - 3’ 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
10 208 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’

Pb: pares de bases.
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Para la realizacion de la PCR se utilizaron los componentes y condiciones

detallados en el Anexo 2.

Una vez realizada la PCR, los productos de la misma se sometieron a una
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, en
un sistema DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, California, USA)
(Guldberg P y Guttler F, 1993; Makec M et al., 1997). Se describen las modificaciones
en las condiciones desnaturalizantes empleadas en nuestro trabajo para cada exén de
MLH1 y MSH2 en las tablas 1.2 y II.3, respectivamente. La electroforesis se realizd
con una intensidad de corriente de 17 mA a 65°C durante 18 horas y, posteriormente,
fue tedida con bromuro de etidio durante 15 minutos para visualizarla en un
transiluminador de luz ultravioleta GelDoc 2000 (Bio-Rad, California, USA).

Los fragmentos con un patron de migracion anémalo fueron secuenciados
empleando como cebador la secuencia complementaria de M13 (tablas 111.2 y Il.3). La
nomenclatura utilizada para la descripcion de las variaciones de secuencia identificadas
es la recomendada por la Sociedad de Variaciones del Genoma Humano, y se encuentra

disponible en https://www.hgvs.org.

3.2.2. Analisis de grandes deleciones genémicas en MLH1y MSH2

Cuando la anomalia consiste en la delecion de un gen completo, la
secuenciacion de este puede resultar enmascarada por la presencia del alelo sano, por
lo que es necesario el estudio independiente de las deleciones para conocer los posibles

cambios en el numero de copias de un gen.

Este analisis se realizé6 mediante la técnica de amplificacion por PCR multiplex
dependiente de ligacion MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). La
forma comercial de MLPA para el estudio completo de los exones de los genes MLH1y
MSH2 es el SALSA P003 MLH1/MSH2 (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda), el cual
esta formado por 43 sondas diferentes, una para cada exon de MLH1 (19 en total), una
para cada exdon de MSH2 (16 en total) y 8 sondas que se utilizan como controles, y que

corresponden a otros genes humanos localizados en distintos cromosomas (tabla 111.4):
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Tabla [1.4. SONDAS UTILIZADAS EN SALSA P003 MLH1/MSH2 PARA EL ESTUDIO DE GRANDES
DELECCIONES CROMOSOMICAS EN MLH1Y MSH2

Longitud Posicion cromosomica

(nucleotidos) Sonda MLPA Control MLH1 MSH2
94 Sonda control sintética 2q14
130 Sonda control 0797-L0463 5q31
136 Sonda control 0981-L0566 10p11
142 Sonda MLH1 0886-L0474 exoén 1
148 Sonda MSH2 1027-L0599 exoén 1
154 Sonda MLH1 1008-L0577 exoén 2
160 Sonda MSH2 0906-L0494 exoén 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
210 Sonda MLH1 0890-L0478 Exon5
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 exén 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-L.0482 exon 9
283 Sonda control 0438-L0003 17921
292 Sonda MSH2 0913-L0583 exon 9
301 Sonda MLH1 0895-L0483 exén 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 exoén 12
346 Sonda MSH2 0916-L0504 exon 12
355 Sonda MLH1 0898-L0486 exén 13
364 Sonda MSH2 1013-L0575 exon 13
373 Sonda control 0681-L0154 4925
382 Sonda MLH1 0899-L0586 exoén 14
391 Sonda MSH2 0918-L0506 exon 14
400 Sonda MLH1 0900-0488 exén 15
409 Sonda MSH2 0919-L0585 exon 15
418 Sonda MLH1 1009-L0576 exon 16
427 Sonda MSH2 1053-L0627 exon 16
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436 Sonda MLH1 1030-L0602 exoén 17
445 Sonda MLH1 1031-L0603 exén 18
454 Sonda MLH1 0904-L0492 exén 19
463 Sonda control 0979-L0568 10p14
472 Sonda control 0980-L0567 11p12

Para cada sonda, se indica la longitud en nimero de nucledtidos y el exén del gen en el que se
localiza.
Verde: sonda correspondiente al gen MLH1; morado: sonda correspondiente al gen MSH2;

negro: sonda de control.

El protocolo utilizado para el analisis se encuentra detallado en el Anexo 2.

3.2.3. Estudio de mutaciones en el gen MSH6

El analisis de las mutaciones en el gen MSH6 se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (dHPLC, denatured High Performance Liquid
Chromatography) en condiciones parcialmente desnaturalizantes, la cual consiste en
la retencion discriminante de fragmentos de ADN a través de una matriz no porosa,
distinguiendo entre fragmentos con complementariedad absoluta (homoduplex) y

fragmentos sin ella (heteroduplex).

En primer lugar, se realizé la amplificacion de los exones y las regiones intronicas
adyacentes. Para ello, se disefiaron cebadores que cubrieran toda la secuencia
codificante del gen (exones) y las regiones adyacentes (tabla II.5) y, posteriormente,
fueron comprados a Sigma-Genosys Ltd (Sigma-aldrich, Cambridgeshire, Gran

Bretafa).

Tabla IIl.5. PARA CADA EXON DEL GEN MSH6, CEBADORES, TAMANO DE LOS PRODUCTOS
AMPLIFICADOS, TIEMPO Y TEMPERATURA DE AMPLIFICACION DE LA PCR Y TEMPERATURA DE
DESNATURALIZACION DE LA CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION

Ta
. Tamaio Tiempos T2 dHPLC
Exoén Cebadores (pb) PCR T:c;:? (°C)

1A 5’-TCCGTCCGACAGAACGGTTG -3’ 129 Largo 55 66°0
5’- TTCGCGTGAGGCCCTGGCCGA- 3’ 8

1B 5’- CGCTGAGTGATGCCAACAAG - 3’ 300 Largo 48 671
5’- CAACCCCCTGTGCGAGCCTC - 3’ 8

84



3a

3B

42

4B

4C

4D

4E

4F

4G

4H

4]

4)

4K

5a

5B

5’ - AACTAAGTTATGTATTTCCT- 3’
5’- CCTGTCTGTCTGTTTCTCTC - 3’

5’ - GAACTGCTGGGATTACAGGC - 3’
5’ - GTATTTCAGGCTTTGCACTG - 3’

5’- CCCAGAAGGGAGGTCA -3
5’- CCCCATCACCCTAACATAAA -3’

5’ - CCAAATTTTGATTTG -3
5’- CCACATCAGAGCCACCAATG - 3’

5’ - CGAAGGGTCATATCAGATTC - 3’
5’ - ATACCAAACAGTAGGGCGAC - 3’

5’ - CGTTAGTGGAGGTGGTGATG - 3’
5’ - ATGAATACCAGCCCCAGTTC - 3’

5’ - CTGTACCACATGGATGCTCT - 3’
5’- CTTCCTC CTTTGAGG -3’

5’ - CCTCTGAGAACTACAGTAAG -3’
5’ - CCAAAACTGGGAGCCGGGTA - 3’

5’ - CTGTTCTCTTCAGGAAGGTC - 3’
5’ - AGCCATTGATAAAAGCTCCT - 3’

5’ - CCTCAAAAAATGCCTTATTG - 3’
5’- AGCCATTGCTTTAGGAGCCG -3’

5’ - ACTTGCCATACTCCTTTTIGG - 3’
5’- TCCAGAGCAGAAAGAAAATC - 3’

5’ - CTACATACAGCAAGAAGAAG - 3’
5’ - CCTGCTTTGGGAGTAATAAG - 3’

5’ - GAAAAGGCTCGAAAGACTGG - 3’
5’ - TCGTTTACAGCCCTTCTTGG - 3’

5’ - GAAGAATACGACTTGAAATC - 3’
5’ - GCACTACTTATCAAAGCCTG - &

5’- AAAACCCCCAAACGATGAAG -3’
5’ - GTCTTCGTAATGCAAGGATG - 3’

5’ - CTTAGAGCTTAAAGGATCAC - 3’
5’ - CTTTCTGATAACAAAACTTT - 3’

5’ - CTTTATGAAACTGTTACTACC - 3’
5’ - GCAAATATCTTTTATCACAT - 3’

5’ - GAGTATTCATTTGTGATTTT - 3’

5’ - AAATGTTTTTAAGATAGATAGTCTTC - 3’

5’ - CCTTTTTTGTTTTAATTCCT - 3’
5’ - CAAGAGAAGTGCCCTCTCAA - 3’

5’ -TTTTGAGAGGGCACTTCTCT - &
5’-CCCC ACTGTTTCTTTIG - 3’
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Intermedio
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10 5’ - ATTTTAAGGGAAGTTTGCC - 3’ 165 Largo 50 57°4
5’ - GTTTATTAGATCATAATGTT - 3’ ;

Pb: pares de bases; dHPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.

Posteriormente, se realiz6 la mezcla de la PCR, incluyendo los elementos vy el

protocolo detallados en el Anexo 2.

La evaluacion del estado mutacional se realizé mediante la dHPLC, utilizando el
sistema WAVE ® (Transgenomic, Gran Bretana) (figura I11.6), basado en la cromatografia
de intercambio idnico en fase reversa, con posterior deteccion ultravioleta. La fase
estacionaria se realiz6 con una matriz no porosa de bolsas poliméricas de poliestireno-
divinilbenceno recubiertas de cadenas de 18 carbonos (C-18) que forman puentes C-C,
mientras que la fase movil consistid en una combinacion de tampones que extraen el

ADN de la columna, TEAA (acetato de trietilamonio) 0.1M y acetronitrilo al 25%.

Los fragmentos de ADN pasan por un detector ultravioleta a medida que van
saliendo de la columna, de manera que el software Navigator™ (WAVE®,

Transgenomic, Gran Bretafa) lo representa en forma de picos (figura I1I-2):

é O Poliestireno-divinilbenceno-C18
b O  Acetato de {rgtilasnerio
& & e

- ot
R

A2 ‘
#

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

por un detector ultravioleta, se obtiene una representacion en forma de picos.

A concentraciones mayores de acetonitrilo, la interaccion hidrofébica entre la
matriz y el ADN/TEAA se va debilitando y los fragmentos comienzan a salir de la
columna, en primer lugar, los heteroduplex y, posteriormente, los homoduplex (figura
[.3):
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Normal Mutante Heterodiplex Homodiplex
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Figura II1.3. Ejemplo de analisis de las mutaciones en el gen MSH6 mediante cromatografia de
alta resolucion (dHPLC). El tiempo de retencién varia segun la interaccion matriz-ADN/TEAA, de
forma que se visualizara, en primer lugar, los fragmentos de ADN heteroduplex y, posteriormente,

los homoduplex. Imagen modificada de www.transgenomics.com.

Por ultimo, todos los productos de la PCR en los que se detectaron variantes
mediante la técnica de dHPLC fueron secuenciados con el objeto de definir si se
trataba de una variante polimérfica o de una mutacion. Para ello se purificaron los
productos de la PCR con el kit High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Diagnostics GmgH, Mannheim, Alemania) y, posteriormente, se secuenciaron
utilizando el sistema ABI Prism (Applied Biosystems, USA) de terminadores
fluorescentes Big Dye™ y un secuenciador multicapilar AB/ 3.700, siendo analizados
con el software GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems). Fueron secuenciados
aquellos fragmentos con cromatogramas anémalos sugestivos de heteroduplex “alelo

normal-alelo mutado” u homoduplex “alelo mutado-alelo mutado”.

3.2.4. Estudio de la hipermetilacion del promotor del gen MLH1

Para el estudio de la hipermetilacion en linea germinal del promotor del gen
MSH1 se realizaron algunas modificaciones en los protocolos descritos previamente
(Herman JG et al., 1998; Sutter CM, Martin DI y Ward RL, 2004). Como controles
positivos para hipermetilacion del promotor de MSH1 se utilizaron las lineas celulares
RKO y SW48, las cuales se caracterizan por presentar hipermetilacion del promotor
del gen MLH1 en ambos alelos e IMS, con ausencia de mutacion en los genes MMR.

Como control negativo se utilizé sangre periférica de un individuo sano.

Se consideraran positivos para hipermetilacion en el promotor de MSH1

aquellas muestras con los tres protocolos para su deteccion positivos:
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A. Modificacién con bisulfito sédico:

El objeto de esta técnica se basa en la capacidad del bisulfito sédico para
transformar las citosinas que no se encuentran previamente metiladas en uracilos, por
lo que aquellas con presencia de metilacion permaneceran intactas (Wang Y et al.,
2003). Si se amplifica y secuencia el ADN modificado, se obtendra el estado de
metilacion de todas las islas CpG. El protocolo de esta técnica se encuentra detallado

en el Anexo 2.

B. PCR especificas de presencia o ausencia de metilacion:

Para su realizacion se utilizaron las secuencias de los cebadores descritas
previamente (Herman JG et al., 1998) y se adquirieron a través de Sigma-Genosys Ltd

(Cambridgeshire, Gran Bretafia).

Las secuencias utilizadas para los cebadores de metilacion fueron:
o Sentido: 5’ - ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC - 3

o Antisentido: 5 - CCTCATCGTAACTACCCGCG -3’

Las secuencias utilizadas para los cebadores de ausencia de metilacion fueron:
o Sentido: 5 - TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT - 3

o Antisentido: 5 - ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3

El protocolo y las condiciones para la realizacion de la mezcla de las PCR
especificas de presencia o ausencia de metilacion se encuentran detalladas en el Anexo
2.

C. PCR no especificas del estado de metilacion:

En este caso, la secuencia del promotor estudiada no contiene islas CpG por lo
que se amplificaran tanto los casos con metilacion de las islas CpG, como aquellos sin
ella. La secuencia utilizada para los cebadores también es la descrita en estudios

previos (Herman JG et al., 1998):

o Sentido: 5 - GAGTAGTTTTTTTTTTAGGAGTGAAG - 3’
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o Antisentido: 5’ - AAAAACTATAAAACCCTATACCTAATCTA- 3’

El protocolo y las condiciones para la realizacion de la mezcla de las PCR no

especificas del estado de metilacidon se encuentran detalladas en el Anexo 2.

D. Secuenciacion:

Por ultimo, el producto no digerido fue purificado para su posterior
secuenciacion. Los fragmentos fueron purificados con el kit High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche Diagnostics GMbH, Mannheim, Alemania), posteriormente,
fueron sometidos a electroforesis de alta resolucion en un secuenciador ABI PRISM®
3700 (PE Applied Biosystems) y, por ultimo, fueron analizados con el software
GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems) (figura I11.9):

TTGHNGHNG TTHNG T THNGTTHNGTTATATATUHNGT THNG

Figura 11l.4. Ejemplo de la secuenciacién de un caso positivo para hipermetilacién del promotor
del gen MLH1 en uno de sus alelos. Cuando no existe metilacion de las islas de CpG, tras la
modificacién con bisulfito las citosinas se transforman, por lo que en la secuencia el pico
correspondera en su totalidad a una timina (rojo). Sin embargo, cuando uno de los alelos del

promotor esta metilado se observan dos picos superpuestos de citosina (azul) y timina (rojo).

3.3. Estudio inmunohistoquimico de las proteinas del sistema de reparacion de
errores de ADN (MLH1, MSH2, MSHG6)

El analisis inmunohistoquimico de las proteinas MLH1, MSH2 y MSH6 se utiliza
para identificar posibles casos de portadores de mutacion en los genes MMR, si bien su
alteracion por si sola no constituye un criterio suficiente para considerar a un individuo
como portador de mutacion, siendo necesarios otros criterios como la presencia de IMS
y los criterios clinicos de Amsterdam o Bethesda (Salahshor S et al., 2001; Lindor NM
et al., 2002; Wahlberg SS et al., 2002; Hampel H et al., 2005).
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En nuestro estudio, el analisis inmunohistoquimico de las proteinas MLH1,
MSH2 y MSH6 se llevé a cabo en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario 12 de Octubre por la Dra. Yolanda Rodriguez. Los clones y diluciones
utilizados aparecen reflejados en la tabla II.6. El proceso se encuentra detallado en el

Anexo 2.

Los casos a estudio se consideraron positivos o negativos segun la presencia o

ausencia de expresion de las proteinas.

Tabla Ill.6. CLONES, MARCA COMERCIAL Y DILUCION UTILIZADA PARA EL ANALISIS
INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS PROTEINAS MLH1, MSH2 Y MSH6

Proteina Clon Proveedor Dilucién Desenmascaramiento
MLH1 G168-15 BD PharMingen 1:50 Tris-EDTA, PH 9
MSH2 FE11 Oncogene 1:50 Tris-EDT, PH 9
MSH6 44 BD Transduction Lab 1:50 Na3C3H50 (COO0)3, PH 5.6

4. Estudio de la inestabilidad cromosomica mediante arrays de

CGH (Comparative Genomic Hybridisation)

Este estudio fue realizado con la colaboracién del Dr. Juan Luis Garcia,
integrante del departamento de Genética Molecular en Onco-Hematologia del Instituto

de Investigacion Biomédica de Salamanca.

Para el analisis de la IC en primer lugar es necesario cuantificar el ADN
disponible en la muestra para que los resultados sean valorables. La cantidad de ADN
fue medida con el espectrofotometro Nanodrop (ND-1000, NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). El objetivo de la hibridacion gendémica comparada (CGH) es
identificar alteraciones en el numero de copias (CNA, Copy Number Alterations), la cual
se realiza mediante microarrays de oligonucleétidos (Roche NimbleGen, Inc., Reykjavik,
Islandia). Para ello se utilizaron como muestras de referencia Human Genomic DNA
Male G1471/ Female G1521 (Promega Corporation, Madison, USA), utilizando el kit
NimbleGen Dual-Colon DNA Labelling (Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania) para

el marcaje de las muestras control y problema. Los microarrays utilizados permiten la
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determinacion simultanea de 12 pares de muestras independientes y contienen 135.000
sondas isotérmicas, que abarcan por completo el genoma humano, con una longitud

aproximada de 45-75 bases (figura 111.5):

Puertos de carga

A01 A03 A05 A07 A09 Al11
A02 A04 AQ6

Puertos de carga

Codigo de barras

LY .
)
A2/
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\A11
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-
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Salida de aire

Figura II.5. Estructura de una placa de microarray CGH para el andlisis de la IC (formato 12x135,

Roche NimbleGen Inc., Reykjavik, Islandia).

El procedimiento para la hibridacion se encuentra detallado en el Anexo 2.

Cada regién gendémica que exhibia un cambio en el numero de copias se
examino utilizando la aplicacion UCSC genoma (http://genome.ucsc.edu/), para

determinar la ubicacién y la importancia del cambio.

El grado de inestabilidad genémica para cada tumor se estimo determinando la

fraccion alterada de cada genoma. Este indice se calculd de dos formas:

- Se computd como la fraccion de oligos alterados, donde el valor
correspondiente a cada segmento se utiliz6 para determinar el estado
alterado de cada oligo.

- Se calculé como la fraccion de genoma alterado basado en el nimero de

fragmentos normalizados de cada caso.

Posteriormente, todos los segmentos analizados fueron comparados con el valor

normalizado de segmentos alterados, para definir su estado GNL (Gain, Normal, Loss).
El indice de Inestabilidad Genémica (IIG) representa para cada caso la fraccion

de genoma aberrante y se calcula teniendo en cuenta todos los segmentos que no se

encuentran en un estado de GNL normal, con la siguiente férmula matematica:
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1

1 o
GIItetal = — 3" (xji20)=1— ———
n ‘_“'( ) ) nXl-4(Xi=0)

n: numero total de brazos cromosémicos estudiados.

Xi: datos obtenidos para cada segmento.

Por otra parte, el IIG total se puede descomponer en distintas fracciones para el
calculo de la porcion de genoma por cada tipo de aberracién (ganancia o pérdida),

unicamente cambiando la etiqueta x# 0 por xi= +1 y x; = -1, respectivamente:
GII ganancias — %zz‘:i(xl — +1) GII pérdidas — izrzi(xi — _1)

n: numero total de brazos cromosémicos estudiados.

Xi: datos obtenidos para cada segmento.

Se consideraron cromosdmicamente estables aquellos tumores con menos de
un 20% de segmentos alterados, definiendo como MACS los tumores con 1-4

cromosomas inestables y EMS.

Por ultimo, para establecer un perfil de inestabilidad de las muestras estudiadas
se realizaron curvas de frecuencia de IC y la descripcion de las CNV (Copy Number
Variation) o de las regiones cromosdmicas recurrentemente alteradas, calculando la
cifra promedio alteracién en cada tumor y en la muestra completa. Estas alteraciones
fueron trasladadas a cada localizacion tumoral con el fin de establecer patrones
especificos de las mimas en cada localizacion (colon derecho, colon izquierdo y recto)
y, en aquellos casos estadisticamente significativos, presuponer una via de

carcinogénesis especifica de dicha localizacion.

5. Estudio del fenotipo metilador de islotes CpG (CIMP)

Para el analisis del CIMP es necesario estudiar el estado de metilaciéon de un
panel formado por los genes: CACNA1G, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROGT1,
RUNX3y SOCS1 (Ogino S et al., 2006).
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Se define como CIMP-alto la presencia de metilacion en = 6 promotores de los
genes estudiados, CIMP-bajo la presencia de 1 a 5 promotores metilados y CIMP-0 la

ausencia de metilacion (Ogino S et al., 2007).

Para el analisis de la metilacion en los promotores de los genes estudiados se
utilizé la técnica MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) (Nygren AO et al., 2005) y utilizando nuevamente el kit SALSA MLPA
(MEO42-B1, MRC-Holland). El producto resultante de este analisis fue sometido a una
electroforesis capilar en un analizador 3700-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) y su lectura en forma de picos se realiz6 usando el software Genemapper
v3.5. Por ultimo, se calcul6 el indice de metilacion total dividiendo el area de una sonda

digerida Hhal y su equivalente no-digerido.

Como se comentado previamente, una vez analizado el CIMP podemos
subdividir las muestras en los 4 subtipos de consenso molecular (SCM) de la
clasificacion molecular, definiéndose un quinto grupo posible con EMS y estabilidad de
cromosomas (MACS):

- IMS-CIMP-alto.

- IMS-CIMP bajo/0.
- EMS-CIMP-alto.

- EMS-CIMP bajo/0.
- MACS.

6. Estudio del estado mutacional de BRAF

Para el estudio de las mutaciones en BRAF se analizo6 la region V600E del exdn

15, la cual es responsable de mas del 90% de las mutaciones en este gen. Para su
anadlisis se utiliz6 HRM (Hight Resolution Melting) en el sistema LightCycler® 480 de
Roche (Roche Diagnostics). Los primers fueron disefiados siguiendo las indicaciones
del sitio NCBI Primer-BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast), utilizando
las secuencias:

e Sentido: 5- AATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGA - 3.

e Antisentido: 5'- GCAGCATCTCAGGGCCAAAA - 3",

La mezcla de la PCR y las condiciones para su analisis se encuentran detalladas

en el Anexo 2.
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7. Estudio de variantes somaticas mediante NGS (Next Generation

Sequencing)

La metodologia empleada para el estudio de posibles variantes somaticas en los
tumores fue la NGS usando el secuenciador lon PGM™ System (Thermo Fisher
Scientific Inc.) y un panel comercial, lon Ampliseq™ Cancer Hotspot Panel v2 (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Este panel contiene regiones hotspot de 50 genes implicados en
cancer (Tabla 11l.7) y se compone de 207 parejas de primers incluidos en un pool que
amplifican fragmentos de ADN (amplicones) de un tamafio entre de 111-187 pb (media:

154 pb). El proceso se encuentra detallado en el Anexo 2.

Tabla lll.7. Listado de genes incluidos en el panel de NGS
ABL1 EGFR GNAS KRAS PTPN11
AKT1 ERBB2 GNAQ MET RB1
ALK ERBB4 HNF1A MLH1 RET
APC EZH2 HRAS MPL SMAD4
ATM FBXW7 IDH1 NOTCH1 SMARCB1
BRAF FGFR1 JAK2 NPM1 SMO
CDH1 FGFR2 JAK3 NRAS SRC
CDKN2A FGFR3 IDH2 PDGFRA STK11
CSF1R FLT3 KDR PIK3CA TP53
CTNNB1 GNA11 KIT PTEN VHL

Tras la secuenciacion, se realizé un analisis bioinformatico revisando los
resultados mediante Torrent Suite™ Software (Thermo Fisher Scientific Inc.), se
estudio datos técnicos tales como la densidad y uniformidad de la carga y el tamafio
de los fragmentos o la cobertura conseguida. Utilizando ese mismo software, se llevo
a cabo un analisis denominado alignment por el que las secuencias obtenidas fueron
alineadas frente al genoma de referencia humano (hg19) obteniéndose los archivos
.bam'y .bam bai. Y se realiz6 un proceso llamado variant calling (somatic) con el fin de
obtener una aproximacion de las variantes, SNV o indels, detectadas en cada
muestra. En este analisis, se incluye un filtrado a nivel técnico que descarta
secuencias con valores de calidad menores a Q20, el cual es el limite que admite una
base nucleotidica erronea cada 100 bases. Tras este proceso se obtuvieron los
archivos .vcf. Este Ultimo archivo se transfiri a lon Reporter™ Sofware (Thermo

Fisher Scientific Inc.) generando archivos equivalentes en formato .x/s que contienen
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las variantes alélicas detectadas junto con parametros relevantes e informacion de

diferentes bases de datos y predictores in silico (Tabla 111.8):

Tabla 111.8. Fichero obtenido tras el andlisis bioinformatico utilizando Torrent Suite™ Software
e lon Reporter™ Sofware (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Variant Name

% Frequency
Strand

Exon

Transcript

Coding

Amino Acid Change

Variant Effect
PhyloP
SIFT

Grantham
PolyPhen
PFAM
dbSNP

DGV

MAF

EMAF

AMAF

GMAF

UCSC Common
SNPs

COsMIC

OMIM

Gene Ontology

DrugBank
ClinVar

Allele Coverage

Allele Ratio
p-value
Phred QUAL Score

Parametros Descripcion
Run RunID
Sample  Sample ID
Barcode  Bardode ID
Locus  Variant genomic position (hg19)
Genotype  Sample genotype
Ref  Reference allele
Type  Type of variant (SNV/insertion/deletion)
No Call Reason  No Call Reason
Genes Gene official name
Location  Variant position (exonic, intronic, utr5, utr3 ...)
Length  Variant lenght
Variant ID  Variant ID

Coverage Total of number of reads
Ref+/Ref-/Var+/Var-  Number of reference reads and number of variant reads
Homopolymer  Specified homopolymer length
Length

Variant Name

Frequency of the allele observed from the raw data
Sense of the strand (+/-)

Exon affected by the variant

RefSeq Transcript

Nucleotic affected by the variant

Aminoacid affected by the variant

Variant effect on the transcript

Pathogenicity predictor based on evolutionary conservation

Pathogenicity predictor based on sequence homology and physical properties
of amino acids

Pathogenicity predictor based on distance between two amino acids, in an
evolutionary sense

Pathogenicity predictor based on the impact produced by the change of amino
acids in the structure and function of the protein

Database of protein families that includes multiple sequence alignments
generated using hidden Markov models

Database for human single nucleotide variations, microsatellites, and small-
scale insertions and deletions

Database of Genomic Variants

Minor Allele Frequency (1000 Genomes, dbSNP database)

Minor Allele Frequency (5000Exomes EuropeanAmerican MAF)

Minor Allele Frequency (5000Exomes AfricanAmerican MAF)

Minor Allele Frequency (5000Exomes Global MAF)

Variants that are included in the UCSC Genome Browser Common SNPs
database

Expert-curated database of somatic mutations in human cancer

Online Mendelian Inheritance in Man® database

Database that contents information of functions of specific genes

List of drugs known to target the gene affected by the variant

The impact values of the variant that observed in the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) ClinVar database

Number of reads supporting the called allele

Non reference allele frequencies

Statistical confidence of that call

Quality score of the identification of the nucleobases generated by automated
DNA sequencing
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Partiendo de cada uno de los ficheros anotados con las variantes
correspondientes en formato .xIs e identificados mediante el cédigo de la muestra y el
paciente, ademas de los datos relativos a la carrera (barcode y run), se realizé una

unificacion en un solo archivo.

La priorizacion de variantes parte de ese Unico fichero, aplicando como primer
criterio la eliminacion de las variantes que poseian una frecuencia alélica (VAF: variant
allele frequency) inferior a 8% considerandose como posibles artefactos formados
durante el procedimiento. El siguiente filtro consistié en descartar aquellas variantes
presentes en una frecuencia superior a 1% en la poblacion general (MAF: minor allele
frequency) como posibles polimorfismos, donde se utilizaron diferentes bases de datos
(Tabla 111.9). Después, se realiz6 la seleccion de variantes localizadas en los genes
claramente relacionados con CCR. El siguiente filtro consistio en seleccionar las
variantes que afectaban a regiones codificantes en funcién del efecto de la variante
(nonsense, frameshift insertion, frameshift deletion, stop loss, missense, nonframeshift
insertion, nonframeshift deletion, synonymous), priorizando en aquellas que
claramente alteran la funcionalidad. A continuacion, se realizé un cribaje manual
visualizando las variantes susceptibles de ser relacionadas con la enfermedad
mediante el software Integrative Genomics Viewer (IGV; Broad Institute). Asi como su
evaluacion a través de multiples bases de datos (Tabla 111.9), predictores in silico

(Tabla 111.10) o busqueda de informacion en la literatura cientifica (Li et al., 2017).

Tabla I11.9. Bases de datos o recursos relevantes para la interpretacion de variantes. BD: Base de
datos (Modificado de Li et al., 2017).

Tipo de BD BD Enlace web
1000 Genomes Project http://browser.1000genomes.org
Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/EVS
. dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
BD poblaciones . .
dbVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
ExAC http://exac.broadinstitute.org
gnomAD https://gnomad.broadinstitute.org
ClinVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
Human Gene Mutation http://www.hgmd.org
Database
BD de patologias 0 |eiden Open Variation http://www.lovd.nl

mutaciones utiles  Database
para la interpretacion

de variantes InSiGHT https://www.insight-group.org/variants/databases/
genodmicas en cancer dbNSFP https://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP
Ensemble Variant Effect http://www.ensembl.org/info/docs/ tools/vep/index.html
Predictor
OMIM https://www.omim.org
Catalog of Somatic http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

BD especificas de
cancer

Mutations in Cancer

My Cancer Genome http://www.mycancergenome.org
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Personalized cancer
therapy, MD Anderson
Cancer Center

cBioPortal
Intogen
ClinicalTrials.gov

IARC (WHO) TP53 mutation
database

Pediatric Cancer Genome
Project

International Cancer
Genome Consortium

https://pct.mdanderson.org

http://www.cbioportal.org
https://www.intogen.org/search
https://clinicaltrials.gov
http://p53.iarc.fr

http://explorepcgp.org

https://dcc.icgc.org

Repositorios de
secuencias y
servidores de datos
e informacion

NCBI Genome
RefSeqGene

Locus Reference Genomic
UCSC table browser
Ensemble BioMart

Varsome The Human
Genomics Community

Pubmed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ rsg
http://www.Irg-sequence.org
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/ hgTables
http://useast.ensembl.org/biomart/ martview
https://varsome.com

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Tabla Ill. 10. Algoritmos computacionales de prediccion del impacto funcional (predictores
in silico) provocado por variantes gendémicas. SNV: single nucleotide variants (Modificado
de Li et al., 2017).

Tipo de
predictores

Predictores

Enlace web

Missense SNV

PolyPhen

SIFT
MutationAssessor
MutationTaster
PROVEAN

Condel

CADD

GERP++

PhyloP and PhastCons

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
http://sift.jcvi.org
http://mutationassessor.org
http://www.mutationtaster.org
http://provean.jcvi.org/index.php

http://bg.upf.edu/blog/2012/12/condel-for-prioritization-of-
variants-involved-inhereditary-diseases-and-transfic-for-
cancer

http://cadd.gs.washington.edu

http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/inde
x.html

http://compgen.bscb.cornell.edu/phast

Splice site

Human Splicing Finder

MaxEntScan

NetGene2
NNSplice

GeneSplicer

SplicePort

http://www.umd.be/HSF

http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scor
eseq.html

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl
.shtml

http://spliceport.cbcb.umd.edu/

97




ll. MATERIAL Y METODOS

Para la interpretacion de las variantes somaticas se tuvo en cuenta su
impacto en la clinica (Tabla 111.11) y se considerd su actuacion como posible

biomarcador terapéutico, de diagndstico o prondstico (Li et al., 2017).

Tabla 11l. 11. Evidencias clinicas para la interpretacién de variantes somaticas. FDA: Food
and Drug administration (Li et al., 2017).

Variantes patogénicas - fuerte evidencia clinica

Existen terapias aprobadas por la FDA
Variantes incluidas en las guias profesionales

Evidencias fuertes en multiples estudios consensuadas por expertos

Variantes probablemente patogénicas - potencial evidencia clinica

Existen terapias para diferentes tipos de cancer aprobados por la FDA o actualmente hay ensayos clinicos
Evidencias consensuadas en multiples estudios

Hay ensayos pre-clinicos o existen algunos casos reportados aun sin consenso

Variantes inciertas - evidencia clinica desconocida

La frecuencia alélica no es relevante ni en las bases de datos de poblacién general ni en las especificas de
cancer

No hay evidencias suficientes publicadas que muestren la asociacién con el cancer

Variantes benignas o probablemente benignas

La frecuencia alélica es alta en la poblacidn general o sub-poblaciones de adultos sanos

No existen evidencias publicadas que muestren la asociacién con el cancer

Los genes que componian el panel de NGS estudiado fueron agrupados por
vias de sefalizacion basandonos en datos de la literatura cientifica y en herramientas
que nos permitieron registrar las redes de interaccion molecular como Gene Ontology
(GO) (Consortium et al., 2000) o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(Kanehisa and Goto, 2000). En esta direccion, las vias de sefializacion se agruparon
segun los procesos celulares que regulan en supervivencia celular (TGF-, MAPK,
STAT, PI3K, RAS, Ciclo celular/Apoptosis), destino celular (NOTCH, Hedgehog, WNT,
modificacion de la cromatina, regulacion transcripcional) y mantenimiento del genoma
(control del dafio en el ADN) (Tabla 111.12) (Vogelstein et al., 2013).

En la evaluacion, se compar¢ tanto las vias de sefializacion alteradas como los

procesos celulares afectados en el tumor inicial y en el tumor metacroénico.
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Tabla lll. 12. Listado de genes que componen el panel de NGS agrupados por vias
funcionales y procesos celulares.

Procesos celulares Vias de sefializacion Genes

ABL1
. . CDKN2A
Ciclo celular / Apoptosis NPM1
RB1
AKT1
PI3K PIK3CA
PTEN
ALK
CSFI1R
EGFR
ERBB2
PI3K; RAS ERBBA
MET
PDGFRA
RET
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FLT3
KIT
VHL
GNA11

PI3K; RAS; MAPK GNAQ
KDR

PI3K; RAS; MAPK; STAT SRC
BRAF
HRAS
RAS KRAS
NRAS
PTPN11
JAK2
STAT JAK3
MPL
TGF-B SMAD4

P13K; TGF-B; RAS GNAS

Supervivencia celular PI3K; RAS; STAT

APC
CDH1
WNT CTNNB1
HNF1A
Hedgehog SMO
. EZH2
Destino celular \DH1
Modificacién de la cromatina IDH2
SMARCB1
mTOR STK11
FBXW?7
NOTCH NOTCH1

o ATM
Control dafio en el ADN MLH1

Mantenimiento del
genoma Ciclo celular / Apoptosis; Control dafio en el
ADN TP53
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8. Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo, las variables cualitativas fueron expresadas por el
numero de casos (n), asi como por el porcentaje con respecto al total de casos de la
variable en cuestiéon. Las variables cuantitativas fueron expresadas mediante la media

y la desviacion estandar (DS).

Para el andlisis comparativo de las caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas,
familiares, genéticas e inmunohistoquimicas, se utilizaron la prueba de Chi cuadrado
(7)) de Pearson para variables categoricas o el test exacto de Fisher (test no

paramétrico).

En cuanto al analisis de las variables de evolucion de la enfermedad, las medias
de las edades de aparicion (variables continuas) se compararon mediante el test de T
de Student para muestras independientes y la prueba estadistica de ANOVA cuando se
compararon variables continuas de mas de dos categorias. Para el analisis de la
supervivencia libre de recidiva se emple¢ el test de T de Student y para el analisis de

supervivencia global el test de Kaplan-Meier.

Para el analisis de CGH las regiones minimas se codificaron como -1 (pérdidas),
0 6 1 (ganancias), para la busqueda de significacion se empleé el analisis univariante y
multivariante, considerando la localizacion tumoral en todos los casos y empleando R

Statistical Software® (prueba de Levene de igualdad de varianzas).

Para la realizacion de estas pruebas se utilizé el programa estadistico SPSS
v.20.0 para Windows (Chicago, lllinois, USA). Las diferencias fueron consideradas

significativas cuando el valor de p fue menor de 0.05.
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1. Resultados en pacientes con CCR de aparicion tardia

1.1. Resultados globales del grupo de CCRAT

Fueron incluidos para estudio 97 pacientes consecutivos con edad = 70 afos
con diagndstico de CCR (adenocarcinoma). Si bien la muestra inicial fue de 97
pacientes, no se pudieron realizar estudios anatomopatolégicos 0 moleculares en
algunos de los casos, bien porque solo se disponia de material de la biopsia tumoral
(generalmente en las presentaciones en estadio 1V) o bien porque tras la realizacion de
las distintas técnicas no quedaba disponible mas material tumoral. Por ello, los
porcentajes de las distintas caracteristicas varian sobre el total de los pacientes

estudiados, como ademas se indica en las correspondientes tablas.

Los resultados globales del grupo de CCRAT se encuentran resumidos en las
tablas IV.1 y IV.2 y han sido parcialmente publicados en el articulo “Differential
clinicopathological and molecular features within late-onset colorectal cancer according

to tumor location” (Brandariz L et al., 2018) (Anexo 3).

1.1.1. Caracteristicas clinicas y de seguimiento

De los 97 pacientes incluidos, la edad media al diagndstico fue de 77.92 afios
(DE 5.73), de los cuales 50 pacientes (51.5%) eran varones y 47 pacientes (48.5%) eran

mujeres.

El andlisis de la SLE objetivd una media de 21.68 meses (DE 22.33). La SG
fue de 69.83 meses (desviacion estandar (DE) 11.23). La presencia de recidiva tumoral
durante el seguimiento se objetivo en el 14.3% de los pacientes. La mortalidad a 5 afios

global, relacionada y no relacionada con cancer, fue del 30.9%.

105



IV. RESULTADOS

Es llamativa la importante asociacion de pélipos previos al diagnéstico o durante
el seguimiento, siendo evidenciados en el 63.9% de los pacientes, con un numero medio
de polipos diagnosticados de 2.7 (DE 4.67), de los cuales los pdlipos adenomatosos
fueron predominantes (61.3%), con un 9.7% de pdlipos hiperplasicos y un 29% de

polipos mixtos.

De los 97 pacientes, 33 (34%) fueron diagnosticados de neoplasias primarias
multiples, diferentes de CCR, con un total de 18 tumores: 4 adenocarcinomas de
prostata (22.22%), 4 adenocarcinomas gastricos (22.22%), 2 carcinomas de endometrio
(11.11%) y 1 caso de micosis fungoide, melanoma, ovario, sarcoma de Ewing, cancer
de rindn de células claras, leucemia linfatica cronica, cancer de pulmén, y tumor
carcinoide gastrico. La presencia de CCR sincrénico y/o metacrénico se evidencio en
un total de 21 pacientes (21.6%) (tabla IV.1).

1.1.2. Caracteristicas familiares

En cuanto a los antecedentes familiares, 12 pacientes (12.4%) presentaron
historia familiar de neoplasias relacionadas con SL, de los cuales 1 paciente presentaba
criterios de Amsterdam para el diagnéstico de SL, si bien éste no se confirmé finalmente
ni por determinacion de IMS ni por la inmunohistoquimica de las proteinas de genes
MMR. Los principales tumores agregados, relacionados con SL, fueron: CCR (38.1%),
cancer gastrico (23.81%), cancer de ovario (9.52%), cancer de pancreas (9.52%),
cancer de utero (4.76%), cancer de vejiga (4.76%), cancer de vesicula biliar (4.76%) y

tumor cerebral (4.76%).

En 6 pacientes existian antecedentes familiares de neoplasias no relacionadas
con SL (6.2%). Los tumores asociados fueron: cancer de mama (36.36%), cancer de
prostata (18.18%), cancer de pulmon (18.18%), hepatocarcinoma (9.1%), linfoma (9.1%)
y cancer labial (9.1%). El cancer de mama y de préstata fueron considerados como
neoplasias no relacionadas con el SL, aunque estudios recientes parecen indicar un
aumento de su riesgo y relacion en los pacientes con este sindrome. Por el contrario,
como era esperable en este grupo de edad, el 80.4% de los pacientes no presentaron
antecedentes familiares de neoplasias relacionadas y no relacionadas con SL, siendo

diagnosticados de CCR de tipo esporadico (tabla IV.1).
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1.1.3. Caracteristicas anatomopatoldgicas

La localizacién menos frecuente fue el colon izquierdo (22.7%), con porcentajes
similares en el colon derecho y el recto (39 y 38%, respectivamente). La mayoria de los
tumores fueron diagnosticados en estadio Il de la clasificacion AJCC/TNM (49.5%), con
escasa presencia de pacientes con tumores precoces (Unicamente el 5% fueron
diagnosticados en estadio 1), con un 45% aproximadamente de pacientes

diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad (estadios Il y 1V).

A nivel histopatoldgico, una de las principales caracteristicas en este grupo de
edad es la baja presencia de tumores con bajo grado de diferenciacion (4%),
evidenciandose moderado y alto grado de diferenciacién en el 72.2 y 23.3% de los
pacientes, respectivamente. No obstante, a pesar de la baja presencia de tumores
pobremente diferenciados, es llamativa la elevada presencia de componente mucinoso

(19.8%), con escasa aparicion de células en anillo de sello (2.2%) (tabla IV.1).

Tabla IV.1. CARACTER,I'STICAS CLINICAS, FAMILIARES Y
ANATOMOPATOLOGICAS GLOBALES DEL CCRAT

n (0/0)

Pacientes 97 (100)
Edad media al diagnéstico (afios, DE) 77.92 (5.73)
Sexo:

Mujer 47 (485)

Varén 50 (51.5)
Localizacion tumoral:

Colon derecho 38 (39.2)

Colon izquierdo 22 (22.7)

Recto 37 (38.1)
Supervivencia global (meses, DE)
(IC 95%) 69.83 (11.23)
Supervivencia libre de enfermedad (meses, DE) (IC 95%) 21.68 (22.33)
Recidiva tumoral (%) 14.3
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Mortalidad global a 5 aiios (%)

30.9

Pélipos asociados

62/97 (63.9)

Numero de pélipos (DE) 2.7 (4.67)
Tipo de polipos:
Adenomatosos 38/62 (61.3)
Hiperplasicos 6/62 (9.7)
Mixtos 18/62 (29)
Neoplasias primarias maultiples 33/97 (34)

CCR sincronico y/o metacronico

21/97 (21.6)

Antecedentes familiares de cancer:

Amsterdam IT 1/97 (1)
Neoplasias relacionadas con SL 12/97 (12.4)
Neoplasias no relacionadas con SL 6/97 (6.2)
Esporadicos 78/97 (80.4)
Estadio tumoral (AJCC/TNM):

I 5(5.2)

I 48 (49.5)
I 25(25.8)
v 19 (19.6)

Grado de diferenciacion:
Alto
Moderado
Bajo

21/90 (23.3)
65/90 (72.2)
4/90 (4.4)

Componente mucinoso

18/91 (19.8)

Células en anillo de sello

2/91 (2.2)

n: nimero total de pacientes; DE: desviacion estandar; IC: intervalo de confianza.

* El estudio del grado de diferenciacion se realizé sobre 90 pacientes y el andlisis del componente

mucinoso y la presencia de células en anillo de sello sobre 91, debido al pequefio tamafio de la

muestra de tumor en varios casos.

1.1.4. Caracteristicas moleculares

Las caracteristicas moleculares globales de este grupo de pacientes se

encuentran detalladas en la tabla IV.2.
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En cuanto al andlisis de la via de la IMS, como se ha detallado previamente,
fueron considerados dos grupos de pacientes: IMS-alta (o simplemente IMS) y EMS
(incluyendo los casos con EMS e IMS-baja). Unicamente se objetivo IMS en el 9.3% de
los pacientes, la mayoria asociados a mutaciones en BRAF"%%F o hipermetilacion en su
promotor (7.2%). De los 9 casos con IMS, se observé déficit de expresion de MLH1 y
PMS2 en 5 casos, so6lo déficit de expresion de MLH1 en 2 casos y en 2 casos déficit de
expresion de MSH2 y MSH6. En este ultimo caso se comprobd la presencia de mutacion
germinal en el gen MSH2 por lo que fue diagnosticado de SL, en posible relacién con

una mutacion de novo, ya que no cumplia criterios de Amsterdam.

De los 90 casos estudiados para la via del fenotipo metilador, la mayoria (48.9%)
fueron CIMP-0. Como se preveia, los casos de CIMP-alto (24.4%) se encontraban en
relacion con los casos de IMS de tipo esporadico. Se unificaron los tumores CIMP-0 y
CIMP-bajo en una unica clasificacion, CIMP-0/bajo. Se definieron cuatro categorias de
tumores: IMS-CIMP-alto, EMS-CIMP-alto, IMS-CIMP-0/bajo y EMS-CIMP-0/bajo (Ogino
S y Goel A, 2008). En el conjunto de pacientes ancianos predominaron los tumores con
EMS-CIMP-0/bajo (73.3%).

El estudio de la IC mediante arrays de CGH se pudo realizar en 86 muestras
debido a la presencia de material tumoral suficiente. En el conjunto de pacientes
ancianos, el 35% no presentaron ningun cambio en cromosomas completos. Lo mas
llamativo de este analisis fue que la alteracion en el numero de copias (ANC) por caso
fue menor del 50%, con un porcentaje de ganancias del 18.25% y un porcentaje de

pérdidas del 21.52%, con una media de cromosomas alterados de 3.36 (tabla IV.2).

Las alteraciones recurrentes mas frecuentes a nivel global fueron las pérdidas
en 5913 y 14q11 y las ganancias en 7q11, 7921-g22, 19p13-p12, 19913 y 20p11-q11,
las cuales se encuentran reflejadas en tabla complementaria 1 y que seran detalladas
mas adelante, segun su localizacion tumoral. En cuanto al [IG fue menor para

ganancias y pérdidas, y mayor para normalidad (tabla IV.2).
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Tabla IV.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES GLOBALES DEL CCRAT

n (%)

IMS 9/97 (9.3)
Mutacion en genes MMR 1/97 (1)
Mutacion en BRAF 7/97 (7.2)
CIMP:

CIMP-0 44/90 (48.9)

CIMP-bajo 24/90 (26.7)

CIMP-alto 22/90 (24.4)
Clasificacion molecular segin la IMS y el CIMP:

IMS- CIMP-alto 7/90 (7.8)

IMS- CIMP-0/bajo 2/90 (2.2)

EMS- CIMP-alto 15/90 (16.7)

EMS- CIMP-0/bajo 66/90 (73.3)
1G:

Ganancias 0.147055

Pérdidas 0.200192

Normal 0.652745
ANC por caso: 46.40

Total de ganancias 18.25

Total de pérdidas 21.52
Media de cromosomas completos alterados 3.36

n: numero total de pacientes; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de
microsatélites; genes MMR: genes reparadores de ADN; CIMP: fenotipo metilador de islotes de

CpG:; lIG: indice de inestabilidad gendémica; ANC: alteracion en el nimero de copias.

1.2. Analisis del CCRAT, segun su localizacién tumoral

Los resultados del estudio comparativo del CCRAT segun su localizacién tumoral

se encuentran resumidos en las tablas IV.3 y IV.4.

De los 97 pacientes estudiados, como se ha descrito previamente, 38 (39.2%)
presentaban cancer de colon derecho, 22 (22.7%) cancer de colon izquierdo y 37

(38.1%) cancer de recto. La edad media al diagndstico fue de 79 afos en el caso de
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tumores derechos, 74.8 afios en tumores izquierdos y 78.5 afios en tumores de recto,

encontrandose una diferencia estadisticamente significativa (p=0,015).

En cuanto a la distribucion por sexo, existe una clara tendencia de tumores de
colon derecho en mujeres (65.8%) frente al resto de localizaciones, siendo esta
incidencia estadisticamente significativa (p=0.023) y claramente diferenciada respecto
al grupo de varones, en el cual existio un predominio de tumores de colon izquierdo y

recto (63.6 y 62.2%, respectivamente), respecto al colon derecho (34%) (tabla 1V.3).

La SG en meses fue claramente menor en los pacientes con cancer de recto y
de colon derecho (31.6 y 45.9 meses de media, respectivamente), respecto a los
tumores izquierdos (96.95 meses de media), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa en el caso de los tumores rectales (p=0.024). La SLE en meses fue muy
similar en los grupos de cancer de colon derecho e izquierdo (31.68 meses de media en
ambos) y claramente inferior en el grupo de cancer de recto (16.25 meses de media),
aunque no estadisticamente significativa. El porcentaje de pacientes con recidiva
tumoral fue menor en el grupo de cancer de recto, probablemente en relacion con la
menor SLE y SG, aunque no estadisticamente significativa, al igual que la mortalidad a
5 afos, mayor en el grupo de cancer de recto y cancer de colon derecho, respecto a los

tumores izquierdos (tabla IV.3).

Como se comentd previamente, es llamativa la presencia de pdlipos en el
CCRAT previos al diagndstico o durante el seguimiento, siendo diagnosticados en el
64% de los pacientes, presentando una distribucion similar entre las tres localizaciones.
El numero medio de podlipos asociados fue mayor en el colon izquierdo (5.41), respecto
al colon derecho (1.78) y el recto (2), aunque no estadisticamente significativo. El mayor
numero de pdlipos asociados fue de tipo adenomatoso, especialmente en la localizacion
rectal (72%), siendo llamativa la ausencia de pdlipos hiperplasicos en la localizacién

izquierda, aunque con diferencias no significativas.

Los pacientes con neoplasias primarias multiples presentaron menor tendencia
en el grupo de localizacion rectal (24.3%), aunque no significativa, al igual que en el

CCR sincrénico y/o metacrénico con una menor tendencia en el recto (11.1%) y mayor
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en el colon izquierdo (36.4%), con diferencias tampoco significativas entre los tres

grupos (tabla 1V.3).

1.2.2. Caracteristicas familiares

Aunque a nivel global la mayoria de los tumores fueron de tipo esporadico
(80.4%), la menor proporcion de casos esporadicos (55.5%) se observo en los tumores
de colon izquierdo, frente a los tumores de recto con un 92%, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.002). El porcentaje de neoplasias relacionadas con
SL fue mayor en tumores izquierdos (27.3%), sin evidencia de estas en la localizacion
rectal. En cuanto a la presencia de neoplasias no relacionadas con SL, la localizacién
mas frecuente fue el colon izquierdo seguida del recto, aunque sin diferencias

significativas (9.1 y 8.1%, respectivamente) (tabla 1V.3).

1.2.3. Caracteristicas anatomopatoldgicas

La mayoria de los pacientes presentaron estadios intermedios (Il y Ill) de la
enfermedad al diagndstico, sin diferencias en el analisis por localizaciones respecto al
estudio global, evidenciando el mayor porcentaje de tumores en estadio IV en la
localizacion rectal (27.8%), con resultados similares en todas las localizaciones en

cuanto a tumores poco avanzados (estadio I).

En relacién con el grado de diferenciacion tumoral, la mayoria de los pacientes
presentaron tumores con moderado y alto grado de diferenciaciéon, con el mayor
porcentaje de tumores pobremente diferenciados en el colon derecho (8.6%), sin
evidenciar ningun tumor pobremente diferenciado en la localizacién izquierda. Si se
observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se analizé por
localizaciones el importante componente mucinoso de los tumores en este grupo de
edad, siendo predominante en los tumores de colon derecho, con un 34.3% de tumores
mucinosos frente al 9.1 y 11.8% de las localizaciones izquierda y rectal,
respectivamente. No se observaron diferencias significativas respecto a la presencia de
células en anillo de sello, evidenciandose su presencia Unicamente en 2 casos de

localizacion rectal (tabla IV.3).
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Tabla IV. 3. CARACTERISTICAS CLINICAS, F AMILIARES Y
ANATOMOPATOLOGICAS DEL CCRAT SEGUN SU LOCALIZACION TUMORAL

Global Colon . Co.lon Recto
derecho izquierdo p(X?)
0, (1)
" %) n (%) n (%) " %)
Pacientes 97 (100) 38(39.2) 22 (22.7) 37 (38.1)
Edad media al
diagnéstico (afios, DE) 77.92 (5.73) 79.08 (6.01) 74.86 (4.96) 78.54 (5.36) 0.015
Sexo:
Mujer 47 (48.5) 25 (65.8) 8(36.4) 14 (37.8) 0.023
Varoén 50 (51.5) 13 (34.2) 14 (63.6) 23 (62.2) NS
Supervivencia global
(meses, DE) 69.83 (11.23) 45.94 (4.50) | 96.95(10.26) | 31.67 (3.87) 0.024
Supervivencia libre de
enfermedad (meses, DE) 21.68 (22.33) | 31.68(34.91) | 31.68(34.91) | 16.25(14.48) NS
Recidiva tumoral (%) 14.3 20 12.5 10 NS
Mortalidad global a 5 30.9 333 19 36.4 NS
aios (%)
Pélipos asociados 62/97 (63.9) 24/38 (63.2) 13/22 (59.1) 25/37 (67.6) NS
Numero de polipos (DE) 2.7 (4.67) 1.78 (2.17) 5.40 (7.67) 2.0 (3.52) NS
Tipo de polipos:
Adenomatosos 38/62 (61.3) 13/24 (54.2) 7/13 (53.8) 18/25 (72)
Hiperplasicos 6/62 (9.7) 3/24 (12.5) 0/13 (0) 3/25 (12) NS
Mixtos 18/62 (29) 8/24 (33.3) 6/13 (46.2) 4/25 (16)
Neoplasias primarias
muiltiples 33/97 (34) 15/38 (39.5) 9/22 (40.9) 9/37 (24.3) NS
CCR sincronico y/o
metacrénico 21/97 (21.6) 9/38 (23.7) 8/22 (36.4) 4/37 (10.8) NS
Antecedentes familiares
de cancer:
Amsterdam II 1197 (1) 138 2.7) 0122 (0) 0/37 (0)
Neoplasias 0.002
relacionadas con SL 12/97 (12.4) 6/38 (15.8) 6/22 (27.3) 0/37 (0) :
Neoplasias no
relacionadas con SL 6/97 (6.2) 1/38 (2.7) 2/22 (9.1) 3/37 (8.1)
Esporadicos 78/97 (80.4) | 28/38 (73.7) 12/22 (55.5) 34/37 (91.9)
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Estadio tumoral
(AJCC/TNM):
I 5(5.2) 2(53) 1 (4.5) 2(5.6)
1 48 (49.5) 22 (57.9) 8 (36.4) 18 (50) NS
m 25 (25.8) 8 (21) 10 (45.5) 6 (16.7)
v 19 (19.6) 6 (15.8) 3(13.6) 10 27.8)
Grado de diferenciacion:
Alto 2190 (23.3) | 1035(28.6) | 522(227) | 6/33(18.2)
Moderado 65/90 (72.2) | 2235(629) | 1722(77.3) | 26/33(788) | s
Bajo 4/90 (4.4) 3135 (8.6) 0/22 (0) 133 (3)
Componente mucinoso 18/91 (19.8) 12/35 (34.3) 2/22 (9.1) 4/34 (11.8) 0.022
Células en anillo de sello | 2/91 (2.2) 0135 (0) 0/22 (0) 2/34 (5.9) NS

n: nimero total de pacientes; DE: desviacion estandar; p: grado de significacion estadistica segun

el test de Chi cuadrado (X?); NS: no significativo.

1.2.4. Caracteristicas moleculares

Las caracteristicas moleculares del CCRAT segun la localizacion tumoral se

encuentra resumidas en la tabla 1V.4.

1.2.4.1. Via de la inestabilidad de microsatélites y estado mutacional de BRAF

Como se ha comentado previamente, unicamente 9 casos presentaron IMS,
siendo la mayoria de los pacientes de este grupo estables desde el punto de vista de
los microsatélites (90.7%). El mayor porcentaje de los pacientes con IMS se objetivo en
la localizaciéon derecha (18.4%), sin evidenciar ningun caso en la localizacién rectal,
diferencias estadisticamente significativas (p=0.023). El caso no conocido previamente
con diagnostico de mutacion germinal en el gen MSH2 también se encontraba en el
colon derecho, sin evidenciar alteracién en genes MMR en el resto de las localizaciones.
La pérdida de expresion en MLH1, ya fuera sola o en su unién a PMS2, se objetivé en
7 pacientes (7.2%). De los 9 pacientes con IMS, 7 de ellos se encontraron asociados a

FV600E

mutaciones en BRA o hipermetilacion en su promotor (7.2%). Como cabia esperar,

FVBOOE

la mayoria de los pacientes con mutacion en BRA se encontraron en el grupo de
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tumores derechos, suponiendo un 13.2% de los pacientes de esta localizacién (tabla
IV.4).

1.2.4.2. Fenotipo metilador

Los tumores de colon izquierdo destacaron por presentar menor estado de
metilacion respecto al resto de localizaciones (CIMP-0 en un 66.7% de los casos),
aunque el CIMP-0 también resulto ser el estado predominante en los tumores derechos,
aunque en menor medida (47.2%). La localizacion rectal fue aquella con mayor estado

de metilacién, siendo un 36.4% de los tumores de tipo CIMP-alto.

En cuanto a la clasificacion molecular segun la IMS y el CIMP, como se comenté
previamente, en el conjunto de pacientes con CCRAT predominaron los tumores de tipo
EMS-CIMP-0/bajo (73.3%). En la localizacion derecha, al igual que en el resto de las
localizaciones, el predominio fue del tipo EMS-CIMP-0/bajo (75%), seguido por los
tumores de tipo CIMP-alto e IMS (IMS- CIMP-alto) (13.9%). El 85.7% de los tumores
izquierdos también fueron de tipo EMS-CIMP-0/bajo. En los tumores de recto, dada la
ausencia de IMS, se distinguieron dos grupos predominantes: se evidenciaron dos
grupos predominantes: los tumores con EMS y metilaciéon baja (EMS-CIMP-0/bajo)
(63,6%) y, en menor proporcion, los tumores con EMS y metilacién alta (EMS-CIMP-
alto) (36,4%). Estas diferencias resultaron estadisticamente significativas (p=0,002)
(tabla IV.4).

1.2.4.3. Via de la inestabilidad cromosémica

Para este estudio fueron validos 86 casos, de los cuales 35 se localizaron
en el colon derecho, 19 en el colon izquierdo y 32 en el recto. La IC fue mayor en los
tumores de colon derecho, no solo a expensas del lIG, sino también en cuanto a la ANC
por caso. Por el contrario, la localizacion izquierda presentd un llamativo bajo indice de
IC, siendo la localizacion rectal intermedia entre ambos, salvo en el numero de
cromosomas completos alterados en el que el recto fue la que presentdé mayor nimero
(3.76). Las diferencias entre las tres localizaciones no fueron estadisticamente

significativas.
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De los 35 casos localizados en el colon derecho, 10 no presentaron cambios en
cromosomas enteros y 25 si presentaron algun tipo de alteracion (ganancias o
pérdidas). La media de cromosomas completos alterados por caso fue de 3. La media
de ANC por caso fue de 60, con una media de ganancias de 27 y una media de pérdidas
de 33. La media de |IG para ganancias fue 0.183649, para pérdidas de 0.249820 y para
normalidad de 0.566522 (tabla IV.4).

De los 19 casos localizados en el colon izquierdo, 13 no presentaron cambios en
cromosomas enteros y solo 6 pacientes presentaron algun tipo de alteracion. La media
de cromosomas completos alterados por caso fue de 1. La media de ANC por caso fue
de 17, con una media de ganancias de 5 y una media de pérdidas de 8. En cuanto al
lIG, la media para ganancias fue de 0.101056, la media para pérdidas fue de 0.114539
y la media para normalidad de 0.784362.

Por ultimo, de los 32 casos localizados en el recto, 7 no presentaron cambios en
cromosomas enteros, evidenciando en 25 casos algun tipo de alteracion. La media de
cromosomas completos alterados por caso fue de 3.76, mayor que en la localizacion
derecha, con una media de ANC por caso de 49 (17.5 para ganancias y 17 para
pérdidas). En el analisis del IIG, la media para ganancias fue de 0.133332, la media para
pérdidas de 0.194276 y la media para normalidad de 0.672383 (tabla IV.4).

Tabla IV.4. CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL CCRAT SEGUN SU

LOCALIZACION TUMORAL
Global Colon . Co} on Recto
derecho izquierdo p(X?)
n(A’) n(%) n(o/o) n(/o)
IMS 9/97 (9.3) 7/38 (18.4) 2/22 (9.1) 0/37 (0) 0.023
Mutacion en genes 1/97 (1) 1/38 (2.6) 0/22 (0) 0/37 (0) NS
MMR
Mutacién en BRAF 7/97 (7.2) 5/38 (13.2) 1/22 (4.5) 1/37 (2.7) NS
CIMP:
CIMP-0 44/90 (48.9) 17/36 (47.2) | 14/21 (66.7) 13/33 (39.4)
CIMP-bajo 24/90 (26.7) 12/36 (33.3) 4/21 (19) 8/33 (24.2) NS
CIMP-alto 22/90 (24.4) 7/36 (19.4) 3/21 (14.3) 12/33 (36.4)
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Clasificacion molecular
segun la IMS y el CIMP:
IMS- CIMP-alto 7/90 (7.8) 536 (13.9) | 2/21(9.5) 0/33 (0)
IMS- CIMP-0/bajo 2190 (2.2) 2/36 (5.6) 0121 (0) 0/33 (0) 0.002
EMS- CIMP-alto 15/90 (16.7) 2/36 (5.6) 121 (4.8) 12/33 (36.4)
EMS- CIMP-0/bajo 66/90 (73.3) | 2736(75) | 1821(85.7) | 21/33(63.6)
1IG:
Ganancias 0.147055 0.183649 0.101056 0.133332
NS
Pérdidas 0.200192 0.249820 0.114539 0.194276
Normal 0.652745 0.566522 0.784362 0.672383
ANC por caso: 46.40 60 17 49
Total de ganancias 18.25 27 5 17.5 NS
Total de pérdidas 21.52 33 8 17
Media de cromosomas 336 3 139 376 NS
completos alterados

n: numero total de pacientes; p: grado de significacién estadistica segtin el test de Chi cuadrado
(X?); NS: no significativo; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites;
genes MMR: genes reparadores de ADN; CIMP: fenotipo metilador de islotes de CpG; IIG: indice

de inestabilidad genémica; ANC: alteracion en el numero de copias.

* Para este estudio fueron validos 86 casos, de los cuales 35 se localizaron en el colon derecho,

19 en el colon izquierdo y 32 en el recto.

Las regiones recurrentemente alteradas (ya sean ganancias o pérdidas) en las
diferentes localizaciones se encuentran reflejadas en la tabla complementaria 1. Las
regiones recurrentemente alteradas, ya fueran ganancias o pérdidas, fueron algo

mayores en la localizacidon derecha, seguida por la localizacion rectal.

Individualmente, las regiones recurrentemente alteradas mas frecuentes en la
localizacion derecha fueron las ganancias en 7q11.21 y 79q11.23, y las pérdidas en
18922.1-22.3; en la localizacién izquierda, las pérdidas en 10q11.21-11.23; y en la
localizacién rectal, las ganancias en 7q11.22-11.23. Las Unicas regiones recurrentes
observadas en las tres localizaciones fueron las ganancias en 7911.22-11.23 y en
20g11.1-g11.23. Existen cuatro regiones recurrentes comunes a la localizacion derecha
e izquierda: las pérdidas en 18912.1-12.2, 18g21.1 y 18922.1-23; y las ganancias en
7p22.1. Unicamente se apreciaron dos regiones recurrentemente alteradas comunes a

la localizacion izquierda y rectal, que fueron las pérdidas en 5p15.33-15.31 y las
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alteraciones en 1g21.1-21.2. Por ultimo, hay que destacar la elevada proporcion de

regiones recurrentemente alteradas comunes a la localizacion derecha y rectal.

2. Resumen de resultados en pacientes con CCR jovenes

Los resultados del analisis del grupo de pacientes con CCRJ se encuentran
descritos y publicados en la tesis doctoral “Caracteristicas diferenciales de las
principales vias de carcinogénesis del cancer colorrectal de aparicién precoz segun su
localizacion” (Fernandez-Miguel T, 2021) y en el articulo titulado “Classifying early-onset
colorectal cancer according to tumor location: new potential subcategories to explore”

(Perea J et al., 2015), por lo que se describe un resumen de dichos resultados que,

posteriormente, se ampliara en el analisis comparativo con el grupo de CCRAT.

En la tabla

IV.5 se resumen las caracteristicas clinicas, familiares y

anatomopatologicas y en la tabla IV.6 las caracteristicas moleculares segun su

localizacion tumoral, del grupo de pacientes con CCRJ.

Tabla 1V.S5. CARACTERISTICAS CLINICAS, F AMILIARES Y .
ANATOMOPATOLOGICAS GLOBALES DEL CCRJ SEGUN SU LOCALIZACION

TUMORAL
Global Colon . Co} on Recto
derecho izquierdo p (X}
o, 0,
n (%) n (%) n (%) n (%)
Pacientes 82 (100) 20 (24) 35 (43) 27 (33)
Edad media al diagnéstico (afios, DE) 39.6 (4.9) 39.1(6) | 39.3(42) | 40.2(4.9) NS
Sexo:
Mujer 33 (40.2) 10 (50) 13 (37) 10 (37) NS
Varén 49 (59.8) 10 (50) 22 (63) 17 (63)
Supervivencia global (meses, DE)
180.03 76.67
(IC 95%) 140.90 (9) (11.28) (6.82) 64.79 (8.32) | <0.001
Supervivencia libre de enfermedad
(meses, DE) (IC 95%) 50.8(39.9) | 72.4(42.6) | 48.7(37.2) | 36.7(35.2) 0.006
Recidiva tumoral n (%) 10 (12.19) 4(21.1) 3(11.5) 3(17.6)
Mortalidad global n (%) 25(30.48) 2 (10) 10 (28.6) 13 (48.1)
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Pélipos asociados 46 (56) 14 (70) 21 (60) 11 (41) NS
Nimero de pélipos (DE) 1.8 (2.5) 3(3.2) 1.6 (1.9) 1.2 (2.3) 0.046
Tipo de polipos:

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

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

Mixtos 16 (35) 7(50) 7(33) 2 (18) NS
Neoplasias primarias miultiples 11 (13) 5(25) 4(11) 2(7) NS
CCR sincronico y/o metacrénico 5(6) 4 (20) 0(0) 1(4) 0.01
Antecedentes familiares de cancer:

Amsterdam IT 15 (18) 8 (40) 6 (17.1) 1(3.7)

Neoplasias relacionadas con SL 27 (33) 7 (35) 6(17) 14 (51.8) 0.006
Neoplasias no relacionadas con SL 9(11) 1(5) 6(17) 2(7.4)
Esporadicos 31 (38) 4 (20) 17 (48) 10 37)
Estadio tumoral (AJCC/TNM):

I 23 (28) 4 (20) 12 (34) 7 (26)

I 26 (32) 12 (60) 12 (34) 2(7)

I 14 (17) 3(15) 309 8(30) 0.002

v 19 (23) 1(5) 8(23) 10 (37)

Grado de diferenciacion:

Alto 20/60 (33.3) | 5/16 (31.3) | 9/24 (37.5) 6/20 (30) NS

Moderado 32/60 (53.3) | 7/16 (43.8) | 12/24 (50) 13/20 (65)

Bajo 8/60 (13.3) 4/16 (25) | 3/24 (12.5) 1/20 (5)
Componente mucinoso 19/60 (32) | 6/16(37.5) | 8/24(33) 5/20 (10) NS
Células en anillo de sello 4/60 (7) 0/16 (0) 2/24 (8) 2/20 (10) NS

n: numero total de pacientes; DE: desviacién estandar; IC: intervalo de confianza; p: grado de

significacion estadistica segtn el test de Chi cuadrado (X?); NS: no significativo.

*Si bien la muestra inicial fue de 82 pacientes, no se pudieron realizar estudios anatomopatologicos

y/0 moleculares en algunos de los casos, bien porque sélo se disponia de material de la biopsia

tumoral, generalmente en las presentaciones en estadio IV o los pacientes con carcinoma in situ

extirpado endoscopicamente, o porque tras la realizacion de las distintas técnicas no quedaba

disponible mas material tumoral. Por ello, los porcentajes de las distintas caracteristicas varian

sobre el total de los pacientes estudiados.

Tabla IV. 6. CARACTERISTICAS MOLECULARES GLOBALES DEL CCRJ SEGUN SU

LOCALIZACION TUMORAL
Global Colon . Co.l on Recto
derecho izquierdo p(X?)
n (%) n (%) n (%) n (%)
IMS 12/81 (14.8) 6/20 (30) 6/35 (17) 0/26 (0) 0.016
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Mutacion en genes 10/82 (12.2) 6 (30) 4(11) 0(0) 0.009
MMR
Mutacién en BRAF 7/71 (1.4) 0/18 (0) 1/31 (3.2) 0/22 (0) NS
CIMP:
CIMP-0 24 (37.5) 2 (12.5) 14 (45) 11 (52)
CIMP-bajo 27 (42.2) 6 (37.5) 14 (45) 8 (38) 0.005
CIMP-alto 13 (20.3) 8 (50) 3(10) 2 (10)
Clasificacion molecular
segun la IMS y el CIMP:
IMS- CIMP-alto 4(6.2) 3(19) 1(3) 0(0)
IMS- CIMP-0/bajo 6(9.4) 2(12.5) 4(13) 0(0) 0.007
EMS- CIMP-alto 9(14) 5(@31) 2(6.5) 2(9.5)
EMS- CIMP-0/bajo 45 (70.3) 6 (37.5) 24 (77.5) 19 (90.5)
G:
Ganancias 0.109907 0.113710 0.1462817 0.1627359 NS
Pérdidas 0.199890 0.023009 0.2294307 0.1441914 0.009
Normal 0.654232 0.796933 0.784362 0.6930648 0.05
ANC por caso: 76 90 101 36
Total de ganancias 30 40 21 215
Total de pérdidas 45 49 30 14.5
Media de cromosomas 2 1 6 3

completos alterados

n: nimero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado

(X?); NS: no significativo; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites;

genes MMR: genes reparadores de ADN,; CIMP: fenotipo metilador de islotes de CpG; IIG: indice

de inestabilidad genémica; ANC: alteracién en el numero de copias.

*Si bien la muestra inicial fue de 82 pacientes, no se pudieron realizar estudios anatomopatologicos

y/0 moleculares en algunos de los casos, bien porque sélo se disponia de material de la biopsia

tumoral, generalmente en las presentaciones en estadio IV o los pacientes con carcinoma in situ

extirpado endoscopicamente, o porque tras la realizacion de las distintas técnicas no quedaba

disponible mas material tumoral. Por ello, los porcentajes de las distintas caracteristicas varian

sobre el total de los pacientes estudiados.

Las regiones recurrentemente alteradas (ya sean ganancias o pérdidas) en las

diferentes localizaciones se encuentran reflejadas en la tabla complementaria 2.
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3. Analisis comparativo de los resultados en CCR de aparicion tardia

y jovenes, segun su localizacion en el colon

Los resultados del anadlisis comparativo del CCRAT y el CCRJ han sido
parcialmente publicados en el articulo “Clinical and molecular comparative study of
colorectal cancer based on age-of-onset and tumor location: two main criteria for

subclassifying colorectal cancer” (Alvaro E et al., 2019) (Anexo 4).

3.1. Caracteristicas clinicas y de seguimiento

En el analisis comparativo de la localizacion tumoral en los distintos grupos de
edad, se observa predominio de tumores en el colon izquierdo en el grupo de pacientes
jovenes (42.7%), frente a tumores en el colon derecho (39.2%) y el recto (38.1%) en el
grupo de CCRAT, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.009)
(tabla IV.7). En cuanto a la distribucion por sexo, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas segun la localizacion tumoral, si bien si se observo la
predominancia global del sexo femenino en los tumores de colon derecho en ambos
grupos de edad, mas predominante en el grupo de CCRAT (66% de los tumores de
colon derecho eran mujeres), con predominio masculino en los tumores de colon
izquierdo y recto, muy similar en ambos grupos de edad, como se puede observar en la
tabla IV.7.

Tabla IV. 7. ANALISIS COMPARATIVO DE LA DISTRIBUCION POR SEXO DEL
CCRJ Y DEL CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION TUMORAL

CCRJ CCRAT p(X?»)

Mujer Varén Mujer Varon
COlO;g)Zl;eChO 10 (50) 10 (50) 25 (65.8) 13 (34.2) 0.243
Color;i(z;}t;ierdo 13 (31.7) 22 (62.9) 8(36.4) 14 (63.6) 0.953
}:ig/i‘; 10 (37) 17 (63) 14 (37.8) 23 (62.2) 0.948

n: niimero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segtin el test de Chi cuadrado (X?).
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Respecto al analisis de la SLE en ambos grupos de edad, fue claramente mayor
en el grupo de pacientes jovenes, con independencia de su localizacién tumoral, siendo
llamativamente superior (p<0.001) en los tumores de colon derecho y recto respecto al
grupo de CCRAT (72.4 y 36.7 meses en el grupo de CCRJ, frente a 31.68 y 16.25 meses
en el grupo de CCRAT).

En cuanto al analisis de la SG, como se comentd previamente, se observaron
diferencias estadisticamente significativas dentro del grupo de pacientes con CCRAT,
siendo la SG claramente menor en los pacientes con cancer de recto y de colon derecho
(31.6 y 45.94 meses, respectivamente), en contraste con el anadlisis del grupo de
pacientes jovenes, en el que la SG fue claramente superior en la localizacion derecha
(180.03 meses) respecto al resto de localizaciones, con resultado también significativo
(p<0.001). En el analisis comparativo por cada una de las localizaciones tumorales, si
se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas, con predominio en el grupo
de CCRJ de tumores de colon derecho y recto (p<0.001), siendo especialmente
llamativa la diferencia de la SG en la localizacion derecha (180.03 meses en el grupo
de CCRJ frente a 45.9 meses en el grupo de CCRAT). La unica localizacion donde la
SG fue mayor en el grupo de CCRAT fue en el colon izquierdo, aunque sin resultado

significativo (tabla IV.8).

El analisis de la tasa de recidiva tumoral tras tratamiento con intencion curativa
en ambos grupos no mostro diferencias estadisticamente significativas ni en conjunto ni
en las diferentes localizaciones, unicamente resaltar el mayor porcentaje de recidiva
tumoral en ambos grupos en la localizacién derecha, con cifras similares entorno al 20%

durante el seguimiento.

La mortalidad global, relacionada y no relacionada con cancer, fue mayor en la
localizacion rectal para ambos grupos de edad (48.1% en el grupo del CCRJ y 36.4%
en el grupo de CCRAT), aunque sin diferencias estadisticamente significativas, cifras
proporcionales al porcentaje de pacientes diagnosticados en estadio IV en ambos
grupos de edad (37% en el grupo de CCRJ y 28% en el grupo de CCRAT). Igualmente,
se objetivd una mayor mortalidad en la localizacion derecha en el grupo de CCRAT
respecto a los jovenes (33.3%). En cuanto a la mortalidad relacionada con CCR, en el
100% de los pacientes del grupo de CCRJ la causa del fallecimiento fue el CCR, frente
al 75% de los pacientes del grupo de CCRAT, cifras que pueden explicar en parte la
mayor mortalidad global en el grupo de CCRAT aun con cifras de estadio IV al

diagndéstico menores en este grupo de edad (tabla IV.8).
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Las diferencias en ambos grupos de edad respecto a la SLE, SG, recidiva

tumoral en el seguimiento y mortalidad global se muestran en la tabla IV.8.

Tabla IV. 8. ANALISIS COMPARATIVO DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE
ENFERMEDAD, LA SUPERVIVENCIA GLOBAL, LA RECIDIVA TUMORAL Y LA

MORTALIDAD GLOBAL EN EL CCRJ Y EN EL CCRAT SEGUN LA

LOCALIZACION TUMORAL
Colon p Colon P Recto p(X?)
2 P 2
derecho (X%) izquierdo (X*) n (%)
n (0/0) n (0/0)
Supervivencia libre 36.7
de enfermedad 72.4 (42.6) 48.7 (37.2)
(meses, DE) (IC (35.2)
95%)
Supervivencia 180.03 76.67 64.79
lobal , DE
CCRI | Easen™> P | 12s) (6.82) (8.32)
Recidiva tumoral n 4Q11) 3(11.5) 3(17.6)
%) . . .
Mortalidad global n
2 (10) 10 (28.6) 13 (48.1)
(%)
Supervivencia libre
de enfermedad 31.68 31.68 16.25
0.002 0.179 <0.001
(meses, DE) (IC (34.91) (34.91) (14.48)
95%)
S i i 45.94 96.95 31.67
CCRAT | giobal (mescs. DE) 0.003 0.319 <0.001
(IC 95%) (4.50) (10.26) (3.87)
Recidiva tumoral n
%) 4 (20) 0.935 2 (12.5) 0.926 2 (10) 0.498
Mortalidad global n
%) 9(33.3) 0.062 4 (19) 0426 | 12 (36.4) | 0.357

n: numero total de pacientes; DE: desviacion estandar; IC: intervalo de confianza; p: grado de

significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado (X?).

El numero de pdlipos asociados ya fuera en el momento del diagnéstico o

durante el seguimiento fue globalmente mayor en el grupo de CCRAT (63.9% frente a
56%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa en la localizacion rectal (41%
en el grupo del CCRJ frente al 67.6% en el grupo de CCRAT, p=0.040). La unica
localizacién donde se objetivd mayor numero de pdlipos en el grupo de pacientes

jovenes fue el colon derecho (70% de los pacientes), aunque con diferencias no
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estadisticamente significativas. En su distribucién por localizaciones, si fue significativa
la diferencia en el nUmero medio de pdlipos en el colon izquierdo, siendo de 5.4 pdlipos
en el grupo de CCRAT frente a 1.6 pdlipos en el grupo de CCRJ (p<0.001). En ambos
grupos el tipo de pdlipos predominantes fueron los adenomatosos (61.3% en el grupo
de CCRAT y 48% en el grupo de CCRJ), especialmente en la localizacién rectal, con
diferencias no estadisticamente significativas en ninguna localizacién, siendo el tipo de

polipos menos frecuente en ambos grupos el hiperplasico.

En el grupo de CCRAT un 34% de los pacientes fueron diagnosticados de
neoplasias primarias multiples, diferentes de CCR, frente al 13% en el grupo de CCRJ,
siendo especialmente relevantes la presencia de neoplasias primarias multiples en el
colon derecho e izquierdo (39.5% y 40.9%, respectivamente) en el grupo de CCRAT

frente al grupo de jovenes (25% y 11%, respectivamente).

La presencia de CCR sincrénico y/o metacronico se evidencioé en un 21.6% de
los pacientes del grupo de CCRAT frente al 6% del grupo de CCRJ. Esta diferencia fue
significativamente mayor (p<0.001) en la localizacién izquierda (36.4% en el grupo de
CCRAT frente a 0 pacientes en el grupo de CCRJ). El colon derecho en ambos grupos
fue la localizacion mas frecuente de diagnostico de CCR sincrénico (20% en el grupo
de CCRJ y 24.3% en el grupo de CCRAT), siendo significativa esta diferencia respecto

al resto de localizaciones unicamente en el grupo de pacientes jovenes (p<0.01).

3.2. Caracteristicas familiares

Como era de esperar, el cumplimiento de los criterios de Amsterdam |l para el
diagnostico de SL fue mayor en las familias de los pacientes del grupo de CCRJ (18%)
frente al CCRAT (1%), diferencias especialmente relevantes en la localizacién derecha,
donde el 40% de los pacientes con tumores de colon derecho pertenecian a familias

que cumplian criterios de Amsterdam Il (p<0.001) (tabla IV.9).

Igualmente, los antecedentes familiares de neoplasias relacionadas con SL
fueron superiores en el grupo de CCRJ (33%) frente al 12.4% en el grupo de CCRAT,
con diferencias significativas en todas las localizaciones entre ambos grupos y
especialmente relevantes en la localizacion derecha y rectal (35% y 51.8%,

respectivamente, en el grupo de CCRJ y 15.8% y 0%, respectivamente, en el grupo de
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CCRAT). La unica localizacién en la que predominaron las neoplasias relacionadas con
SL en el grupo de CCRAT fue el colon izquierdo con una menor diferencia respecto al

resto de localizaciones, aunque también estadisticamente significativa (p=0.049).

Entre los antecedentes familiares de neoplasias no relacionadas con SL cabe
descartar la menor agregacion familiar global en el grupo de CCRAT frente al CCRJ,
aunque con cifras muy similares entre ambos grupos de edad. La mayor diferencia se
evidencio en la localizacion izquierda (17% en el grupo de CCRJ frente al 9.1% en el
grupo de CCRAT) (tabla IV.9).

Por ultimo, la mayoria de los tumores diagnosticados en el grupo de CCRAT
(80.4%) fueron de tipo esporadico, frente al 38% en el grupo de CCRJ, grupo con mayor
agregacion familiar global, con diferencias especialmente significativas en el colon
derecho y el recto (73.7% y 91.9%, respectivamente, en el grupo de CCRAT y 20% y
37%, respectivamente, en el grupo de CCRJ). El analisis comparativo de los
antecedentes familiares segun la localizacion tumoral entre ambos grupos de edad se

encuentra resumido en la tabla IV.9.

Tabla IV. 9. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS ANTECEDENTES FAMILIARES

EN EL CCRJ Y EN EL CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION TUMORAL

Colon (X3 Colon p (X3 Recto p (X3
derecho izquierdo n (%)
n (%) n (%)
Antecedentes familiares de cancer:
Amsterdam II 8 (40) 6(17.1) 1(3.7)
CCRJ Neoplasias relacionadas con SL 7 (35) 6 (17) 14 (51.8)
Neoplasias no relacionadas con SL 1(5) 6 (17) 2(7.4)
Casos esporadicos 4(20) 17 (48) 10 (37)
Antecedentes familiares de cancer:
Amsterdam II 1(2.7) <0.001 0(0) 0.115 0(0) NS
CCRAT Neoplasias relacionadas con SL 6 (15.8) 0.008 6 (27.3) 0.049 0(0) <0.001
Neoplasias no relacionadas con SL 1(2.7) 0.456 29.1) 0.349 3(8.1) 0.535
Casos esporadicos 28 (73.7) <0.001 12 (55.5) | 0.883 34 (91.9) <0.001

n: namero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado

).
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3.3. Caracteristicas anatomopatologicas

Entre las caracteristicas anatomopatolégicas, cabe destacar la estadificacion
tumoral de los pacientes al diagnéstico. Como se ha comentado previamente, en el
grupo de pacientes con CCRAT la mayoria de los tumores fueron diagnosticados en
estadio Il de la clasificacion AJCC/TNM (49.5%), con escasa presencia de pacientes
con tumores precoces (el 5% fueron diagnosticados en estadio I), a pesar de la
existencia de los programas de screening en este grupo de edad. En el grupo de CCRJ,
las diferencias no fueron tan llamativas entre los distintos estadios tumorales, si bien la
mayoria de los pacientes también fueron diagnosticados en estadio Il (32%), con un
mayor numero de pacientes diagnosticados en estadio | (28%) respecto al grupo de
CCRAT. Los pacientes con peor pronostico (aquellos diagnosticados en estadio V)
fueron muy similares en ambos grupos de edad, aunque algo mayores en el grupo de

pacientes jovenes (23%) (tabla 1V.10).

En cuanto a las diferencias en la estadificacion tumoral entre ambos grupos
segun la localizacion tumoral, las principales diferencias se objetivaron en la localizacion
izquierda y el recto y se encuentran resumidas en la tabla IV.10. En el colon izquierdo,
la principal diferencia se objetivd en el estadio I, con un 34% de los pacientes
diagnosticados en estadio precoz en el grupo de CCRJ frente a unicamente el 4.5% en
el grupo de CCRAT. El 455% de los pacientes del grupo de CCRAT fueron
diagnosticados en estadio Il (frente al 9% de los pacientes del grupo de CCRJ), siendo
menor en este grupo (13.6%) los pacientes en estadio IV respecto al grupo de jovenes
(23%). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0.003). En el recto
también existen diferencias en estadios precoces similares al colon izquierdo, con un
26% de pacientes diagnosticados en el grupo de CCRJ frente a un 5.6% en el grupo de
CCRAT. La principal diferencia se objetivo en el estadio Il, con un 50% de los pacientes
en el grupo de CCRAT frente a un 7% de los pacientes en el grupo de jovenes. El
porcentaje de pacientes en estadio IV también fue mayor, al igual que en el colon
izquierdo, en el grupo de pacientes jovenes (37% y 16.7%, respectivamente). Estas

diferencias también fueron estadisticamente significativas (p=0.002) (tabla IV.10).
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Tabla IV. 10. ANALISIS COMPARATIVO DE LA ESTADIFICACION TUMORAL
DE LA CLASIFICACION AJCC/TNM EN EL CCRJ Y EN EL CCRAT SEGUN LA

LOCALIZACION TUMORAL
Colon p X3 Colon p (X3 Recto p X3
derecho izquierdo n (%)
n (%) n (%)
Estadio tumoral (AJCC/TNM):
1 4(20) 12 (34) 7 (26)
CCRJ I 12 (60) 12 (34) 2(7)
1 3(15) 3(9) 8 (30)
v 1(5) 8 (23) 10 (37)
Estadio tumoral (AJCC/TNM):
I 2(5.3) 1 (4.5) 2(5.6)
CCRAT I 22 (57.9) 8 (36.4) 18 (50)
11 8 (21) 10 (45.5) 6(16.7)
v 6158 | 1om | 3036 | 1ous | 1978 | o0

n: nimero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado

(X?).

Desde el punto de vista histopatoldgico, una de las principales caracteristicas en

el grupo de CCRAT es la baja presencia de tumores con bajo grado de diferenciacion

(4.4%), siendo predominantes los tumores con moderado grado de diferenciacion

(72.2% de los pacientes). En el grupo de CCRJ existe mayor nimero de pacientes con

tumores con bajo grado de diferenciacion a nivel global (13.3%), si bien el mayor

porcentaje también corresponde, al igual que en el grupo de CCRAT, a los tumores con

moderada diferenciacién (53.3%). En el analisis por localizaciones, destacan mayores

diferencias en los tumores con bajo grado de diferenciacion fundamentalmente en la

localizacion derecha (25% en el grupo de CCRJ y 8.6% en el grupo de CCRAT) y la

localizacion izquierda (12.5% en el grupo de CCRJ y 0% en el grupo de CCRAT), aunque

no fueron estadisticamente significativas.

Como se comentd previamente, a pesar de la baja presencia de tumores

pobremente diferenciados en el grupo de CCRAT, llama la atencion en este grupo de

edad la elevada presencia de componente mucinoso (19.8%), con escasa aparicion de

células en anillo de sello (2.2%), aunque el mayor componente mucinoso a nivel global

(32% de los pacientes) se evidencia en el grupo de jovenes. En cuanto a las
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localizaciones, destaca el elevado componente mucinoso en la localizacion derecha en
ambos grupos de edad respecto al resto de localizaciones (37.5% en el grupo de CCRJ
y 34.3% en el grupo de CCRAT), con escasa presencia de células en anillo de sello, las
cuales fueron predominantes, en ambos grupos, en la localizacion rectal. No se

evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna localizacion.

3.4. Caracteristicas moleculares

3.4.1. Via de la inestabilidad de microsatélites y estado mutacional de BRAF

En el grupo de pacientes con CCRAT unicamente se evidencio IMS en el 9.3%,
siendo la mayoria de los pacientes estables desde el punto de vista de los microsatélites.
En el grupo de pacientes jovenes también predominaron a nivel global los pacientes
estables, pero con mayor porcentaje respecto al grupo de CCRAT de pacientes con IMS
(14.8%). La localizacion con mayor porcentaje de IMS en ambos grupos fue la
localizacion derecha (30% en el CCRJ y 18.4% en el CCRAT). Por ultimo, destaca la

ausencia de IMS en ambos grupos en la localizacion rectal (tabla 1V.11).

En el grupo de CCRAT fue diagnosticado un caso no conocido previamente de
mutacion germinal en el gen MSH2, con perfil familiar de tipo esporadico, localizado en
el colon derecho. El mayor niumero de pacientes diagnosticados de SL fue en el grupo
de pacientes con CCRJ (6 pacientes con localizaciéon derecha y 4 pacientes con
localizacion izquierda), siendo la localizacion derecha estadisticamente significativa
para SL (p=0.002). Todos los casos de presencia de IMS en colon derecho presentaron
mutacion en genes MMR y diagndstico de SL, mientras que en la localizacién izquierda
de los 6 casos confirmados con IMS unicamente 4 presentaron mutacion en genes MMR
y diagnostico de SL. Se evidencio un caso de hipermetilacion del promotor de MLH1 'y
un caso con ausencia de expresion proteica de MSH6, pero sin mutacion en MSH6
(sindrome de Lynch-like). En cuanto a la agregacion familiar en este grupo de pacientes,
se evidenciaron mutaciones germinales en cuatro casos en el gen MLH1, en cuatro
casos en el gen MSH2 y en dos casos en el gen MSH6. En ocho de los casos se
cumplian criterios de Amsterdam Il para SL y en dos casos se evidenciaron
antecedentes familiares de tumores relacionados con SL, aunque sin llegar a cumplir

criterios.
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Respecto al estado mutacional de BRAF"°%¢  unicamente un paciente en el
grupo de jovenes presentd mutacion en el gen y fue localizado en el colon izquierdo. En
el grupo de pacientes con CCRAT, de los 9 pacientes con IMS, 7 de ellos se encontraron
asociados a mutaciones en BRAF"%%¢ o hipermetilacion en su promotor (7.2%). Como
cabia esperar, la mayoria de los pacientes con mutacion en BRAF"%%¢ se encontraron
en el grupo de tumores derechos (13.2% de los pacientes), no resultando

estadisticamente significativo respecto al grupo de CCRJ (tabla IV.11).

El analisis comparativo de la IMS, la mutacion en genes MMR y el estado
mutacional de BRAF segun la localizacion tumoral en ambos grupos de pacientes se

encuentra resumido en la tabla IV.11.

Tabla IV. 11. ANALISIS COMPARATIVO DE LA IMS, LA MUTACION EN
GENES MMR Y EL ESTADO MUTACIONAL DE BRAF EN EL CCRJ Y EN EL
CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION TUMORAL

Colon p Colon p Recto p
2 : : 2 2
derecho X*) izquierdo (X) n (%) (.G
n (%) n (%)
IMS 6 (30) 6 (17) 0(0)
Mutacion en genes
CCRJ 6 (30) 4(11) 0(0)
MMR
Mutacién en BRAF 0(0) 1(3.2) 0(0)
IMS 7(18.4) | 0.315 29.1) 0394 | 0(0) -
Mutacion en genes
CCRAT 1(2.6) 0.002 0(0) 0.100 | 0(0) -
MMR
Mutacién en BRAF 5(3.2) | 0.107 1(4.5) 0.804 | 1(2.7) | 0.437

n: namero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado

(X?); IMS: inestabilidad de microsatélites; genes MMR: genes reparadores de ADN.

3.4.2. Fenotipo metilador

El estado de metilacion a nivel global fue muy similar entre ambos grupos de

edad, con un porcentaje de CIMP-0 algo mayor en el grupo de pacientes de CCRAT
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(48.9% y 37.5%, respectivamente), aunque no estadisticamente significativo. En el
analisis por localizaciones, llama la atencion la mayor proporcion de fenotipo metilador
(CIMP-alto) en el colon derecho en el grupo de pacientes jovenes respecto al grupo de
CCRAT (50% y 19.4%, respectivamente), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0.019). En el colon izquierdo y el recto, el estado de metilacion es algo
mayor en el grupo de pacientes de CCRAT, especialmente en la localizacion rectal,

aunque con diferencias no significativas (tabla 1V.12).

Respecto a la clasificacion molecular segun la IMS y el CIMP (Ogino S y Goel A,
2008), en ambos grupos predominaron a nivel global los tumores de tipo EMS-CIMP-
0/bajo (73.3% en el grupo de CCRAT y 70.3% en el grupo de CCRJ). Los tumores menos
frecuentes en el grupo de CCRJ fueron los de tipo IMS-CIMP-alto (6.2%), siendo menos
frecuentes en el grupo de CCRAT los tumores de tipo IMS-CIMP-0/bajo (2.2%).

Respecto a la clasificacion de los tumores por localizaciéon tumoral, cabe
destacar en el colon derecho un mayor predominio de tumores de tipo EMS-CIMP-0/bajo
en el grupo de CCRAT respecto a los pacientes jovenes (75% y 37.5%,
respectivamente), con diferencias estadisticamente significativas (p=0.019). También es
llamativa la mayor proporcién de tumores de tipo EMS-CIMP-alto en el grupo de
pacientes jovenes respecto al grupo de CCRAT (31% y 5.6%, respectivamente). En el
colon izquierdo, fueron claramente predominantes en ambos grupos de edad los
tumores con EMS y bajo perfil de metilacién (77.5% en el grupo de CCRJ y 85.7% en el
grupo de CCRAT), con ausencia de IMS en el grupo de CCRAT, aunque con diferencias
no estadisticamente significativas en el analisis comparativo. En el recto, destaca la
ausencia de IMS en ambos grupos de edad como ya se comentd previamente, con un
claro predominio de los tumores de tipo EMS-CIMP-0/bajo en el grupo de CCRJ frente
al grupo de CCRAT (90.5% y 63.6%, respectivamente), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.035) (tabla 1V.12).

El analisis comparativo del fenotipo metilador y la clasificaciéon molecular segun
la IMS y el CIMP en ambos grupos de edad segun la localizacién tumoral se encuentra

reflejado en la tabla 1V.12.
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Tabla IV. 12. ANALISIS COMPARATIVO DEL FENOTIPO METILADOR Y
LA CLASIFICACION MOLECULAR SEGUN LA IMS Y EL CIMP EN EL CCRJ Y EN
EL CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION TUMORAL

Colon D Colon D Recto D
2 . . 2 2
derecho (X*) izquierdo (X*) n (%) (0.Q)
n (%) n (%)
CIMP:
CIMP-0 2 (12.5) 14 (45) 11(52)
CIMP-bajo 6 (37.5) 14 (45) 8 (38)
CIMP-alto 8 (50) 3(10) 2 (10)
CCRJ Clasificacion )
molecular segun la
IMS y el CIMP:
IMS- CIMP-alto 3(19) 1(3) 0 (0)
IMS- CIMP-0/bajo 2 (12.5) 4 (13) 0 (0)
EMS- CIMP-alto 5Q@31) 2 (6.5) 2(9.5)
EMS- CIMP-0/bajo 6 (37.5) 24 (77.5) 19 (90.5)
CIMP:
CIMP-0 17 (47.2) 14 (66.7) 13 (39.4)
0.025 0.103 0.099
CIMP-bajo 12 (33.3) 4(19) 8(24.2)
CIMP-alto 7194 3(14.3) 12 (36.4)
CCRAT Clasificacion )
molecular segun la
IMS y el CIMP:
IMS- CIMP-alto 5(13.9) 2(9.5) 0(0)
IMS- CIMP-0/bajo 2(5.6) 0 (0) 0(0)
EMS- CIMP-alto 2(5.6) | 0.019 | 1(48) |0274 | 12(36.4) | 0.035
EMS- CIMP-0/bajo 27 (75) 18 (85.7) 21 (63.6)

n: numero total de pacientes; p: grado de significacién estadistica segtin el test de Chi cuadrado
(X?); IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites; CIMP: fenotipo
metilador de islotes de CpG.

3.4.4. Via de la inestabilidad cromosdmica

Para este estudio fueron validos 86 casos dentro del grupo de CCRAT, de los

cuales 35 se localizaron en el colon derecho, 19 en el colon izquierdo y 32 en el recto.
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En los 11 pacientes restantes la cantidad de muestra para el andlisis fue insuficiente. En
el grupo del CCRJ fueron validos 60 pacientes en total, siendo excluidos los 6 individuos
con criterios de PAF, junto con 22 pacientes en los que la muestra para estudio resulté
insuficiente. De ellos, 13 casos se localizaron en el colon derecho, 29 en el colon

izquierdo y 18 en el recto (tabla IV.13).

A nivel global, el IIG fue similar entre ambos grupos de edad, apreciandose
mayor numero de ganancias cromosomicas en el grupo de CCRAT. Se evidencio una
ANC superior en el grupo de pacientes jovenes (76 en el CCRJ y 46.4 en el CCRAT),
con predominio global de pérdidas, mientras que la media de cromosomas completos

alterados fue mayor en el grupo de CCRAT (3.36) frente al grupo de CCRJ (2).

En cuanto al analisis por localizacién tumoral, en el colon derecho se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas en el indice de inestabilidad gendmica para
pérdidas y cromosomas normales, siendo el [IG claramente superior en el grupo de
CCRAT, con mayor numero de cromosomas normales en el grupo de pacientes jévenes.
En el colon izquierdo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
IIG, si bien el numero de pérdidas fue superior en el grupo de pacientes jévenes. En el
recto, se evidenciaron mayores ganancias y cromosomas normales en el grupo de
pacientes jovenes, aunque sin diferencias estadisticamente significativas en esta

localizacion (tabla 1V.13).

Las ANC por caso fueron superiores en el grupo de pacientes jévenes en las
localizaciones derecha e izquierda, con predominio del colon izquierdo (101 en el grupo
de CCRJ y 17 en el grupo de CCRAT) y predominio de pérdidas en ambos grupos de
edad. Unicamente se evidencié un mayor niamero de ANC en el grupo de CCRAT en la

localizacion rectal, con cifras similares de ganancias y pérdidas.

En el colon derecho, la media de cromosomas completos alterados fue mayor
en el grupo de CCRAT, siendo estadisticamente significativa la diferencia respecto al
grupo de jovenes en la media de pérdidas (2.2 y 1.08, respectivamente). En el colon
izquierdo, la media de cromosomas completos alterados fue claramente superior en el
grupo de jovenes, con diferencias significativas (p=0.03) tanto para las ganancias como

para las pérdidas. En el recto, la media de cromosomas completos alterados fue algo
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mayor en el grupo de CCRAT, aunque sin diferencias estadisticamente significativas ni

para ganancias ni para pérdidas (tabla IV.13).

En la tabla IV.13 se muestra el analisis comparativo de la inestabilidad

cromosémica, segun la localizacion tumoral, entre ambos grupos de edad.

Tabla IV. 13. ANALISIS COMPARATIVO DE LA INESTABILIDAD
CROMOSOMICA EN EL CCRJ Y EN EL CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION

TUMORAL
Colon D Colon D Recto D
derecho (X?)  izquierdo (X% " (%) x?
n (%) n (%)
11G:
Ganancias 0.113710 0.1462817 0.1627359
Pérdidas 0.023009 0.2294307 0.1441914
Normal 0.796933 0.784362 0.6930648
ANC por caso: 90 101 36
CCRJ Total de ganancias 40 21 21.5
Total de pérdidas 49 80 14.5
Media de
cromosomas 1 6 3
completos alterados
Media de ganancias 1.38 2 2.37
Media de pérdidas 1.08 1.93 1.26
11G:
Ganancias 0.183649 | Ns 0.101056 Ns | 0.133332 | Ng
Pérdidas 0.249820 | g.003 | 0.114539 0.06 | 0.194276 | Ns
Normal 0.566522 | .03 0.784362 NS | 0.672383 | Ng
ANC por caso: 60 17 49
CCRAT Total de ganancias 27 5 17.5
Total de pérdidas 33 8 17
Media de
zz(l)nnll;l)::;: :iﬁterados 3 1.39 3.76
Media de ganancias 1.8 NS 0.78 0.03 1.67 NS
Media de pérdidas 2.20 0.018 0.61 0.03 2.09 NS
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n: numero total de pacientes; p: grado de significacién estadistica segtin el test de Chi cuadrado

(X?); lIG: indice de inestabilidad genomica; ANC: alteracion en el niimero de copias.

*Para este estudio fueron validos 86 casos dentro del grupo de CCRAT, de los cuales 35 se
localizaron en el colon derecho, 19 en el colon izquierdo y 32 en el recto. En el grupo del CCRJ
fueron validos 60 pacientes en total, siendo excluidos los 6 individuos con criterios de PAF, junto
con 22 pacientes en los que la muestra para estudio resulté insuficiente. De ellos, 13 casos se

localizaron en el colon derecho, 29 en el colon izquierdo y 18 en el recto.

Las regiones recurrentemente alteradas (ya sean ganancias o pérdidas) en las

diferentes localizaciones se encuentran reflejadas en las figuras V.1, V.2 y IV.3.

En el colon derecho pueden distinguirse un total de 113 regiones cromosémicas
recurrentemente alteradas, de las cuales 100 se encuentran en los pacientes del grupo
de CCRAT, siendo las pérdidas en el cromosoma 2 y las ganancias en el cromosoma 7
las mas frecuentes. Unicamente 13 regiones alteradas fueron mas frecuentes en el
grupo de pacientes jovenes, siendo en la mayoria de los casos pérdidas en 1g21.1-21.2,
10911.21-11.22 y 14q11.1-11.2 (figura IV. 1). En el colon izquierdo, las regiones
recurrentemente alteradas fueron fundamentalmente a expensas del grupo de CCRJ,
siendo predominantes las pérdidas en 1p12-q21.1, 5913.1-13.2, 9p12-q24.22, 9931.3-
33.1, 11p11.12-912.1 y 11q14.41-14.3 y las ganancias en 19p13.12-12 (figura IV. 2). En
el recto, resultaron predominantes las pérdidas en 1p36.32-36.13 y las ganancias en
5913.2, en el grupo de CCRAT (figura IV. 3).

&i LOCATION RIGHT
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Figura IV.1. Regiones recurrentemente alteradas, ya sean pérdidas (rojo, por debajo de cero) o
ganancias (verde, por encima de cero), en el colon derecho. La figura A hace referencia al grupo
de CCRJ y la figura B hace referencia al grupo de CCRAT. La fracciéon ganada o perdida se

encuentra reflejada en el eje vertical, mientras que el eje horizontal hace referencia a la
localizacién gendmica de dicha fraccion.
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Figura IV.2. Regiones recurrentemente alteradas, ya sean pérdidas (rojo, por debajo de cero) o
ganancias (verde, por encima de cero), en el colon izquierdo. La figura A hace referencia al grupo
de CCRJ y la figura B hace referencia al grupo de CCRAT. La fracciéon ganada o perdida se
encuentra reflejada en el eje vertical, mientras que el eje horizontal hace referencia a la
localizacién gendmica de dicha fraccion.
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Figura IV.3. Regiones recurrentemente alteradas, ya sean pérdidas (rojo, por debajo de cero) o
ganancias (verde, por encima de cero), en el recto. La figura A hace referencia al grupo de CCRJ
y la figura B hace referencia al grupo de CCRAT. La fraccién ganada o perdida se encuentra
reflejada en el eje vertical, mientras que el eje horizontal hace referencia a la localizacién

genodmica de dicha fraccion.

El analisis comparativo de las regiones recurrentemente alteradas segun la

localizacion tumoral y el grupo de edad se encuentra reflejado en la tabla IV.14.

Tabla IV. 14. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS REGIONES RECURRENTEMENTE
ALTERADAS EN EL CCRJ Y EN EL CCRAT SEGUN LA LOCALIZACION TUMORAL

Segmento

.. Colon derecho Colon izquierdo Recto
cromosémico

CCRI  CCRAT  CCRJ]  CCRAT  CCRJ]  CCRAT
(n=13) n=35)  (=29)  (=19)  (@=18)  (n=32)
% % % % % %
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Cromosoma 1 0 51
Cromosoma 1 0 51
Cromosoma 2 0 51
Cromosoma 2 54 20
Cromosoma 10 70 23
Cromosoma 14 85 37
Cromosoma 16 54 11
Cromosoma 17 62 29
Cromosoma 18 0 54
Cromosoma 18 8 51
Cromosoma 18 8 54
Cromosoma 7 q11.22-21.11 15 63
Cromosoma 7 q22.1-31.33 15 57
Cromosoma 7 pl2.2-11.2 15 54
Cromosoma 7 ql1.21 15 54
Cromosoma 9 ql2-13 0 51
Cromosoma 9 q33.3 62 29
Cromosoma 9 q34.12-34.13 62 29
Cromosoma 13 qll 8 51
Cromosoma 21 223 62 26

Cromosoma 1 63 10
Cromosoma 5 67 16
Cromosoma 9 59 21
Cromosoma 9 52 16
Cromosoma 11 63 21
Cromosoma 11 59 21
Cromosoma 15 pll.l-ql1.2 0 26
Cromosoma 9 13.12-12 59 26

Cromosoma 1 5 41
Cromosoma 1 p36.23-36.22 37 12
Cromosoma 3 p21.31-21.1 42 32
Cromosoma 5 ql3.2 5 53

Los porcentajes resaltados en negrita hacen referencia a las frecuencias dos veces de elevadas
en un grupo de edad respecto del otro.

n: numero total de pacientes; rojo: pérdidas; verde: ganancias.
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3.5. Estudio de variantes somaticas en ambos grupos de edad mediante NGS
(Next Generation Sequencing)

Para el estudio de posibles variantes somaticas en los tumores de ambos grupos
de edad se utilizé un panel de 50 genes implicados en cancer. El estudio mediante NGS
se realizd en 58 casos en el grupo de CCRJ y en 86 casos en el grupo de CCRAT,
debido a la pequefia cantidad de muestra de tumor en algunos casos. En la tabla IV. 15
se muestran los resultados del analisis mediante NGS para el estudio de variantes

somaticas en el grupo de CCRJ y en el grupo de CCRAT.

Las mutaciones mas frecuentes en el grupo de pacientes jévenes fueron las
objetivadas en los genes APC (48%), P53 (43%), KRAS (34%) y, en menor medida,
PIK3CA (15%), ninguna estadisticamente significativa. Las mutaciones mas frecuentes
en el grupo de CCRAT se evidenciaron en KRAS (58%), APC (50%), P53 (45%) y
PIK3CA (19%), siendo estadisticamente significativa la mutacion patogénica en KRAS
en este grupo de edad (p=0.007), siendo el unico gen en el que se evidenciaron

diferencias significativas a la hora de comparar ambos grupos de edad.

Cabe destacar la ausencia de mutaciones en determinados genes en el grupo
de CCRAT que si se evidencian en el grupo de CCRJ (FGFR3, KIT, ATM, VHL, HRAS,
HNF1A, FGFR2, SMO, STK1). Igualmente, en el grupo de CCRJ destaca la ausencia
de mutaciones en los genes GNA11, CDKN2A, KDR, CDH1, MPL, GNAQ que si se
evidenciaron en el grupo de CCRAT. No se evidenciaron mutaciones en ningun paciente
de ambos grupos para los genes AKT1, RB, NOTCH1, ERBB4 y RET, si bien estos
resultados pueden estar influenciados por el bajo tamafio muestral obtenido para la

realizacion de este analisis.

Tabla IV. 15. ANALISIS MEDIANTE NGS DE VARIANTES SOMATICAS EN CCRJ Y CCRAT

CCRJ CCRAT .
P
n (%) n (%)
Mutacién 20 (34) 50 (58)
KRAS 0.007
Negativo 38 (66) 35 (42)
Mutacién 28 (48) 43 (50)
APC 0.9
Negativo 30 (52) 43 (50)

138



IV. RESULTADOS

Mutacién 3(5 6 (7
BRAF 0.7
Negativo 55 (95) 80 (93)
Mutacién 25 (43) 39 (45)
P53 0.9
Negativo 33 (57) 47 (55)
Mutacién 9 (15) 16 (19)
PIK3CA 0.7
Negativo 49 (85) 70 (81)
Mutacion 35 6 (7)
NRAS 0.7
Negativo 55 (95) 80 (93)
Mutacién 3(5 6 (7
GNAS 0.7
Negativo 55 (95) 80 (93)
Mutacién 4() 718
FBXW7 1
Negativo 54 (93) 79 (92)
Mutacién 4() 8(9)
SMAD4 0.8
Negativo 54 (93) 78 (91)
Mutacién 3(5 2(2)
PTEN 0.4
Negativo 55 (95) 84 (98)
Mutacién 2(3) 0(0)
FGFR3 0.2
Negativo 56 (97) 86 (100)
Mutacién 1(2) 1 ()
IDH? 1
Negativo 57 (989 85 (99)
Mutacién 0(0) 0(0)
AKTI -
Negativo 58 (100) 86 (100)
Mutacién 2(3) 2(2)
CTNNBI 1
Negativo 56 (97) 84 (98)
Mutacién 1(2) 0(0)
KIT 0.2
Negativo 57 (98) 86 (100)
Mutacién 2(3) 0(0)
ATM 0.2
Negativo 56 (97) 86 (100)
Mutacién 2(3) 0(0)
VHL 0.2
Negativo 56 (97) 86 (100)
Mutacién 0(0) 0(0)
RB -
Negativo 58 (100) 86 (100)
Mutacién 0(0) 1 (1)
GNAll 1
Negativo 58 (100) 85 (99)
Mutacién 2(3) 0(0)
HRAS 0.2
Negativo 56 (97) 86 (100)
NOTCHI Mutacién 0(0) 0(0) -
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Negativo 58 (100) 86 (100)
Mutacion 1(2) 0(0)
HNFIA 0.4
Negativo 57 (98) 86 (100)
Mutacion 1(2) 0(0)
FGFR2 0.4
Negativo 57 (98) 86 (100)
Mutacion 0(0) 0(0)
ERBB4 -
Negativo 58 (100) 58 (100)
Mutacion 1(2 0(0)
SMO 0.4
Negativo 57 (98) 86 (100)
Mutacion 0(0) 0(0)
RET -
Negativo 58 (100) 86 (100)
Mutacion 1(2) 1D
SMARCBI1 1
Negativo 57 (98) 85 (99)
Mutacion 0(0) 34)
CDKN24 0.3
Negativo 58 (100) 83 (96)
Mutacion 0(0) 2(2)
KDR 0.5
Negativo 58 (100) 84 (98)
Mutacion 0(0) 1D
CDH1 1
Negativo 58 (100) 85(99)
Mutacion 0(0) 1D
MPL 1
Negativo 58 (100) 85(99)
Mutacion 0(0) 1D
GNAQ 1
Negativo 58 (100) 85(99)
Mutacion 1(2) 0(0)
STK11 0.4
Negativo 57 (98) 86 (100)

n: nimero total de pacientes; p: grado de significacion estadistica segun el test de Chi cuadrado

(X?).

* El estudio mediante NGS se realiz6 en 58 casos en el grupo de CCRJ y en 86 casos en el grupo

de CCRAT, debido al pequefio tamafio de la muestra de tumor en varios casos.

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

de Fisher para variables categdricas no paramétricas.

En el andlisis comparativo por localizaciones, unicamente fue significativo el

analisis de KRAS en el grupo de CCRAT, evidenciandose 22 mutaciones en el colon

derecho (73% de los casos con localizaciéon derecha en este subgrupo), 6 mutaciones

en el colon izquierdo (28%) y 22 mutaciones en el recto (63%) (p=0.005). En el grupo

140




IV. RESULTADOS

de CCRJ, se evidenciaron 7 mutaciones en KRAS en el colon derecho (58%), 8
mutaciones en el colon izquierdo (26%) y 5 mutaciones en el recto (33%), no

evidenciando diferencias estadisticamente significativas entre las 3 localizaciones.

4. Resumen de los resultados segun la localizacion tumoral

Atendiendo a los resultados obtenidos previamente de las caracteristicas
clinicas, familiares, anatomopatoldgicas y moleculares del CCR en ambos grupos de
edad y, teniendo en cuenta los resultados estadisticamente significativos o
especialmente relevantes en este andlisis, se puede establecer una clasificacion desde

el punto de vista de la localizacion tumoral del CCRJ y el CCRAT.

Las tablas IV.15, IV.16 y IV.17 describen las caracteristicas mas relevantes
obtenidas en el colon derecho, el colon izquierdo y el recto, tras el analisis comparativo
entre el CCRJ y el CCRAT.

Tabla IV. 16. RESUMEN DE LOS RESULTADOS EN EL CANCER DE
COLON DERECHO SEGUN LA EDAD DE APARICION

CCRJ CCRAT 1 X0.9)

Edad media (afios) 39.1 79.08
Sexo Mujer/Varon Mujer NS
Supervivencia 180.03 45.94 0.003
global (meses)
Supervivencia libre
de enfermedad 72.4 31.68 0.002
(meses)
Recidiva tumoral 21.1 20 NS
(%)
Mortalidad global a 10 333 0.062
5 aiios (%)
Pélipos asociados Si (70%) Si (63.2 %) NS
Numero de pélipos

(DE) 3(3.2) 1.78 (2.17) NS
Tipo de polipos Mixtos (50%) Adenomatosos (54.2%) NS
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Neoplasias No (Si 25%) No (Si 39.5%) NS
primarias multiples
CCR sincronico y/o No (Si 20%) No (Si 23.7%) NS
metacronico
Antecedentes
familiares de
cancer:
Amsterdam 11 Si (40%) No (Si 2.7%) <0.001
Neoplasias
Is‘e]_l‘a(:ionadas con Si (35%) No (Si 15.8%) 0.008
Neoplasias no No (Si 5%) No (Si 2.7%) 0.456
relacionadas con
SL
o No (Si 20%) Si (73.7%) <0.001
Casos esporadicos
Estadio tumoral 11 (60%) 1 (57.9%) NS
(AJCC/TNM)
Grado de Bajo Moderado NS
diferenciacion
Componente No (Si 37.5%) No (Si 34.3%) NS
mucinoso
Células en anillo de No (Si 0%) No (Si 0%) NS
sello
IMS EMS (IMS 30%) EMS (IMS 18.4%) NS
Mutacion en genes No (Si 30%) No (Si 2.6%) 0.002
MMR
Mutacién en BRAF No (Si 0%) No (Si 13.2%) NS
CIMP CIMP-alto CIMP-0 0.025
Clasificacion
molecular segin la EMS- CIMP;;:;’{ OEMS' CIMP- EMS- CIMP-0/bajo 0.019
IMS y el CIMP !
11G:
Ganancias 0.113710 0.183649 NS
Pérdidas 0.023009 0.249820 0.003
Normal 0.796933 0.566522 0.03

Los datos resaltados en negrita hacen referencia a los resultados estadisticamente significativos.

DE: desviacion estandar; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites;

genes MMR: genes reparadores de ADN; CIMP: fenotipo metilador de islotes de CpG; IIG: indice

de inestabilidad genémica.
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Tabla IV. 17. RESUMEN DE LOS RESULTADOS EN EL CANCER DE
COLON IZQUIERDO SEGUN LA EDAD DE APARICION

CCRJ CCRAT ) 20.9)

Edad media (afios) 393 74.86
Sexo Varén Varon NS
Supervivencia 76.67 96.95 NS
global (meses)
Supervivencia libre
de enfermedad 48.7 31.68 NS
(meses)
Recidiva tumoral 11.5 12.5 NS
(%)
Mortalidad global a 8.6 19 NS
5 aiios (%)
Pélipos asociados Si (60%) Si (59.1%) NS
Numero de pélipos

(DE) 1.6 (1.9) 5.41 (7.67) <0.001
Tipo de polipos Adenomatosos (48%) Adenomatosos/Mixtos (53.8/46.2%) NS
Neoplasias No (Si 11%) No (Si 40.9%) NS
primarias multiples
CCR sincronico y/o - ) o
metacrénico No (Si 0%) No (Si 36.4%) <0.001
Antecedentes
familiares de
cancer:

Amsterdam II No (Si 17.1%) No (Si 0%) 0.115

Neoplasias

pelacionadas con No (Si 17%) Si (27.3%) 0.049

Neoplasias no No (Si 17%) No (Si 9.1%) 0.349

relacionadas con '

St Si (55.5%)

1 [ 1 .

Casos esporadicos Si (48%) ’ 0.883
Estadio tumoral /11 (34/34%) 111 (45.5%) 0.003
(AJCC/TNM)
Grado de Moderado (50%) Moderado (77.3%) NS
diferenciacion
Com.ponente No (Si 33%) No (Si 9.1%) NS
mucinoso
Células en anillo de No (Si 8%) No (Si 0%) NS

sello
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IMS EMS (IMS 17%) EMS (IMS 9.1%) NS
Mutacién en genes No (Si 11%) No (Si 0%) NS
MMR
Mutacion en BRAF No (Si 3.2%) No (Si 4.5%) NS
CIMP CIMP-0/CIMP-bajo CIMP-0 NS
Clasificacion .
molecular segiin la EMS- CIMP-0/bajo EMS- CIMP-0/bajo NS
IMS y el CIMP
1IG:
Ganancias 0.1462817 0.101056 NS
Pérdidas 0.2294307 0.114539 0.06
Normal 0.784362 0.784362 NS

Los datos resaltados en negrita hacen referencia a los resultados estadisticamente significativos.

DE: desviacion estandar; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites;

genes MMR: genes reparadores de ADN; CIMP: fenotipo metilador de islotes de CpG; IIG: indice

de inestabilidad genémica.

Tabla IV. 18. RESUMEN DE LOS RESULTADOS EN EL CANCER DE

RECTO SEGUN LA EDAD DE APARICION

CCRJ CCRAT p (X3

Edad media (afios) 40.2 78.54
Sexo Varon Varon NS
Supervivencia 64.79 31.67 <0.001
global (meses)
Supervivencia libre
de enfermedad 36.7 16.25 <0.001
(meses)
Recidiva tumoral 17.6 10 NS
(%)
Mortalidad global 48.1 36.4 NS
a 5 afios (%)
Pélipos asociados No (Si 41%) Si (67.6%) 0.040
Numero de pélipos

(DE) 1.2 (2.3) 2.0 (3.52) NS
Tipo de polipos Adenomatosos (64%) Adenomatosos (72%) NS
Neoplasias No (Si 7%) No (Si 24.3%) NS
primarias multiples
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CCR sincronico y/o No (Si 4%) No (Si 10.8%) NS
metacronico
Antecedentes
familiares de
cancer:
Amsterdam II No (Si 3.7%) No (Si 0%) NS
Neoplasias
relacionadas . .
con SL Si (51.8%) No (Si 0%) <0.001
Neoplasias no No (Si 7.4%) No (Si 8.1%) 0.535
relacionadas
con SL
. o . o
Casos esporadicos No (5i37%) 5101.9%) <0001
Estadio tumoral IV (37%) 11 (50%) 0.002
(AJCC/TNM)
Grado de Moderado (65%) Moderado (78.8%) NS
diferenciacion
Componente No (Si 10%) No (Si 11.8%) NS
mucinoso
Células en anillo de No (Si 10%) No (Si 5.9%) NS
sello
IMS EMS (IMS 0%) EMS (IMS 0%) NS
Mutacion en genes No (Si 0%) No (Si 0%) NS
MMR
Mutacién en BRAF No (Si 0%) No (Si 2.7%) NS
CIMP CIMP-0 CIMP-0/CIMP-alto 0.099
Clasificacion )
molecular segiin la EMS- CIMP-0/bajo EMS- CIMP-0/bajo 0.035
IMS y el CIMP
11G:
Ganancias 0.1627359 0.133332 NS
Pérdidas 0.1441914 0.194276 NS
Normal 0.6930648 0.672383 NS

Los datos resaltados en negrita hacen referencia a los resultados estadisticamente significativos.

DE: desviacion estandar; IMS: inestabilidad de microsatélites; EMS: estabilidad de microsatélites;

genes MMR: genes reparadores de ADN; CIMP: fenotipo metilador de islotes de CpG; IIG: indice

de inestabilidad genémica.

145






V. DISCUSION






V. DISCUSION
V. DISCUSION

El CCR es el tercer cancer mas frecuente y supone la segunda causa de
muerte relacionada con cancer en el mundo (Bray F, Ferlay J et al., 2018). En los ultimos
anos, la incidencia del CCR esporadico y su mortalidad asociada han disminuido
(Malvezzi M et al., 2018), probablemente favorecido por el esfuerzo creciente en el
desarrollo e implementacion en las ultimas décadas de los sistemas de screening que
han permitido la deteccion y el tratamiento de las lesiones premalignas y de las lesiones
malignas en etapas precoces de la enfermedad (Holme @ et al., 2013; Siegel RL et al.,
2017). No obstante, a pesar de estas importantes mejoras en el diagndstico y
tratamiento, en las ultimas décadas se ha evidenciado un aumento de la incidencia del
CCR esporadico en individuos menores de 50 afios (Siegel RL et al., 2018; Bailey CE
et al., 2015). Hoy en dia, el CCRJ supone aproximadamente el 10-15% del total de los
diagnosticos de CCR (Stoffel EM et al., 2020), estimandose el doble de dicha incidencia
en el afio 2030 (Bailey CE et al., 2015).

Adiferencia del CCRJ, el CCRAT (aquel diagnosticado en individuos mayores de
70 afos) ha presentado una notable disminucion en su incidencia y mortalidad en las
ultimas décadas (Siegel RL et al, 2017). Este descenso se ha atribuido
fundamentalmente a la mejora en los programas de screening y a los avances en el
tratamiento global del CCR (Tong L et al., 2014).

Debido al aumento en la incidencia y mortalidad en el grupo de pacientes
jévenes, desde hace varios afios existe un especial interés en el analisis y descripcion
de las diferencias clinicas, patoldgicas y moleculares entre ambos grupos de edad. Los
pacientes con CCRJ suelen presentar tumores mas avanzados, de localizacion
predominantemente distal, con pobres patrones histolégicos (como la alta presencia de
células en anillo de sello) y predominio de la IMS a nivel molecular (Aherne ST et al.,
2015; Yantiss RK et al., 2009; Goel A et al., 2010). A diferencia de estos, el CCRAT
presenta un predominio de localizacion derecha y rectal, con tumores mejor
diferenciados (aunque elevada proporcion de componente mucinoso) y estadios menos
avanzados de la enfermedad al diagnostico, con bajo indice de IMS (la mayoria,
asociados a mutaciones en BRAF) y predominio del fenotipo metilador (Perea J et al.,
2014; Kirzin S et al., 2014).
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Ademas de estas diferencias entre ambos grupos de edad, también se han
descrito importantes diferencias en funcion de la localizacién tumoral dentro del colon
independientemente de la edad de aparicién. Las localizaciones derechas son mas
frecuentes en mujeres, con predominio de lesiones sésiles serradas y tumores
mucinosos. Presentan elevada frecuencia de IMS-alta y CIMP, con mutaciones en BRAF
y, ocasionalmente, en KRAS (en el caso del CIMP). En contraste, las localizaciones
izquierdas son mas frecuentes en varones, con predominio de IC y mutaciones en TP53
y APC.

El conocimiento de estas diferencias entre ambos grupos de edad, asi como su
localizacion tumoral, es fundamental para el manejo de los pacientes diagnosticados de
CCR, pudiendo considerar cada caso como una entidad diferente dentro del espectro
del CCR.

1. Pacientes con CCR de aparicion tardia

El CCRAT, aquel diagnosticado en individuos mayores de 70 afos, como se ha
indicado previamente, presenta importantes diferencias con respecto al CCRJ. Mientras
que el CCRJ se caracteriza por la presencia de una mayor proporcion de sindromes
hereditarios predisponentes a cancer, como el SL, el CCRAT asocia un mayor numero
de alteraciones epigenéticas, una elevada susceptibilidad a la carcinogénesis y una
mayor mortalidad global (relacionada y no relacionada con cancer) debido, en parte, a
las comorbilidades asociadas y menor uso de tratamientos adyuvantes en este grupo
de edad (Berger NA et al., 2006).

Aunque en la actualidad existe una preocupacion creciente acerca del aumento
de los casos de CCRJ, el CCRAT sigue suponiendo la mayoria de los diagnésticos de
CCR y es relevante la falta de estudios especificos en este grupo de edad, con la
necesidad de definir sus caracteristicas clinico-patologicas y sus factores prondsticos
para ayudarnos a guiar la toma de decisiones en el tratamiento de estos pacientes, al

igual que ocurre en el grupo de jévenes (Zhao M et al., 2017).

1.1. Caracteristicas globales del CCRAT.
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Las caracteristicas globales de nuestros pacientes con CCRAT, sin incluir la
localizacion tumoral, fueron en su mayoria coincidentes con las ya conocidas vy

publicadas en este grupo de edad (Pilozzi E et al., 2015; Zaborowski AM et al., 2021).

La edad media al diagnéstico fue de 77.92 afios, con equivalencia entre ambos
sexos. La localizacion tumoral mas frecuente fue el colon derecho y el recto (39 y 38%,
respectivamente), datos similares con lo publicado por Patel SS et al. (2012) en una
serie de mas de 20.000 pacientes en la que predominan los tumores de colon derecho
(55%) y colon descendente (42.1%), con menor frecuencia del colon transverso. La
mortalidad a 5 afios global, relacionada y no relacionada con cancer, fue del 30.9%,
indice muy variable, segun las series, entre el 25 y el 49% (Burnett-Hartmann A et al.,
2019; Rho YS et al, 2017), probablemente relacionada con el menor esfuerzo

terapéutico en este grupo de edad.

Existe una importante asociacion con la presencia de polipos previamente al
diagnostico de cancer o durante el seguimiento (aproximadamente en el 70% de los
pacientes), lo cual pone en evidencia el mayor numero de alteraciones epigenéticas
acumulativas y fendmenos de carcinogénesis en este grupo de edad y en formas
esporadicas de CCR, datos similares a los publicados en otras series de pacientes
ancianos y con antecedentes de CCR (Chang DT et al., 2012), con un predominio de
polipos adenomatosos (61%). Igualmente, se objetivé una elevada proporcién de CCR

sincronico y metacronico durante el tiempo de seguimiento.

En cuanto a los antecedentes familiares, el 80% de los pacientes no presentaron
antecedentes familiares de neoplasias relacionadas y no relacionadas con SL, siendo
diagnosticados de CCR de tipo esporadico, datos similares a los publicados por Rho YS
et al. (2017), con un 14% de antecedentes familiares en una serie de 498 pacientes con
CCRAT.

A pesar de la implementacion en la mayoria de los sistemas sanitarios de
programas de screening en este grupo de edad, un 45% de nuestros pacientes fueron
diagnosticados en estadios avanzados (lll y IV), datos también similares a los

publicados por Rho YS et al. (2017), donde el 55% de los pacientes se encontraban en
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estadio Ill al diagndstico. A nivel histopatoldgico, una de las principales caracteristicas
en este grupo de edad fue la baja presencia de tumores con bajo grado de diferenciacion
(4%), aunque es llamativa la elevada presencia de componente mucinoso (19.8%), lo

cual puede explicar en parte el peor prondstico en este grupo de edad.

En cuanto a las caracteristicas moleculares, la baja proporcion de IMS se
encuentra en consonancia con la mayoria de los casos esporadicos esperables,
objetivandose IMS en el 9.3% de los pacientes, la mayoria asociados a mutaciones en
BRAF®%E (Giannakis M et al., 2014; Rajagopalan H et al., 2002). En cuanto al fenotipo
metilador, como se preveia, los casos de CIMP-alto se encontraban en relacién con los
casos de IMS de tipo esporadico (Chan AO-O et al., 2002). En el 73% de los pacientes
con CCRAT los tumores fueron de tipo EMS-CIMP-0/bajo. La ausencia de una region
predominantemente alterada en el analisis mediante arrays de CGH, con una CNA por
caso menor del 50%, también habla acerca de la heterogeneidad en este grupo. Algunas
de estas alteraciones han sido estudiadas previamente en el CCR, aunque sin una
distincion basada en la edad, como las pérdidas en 5913 o las alteraciones en 7921,
asociadas con una escasa respuesta a la quimioterapia neoadyuvante en el cancer
rectal (Molinari C et al., 2011).

1.2. Caracteristicas del CCRAT, segun su localizacion tumoral.

1.2.1. Caracteristicas clinicas, familiares y anatomopatolégicas del CCRAT, segln su

localizacion tumoral.

De los pacientes estudiados, el 39% presentaban cancer de colon derecho y el
38% cancer de recto, siendo la localizacion izquierda la menos frecuente, datos
similares a los encontrados en otras series (Rho YS et al., 2017, Zhao M et al., 2017,
Patel SS et al., 2012). En cuanto a la distribucion por sexo, se objetivd un predominio
femenino en la localizaciéon derecha (el 65.8% de los tumores de colon derecho fueron
mujeres), con diferencia estadisticamente significativa respecto al resto de
localizaciones, predominando los varones en los tumores de localizacién izquierda y
rectal. Patel SS et al. (2012) describe en su serie un predominio masculino hasta la edad

de 79 anos, siendo femenino (60,3%) a partir de los 80 afios, aunque estas diferencias

149



V. DISCUSION

probablemente se encuentren en relacidén con la mayor esperanza de vida global de las

mujeres.

La edad media al diagndstico fue estadisticamente significativa en los tumores
de colon izquierdo, como aquellos diagnosticados a menor edad (74 anos), frente a 79
afios en el caso de tumores derechos y 78.5 afios en tumores de recto. El motivo de
este hallazgo es desconocido, probablemente asociado a la mayor proporcion de
polipos en esta localizacion (lo cual motiva un seguimiento mas estrecho en el
screening), con menor componente mucinoso y menor estado de metilacion a nivel
molecular. Estas diferencias también pueden observarse en términos de mortalidad
global y supervivencia, siendo la SG en meses claramente menor en los pacientes con
cancer de recto y con cancer de colon derecho (31.6 y 45.9 meses, respectivamente),
respecto a los tumores izquierdos. Esta diferencia es estadisticamente significativa en
el caso de los tumores rectales, que muestran la peor SG (p=0.024). La SLE en meses
fue muy similar en los grupos de cancer de colon derecho e izquierdo y claramente
inferior en el grupo de cancer de recto (16 meses), aunque no estadisticamente
significativa. Shimada Y et al. (2017) en su estudio acerca de las diferencias entre CCR
derecho e izquierdo (sin hacer distinciéon en funcion de la edad) también publica peores
resultados globales entre ambas localizaciones, con diferencias clinicas y moleculares
similares a las objetivadas en nuestra serie. El porcentaje de pacientes con recidiva
tumoral a 5 afios fue menor en el grupo de cancer de recto, probablemente en relacion
con la menor SLE y SG, aunque no estadisticamente significativa, al igual que la
mortalidad a 5 afios, mayor en el grupo de cancer de recto (36.4%) y cancer de colon

derecho (33%), respecto a los tumores izquierdos (19%).

El numero de pdlipos al diagnostico o durante el seguimiento, como se ha
comentado previamente, fue mayor en la localizacién izquierda (5.4 pdlipos), respecto
al colon derecho (1.78 pdlipos) y el recto (2 podlipos), aunque no estadisticamente
significativo. EI mayor numero de pdlipos asociados fue de tipo adenomatoso,
especialmente en la localizacion rectal (72%), seguidos de los polipos mixtos v,
practicamente anecddéticos, los hiperplasicos, siendo llamativa la ausencia de estos en
la localizacion izquierda, con diferencias no significativas. El predominio de pdlipos
adenomatosos con bajo indice de pdlipos hiperplasicos coincide con lo publicado en
otras series (Pilozzi E et al., 2015). Los tumores derechos presentan mayor proporcion

de adenomas sésiles serrados y adenocarcinomas mucinosos, mientras que los
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tumores izquierdos presentan predominio de adenocarcinomas tradicionales vellosos
(Marzouk O y Schofield J, 2011), lo que puede encontrarse en relacion con la ausencia
de pdlipos hiperplasicos en la localizacion izquierda, con mayor presencia en la
localizacién derecha. Los pdlipos hiperplasicos se engloban dentro del grupo de los
polipos serrados y se caracterizan por presentar CIMP-alto, mutacion en BRAF e IMS,
caracteristicas que fueron mas frecuentes en nuestra serie precisamente en las

localizaciones derecha y rectal.

La incidencia de neoplasias primarias multiples se encuentra entre el 5y el 10%,
segun las series (Rennert G et al., 1995). El CCR sincronico de localizacion derecha
parece estar relacionado principalmente con formas hereditarias y fenotipo metilador,
en la localizacion izquierda existe un predominio de la IC y en los casos de afectacion
coldnica global, la IC y las mutaciones germinales en APC y MUTYH suelen ser
prevalentes (Brandariz L et al., 2016). En nuestra serie, el CCR sincrénico y/o
metacronico fue mas frecuente en la localizacion izquierda (36.4%), siendo menos
frecuente en la localizacion rectal (11.1%), aunque con diferencias no estadisticamente
significativas. Estos datos pueden encontrarse en relacién con el mayor numero de
polipos asociados en la localizacién izquierda y coinciden con los datos publicados por
nuestro grupo (Brandariz L et al., 2016). No obstante, lo mas llamativo de nuestra serie
es la alta prevalencia global de neoplasias primarias multiples (incluyendo el CCR
sincrénico y/o metacrénico), siendo diagnosticadas en el 34% de los pacientes con
mayor incidencia en el colon izquierdo (41%), seguido del colon derecho (39.5%),
porcentajes mayores a los reflejados en la literatura y con una explicacion no del todo
clara, si bien probablemente se encuentre en relacion con el seguimiento mas estrecho

realizado a estos pacientes.

La mayoria del CCR es de tipo esporadico, aunque muchos pacientes, sobre
todo en el caso del CCRJ, seran diagnosticados en el contexto de sindromes de CCR
hereditario. Las mutaciones germinales en genes que predisponen al desarrollo de CCR
suponen aproximadamente el 5% de todos los diagnésticos de CCR (Ogino S et al.,
2008), aunque se estima que hasta un 20% de los pacientes presentan agregacion
familiar para el CCR sin diagnodstico de sindromes hereditarios, con bases moleculares
aun por definir (Lindor NM et al. 2006). A nivel global, la mayoria de nuestros pacientes
presentaron tumores de tipo esporadico (80.4%). La mayor agregaciéon familiar se

objetivd en los tumores de colon izquierdo (45.5%), con diferencias estadisticamente
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significativas respecto a la localizaciéon rectal, donde el 92% de los tumores fueron
esporadicos. Aunque unicamente se evidencid un caso que cumplia criterios de
Amsterdam para SL no conocido previamente, de localizacién derecha, la mayor
proporcion de tumores relacionados con SL se encontraron en la localizacién izquierda
(27.3%), probablemente por la mayor agregacion familiar en este grupo de pacientes.
En relacién con el mayor componente esporadico en la localizacion rectal, llama la
atencion la ausencia total de neoplasias relacionados con SL en esta localizacion, con
un 8% de neoplasias no relacionadas con SL. El colon derecho presentd un componente
familiar intermedio, con un 16% de diagndstico de neoplasias relacionadas con SL y un
3% de neoplasias no relacionadas con SL. En nuestra serie, la mayoria de los tumores
izquierdos son EMS/CIMPO0-bajo, con mayor estabilidad cromosémica, ausencia de
mutaciones en genes MMR y baja proporcion de mutaciones en BRAF, lo cual contrasta
con la mayor agregacion familiar objetivada en este grupo y pone de manifiesto las

alteraciones moleculares pendientes de definir en estos pacientes.

A nivel histopatolégico, es llamativo el elevado componente mucinoso objetivado
en la localizacion derecha (34%) y estadisticamente significativo respecto al resto de
localizaciones, con ausencia de células en anillo de sello en el colon derecho e
izquierdo, siendo estas relevantes (5.9%) en la localizacion rectal. Nitsche U et al. (2016)
tras analizar una cohorte de 28.056 pacientes con diagnéstico de CCR describe mayor
prevalencia de tumores mucinosos y con células en anillo de sello en las localizaciones
derecha vy rectal, respectivamente. En su serie, en la que no se realiza distincién en
cuanto a la edad de los pacientes, la incidencia de tumores mucinosos es del 11%,
mientras que la incidencia de células en anillo de sello es del 0.9%, datos inferiores a
los objetivados en nuestra serie de pacientes con CCRAT. Los tumores con componente
mucinoso presentaron bajo grado de invasion linfatica pero elevada invasion
locorregional y recidivas locales, mientras que los tumores con presencia de células en
anillo de sello presentaron mayor invasion linfatica, metastasis a distancia y tumores
metacronicos. El mecanismo molecular no se encuentra del todo descrito, si bien tanto
el componente mucinoso como las células en anillo de sello se encuentran relacionados
con la presencia de IMS, mutaciones en BRAF, p53 y p16, hallazgos también
prevalentes a nivel molecular en las localizaciones derecha y rectal en nuestra serie.
Como era de esperar, estos tumores presentaron peor estadificacion TNM al
diagnostico, mayor indice de invasion linfatica y peor grado de diferenciacion. Estos
datos concuerdan con los hallados en nuestra serie y explican en parte los peores datos

en términos de SG y SLE en dichas localizaciones, especialmente en la localizacion
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rectal. En relacion con estos hallazgos, la mayor proporcién de pacientes diagnosticados
en estadio IV se encontrd en la localizacion rectal (27.8%), seguido de la localizacion
derecha (15.8%), aunque la mayoria de los pacientes en los tres grupos fueron
diagnosticados en estadios intermedios (Il y Ill). La mayoria de los tumores en las tres
localizaciones presentaron moderado grado de diferenciacién, con mayor prevalencia
de tumores pobremente diferenciados en la localizacion derecha (8.6%), probablemente
asociados al mayor componente mucinoso, sin evidenciar ningun tumor pobremente
diferenciado en la localizacion izquierda, aunque no estadisticamente significativo pero

similar a lo publicado en otras series (Patel SS et al. 2012).

1.2.2. Caracteristicas moleculares del CCRAT, segun su localizacién tumoral.

La mayoria de los pacientes con CCRAT seran estables desde el punto de vista
de los microsatélites, lo cual refuerza el esperable caracter esporadico en este grupo de
edad, con elevada presencia de fenotipo metilador (Jass RJ et al., 2000). En nuestra
serie, el 90.7% de los pacientes presentaron estabilidad de microsatélites. Entre los
pocos pacientes inestables, se evidencio un claro predominio en la localizacion derecha
(18.4%), respecto al resto de localizaciones, con diferencias estadisticamente
significativas. Corso G et al. (2013) en su serie de 280 pacientes con CCR también
describe una significativa predominancia de la IMS en la localizacién derecha, la cual se
asocia ademas con alteraciones en el EGFR producidas por mutaciones en BRAF"%F
y KRAS, considerandose, por tanto, casos esporadicos, no relacionados con SL. En
nuestra serie, de los 9 pacientes con IMS, 7 de ellos se encontraron asociados a
mutaciones en BRAF"%F o hipermetilacion en su promotor, la mayoria de ellos en el
grupo de tumores derechos, suponiendo un 13.2% de los pacientes de esta localizacion,
similar a lo descrito en otras series. Reforzando el caracter esporadico del CCRAT,
unicamente se evidencido un caso, también de localizacion derecha, con mutacién
germinal en el gen MSH2, con ausencia de mutacion en genes MMR en el resto de las

localizaciones, similar a lo publicado por Corso G et al. (2013).

Se estima que aproximadamente el 15% del CCR asienta sobre un pdlipo
serrado como lesién precursora, desarrollandose a través de la via serrada (Toyota M et
al., 1999). Aunque los mecanismos moleculares que subyacen en el CIMP no se
encuentran claramente establecidos, estos suelen asociarse con mutaciones en BRAF

e hipermetilacion en MLH1, caracteristicas compartidas con los tumores con IMS-alta
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(Chan AO-O et al., 2002). A pesar de que el CIMP se puede observar en muchos
tumores esporadicos con IMS-alta, su presencia no solo se restringe a los tumores con
IMS-alta, ya que aproximadamente la mitad de los tumores con CIMP no presentaran
metilacion en MLH1 o IMS (Samowitz WS et al., 2005). En nuestra serie, la localizacion
rectal fue aquella con mayor estado de metilacion, con un 36.4% de los tumores rectales
de tipo CIMP-alto. Clasicamente, se ha considerado que los tumores desarrollados a
través de esta via eran predominantes en mujeres, en localizaciones proximales del
colon, con peores grados de diferenciacion y una elevada frecuencia de mutaciones en
BRAF, lo cual contrasta con el predominio de la localizacién rectal en nuestra serie.
Igualmente, los tumores de colon izquierdo destacaron por presentar menor estado de
metilacion respecto al resto de localizaciones, lo cual coincide con la ausencia de podlipos
hiperplasicos en esta localizacion y contrasta con lo publicado en algunas series, donde
la localizacion izquierda fue aquella con mayor estado de hipermetilacion (Ogino S et
al., 2007). De forma habitual, los pacientes con SL han sido incluidos dentro del grupo
del CIMP-bajo, mientras que los tumores con IMS de tipo esporadico han sido mas
frecuentes en el grupo de CIMP-alto, con elevados indices de mutaciones en BRAF
(Ogino A, Goel A, 2008). En nuestra serie se confirman estos hallazgos, la mayoria de
los pacientes con IMS-CIMP-alto fueron encontrados en la localizacion derecha, en
relacién con la mayor frecuencia de mutaciones en BRAF. Aunque los tumores rectales
presentaron mayor estado de metilacion respecto al resto de localizaciones, a nivel
global en las tres localizaciones fue prevalente el CIMP-0, destacando el bajo nivel de

metilacion global en los pacientes de edad avanzada.

Ogino S y Goel A, en el ano 2008, establecieron la clasificacion del CCR segun
las dos principales vias de carcinogénesis, la IMS y la via serrada, en 4 tipos de

pacientes, como hemos sehalado anteriormente:

1. Los tumores con IMS-CIMP-alto se asocian frecuentemente con mutaciones
en BRAF e hipermetilacion de MLH1, pobre diferenciacion y elevada frecuencia
de mucina y células en anillo de sello. En estos pacientes, la IMS es de tipo
esporadico, con elevada frecuencia de mujeres, de edad avanzada y con

tumores de localizacion proximal.

2. Los pacientes con SL se encuentran englobados en el grupo de tumores con
IMS-CIMP-0/bajo, también con predominio de localizaciones derechas y

componente mucinoso, pero con tumores mejor diferenciados de forma global.
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3. El grupo de tumores con EMS-CIMP-alto mostraran mutaciones en BRAF,
pobre diferenciacion y presencia de células en anillo de sello, con predominio de

mujeres, edades avanzadas y tumores de localizacién derecha.

4. Los tumores de tipo EMS-CIMP-0/bajo son los mas frecuentes a nivel global,
suponiendo aproximadamente el 80% de los tumores colorrectales. Presentan
caracteristicas histopatolégicas variadas, si bien son mas frecuentes en varones

y en localizaciones distales en el colon.

En nuestra serie, la mayoria de los pacientes fueron EMS-CIMP-0/bajo en las
tres localizaciones, aunque a nivel rectal fue estadisticamente significativa la presencia
de tumores EMS-CIMP-alto (36,4%), en relacién con el mayor estado de metilacion
encontrado en esta localizacion. Los tumores con IMS-CIMP alto fueron
predominantemente mujeres, en localizacion derecha, con elevada presencia de mucina
y asociados a mutaciones en BRAF, hallazgos en correlacion con la clasificacion de
Ogino y Goel. Los tumores con EMS-CIMP alto también presentaron elevada proporcion
de mutaciones en BRAF, siendo mas frecuentes en localizacion izquierda y rectal. El
grupo predominante fue el de los tumores EMS-CIMP-0/bajo (73%) con predominio

masculino y elevado componente mucinoso

Los tumores con IC presentan con frecuencia alteraciones en forma de
ganancias y pérdidas cromosomicas, asi como traslocaciones. Las pérdidas alélicas
también son relativamente frecuentes, presentando un desequilibrio alélico a nivel de
multiples loci, siendo la aneuploidia la caracteristica de este tipo de tumores. Las causas
para que se produzca la IC son heterogéneas habiéndose descrito multiples genes
capaces de originarlas, pero con un factor iniciador comun en la mayoria de los casos
que es la pérdida de un gen supresor como el gen APC. La mayoria del CCR esporadico
(aproximadamente el 85%) pertenece a este grupo de tumores (también llamado
tumores con EMS) si bien, en muchos pacientes se solapan varias vias de
carcinogénesis (Perea J et al, 2011). En nuestro estudio, la IC fue mayor en los tumores
de colon derecho, no solo a expensas del IIG, sino también en cuanto a la ANC por
caso. La localizacion izquierda presenté un llamativo bajo indice de IC, siendo la
localizacién rectal intermedia entre ambos, salvo en el numero de cromosomas
completos alterados en el que el recto fue la que presentd mayor numero. Cabe destacar
el elevado indice de IC en los tumores derechos, lo cual contrasta con lo publicado en

otras series, sin distincion en base a la edad, donde la IC no es mayoritaria en la
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localizacion derecha dado el predominio de la IMS (de la Chapelle A, Hampel H, 2010).
La ausencia de una region predominantemente alterada en el analisis de arrays de CGH,
la cual no alcanza el 50%, habla de la heterogenicidad en este grupo de tumores.
Muchas de estas regiones alteradas han sido previamente estudiadas, aunque sin una
distincion en base a la edad, como las pérdidas en 5913 o las alteraciones en 7qg21,
asociadas a mala respuesta a terapia neoadyuvante en cancer rectal (Molinari C et al.,
2011).

En cuanto a las regiones recurrentemente alteradas (ya sean ganancias o
pérdidas) en las diferentes localizaciones, fueron predominantes en la localizacion
derecha, seguida de la rectal. Llama la atencidén que estas regiones recurrentemente
alteradas se encuentran en relacion con localizaciones comunes de fragilidad, FRA, las
cuales podrian tratarse de puntos de acceso para el desarrollo de la inestabilidad
genomica o actuar como unidades funcionales cuya alteracion facilite fendmenos de
carcinogénesis. La regiéon FRA mas frecuentemente alterada en las tres localizaciones
se encuentra entre FRA 7B y FRA 20Ad.

Respecto al analisis NGS para las mutaciones somaticas, el grupo de CCRAT
fue el Unico grupo de edad en el que se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en las mutaciones en KRAS (58% de los pacientes presentaron mutacion
en KRAS frente al 42% de tumores no mutados), especialmente llamativas (p=0.005) en
las localizaciones derecha (73%) y rectal (63%). También destacan, aunque no de forma
significativa, la presencia de mutaciones en APC (50%), P53 (45%) y PIK3CA (19%),
mutaciones mas frecuentes a nivel global detectadas en el CCR (Tsaousis GN et al.,
2019; Furtado LV y Samowitz WS, 2017).

2. Pacientes con CCR jovenes

Los resultados del analisis del grupo de pacientes con CCRJ se encuentran
descritos y publicados en la tesis doctoral “Caracteristicas diferenciales de las
principales vias de carcinogénesis del cancer colorrectal de aparicién precoz segun su
localizacion” (Fernandez-Miguel T, 2021) y en el articulo titulado “Classifying early-onset

colorectal cancer according to tumor location: new potential subcategories to explore”
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(Perea J et al., 2015), cuyo resumen se ha mencionado en el apartado de resultados y

que se ampliara en el analisis comparativo con el grupo de CCRAT.

3. Analisis comparativo del CCR segun la edad de aparicion y la

localizacion tumoral.

3.1. Tumores de localizacion derecha: analisis comparativo entre el CCRJ y el
CCRAT

Dentro del grupo de tumores de localizacién derecha, fue mas frecuente el
diagnostico de estos tumores en los pacientes con CCRAT, frente a los jovenes (39% y
24%, respectivamente). En nuestra serie no existieron diferencias significativas segun
la distribucion por sexo, si bien la mayoria de los diagndsticos de tumores derechos ser
realizaron en mujeres, en ambos grupos de edad. Las principales diferencias clinicas
entre ambos grupos de edad se encontraron fundamentalmente mediadas por el mayor
diagnostico de SL en los pacientes jovenes, con tumores pobremente diferenciados,
diagnosticados en etapas tempranas, con un mayor numero de polipos durante el
seguimiento e importante componente familiar de neoplasias relacionadas con SL, todo
ello relacionado con el seguimiento estrecho de estos pacientes mediante los programas
de screening. Los pacientes jovenes presentaron una mayor SLE y SG en la localizacion
derecha, respecto del grupo de CCRAT (180 meses en el grupo de CCRJ frente a 46
meses en el grupo de CCRAT), similar a lo publicado en otras series. Igualmente, se
objetivd una mayor mortalidad en la localizacion derecha en el grupo de CCRAT
respecto a los jovenes (33.3%). La unica localizacion donde se objetivd mayor numero

de pdlipos en el grupo de pacientes jovenes fue el colon derecho (70% de los pacientes).

El colon derecho en ambos grupos fue la localizacion mas frecuente de
diagnostico de CCR sincronico (20% en el grupo de CCRJ y 24.3% en el grupo de
CCRAT), siendo significativa esta diferencia respecto al resto de localizaciones

unicamente en el grupo de pacientes jovenes.
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Dentro de las caracteristicas histopatologicas, destaca el elevado componente
mucinoso en la localizacion derecha en ambos grupos de edad respecto al resto de
localizaciones (37.5% en el grupo de CCRJ y 34% en el grupo de CCRAT), con mayor
prevalencia de tumores pobremente diferenciados en el grupo de jévenes, en relacion
con la mayor prevalencia de SL, datos similares a lo descrito en la literatura (Glebov OK
et al., 2003).

Con respecto a las alteraciones moleculares, la localizacion con mayor
porcentaje de IMS en ambos grupos fue la localizacion derecha (30% en el CCRJ y
18.4% en el CCRAT), presentando en todos los casos de CCRJ mutaciones germinales
en genes MMR y diagnodstico de SL, similar a lo descrito por Lynch HT et al. en 1988,
mientras que la mayoria de los pacientes inestables del grupo de CCRAT presentaron

FV600E

mutacién en BRA o hipermetilacién en su promotor (Dekker E et al., 2019; Baran

Bet al., 2018).

En cuanto al fenotipo metilador, llama la atencion la mayor proporcién de fenotipo
metilador (CIMP-alto) en el colon derecho en el grupo de pacientes jévenes respecto al
grupo de CCRAT (50% y 19.4%, respectivamente). En cuanto a la clasificacion
molecular, en el colon derecho es estadisticamente significativo el mayor predominio de
tumores de tipo EMS-CIMP-0/bajo en el grupo de CCRAT respecto a los pacientes
jévenes, con mayor proporcion de tumores de tipo EMS-CIMP-alto en el grupo de
pacientes jovenes respecto al grupo de CCRAT, caracteristicas que resultan similares a
las descritas por Dekker E et al. en 2019, aunque sin tener en cuenta la diferencia segun

la edad de los pacientes.

En cuanto a la IC, en el colon derecho se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas en el IIG para pérdidas y cromosomas normales, siendo
el lIG claramente superior en el grupo de CCRAT, con mayor numero de cromosomas
normales en el grupo de pacientes jovenes. A pesar de la mayor IC en el grupo de
CCRAT, las dos regiones diferenciales mas frecuentemente alteradas se objetivaron en
el grupo de los jévenes (1921 y 10911.21-11.22). El mayor numero de alteraciones en
1921 ya han sido descritas previamente en pacientes jovenes, aunque sin el criterio de
la localizacién tumoral (Berg M et al., 2010), mientras que 10911.21-11.22 es la region
donde se localiza el gen RET (Ishizaka Y et al., 1989). En el grupo de jévenes, también

merece la pena destacar la elevada presencia de pérdidas en 14q11.1-11.2, regién
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donde se localiza el gen NDRG2, gen supresor tumoral asociado con ¢c-MYC y la via de
carcinogénesis colorrectal de TGF-B (Shu X et al., 2015), promoviendo su silenciamiento

epigenético la proliferacion y la invasividad tumoral (Hong SN et al., 2016).

Respecto al anadlisis de las mutaciones somaticas mediante NGS se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en KRAS en el grupo de
CCRAT, con un 73% de mutaciones en el colon derecho, frente al 58% en el CCRJ,
siendo la localizacion con mayor presencia de mutaciones en KRAS en ambos grupos
de edad.

3.2. Tumores de localizacion izquierda: analisis comparativo entre el CCRJ y el
CCRAT

La mayor proporcién de tumores izquierdos fue objetivada en el grupo de los
pacientes jovenes (42.7%), con diferencias en la distribucion entre sexos muy similares
en ambos grupos de edad, con una mayor proporcion de pacientes varones, similar a lo
publicado por Dekker E et al. en 2019. La mayoria de las caracteristicas clinico-
patologicas y familiares fueron muy similares entre ambos grupos edad, siendo
relevante el diagndstico temprano en los pacientes jovenes (80% de los mismos
diagnosticados en estadios | y Il), probablemente debido al seguimiento estrecho de
estos pacientes, asi como el predominio de tumores con bajo grado de diferenciacion
en el grupo de CCRAT. En el grupo del CCRAT se objetivo la presencia de un mayor
nuamero de polipos, asi como la presencia de otras neoplasias colorrectales (CCR
sincrénico y/o metacrénico), hasta en el 36% de los pacientes frente a 0 pacientes en el
grupo de los jévenes. Respecto a las neoplasias relacionadas y no relacionadas con el
SL, a pesar de la mayor agregacion familiar global en el grupo de CCRJ, la unica

localizacion en la que predominaron en el grupo de CCRAT fue el colon izquierdo.

En cuanto a la SLE, aunque no significativa, fue mayor en el grupo de pacientes
jovenes en todas las localizaciones, si bien la unica localizacion en la que la SG fue

mayor en el grupo de CCRAT fue en la localizacion izquierda.
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Entre las caracteristicas moleculares en la localizacién izquierda, cabe destacar
la elevada IC en el grupo de jovenes, fundamentalmente debido a la elevada ANC, con
una escasa diferencia en el nimero de segmentos cromosdmicos alterados en ambos
grupos de edad, similar a lo publicado previamente en dicha localizacion (Dekker E et
al., 2019; Baran B et al., 2018; Lee MS, Menter DG y Kopetz S, 2017). En el colon
izquierdo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el lIG, aunque
la media de cromosomas completos alterados fue claramente superior en el grupo de
jovenes, con diferencias significativas (p=0.03) tanto para las ganancias como para las
pérdidas. Las pérdidas mas frecuentes en el grupo de jovenes fueron en 1p12-q21.1,
5913.1-13.2, 9p12-q24.22, 9931.3-33.1, 11p11.12-q12.1 y 11914.41-14.3, asi como las
ganancias en 19p13.12-12.

Las pérdidas en 1921.1-21.2 han sido descritas frecuentemente en el CCRJ
(Berg M et al, 2010); las pérdidas en 11914.1-14.3 se han asociado con
comportamientos tumorales agresivos y mayor agregacion familiar, asi como relacion
con tumores prostaticos (Schaid DJ et al., 2007); las ganancias en 19p13.12 pueden
relacionarse con la expresion de NOTCH3 (Blaumueller CM et al., 1997); ademas,
11914.1 es un enlace para GAB2, gen involucrado en la transicién epitelio-mesenquimal

y en el desarrollo de invasion linfatica y metastasis (Ding C et al., 2016).

Entre los pacientes con IMS, dentro del grupo joven, en la localizacion izquierda
de los 6 casos confirmados con IMS unicamente 4 presentaron mutacion en genes MMR
y diagnéstico de SL. Respecto al estado mutacional de BRAF®%%, (inicamente un
paciente en el grupo de jovenes presenté mutacion en el gen y fue localizado en el colon

izquierdo.

Dentro del fenotipo metilador, el estado de metilacion es mayor en el grupo de
CCRAT en la localizacion izquierda con respecto al grupo de los jévenes, aunque con
diferencias no significativas. En cuanto a la clasificacion molecular, en el colon izquierdo
fueron claramente predominantes en ambos grupos de edad los tumores con EMS y
bajo perfil de metilacion (77.5% en el grupo de CCRJ y 85.7% en el grupo de CCRAT).

Respecto a la mutacién en KRAS objetivada en el analisis mediante NGS, el

colon izquierdo es la localizacion con menor presencia de mutaciones a nivel global
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(28% en el grupo de CCRAT y 26% en el grupo de CCRJ), siendo significativo en el
grupo de CCRAT frente al resto de localizaciones (73% en el colon derecho y 63% en el

recto).

3.3. Tumores de localizacion rectal: analisis comparativo entre el CCRJ y el
CCRAT

Los tumores de localizacion rectal fueron mas frecuentemente diagnosticados
en el grupo de CCRAT, con predominio de sexo masculino, muy similar en ambos grupos
de edad. Similar a la localizacion derecha, la SLE y la SG fueron claramente superiores
en los pacientes jovenes con respecto al CCRAT, siendo estadisticamente significativa.
La mortalidad global, relacionada y no relacionada con cancer, fue mayor en la

localizacién rectal para ambos grupos de edad.

Especialmente llamativa fue la diferencia en el numero de pélipos asociados la
localizacion rectal, con predominio en el grupo de CCRAT (41% en el grupo del CCRJ
frente al 67.6% en el grupo de CCRAT).

Desde el punto de vista familiar, las neoplasias relacionadas con SL fueron
superiores en el grupo de CCRJ, como ya se ha comentado, en todas las localizaciones,
y especialmente relevantes en la localizacion rectal (con mas del 50% de los casos con
antecedentes familiares de neoplasias relacionadas con SL, frente a 0 pacientes en el
grupo de CCRAT). En relacién con la mayor proporciéon de neoplasias relacionadas con
SL en la localizacion rectal, se objetivo diferencia significativa en el caracter esporadico
del grupo de CCRAT.

A pesar de la mayor SLE y SG en los pacientes jovenes, los tumores rectales
diagnosticados en estadios avanzados (estadio |IV) fueron superiores en este grupo de
edad (37% con metastasis al diagndstico), con predominio de estadios precoces en el
grupo de CCRAT, especialmente en el estadio Il, con un 50% de los pacientes en el
grupo de CCRAT frente a un 7% de los pacientes en el grupo de jovenes. El elevado

componente mucinoso en los pacientes del grupo de CCRAT, a pesar de la baja
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presencia de tumores pobremente diferenciados y estadios mas precoces, podria

encontrarse en relacion con los peores resultados en este grupo en cuanto a SG y SLE.

A nivel molecular, destaca la ausencia de IMS en esta localizacién para ambos
grupos de edad, siendo llamativa la elevada presencia de neoplasias relacionadas con
SL en el grupo de pacientes jovenes a pesar de que todos ellos fueron estables. El
estado de metilacion fue mayor en el grupo de CCRAT, siendo hasta el 36% de los
tumores de tipo EMS-CIMP-alto. Mas del 90% de los pacientes jovenes presentaron
tumores de tipo EMS-CIMP-0/bajo. Respecto a la IC, en el recto se evidenciaron
mayores ganancias y cromosomas normales en el grupo de pacientes jovenes, aunque
sin diferencias estadisticamente significativas en esta localizacion. Las ANC fueron algo
mayores en el grupo de CCRAT, con una media de cromosomas completos alterados
algo mayor, con cifras similares de ganancias y pérdidas. Resultaron predominantes las
pérdidas en 1p36.32-36.13 y las ganancias en 5q13.2, en el grupo de CCRAT. Las
ganancias en 5q13.2 involucran un segmento cromosémico relacionado con tumores

rectales metastasicos (Zhou HT et al. 2013).

Respecto al analisis mediante NGS, como se ha comentado previamente,
unicamente destaca la elevada presencia de mutaciones en KRAS en el grupo de
CCRAT frente a los pacientes no mutados (p=0.007), siendo la localizacion rectal la mas
frecuente después del colon derecho (63% de los pacientes) y con diferencias
significativas respecto al grupo de jovenes (33% de mutaciones en el grupo de CCRJ,
frente al 63% en el grupo de CCRAT).

Finalmente, desde el punto de vista de la clasificacion de consenso molecular
para el CCR (Guinney J et al., 2015), podemos describir nuestros resultados segun el

grupo de edad y la localizacion tumoral:

- Subtipo 1 de consenso molecular (SCM1 o IMS de tipo inmune): subtipo
fundamentalmente localizado en el colon derecho, caracterizado por
presencia de IMS en ambos grupos de edad, pero con clara prevalencia en
los tumores de colon derecho de los pacientes jévenes. Los tumores de colon
derecho del CCRJ fueron predominantemente CIMP-alto, con baja presencia
de ANC somaticas o IC. Los tumores de colon derecho en el grupo de CCRAT
presentaron mutaciones en BRAF, alto grado de diferenciacién, predominio

de sexo femenino y peor supervivencia global tras recidiva, de acuerdo con
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estudios que muestran peor prondstico de los pacientes con IMS y presencia
de mutacion en BRAF en la recaida tumoral (Tran B et al., 2011). En nuestro
estudio, el mejor prondstico global se objetivd en los tumores de colon
derecho del grupo de pacientes jovenes, mientras que el mejor prondstico en

el grupo de CCRAT fue en la localizacién izquierda.

- Subtipo 2 de consenso molecular (SCM2): es el subtipo mas frecuente y se
define por una ANC somaticas muy superior a otros subtipos, de localizacion
predominantemente izquierda y con una elevada SG. Caracteristicas
compartidas con los resultados obtenidos en nuestro estudio en los pacientes
con CCRJ, salvo en referencia a la mayor SG que se objetivo en los pacientes

del grupo de CCRAT en su localizacion izquierda.

- Subtipo 3 de consenso molecular (SCM3 o metabdlico): este subtipo se
caracteriza por presencia de IMS, CIMP-bajo y baja ANC. Algunas
caracteristicas de este subtipo se pueden aplicar a nuestros pacientes, tanto
dentro del grupo joven (predominio de localizacion izquierda, CIMP-bajo e
IMS, asi como predominio de CIMP-bajo también en la localizacion rectal),
como dentro del grupo de CCRAT (baja ANC y CIMP-alto).

- Subtipo 4 de consenso molecular (SCM4 o mesenquimal): presenta elevada
ANC, predominio de tumores diagnosticados en estadios avanzados y peor
SLE y SG. Los tumores rectales, especialmente en el grupo de jovenes,
pueden ser clasificados en este subgrupo molecular. Cabe destacar, que esta
clasificaciéon molecular se centra fundamentalmente en las localizaciones
derechas e izquierdas, con escasa presencia de tumores rectales incluidos.
Los tumores rectales en el grupo de CCRJ presentan caracteristicas
especiales y su estudio se encuentra en auge, incluidos los tumores de este
subtipo molecular (Patel SG et al., 2018). Estos tumores presentan el peor
pronéstico global respecto a todas las localizaciones y grupos de edad,
siendo considerado en muchos estudios el cancer de recto en pacientes
jovenes como una entidad aparte con respecto al resto de CCR (Tamas K et
al., 2015). Es necesario el estudio de un mayor numero de pacientes con
estas caracteristicas, a fin de incluir este subgrupo especial de pacientes en

una categoria diferente respecto del resto del CCR.

Nuestros resultados, asi como su correlacion relativa con esta clasificacion

molecular, debe ser considerada con cautela, debido al pequefo tamafo de nuestra
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muestra. Es necesaria la realizacion de estudios con la inclusion de un mayor numero
de pacientes, asi como una sucesiva cohorte de validacion, para confirmar nuestros
resultados actuales, si bien es evidente no solo avalado por la extensa literatura actual,
sino por los resultados obtenidos en el presente estudio, que el CCR es una entidad
heterogénea, en la que intervienen multiples factores no solo epidemioldgicos, sino a
nivel genético y molecular, por lo que es necesario considerar cada localizacién tumoral
y cada subgrupo de edad como una entidad diferente, con caracteristicas especificas al
diagnostico y resultados a tratamiento, prondstico e intervalos de supervivencia unicos

para cada grupo de pacientes.
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1.

En nuestra serie, el CCRAT presentdé distribucién similar entre sexos, siendo
menos frecuente la localizacion izquierda, con importante asociacion de polipos.
Los tumores fueron de predominio esporadico, con escasos antecedentes
familiares. Destacé la baja presencia de tumores pobremente diferenciados, con

predominio de componente mucinoso.

A nivel molecular, el CCRAT presento escasa IMS (fundamentalmente asociada
a mutaciones en BRAF'®%), con baja presencia de fenotipo metilador, siendo
los casos con CIMP-alto aquellos con IMS de tipo esporadico. La mayoria de los
pacientes fueron EMS-CIMP-bajo. El 35% de los pacientes no presentd ninguna
alteracion en cromosomas enteros, destacando una ANC por caso menor del
50%.

En el analisis por localizaciones dentro del CCRAT, los pacientes mas jévenes
se localizaron en el colon izquierdo, siendo la localizacion con mayor agregacion
familiar. Predominaron los tumores de colon derecho en mujeres, con mayor
porcentaje de tumores pobremente diferenciados y componente mucinoso. La

peor SG se objetivo en las localizaciones derecha y rectal.

En el mismo grupo, desde el punto de vista molecular, el mayor porcentaje de
IMS se objetivo en el colon derecho, siendo todos los tumores rectales estables.
El recto presento el mayor estado de metilacion, con un 36% de los tumores de
tipo CIMP-alto, aunque en todas las localizaciones predominé la EMS-CIMP-
bajo. La IC fue mayor en los tumores de colon derecho, no solo a expensas del
lIG, sino también en cuanto a la ANC por caso, con bajo indice de IC en los

tumores izquierdos.
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En el analisis comparativo segun la edad y la localizacion tumoral, los tumores
de colon derecho fueron predominantes en mujeres a nivel global, con mayor
SG y SLE en el CCRJ, a pesar del bajo grado de diferenciacion y componente
mucinoso. El 30% del CCRJ presento IMS, con la mayor proporcion de pacientes
con SL. El 18% del CCRAT presentd IMS (localizacion mas inestable de este
grupo), fundamentalmente asociada a mutaciones en BRAF"°"E, Se evidencio
predominio de CIMP-alto en el CCRJ, siendo la mayoria del CCRAT de tipo EMS-
CIMP-0/bajo. La mayoria de las regiones cromosdmicas recurrentemente
alteradas se evidenciaron en el CCRAT, con mayor IIG y media de cromosomas

completos alterados.

El colon izquierdo fue la localizacion mas prevalente en el CCRJ, con
caracteristicas clinicas y familiares transicionales entre el colon derecho y el
recto. En el CCRAT se objetivdo mayor presencia de pdlipos asociados, asi como
neoplasias sincronicas y/o metacrénicas. A nivel global predominé la EMS-CIMP-
O/bajo, con un 17% de IMS y SL en el CCRJ. La ANC por caso y la media de
cromosomas completos alterados fueron superiores en el CCRJ, sin diferencias

en el lIG.

El recto presentd la peor SG y SLE a nivel global, especialmente en el CCRAT,
a pesar de que el CCRJ present6 al diagnostico estadios mas avanzados, con
un 67% de polipos asociados en el CCRAT. Todos los pacientes presentaron
EMS, aunque con un 52% de agregacioén familiar en el CCRJ. El 36% del CCRAT
presenté CIMP-alto, predominando los tumores EMS-CIMP-0/bajo a nivel global,

con escasa IC en ambos grupos.

En el andlisis mediante NGS para el estudio de mutaciones somaticas
unicamente fue significativa la elevada presencia de mutaciones en KRAS (58%
de los pacientes) en el grupo de CCRAT, con diferencias significativas en la

localizacién derecha y rectal, respecto al colon izquierdo en este grupo.

Los hallazgos de nuestro estudio sugieren que el CCR es una entidad

heterogénea, con caracteristicas diferenciales desde el punto de vista clinico,
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familiar, anatomopatoldgico y molecular, con importantes diferencias segun la
edad de diagnéstico y la localizacion tumoral. El presente estudio destaca las
diferencias en las bases moleculares del CCR segun la edad y la localizacion en
el colon, siendo el conocimiento de las caracteristicas especificas de cada grupo

fundamental para un futuro manejo terapéutico de esta patologia.
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ANEXO 1. Consentimiento informado para la recogida de muestras.

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 donacién gratuita de
parte de la muestra sobrante de tejido o sangre que le van a extraer, con el fin de utilizar dicho
sobrante en investigacién biomédica relacionada con el cancer. Es importante que lea
detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que entienda su contenido y el objeto de

la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso acerca de la misma.

La principal via de obtener dichos tejidos o sangre que permitan la investigacion biomédica son
las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines 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
donacién es dotar a los investigadores de tejido o sangre para que puedan desarrollar avances
en el terreno del conocimiento sobre el cancer, en particular sobre su aparicion, evolucién y

tratamiento.

El consentimiento que ahora presta no supone para usted ningun riesgo o molestia adicional ya
que unicamente va a autorizar la investigacién con muestras sobrantes de tejido o sangre, que
de otra forma se desecharian. Para la obtencion de este material, no se llevara a cabo ninguna
prueba o intervencion distinta de aquella en la que se obtiene la muestra de tejido o sangre para
su estudio.

La donacién de este sobrante de tejido/ sangre es voluntaria por lo que, si Ud. da el
consentimiento para su uso, en cualquier momento puede revocarlo. En caso de producirse esta
revocacion ello no supondra ningun cambio en la relacion con su médico ni perjuicio alguno en
su diagndstico /tratamiento y/o seguimiento. En caso de revocacion su muestra dejara de formar
parte de la investigacion, aunque los datos obtenidos hasta ese momento si formaran parte de

la misma.
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Caracter altruista de la donacién

La donacidn tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora
ni en el futuro ningun beneficio econémico por la misma. No esta previsto compensarle por los
productos desarrollados a partir de esta investigacién. En todo caso, usted renuncia a cualquier
beneficio econdémico que pudiera corresponderle en el futuro y que sea, loégicamente,
renunciable. Tampoco obtendra ningun otro beneficio directo como resultado de su participacion
en este estudio. Sin embargo, los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo
a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por ello, a otras

personas.

La titularidad de la muestra incorporada y de los resultados de la investigacion corresponderd al
Hospital 12 de Octubre y, en su caso, al investigador. Las muestras podran ser cedidas a otros
grupos de investigacion bajo acuerdos de colaboracion y siempre para la investigacién biomédica

del cancer.

Proteccién de datos y confidencialidad

Los datos personales que se recojan sobre Usted, seran confidenciales y procesados de acuerdo
con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal
y la legislacion sanitaria y relativa a la investigacion biomédica vigente, tratdndose los mismos
unicamente de acuerdo con los objetivos en el presente comunicado descritos, por lo que
cualquier relacion entre la muestra y su identidad personal tienen caracter estrictamente
confidencial. Asimismo, se informa que los resultados obtenidos de los diferentes estudios
llevados a cabo con las muestras pueden ser publicados en revistas cientificas, sin embargo,

nunca sera facilitada su identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

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

siempre manteniendo la debida confidencialidad conforme a la legislacion vigente.

De igual modo, sus datos personales seran incorporados a un fichero automatizado de caracter
confidencial, debidamente inscrito en la Agencia Espafola de Protecciéon de Datos, conforme a los
términos establecidos en la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal,
con la finalidad de gestionar el uso del excedente cedido por usted para los fines de investigacion

descrito en el presente comunicado, pudiendo ejercer en cualquier momento, los derechos de
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acceso, rectificacion, cancelacion u oposicion, reconocidos por la citada normativa en materia de

proteccion de datos de caracter personal.

Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte del

estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo del mismo.

Informacién sobre resultados del estudio

Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte del
estudio / proyecto de investigacion manteniéndose durante el desarrollo del mismo. Los métodos
utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la practica

clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico para Ud.

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

estudio.

Asimismo, podria obtenerse informacién relevante para su familia, le correspondera a Ud decidir
si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le comunique dicha informacién relevante

debe consignarlo en la casilla que aparece al final de esta hoja.

La muestra

La muestra formara parte de un banco de muestras o tumores hasta su uso en el proyecto de
investigacién pudiendo ser cedida a otros investigadores, los que a su vez podran realizar
ensayos relacionados con la finalidad para la que Ud haya donado la muestra. Estos
investigadores no tendran en ningln momento, como ya se ha indicado anteriormente, acceso a

su identidad.

Le Agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la ciencia y la medicina y, de
forma especial, en referencia a la investigacion sobre la aparicion, desarrollo y tratamiento del

cancer.

DATOS DEL PACIENTE

Apellidos

Nombre

Direccion
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NP° historia clinica

DNI

Autoriza la comunicacion de la informacién

relevante derivada de la investigacion Sl NO
Firma Fecha

Manifiesto que he recibido la informacion que
me ha sido proporcionada sobre el
procedimiento anteriormente indicado y he
podido formular las preguntas que he

considerado oportunas
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B < Hospital Universitario
12 de Octubre

SaludMadrnd B comunidad de Madrid

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D.N.I. del paciente: Fecha: | |

Nombre de! Médico que informa: . N° Coleglado: .

UNIDAD DE CANCER FAMILIAR. ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS PREDISPONENTES A CANCER
DE COLON NO ASOCIADO A POLIPOSIS (CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPOSICO)

En l2 mayoria de las ocasiones el cancer de colon $¢ presenta con cardcler esporadico. Existen aigunas famdias en las
que se observa que el nimero de casos es superor a lo que cabria esparar en la poblacidn genedal sin que ello se
acompafhe da polposis intestinal y acompafiados de una elevada incidencia de tumores como el de esdmago, vias
piliares, endometrio u ¢vario entre otres. Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunas de estas farmilas
presentan mutacicnes en alguno de sus genes que son los responsables de este hecho.

Estas mutaciones se transmiten de padres 8 hijos, igual que se transmiten otros caracleves fisicos (como, por ejemplo, el
color dal pelo) ¥ su presencia supone un aumento del riesgo de desarroliar a 1o largo de la vida un cancer de colon, recto,
endometrio y en menor medidas de oiros tumores como los mencionados anteriommente.

La presencia de una de las mutaciones citadas en una persona no significa que se tenga la corteza absolta de que este
individuo vaya a desarrollar esie tipo_de lumor, Gnicamente Indica que existe un riesgo mayor al de la poblacidn general

Por el contrario, la ausencia de dicha mutacidn no puede garantzar la no apancidn del cancer, puesto que es posible que
existan otras mutaciones hoy en dia desconocidas y que por lo tanto no pueden ser estudiadas o simplemente que no
hayan sido detectadas y por ofro lado siempre persiste el riesgo de desarrollar un cancer de forma esporddica (no
hereditark)

Su caso ha sido valorade por una Unidad de Consejo Genélico en Céncer Familiar que, @ la vista de sus anlecedentes
famiiares, ha conskieraco la positilidad de proceder a un estudio molecular con el fin de deteeminar si posee alguna
altaracion genética de las que hoy en dia conocemes como responsables del *Sindrome de Cancer de Colon Hereditario
no Polipésico”.

El andlisis se realiza sobre una muesira de sangre extralda a 1al efecto una vez ctorgado el consentimients, valorandose
de forma exclusiva factores genéticos relacionacos con este sindrome $in que pueda ser utfizada para otros fines ni para
estudiar cros aspectos que no sean los relacionados con este tipo de tumores. En ocasiones y previo &l estudio de
mutaciones on sangre debe procederse & un estudio del tejdo tumoral para lo cual puede ser preciso solicitar muestras de
tejido al senvicio de Anatornia patolégica correspendiente.

La informacién sobre los resultados es estrictamente confidencial y Gnicamente sera faciitada a la persona estudiada y a
quienes ella noe aulorice por escrito. Estos datos quedaran bajo Ia custodia de 1a Unidad de Consejo Genético que e
atienda, sin que consten en su historial cifnico y no podran ser cedidos a ninguna entidad o persona sin su aulorzacion
expresa. Los datos podran ser wlllizados con el fin de realzar estudios epidemiciégicos, garantizando en todo momento ef
ancaimato. Si, no obstante lo anteriormente expuests, en algin momento usted decide que esta informacidn sea
destruida, podra solicitario por escrito a la persona responsable de la Unidad que le ha estudiado.

Si su snalsis genédico es negalivo, es decr, NO se encuantra ningun tpo de mutacidn que suponga especal
predisposicion al cancer, se le indicardn cudles son las medidas de prevencion a tomar y que dependeran de la existancia
0 no de cases de portadores de la mutackdn conocklos en su famiia,

St sy andlisis genético os positvo se lo informard sobre el riesgo exisiente, asl como de las aernativas de prevencion
fisponibies en |a actuakdad

In 0CaSONes 5@ puede obtener un resultado que denominamos no informativo, Este lipo de resultados implica que no se
onoce en fa actualidad las repercusiones que ciertas alleraciones detecladas puede lener sobre el riesgo de padecer

4ncer de colon nd o

Cantintia al daren
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4

uando la existencia de la mutacién en la familla ha skio confirmada, debe saber que otros miembros de su familia
pueden haberla heredado: de usted (en caso de sus descendientes) o de sus antepasados (en caso de otros familiares
como tios © primos). La Unidad de Consejo Genético en ningun caso contactara con ellos por propia inicistiva para
advertiles de esta circunstancia, ya que esta informacién es estrictamente confidencial. Es decisién personal suya
Informar a dichos familiares con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asl cudl es su riesgo

individual con respecto a estos tumores,
De igual manera debe conocer que este tipo de pruebas pueden repercutir en su estado emocional yio psicokgico, tanto
positiva como negativamente.

Si usted decide que no desea reaizarse un estudio gendtico, sepa que su decisidn serd respetada en Sodo momento y
reciira el asesoramiento genético apropiado a su caso. De igual manera debe saber que existen mode ks lebricos que
permilen conocer de manera aproximada su riesgo de padecer determinados tipos de cancer, los cuales podrian
aplicérsele sino desea realizarse este tipo de test.

Comentarios del médico que informa: - . =y

AUTORIZACION

YOia -« ot emmsrsmsenrsmsiie ¢ e — mamte— -« =uwy h@  8i00 informado oralmente y por escrito sobre las
caracteristicas, beneficios y problemas que plantea el estudio genético en el cancer.

He comprendido esta informacion y cualquier dutla surgida me ha sido aclarada por ef médico.

wbanwmwcoummommnmuemmumgmw-au
cancer sobre una muestra de sangre que me serd extraida a tal efecto y analisis de tejido tumora] si e necesario.
Z

Firma Firma tutor (caso de menor o incapacitado legalmente)
Fecha: Fecha:

Nombre - TF —

En ejercicio del derecho que tengo de anular el consentimiento prestado manifiesto mi voluntad de revocarb y solicilo se
proceda a |a destruccién de las muestras sanguineas extraidas y de la informacion de ellas oblenida,
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ANEXO 2. Proceso bioquimico detallado para el analisis molecular de las
muestras de ADN

1. Proceso de tincion con hematoxilina-eosina y proceso de extraccion de ADN de las

muestras de tejido tumoral

1.1. Proceso de tincidn con hematoxilina-eosina

Se realiza un corte de 3 pm del bloque de tejido parafinado con la ayuda de un
microtomo, el cual se incuba a 70°C durante 1 hora. Tras la incubacion, se afiade xilol durante 2
minutos para eliminar la parafina, repitiendo el proceso dos veces. Se aplica a la muestra etanol
para su hidratacion, primero con etanol puro durante 2 minutos y, posteriormente, con etanol al
95% durante otros 2 minutos, tras lo cual se lava con agua destilada 2 minutos mas. Se tifie la
muestra con hematoxilina de Mayer durante 15 minutos y se lava de nuevo durante 2 minutos
con agua destilada. Se tifie la muestra con eosina durante 2 minutos y se lava con etanol al 70%,
para eliminar los restos de eosina. Se deshidrata la muestra, en varias fases: con etanol al 96%
durante 30 segundos, con etanol puro durante 2 minutos y con xilol durante 2 minutos (dos
veces). Finalmente, se monta el cubre-muestras con Eukitt o DPX.

1.2. Proceso de extraccion de ADN

Una vez teiido el tejido con hematoxilina-eosina y estudiada la proporciéon de células
tumorales y normales, se procede a la extraccion de ADN de la muestra parafinada: se realizan
tres cortes de 10 um y se colocan en un tubo de 1.5 ml; para eliminar la parafina, se afiade 1 mi
de xilol y se incuba a 65°C durante 5 minutos, posteriormente, se centrifuga a 12.000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos y se retira el sobrenadante; si persiste algun
resto de parafina, se repite el paso anterior; se afiade 1 ml de etanol puro y se incuba a 65°C
durante 5 minutos, se centrifuga nuevamente a 12.000 rpm durante 10 minutos y se retira el
sobrenadante; se afiade 1 ml de etanol al 50% y se incuba a 65°C durante 5 minutos, se
centrifuga nuevamente con los mismos parametros y se retira el sobrenadante, se deja secar
hasta que desaparezca el etanol; se afiaden 400 ul de tampon (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH
8, 2.5 mM MgCl2, 0.45% Nonidet P40, 4.5% Tween 20), se afiaden 40 ul (1/10 de volumen de
tampodn) de proteinasa K (10 mg/ml) y se incuba a 55°C hasta que el tejido esté completamente
digerido, si persistieran restos de tejido tras varias horas de incubacion, se afiade nuevamente
el tampodn y la proteinasa K o se centrifuga brevemente separando el sobrenadante; se centrifuga
de nuevo la muestra y se afiaden 440 pul de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en
proporcion 25:24:1, trasladando la mezcla a una columna de purificacion Phase Lock Gel™ Light
(Eppendorf AG, Hamburg Alemania); se incuba en rotacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifuga a 12.000 rpm, durante 5 minutos; se selecciona la fase

acuosa superior y se traslada a un nuevo tubo Phase Lock Gel™ Light afiadiendo nuevamente
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440 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1, se incuba de nuevo en
rotacion con los mismos parametros que en el paso previo; se selecciona nuevamente la fase
acuosa resultante y se traslada a un tubo de 1.5 ml afiadiendo 440 ul de cloroformo, se incuba
de nuevo en rotacion con los mismos parametros y se vuelve a recoger la fase acuosa en un
tubo de 1.5 ml; se suman 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M y dos volumenes de etanol
absoluto frio, a continuacion, se deja precipitar el ADN a -20°C durante toda la noche ; se
centrifuga a 4°C a 12.000 rpm durante 15 minutos y se retira el sobrenadante, posteriormente,
se lava con 1 ml de etanol frio al 75%; por ultimo, se repite el centrifugado a 4°C a 12.000 rpm,
en esta ocasion durante 10 minutos, retirando el sobrenadante y dejando secar para eliminar
completamente el etanol. Se resuspende el ADN en agua destilada estéril.

2. Proceso de extraccion de ADN gendmico de las muestras de sangre periférica

2.1. Extraccion manual

Para el analisis del ADN gendémico en sangre periférica extraido de forma manual se
empleo el kit DNA purification system Puregene (Gentra Systems Minneapolis MN):
se introducen 10 ml de la muestra de sangre obtenida en un tubo Falcon de 50 ml, se afiaden 30
ml de suero fisioldgico carabamilfosfato sintetasa y se agita para homogeneizar la muestra,
posteriormente se incuba durante 5 minutos; se centrifuga a 4°C a 3.000 rpm durante 15 minutos,
posteriormente se desecha el sobrenadante para conservar el sedimento de leucocitos en un
volumen de 200-400 pl; se agita para resuspender las células, se afiaden 10 ml de CellLysis
Solution + RNase A Solution y se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos,
posteriormente, se vuelve a centrifugar la muestra a 4°C a 3.000 rpm durante 15 minutos; se
anaden 3.5 ml de Protein Precipitation Solution a las células lisadas, se agita durante 20
segundos y se vuelve a centrifugar con los parametros previos; se desecha el volumen con el
residuo de proteinas y se pasa el sobrenadante que contiene la suspensién de ADN a un nuevo
tubo Falcon de 50 ml; se anaden dos volumenes de alcohol etilico absoluto respecto a la cantidad
de tampén de lisis de leucocitos empleado, para luego agitar con suavidad, hasta lograr apreciar
el ovillo de ADN; se extrae el ovillo de ADN con una pipeta Pasteur esterilizada y se pasa por dos
tubos consecutivos con etanol frio al 70%, para eliminar impurezas; se deja secar durante 5
minutos hasta que desaparezcan todos los restos de etanol y se vuelve a suspender en 30 ul de
agua destilada estéril; por ultimo, es necesario agitar el recipiente durante 2 horas a 37°C para

conseguir la correcta disolucién del ADN.

2.2. Extraccion automatica

Para la extraccion automatica del ADN gendémico a partir de una muestra de sangre

periférica se utiliza el sistema MagNa Pure LC (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
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A partir de una muestra de 1 ml de sangre periférica, el sistema afiade: 0.115 ml de solucion de
proteinasa K para la digestién de proteinas, 0.84 ml de tampdn lisis-unién para la lisis celular y
conseguir la situacion salina idénea para la retencion del ADN, 0.54 ml del reactivo MGP para la
retencion del ADN mediante particulas magnéticas, 2.42 ml de tampédn de lavado | para eliminar
todo el material que no se encuentre unido a dichas particulas, como proteinas, membranas o
heparina, 1.28 ml de tampdn de lavado |l para retirar restos celulares y reducir la concentracion
salina, 0.84 ml de tampon de lavado lll para eliminar los restos de etanol; por ultimo, 200 pl de

tampon de disolucion calentado para resuspender el ADN purificado.

3. Electroforesis horizontal en gen de agarosa al 1.2% para valoracion de la cantidad y
calidad del ADN obtenido

El protocolo para la electroforesis horizontal para el andlisis de la cantidad y la calidad
del ADN obtenido fue el siguiente: en un matraz de 250 ml se afiaden 0.3 g de agarosa (agarosa
Media, Pronadisa, Laboratorios Conda, Madrid) y 30 ml de tampén TBE 1X (Tris, acido borico,
EDTA) y se calienta hasta ebullicién para disolver la agarosa; se afiaden 3 pl de bromuro de
etidio (10 mg/ml) y se coloca la disolucién en una bandeja que se sella por los extremos con cinta
adhesiva con un peine en el borde, donde quedaran los pocillos de carga, se deja que el gel
solidifique; cuando el gel se encuentra en estado sélido, se retira la cinta adhesiva y el peine y
se coloca en una cubeta de electroforesis horizontal (Laboratorios Bio-Rad, High Wycomb, Gran
Bretafa), cubriéndolo con el tampén TBE 1X; para iniciar la migracion electroforética se afiaden
al pocillo de gel 2 ul de la muestra de ADN y el tampoén de carga (glicerol, azul de bromofenol,
xilencianol), posteriormente, se conecta a una fuente de alimentacion y se deja migrar la muestra
durante 20 minutos; se visualiza la intensidad de las bandas obtenidas en el gel mediante un

transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc 2000, Bio-Rad, High Wycomb, Gran Bretafia).

Para determinar la cantidad y el grado de pureza de la muestra de ADN se utiliza un
espectrofotémetro de luz ultravioleta Beckman DU530 mediante el siguiente proceso: se realiza
una dilucién 1:200 del ADN extraido (2 pl de ADN en 400 ml de agua destilada) y se coloca en
una cubeta de cuarzo recogiendo medidas con el espectrofotdmetro de la densidad 6ptica a 260
nm y 280 nm de longitud de onda; los acidos nucleicos presentan un maximo de absorcién a 260

nm, por lo que a esa longitud de onda la concentracion puede ser calculada mediante la féormula:

Abs 260 x 100 x factor de dilucion

L
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C: la concentracién (ug/ml); Abs 260: la absorbancia a 260 nm; factor de dilucién: volumen de la dilucién
dividido entre la cantidad alicuotada (en este trabajo el valor es de 200); L: coeficiente de extincion molar

bicatenario (0.02 pg/mi).

La pureza del ADN se estima por medio de la relacién de absorbancia a 260 nm y a 280

nm. El rango 6ptimo se situa entre 1.8 y 2.

4. Ensayo de PCR multiplex para el analisis de los microsatélites

El ensayo de PCR multiplex para el analisis de los microsatélites genera productos
marcados con fluorescencia para poder analizarlos en un secuenciador AB/ automatico (HNPCC
Microsatellite Instability Test, Roche, Mannheim, Alemania). El protocolo empleado es el

recomendado por el fabricante:

e Se afaden los siguientes reactivos a un tubo de 0.2 ml, en hielo: 5 ul de Multi Primer Mix
(mezcla de cebadores marcados con distintos fluorocromos para amplificar los 5
microsatélites), 5 ul de Enzyme Master Mix (mezcla de un tampon de reaccion, ADN Taq
polimerasa y dNTPs), 200 ng de ADN (X) y 25 ul de H20 destilada y estéril (Y). Siendo
X el volumen de la dilucion de ADN necesario para tener una cantidad de éste de 200
ng. El volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 pl, dependera

del valor de X.

e La amplificacion se realizé en un termociclador GeneAmp® 9700 (Perkin-Elmer, PE

Applied Biosystems), en las siguientes condiciones (figura VIII.1):

Amplificacion
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Figura VIII.1. Condiciones de tiempo y temperatura para el analisis de la IMS aplicadas en el protocolo de PCR

multiplex.
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e Acontinuacion, para cada muestra se afiaden 12 ul de formamida desionizada, 0.1 ul de
un marcador de tamafio marcado con TAMRA (TAMRA 500) y 1 ul del producto de la
PCR.

e Esta mezcla se analiza en un secuenciador ABI Prism 3700 (PE Applied Biosystems) y

se visualizan los resultados mediante el software GeneScan 3.5 (figura 1I1.1).

5. Estudio molecular de los genes MMR (MLH1, MSH2'Y MSH6)

5.1. Componentes y condiciones para el estudio de las mutaciones en los genes MLH1y MSH2

Para la realizacion de la PCR para el estudio de las mutaciones en los genes MLH1 y
MSH?2 se utilizaron los siguientes componentes y condiciones: 2.5 ul de tampén PCR10X
(BioTaq), 2 ul de dNTPs (1.25 mM), 2.5 ul de cebador sentido (10 mM), 2.5 ul de cebador
antisentido (10 mM), 50 ng de ADN (X), 2 ul de ADN Taq polimerasa (1 U) (BioTaq) y 15 ul de
agua destilada (Y). Siendo X el volumen de la dilucién de ADN necesario para tener una cantidad
de éste de 50 ng. El volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 pl,

dependera del valor de X.

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

Applied Biosystems), en las siguientes condiciones:
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Figura VII.2. Condiciones de tiempo y temperatura para la realizacién de la PCR para el estudio de las

mutaciones en los genes MLH1y MSH2.

5.2. Protocolo para el analisis de grandes deleciones gendomicas en MLH1 y MSH2

El protocolo utilizado para el analisis fue el siguiente:
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1. Desnaturalizacién e hibridacion del ADN: Se diluyen 100 ng de ADN en TE (10 mM
Tris-HCI pH 8.2, 1 mM EDTA) hasta conseguir un volumen de 5 pl. Se coloca en un
termociclador a 98°C durante 5 minutos para su desnaturalizacion y, posteriormente, se
deja enfriar hasta 25°C. Se afaden 1.5 pl del tampén MLPA y 1.5 ul de las sondas
SALSA P003 MLH1/MSH?2. Se incuba a 95°C durante 1 minuto y, posteriormente, a
60°C durante 16 horas.

2. Reaccion de ligacion: Se afiaden los siguientes componentes en hielo para su
mezcla: 3 ul de tampdn A de la ligasa 65, 3 ul de tampén B de la ligasa 65, 25 ul de
agua destilada estéril y 1 ul de ligasa 65. Se colocan 32 pl de la mezcla anterior en un
termociclador y se incuban a 54°C durante 15 minutos y, posteriormente, a 98°C
durante 5 minutos.

3. PCR: Para la realizacion de la mezcla de la PCR se colocan: 2 ul de cebadores SALSA
P003 MLH1/MSH2 (Sentido: 5 - GGGTTCCCTAAGGGTTGGA - 3’, marcado con
fluorocromo/ Antisentido: 5’ - GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA - 3'); 2 ul de tampodn de
dilucién de enzima; 5.5 ul de agua destilada estéril y 0.5 ul de ADN Taq polimerasa
SALSA. Aparte, en un tubo de 0.2 ul se colocan: 4 ul de tampén SALSA de PCR 10X, 26
ul de agua destilada estéril y 10 ul de la reaccion de ligacion. Se incuban en un
termociclador a 60°C y se afiaden 10 pul de la mezcla de la PCR. La PCR se lleva a cabo

en las siguientes condiciones:
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Figura VII1.3. Condiciones de tiempo y temperatura para la realizacién de la PCR para el estudio de grandes

deleciones genémicas en MLH1y MSH2.

Finalmente, se comprueba el resultado de la PCR en un gel de agarosa al 2% tefido
con bromuro de etidio y se visualiza en un transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc
2.000, Bio-Rad).
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4. Visualizacion: Se afiaden 12 pl de formamida desionizada y 0.1 pl de estandar
interno TAMRA-500 a 1 pl del producto de la PCR purificado. La mezcla resultante se
analiza en un secuenciador AB/ PRIMS® 3700 (PE Applied Biosystems) y se visualizan

los resultados mediante el software GeneScan 3.5 (PE Applied Biosystems).

5.3. Estudio de mutaciones en el gen MSH6

El protocolo para la mezcla de la PCR para el estudio de las mutaciones en el gen
MSHSE6 se realizo incluyendo los siguientes elementos: 2.5 ul de tampén PCR 10X (Roche), 1.5
ul de MgClz, 4 ul de dNTP (1’25 mM), 1 ul de cebador sentido (10mM), 1 ul de ADN Taq
polimerasa (Roche) (1 U), 100 ng de ADN (X) y 25 ul de agua destilada (Y). Siendo X el
volumen de la dilucion de ADN necesario para tener una cantidad de éste de 100 ng. El
volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 ul, dependera del valor de
X.

Para la realizacion de la PCR se utilizé un termociclador GeneAmp ® 9700 (Perkin-Elmer,

PE Applied Biosystems), en las condiciones detalladas en la figura VIII.4:

Programa T2 "PCR tiempo corto”™ Programa T® “PCR tiempo largo”

Amplificacién E E Amplificacion
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Figura VIIl.4. Condiciones de tiempo y temperatura para la realizacién de la PCR para el estudio de las
mutaciones en el gen MSH6. Los tiempos y ciclos de reaccion varian entre los distintos fragmentos de MSH6,

distinguiéndose un programa para la PCR de tiempo corto, de tiempo largo y de tiempo intermedio.
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5.4. Estudio de la hipermetilacion del promotor del gen MLH1

5.4.1. Protocolo para la modificacion con bisulfito sédico

Se mezclan 10 ul de ADN en una concentracion de 100 ng/ul, 40 ul de agua destilada y
5.7 ul de NaOH 3 M y se desnaturaliza a 37°C durante 15 minutos. Se afiaden 33 ul de
hidroquinona 16.4 mM, 530 pl de bisulfito sédico 3.03 mM pH 5 y una gota de aceite mineral.
Se incuba a 50°C durante 16 horas. Se separa el aceite de la muestra y se purifica mediante el
kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, USA). Se afiade 1 ml de
resina DNA Clean-up, se resuspende y se pasa a la jeringa. Se realiza un lavado de la columna
con 1 ml de isopropanol al 80%, seguido de otro lavado con 800 pl de isopropanol al 80% y se
transfiere nuevamente a un tubo de 1.5 ml. Se centrifuga a temperatura ambiente a 14.000 rpm
durante 1 minuto para eliminar el isopropanolol y se afiaden 40 ul de agua destilada a 50°C
para extraer el ADN. Se afiaden 4.4 pl de NaOH y se incuba a 37°C durante 15 minutos. Se
anaden 1 ul de glucégeno a concentracion de 10 mg/ml, 17 ul de acetato aménico 10 M y 500
ul de etanol absoluto para precipitar el ADN a -80°C. Posteriormente, se centrifuga a 4°C a
14.000 rpm durante 15 minutos y se descarta el sobrenadante. Se lava el ADN resultante con
800 pl de etanol frio al 75% y se centrifuga nuevamente con los parametros anteriores. Tras

dejar secar el sedimiento resultante de ADN, se resuspende en 20 pul de agua destilada.

5.4.2. Protocolo para la realizaciéon de las PCR especificas de presencia o ausencia de metilacion

Para la realizacion de la mezcla de las PCR especificas de presencia o ausencia de
metilacion se afadieron: 2.5 ul de tampon PCR 10X (+MgClz), 4 ul de dNTP (1.25 mM), 0.5 ul de
cebador sentido 20 mM, 0.5 pl de cebador antisentido 20 mM, ADN modificado bisulfito (X), 0.2
ul de ADN Polimerasa Herculase ® (Stratagene, La Jolla, CA, USA) y agua destilada (Y). Siendo
X el volumen de la dilucién de ADN necesario para tener una cantidad de éste de 100 ng. El
volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 pl, dependera del valor de
X.

La mezcla de la PCR fue amplificada en un termociclador GeneAmp® 9700 de Perkin-

Elmer (PE Applied Biosystems), en las siguientes condiciones:
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Figura VIII.5. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura para para la realizaciéon de la PCR para el

estudio de la hipermetilacion del promotor del gen MSH1.

Por ultimo, se afiaden 6 pl del producto obtenido en un gel de agarosa al 2%

previamente tefiido con bromuro de etidio y se visualiza con luz ultravioleta (GelDoc 2000, Bio-
Rad).

5.4.3. Protocolo para la realizacion de las PCR no especificas del estado de metilacion

Para la realizacién de la mezcla de las PCR no especificas del estado de metilacion
se afiadieron: 2.5 pl de tampon PCR 10X (+MgClz), 4 ul de dNTP (1.25 mM), 1 ul de cebador
sentido 100 mM, 1 ul de cebador antisentido 100 mM, 1.25 ul de DMSO (dimetilsulféxido), ADN
modificado bisulfito (X), 0.2 ul de ADN polimerasa Herculase ® Enhanced DNA y agua destilada.
Siendo X el volumen de la dilucion de ADN necesario para tener una cantidad de éste de 100 ng.
El volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 25 pl, dependera del valor
de X.

La mezcla de la PCR fue amplificada en un termociclador GeneAmp® 9700 de Perkin-

Elmer (PE Applied Biosystems), en las mismas condiciones descritas en la figura VIII.5.
Igualmente, se afiaden 6 ul del producto obtenido en un gel de agarosa al 2%

previamente tefiido con bromuro de etidio y se visualiza con luz ultravioleta (GelDoc 2000, Bio-
Rad).

Entre 2 y 7 ul del producto de la PCR obtenido se digirieron con la enzima de restriccion
BstUI. Cuando las islas CpG no se encuentran metiladas, no seran reconocidas por la diana de
restriccién de esta enzima, mientras que si estan metiladas la secuencia original se conserva y
la enzima realiza el corte en la secuencia. Para ello, se utilizaron las condiciones recomendadas

por el fabricante (New England BioLabs, Inc., Ipswich, MA, USA), afiadiendo: 1.5 ul de tampon
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1X NE 2 (Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, MgCl210 mM, ditiotreitol 1 mM), 0.3 ul de BstUI (10 U/pl),
2-7 ul del producto de la PCR (X), agua destilada hasta un volumen final de 15 pul (Y). Siendo X
el volumen de la dilucién de ADN necesario para tener una cantidad de éste entre 3y 9 pul. El

volumen de agua (Y) necesario para completar el volumen total a 15 pl, dependera del valor de
X.

La mezcla obtenida tras la digestion se incubé a 60°C durante 4 horas y se visualizé en

un gel de agarosa al 3%.

6. Proceso para el estudio inmunohistoquimico de las proteinas del sistema de
reparacion de errores de ADN (MLH1, MSH2, MSHG6)

El proceso se realizé de la siguiente forma: se selecciona el tejido tumoral fijado en formol
y se desparafinan las secciones de 4 um a 36°C durante 12 horas; se hidratan las secciones 10
minutos en xileno (2 veces), 5 minutos en etanol puro, 5 minutos en etanol al 95%, 5 minutos en
etanol al 70% y 2 minutos en agua destilada; se introduce en tampodn de citrato sédico 10mmol/l
a pH 5.6, durante 3 minutos y, posteriormente, en perdxido de hidrogeno al 3% (solucién
bloqueante S2023, DAKO, Glostrup, Dinamarca), a temperatura ambiente durante 5 minutos, se
incuba en la dilucion adecuada para cada anticuerpo primario y se aplican inmunoglobulinas anti-
raton (anticuerpo secundario) para la inmunodeteccion; posteriormente, se afaden
estreptavidina marcada con peroxidasa y diaminobenzidina; se realizan las tinciones
inmunohistoquimicas mediante el robot TechMate 500 (DAKO); por ultimo, se contratifien las
secciones con hematoxilina de Harry, se lavan y se deshidratan 30 minutos en etanol al 95%, 30

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

7. Procedimiento para la hibridacion dentro del estudio de la inestabilidad cromosémica

mediante arrays de CGH (Comparative Genomic Hybridisation)

El procedimiento para la hibridacion fue el siguiente: se etiqueté el ADN tumoral con Cy3
(fluoréforo verde) y el ADN de referencia con Cy5 (fluoréforo rojo); se incubaron ambas muestras
junto con el fragmento Klenow de la ADN Polimerasa y 5 mM de dNTP a 37°C durante 2 horas;
se anadieron 21.5 pyL de EDTA 0.5 M, se precipitdé con isopropanol y se lavd con etanol; se
cuantificd el ADN resultante y se afadié 1 ug de la muestra problema y de la muestra control
sobre un microarray de oligonucledtidos, utilizando una camara de hibridacion NimbleGen
Roche, durante 48 horas; se lavaron las placas y se escanearon usando un NimbleGen MS 200

Microarray scanner que midio las intensidades de Cy3 y Cy5 a 532 y 635, respectivamente. Las
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imagenes fueron procesadas mediante MS 200 Data Collection Software (Roche NimbleGen

Inc.) e importadas al software DEVA v1.2.1 (Roche NimbleGen Inc.), para su analisis.

Cada region genomica que exhibia un cambio en el nimero de copias se examiné
utilizando la aplicacién UCSC genoma (http://genome.ucsc.edu/), para determinar la ubicacion y

la importancia del cambio.

8. Protocolo para el estudio del estado mutacional de BRAF

La mezcla de la PCR se realizé afiadiendo 3 ng de ADN, 0.3 umol/L de cada primer, 3
mmol/L de MgCI2, solucién de analisis de alta resolucion de fusion LightCycler LC480 (Roche),
agua hasta completar un volumen final de 10 pL. Las condiciones para la PCR se describen en
la figura VIII.6:
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Figura VII1.6. Condiciones de tiempo y temperatura para la realizacion de la técnica HRM para el estudio del

estado mutacional de BRAF.

Los productos de la PCR fueron purificados con ExoSAP-IT® (Affymetric, Santa Clara,
CA, USA) y secuenciados con el kit BigDye® terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied
Biosystems) en un secuenciador automatico AB/ PRIMS ®3130 (Applied Biosystems).

9. Protocolo para el estudio de variantes somaticas mediante NGS

La primera etapa del procedimiento, la preparacion de las librerias, se llevé a cabo a
partir de 5 ng de ADN, previamente extraido de las muestras de tejido tumoral, y utilizando lon
AmpliSeq™ Library Kit 2.0 e lon Ampliseq™ Cancer Hotspot Panel v2 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) segun el protocolo lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 User Guide (Thermo Fisher Scientific
Inc.) con algunas modificaciones. Para ello, se mezclé 5 ng de ADN en un volumen total de 6
uL junto con 2 uL de 5X lon AmpliSeq™ HiFi Mix mas 2 uL de 5X lon AmpliSeq™ primer pool y

se incubo siguiendo las condiciones indicadas en la figura VIII.7:
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Figura VIII.7. Condiciones de tiempo y temperatura utilizadas para realizar las amplificaciones de las regiones

de interés del panel de NGS.

Tras la amplificacion, se realizé la digestion parcial de los primers mediante la adiccion

de 1 pL de FuPa Reagent y las condiciones detalladas en la figura VIII.8:

60°C

55°C 20 min

50°C 10 min
10 min

10°C
max. 1 hora

Figura VIII.8. Condiciones de tiempo y temperatura para llevar a cabo la digestion parcial de los primers.

A continuacion, se llevé a cabo la ligacion de los adaptadores (barcodes) mediante la
adicion de 2 pL de Switch Solution, 1 uL de lon Xpress™ barcode adapter mix, previamente
preparado utilizando lon Xpress™ Barcode Adapters Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) y
siguiendo las instrucciones del fabricante, mas 2 uL de DNA Ligase, siguiendo las condiciones

de tiempo y temperatura de la figura VIII.9:

72°C
68°C 5 min
5 min

22°C
10°C
max. 24 horas

Figura VIII.9. Condiciones de tiempo y temperatura para llevar a cabo la ligacién de los adaptadores en el
panel de NGS.

Una vez finalizadas las librerias, y previa purificacion con Agentcourt AMPure® XP
(Beckman Coulter Inc.), se llevd a cabo su cuantificacion mediante PCR cuantitativa (QPCR)
usando lon Library TagMan® Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) en un equipo
7500 Fast Real-Time PCR (Applied BioSystems). Para ello, se realizaron diluciones 1/100 de
las librerias y se prepararon diluciones seriadas de E. coli DH10B Control Library desde 6,8 pM
a 0,0068 pM usadas como estandar. Se prepararon las mezclas de reaccion utilizando 5 uL de
2X lon TagMan® MasterMix, 0,5 pyL de 20X lon TagMan® Assay y 4,5 uL de las librerias
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diluidas o de los estandar. Y se siguieron las condiciones de tiempo y temperatura indicadas en
la figura VIII.10:
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Figura VIII.10. Esquema de las condiciones de tiempo y temperatura para realizar la cuantificacion de las

librerias.

La siguiente etapa corresponde a la amplificacion clonal de las librerias mediante PCR
en emulsién, donde se crean microesferas que actlian como microreactores en los que una
cadena de ADN se une a una particula magnética y se replica de forma clonal. Se realizé
utilizando lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit y el equipo lon OneTouch™ 2 System (Thermo
Fisher Scientific Inc.), siguiendo las indicaciones del protocolo lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit
User Guide (Thermo Fisher Scientific Inc.). En resumen, en el tubo que contenia 800 pL de lon
PGM™ Hij-Q™ View Reagent Mix se afiadio 25 L de agua libre de nucleasas, 50 L de lon
PGM™ Hij-Q™ View Enzyme Mix, 100 uL de lon PGM™ Hi-Q™ |SPs y 25 uL de la combinacion
de librerias a una concentracion final de 8 pM. A continuacion, se afiadié 1000 uL de la mezcla
a lon OneTouch™ Reaction Filter seguido de la adicion de 850 uL de lon OneTouch™ Reaction
Oil (dos veces). Después, se coloco lon OneTouch™ Reaction Filter en el equipo lon
OneTouch™ 2 System ya inicializado, durante 14-16 horas donde se llevo a cabo la
amplificacion clonal. Por ultimo, se recogio el producto obtenido y se realizé un enriquecimiento
con el fin de seleccionar Unicamente las esferas donde se realizé la correcta amplificacion
clonal. Para ello, se utilizo el equipo lon OneTouch™ 2 System y una tira compuesta de 6
pocillos, donde se afiadié 100 uL de producto obtenido tras la amplificacion clonal en el pocillo
1, 130 uL de Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Beads en el pocillo 2, previamente
preparado usando Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Beads 'y MyOne™ Beads Wash
Solution, 300 L de lon OneTouch™ Wash Solution en los pocillos 3, 4 y 5, y 300 uL de Melt-Off
Solution, previamente preparado combinando 280 uL de Tween™ Solution y 40 yL de NaOH a
una concentracion de 1 M. Por ultimo, se afiadié 10 uL de Neutralization Solution a un tubo

donde se recogio el producto enriquecido destinado a ser secuenciado.

La etapa final del procedimiento es la secuenciacion, se realizo utilizando lon 318™
Chip Kit v2 e lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing kit en el equipo lon PGM™ System (Thermo
Fisher Scientific Inc.), siguiendo las instrucciones del protocolo lon PGM™ Hj-Q™ View
Sequencing Kit User Guide (Thermo Fisher Scientific Inc.). Se comenzé creando un Planned
Run mediante Torrent Suite™ Software (Thermo Fisher Scientific Inc.) con la informacién sobre

la carrera (kits utilizados, barcodes de las muestras, tipo de muestras, genoma de
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referencia...). Para realizar la carga de lon 318™ Chip, se empez6 afiadiendo 5 UL de Control
lon Sphere™ Particles al producto enriquecido previamente obtenido, se realizé una
centrifugacion a 15500 g durante 2 minutos, se retird el sobrenadante dejando,
aproximadamente, unos 15 L, se afiadié 12 yL de sequencing primery se incubd en un
termociclador a 95°C durante 2 minutos y a 37°C otros 2 minutos. A continuacion, se afiadié 3
uL de lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Polymerase y se incub6 durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Todo el volumen (30 pL) fue cargado utilizando el puerto de carga de
lon 318™ Chip siguiendo las indicaciones detalladas en el protocolo. Para terminar, se introdujo
el lon 318™ Chip cargado en el lon PGM™ System (Thermo Fisher Scientific Inc.) ya

inicializado.
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ANEXO 3. Differential clinicopathological and molecular features within

late-onset colorectal cancer according to tumor location (Brandariz L et al.;

2018)
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ABSTRACT
a of and
for a gi we assessed can be confirmed in late-onset
colorectal cancer (LOCRC).

Results: Right colon cancers showed features associated with sporadic

a higher number

nous developed
of polyps and multiple primary CRCs, showed u strongest familial component, and
prog

nosis and a CpG Island

with worse
number alterations (CNAs) greater than or equal to 50% were
LOCRC group, and the most recurrent alteratior
and gains at 7q11, 7q21-q22, 19p13-p12, 19q13 and 20p11-q11. KRAS and PIK3CA

sporadic phenotype,
r Phenotype (C‘ll‘F)-"llh. No copy

in this
ns were losses at !ll! and 14q11,

y mutated gen
mainly for right colon cancers.

Materials and Methods: We analyzed clinical and molecular
LOCRC at different tumor locations in order to determine if there are differential
Pphenotypes related with the location in the colon.
Conclusions: Categorizing LOCRC according to tumor location appears to be an
resolving the

according to the tumor location,

characteristics of

of this subset of CRC.

INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is the second leading
of cancer-related deaths in western countries

RESULTS
Global group features
Cli and

cause
(1) In its pathogenesis, both
9enckc htec play s mporn o Horwdhry CRC

Clinical and molecular features of global LOCRC

Familial Polyposis
(FAP) and L,-‘n syndrome (LS), are a minority of
cases within CRC, and sporadic CRC is the key form.
‘Sporadic CRC maialy arises through the Chromosomal
Instability (CIN) pathway, but as the age-of-onset
increases ‘main carcinogenetic pathways,
Microsatellite lnstability (MSI) and CpG Islands
Methylator Phenotype (CIMP), plays increasingly
important roles in its development 2). Moreover, these
three main carcinogenetic pathways (CIN, MSI and
COP) vy scconlng e tamor bocain, ed evesd

ies demonstrate that right colon, left colon and
ecascancem show ‘genetic and molecular differences.
with divergent underlying carcinogenctic mechanisms
and risk factors [3, 4].

Recet todes beve sso osbilshed lisient,
and biological differences according
age-of-onset of CRC, suggesting that it oud b 3
eor riemion forsbclasaifyng CRC (S, 6. Beside,
‘we were able to differentiate two entities within CRC,
as carly-onset CRC (EOCIC) and late-onset CRC
(LOCRC), with variable cut-points in the literature
(45 or 50 years old for EOCRC; 70 or 80 years old
for LOCRC), being ours 45 and 70, respectively [6).
LOCRC shows an important increase of epigenctic
alterations, together with a higher susceptibility for
carcinogenesis and & higher global mortality, due 1o
and less use of adjuvant
802 gowp (7). Nevebelos & 4 4 cp s oprosens

propartion within CRC and, as expected, it shares

m-y features with sporadic cases
To date, there are few studies on CRC that focused
specifically on LOCRC and its characteristics, pointing

ind are shown in Table |

10 the tumor location, right colon and rectum
lead (39 and 38%, respectively). The remarkable features
are the low rate of poor differentiated tumors (4%), but
on. the other hand, the considerable rate of mecinous
component (20%). The higher stage at diagnosis was
B (49%), with an outstanding rate of associated polyps
through follow-up (64%), mainly adenomatous (61%).
Familiar component was low, being most cases sporadic
(30%)

Molecular features

Molecular _global group features have been
published before (6, 30, 28], and summarized in Table 2.
Only 9% of cases appeared MS1, mainly associated with
BRAF mutations. From 90 cases studicd for CIMP, the
main group appeared was CIMP-0 (49%), and the CIMP-
High subgroup was related with the sporadic MST
previously described.

Atotal of 6 samples could be adequately processed
for Amay Comparative Genomic Hybridisation (a-CGH)
[30). The results appeared previously as well, and the
most interesting point that should be underlined was that
there was no CNA greater o equal to 50% in this grop,

rec sq
14q11, and gains at 7q11, 7q21-q22, 19p13-p12, 19413
and 20p11-q11

Finally, both pathogenic mutations and variants of
uncertain (or unknown) significance identified by Next
Generation Sequencing (NGS) are listed in Supplementary
Table 1. Most frequent mutations are those appearing
in KRAS, APC and pS3, and less frequently in PIK3CA
(58%, 50%, 45% and 19%, respectively) (Figures | and

out the need to define features and % Figures 1 and 2); others did not reach
prognostic factor that should help 10 guide treatment the 10%
decision-making of this subsct of CRC. Morcover,
[ 10 tumor
some publications underline the fact that the late-of- Jocation
onsct criteria should not be used when discarding these
paticats for surgery, . improving rognoss for LOCRC nd

paticnts in most cases

features linked to tmor location in EOCRC 3,9, 10}

In the present study, we want 10 apply these same
LOCRC,

o cucpurie thissbype e I s, i will provide 3

help to advance the clinical management of this subset of
CRC.

Al
main tumor location are summarized in Table 1, being
those showing statistical significance described as follows.
Comparatively, Right colon cancers were more frequent
in females (65.8%), displaying an important proportion
of mucinous (34%). Left colon cancers were

at age-of-onset (7486 years-okd), with better
prognosis, and higher mean number of assaciated polyps
(34). Ancther interesting aspect of this group was the

‘substantial amount of familial cancer composent, mainly
linked with LS-related neoplasms (27%). Finally, recl
cancers showed sporadic. according to familial
cancer history, with worse prognosis:  Free Discase
Survival (FDS) was minor for rectal locations (Meas:

Sporadic
Abbreviations: LOCRC: Late-oaset Colorectal Cancer. CRC: C
Syndrome.

‘olorectal Cancer. SD: Standard Deviation. LS: Lynch

msmn.m..w-unmmm.am 31.68) (o
wellas the Overall Survival (OS) (mean: 31.67
m-m with left colon cancers, 31.68 mosiths)
(p=0.024). Seventy-five percet of deaths were colorectal
‘cancer-elated deaths, mainly due 1o ectal cancers (52.38%).
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Table 1: Morphological and clinical desc Of CRCin wcnc according to tumor locatio! Molecular features et ;"“L" ) b o
Late-onset CRC Right Colon Rectum o) o bing el whl mlocsia et e OCRCs: and gres  Tal1 22-11.23 i recl LOCRCY,
n (%) 'n (%) - n (%) scribed in As we have menti o,
— — — 3 — nine cases showed MSI (9.3%), with only one of them A ‘“‘“”“’ Stutiical difowonces (Bupplementery
Fatients 7 (100) 38092 2@ 080 Jronhgurriv=y veing seven of the Table 1): KRAS appeared scarcely in left colon cancer
Mean Age at Onset 79 79.08 7436 s e o oeiinc susution s elag soven (29%), while right colon and rectum than
(Years, SD) 7 (©01) (496) (536) ons 70% md 0%, repecivly, aad PIKICA shawed o
of MLHI promoter, most of which were in the Right -ty
“ colon (p = 0.023). CIMP-High tumoes reached only 24%, from right colon o rectum (33%,
Male 50(51.5) 13(342) 14(63.6) 23(622) 0.023 ith an 4% -w%x! igures 1 and 2).
Female 47085 25(658) 5064) 14078)
Grade of DISCUSSION
differeatiation: .
well 21/9%023.3) 1035 (28.6) $22(22.7) 633(18.2) NS CRC s & hetwogmesss diwate wih ditheront
Medium 6590(722) 2235 (629) 1722173 2633 (78.8)
oor 490 (44) 335(8.6) 022(0) 1330) r -y Locre
Mucosecretion 1891(19.8) 1235(343) 2201 seqs) oo in terms of diagnosis, prevention snd therapy. LC
X Index (GI, but also i C NuﬂzrVuux_((\V] appearcd as an important proportion of CRC that is why
Signet-Ring Cells 2122) 0350) 022(0) 234(59) NS - opy o - oot g ogdva
Soe PO 5(53) 2(53) 145) 2(56) i b e ity € ety Amown e 1 soud e b sciaion
' l - a i
n 46(889) 20579 806.4) 18(50) R —— with polyp'  Guwing o ew-op, 00d B
m 24285 321 10(45.5) 6(16.7) sporadic. forms predominance. Looking for the main
W 19202) 60158) 30136 10078 NS Diffrenoes id sut show satiion slaificence ke b o o v o S s
Global Survival 10 sporadic forms, in an mtimate relation with CIMP-High
aging 3
(months, SD) 6983011.23) st 9695 (1026) NETE8) 0e i eaty st or gaioed rogions st e have been alrcady published before 1), The absence of
Disease menths, 94450 different locations arc shown in Supplementary Table 2.  predominant altered region within the a-CGH analysis,
D) ot 3168 3491) 1625 (14.48) NS Morcover, those most frequent altered chromosomal all of which do not reach & 50%, talk about the possible
20680233 20,16 (1449) g regions for the three cancer locations and the correlative hﬂm«m ofmnm-onf;lt Some of them have
cancer genes codified within are listed in Supplementary C, but
6297(639) 2438 (632) 1322(59.1) 2537 676) NS Tables 3, 4 and 5. Recurrent gains and losses were more ofmmm,-mdsqu is{12],or altraions in
270(467) 178@17) 540767 20652) NS slighty it i righsided LOCRCs followed by
rectal cases.
W62 (61.3) 13240542 73 (538 1823 72) NS in all throe temor locations ,,",,_.,,,q,, 2112, As we have meationed before, we have recently
662(9.7) 324 (125) 013(0) 32s(12) i 200114112 Fowr commen published the differcatial features for EOCRC according
186229) 824333) 613462) 425 (16) Tight. and lehvided LOCRCS Yosss o 184121123, tumor ing
18211 i 1 1822.1-23, and gains at 7p22.1. Only two
319704 1508 (39.5) 922(40.9) 937243) NS ‘were common to left-sided and rectal LOCRC: losses at differences have also cmerged. As expocted, Right colon
$p15.33-15.31 and alterations in 1g21.1-21.2. Finally, & cancers fulfilled thosc features associated with sporadic
297Q216) 93837 437(108) NS high proportion of altered regicas were common MSI-CRC (14]: Predominance of female cases and
£22(364) right colon and rectal cancers. Individually, the most BRAF mutations, with an amount of mucinous
‘altered regions for cach location were: gains at component, -IM -wwnxlyv CIMP- N!ﬂlweﬂi
7q11.21 and 7q11.23 and losses at 18q22.1-22.3 in right-
0.002
97(1) 13827 022(0) 0370
1297(124) 638(15.5) 622213) 037(0)
697(62) 13327) 222(0.1) 337 8.1)
7897 (80.4) 2038 (13.7) 1222 (55.5) 3437 919)

Gireen circle: Missense mutations.
Figure 1: Lollipop plot for KRAS mutations according to the tumor location.
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Table 2: Molecular features of LOCRC according to tumor location
Lateonset

CRC  Right Colon _ Left Colon _ Rectum Iz
" n n n
997(9.3) 38 (18.4) 22200 037(0) 0.023
MMR genes mutations 197 (1) 138(26) © 037(0) NS
BRAF mutation 9702) 538(132) 12245 e NS
v
cvro 4490 (48.9) 136@72)  1421(667) 1333 (394) NS
CIMP-Low 2490 26.7) 1236(33) 42109 833242
CIMP-High 22190 (244) 7736 (19.4) 321 (143) 1233 (36.4)
0.002
790 (1.8) 536 (13.9) 22195) 033 (0)
2922 236(56) o021 033 0)
1590 (16.7) 236(56) 12148 1233 (36.4)
66/90(73.3) 2736 (75) 1821 (85.7) 21733 (63.6)
0.147085 0.183649 0101056 0133332 NS
0200192 o 0114539 0194276
0.652745 0.566522 0.784362
336 3 139 3% NS

"Ninety cases were analysed for the global grop.
*Eighty-six cases were analysed for the global group.
jations: LOCRC: Late-onset C

MsE:

MMR: Mis i genes. MSS:

ty

a higher number of polyps and S, or
Metachronous (SCRCs and/or MCRC), with a familial
cancer and i

‘This aspect is linked with one interesting point related
with the most frequeat altcred chromosomal

y
Most of them, showed in Supplementary Table 2, arc

higher CIN of the Right colon group, in conirast with

Fragie Sites
(ru)uwnm-'m«w

mm,u-mrnnmmunmmmu.

of the cacoded leading.
in this location, talking without any 15), 10 cancer €.§. the most frequent and
PIKICA
: o =
1 < .
: P - e

. = - “ - o
Gircen circle: Missense mutations. Black circle: Nonsense
Figure 2: 1
Werw oncotarget.com 15306 Oncotarget

3 i the

‘compriscs FRA 7B and FRA 20Ad[17, 18]. This may be

y
index case of cach family. All paticnts, or a irst degree

aging cxhibited by ths subgroup of tumors. Unexpectedly,

CIN between the three locations. Some other frequent
alterations within LOCRC have been already associated
with CRC. Gains n 7q11.21, frequent in our right<olon
LOCRC,

[19]. Morcoves, frequents

in Right colon locations

mh-s-uqzzlzu..mmm

consent. Personal and clinicopathologic  information
was obtained including age of onset, gender, location
of the CRC (rightleft colon or rectum), grade of cell

mn-u-ur-u—_ cells, modificd Astler-

Coller stage, the existence of polyps duriag follow-up,

type of polyps (adenomatous, hyperplastic and mixcd),

the presence of SCRCs or MCRCs, -nepnsemnf
maltiple neoplasms in the index.

To snaiyee e mcodens of cames, fuiles

: a) familics fulflling the

1cuu ) Foal.
frequently gaincd in the three locations, ‘aggregation -one in first-degree or two in second-degree
2001111123, b locacd SRC. 8 family members- of LS-related neoplasms; ¢) families
variation determine progression in CRC (22]. with mainly aggregation of LS-unrclaicd ncoplasms;
frequent mutations in KRAS, APC and ) cases without antecedents; these were
53
-up from sungery, defning
etal (23], FDand0S,
of-onset crierion-, mﬂunumrm-‘
‘within these, y and mutational analysis

except the high proportion of KRAS also scen in rectal
Tocation within our population. Other genes, however, did

by Shimada et al. [23), showing APC and pS3 higher

rates in right colon cancers, within others. This apparent

les importance of puthogenic mutations in ot fegent
I, may be due,

LOCRC, moe illustraed by right colon location.

‘appear from clinical and familial point of views. In the
same way that the molecular basis of sporadic MSI cases
fic

MSI analysis was performed using the Bethesda

more of the five markers showing instability), while the

using a DCode system (Bio-Rad Hercules,
CA. USA), by denaturing high performance liquid
o 'y using a Varian ProStar farian

stays all in Right some
CNA for cach location could be useful as a starting

point for future approaches in order to find out specific
b e of

CRCs, as LOCRC is.
MATERIALS AND METHODS

Families, samples and data collection
A total of 100 consecutive individuals with CRC

Primers and melting conditions were as
previowsly reported, modifications 26). When
ing

. of high-resolution melting, the

PCR product of the fragment was sequenced using the

status of the MLHI gene promoter
of BRAF mutational status. Methods carried out were

diagnosed st an age of 70 years or older were collected
from our msttution, excluding

www.oncotarget.com
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Analysis of C;

panel

1 i
o condbions dctaled In dhe ecr ide. Py, exch
y provided i

i e
‘pancl genes: CACNAIG, CDKN2A. CRABP1, IGF2. MLHI,
NEUROGI, RUNX and SOCS | were studied by mesns of

Xp 196 Kit (Life
a reaction mixture containing 2 uL. of Switch Sotion, | L
of diluted barcode and 1 L. of DNA Ligase, also under the

After AMPure bead (Beckman Coulter, Brea, CA,

multiplex probe
amplification36 using the SALSA MLPA kit (MEO42-B1;
MRC-Holland, Amsterdam,

y (in s

I.lbr-y

P capillary .
2 3100-Avant genetic analyzer, and peaks were analyzed
35,

--mln&-f—:r{lsmﬂh—oﬂshs
Scientific, Foster City, CA, USA). Each sample was run

Emulsion PCR
CIMP. Sumple emulsion PCR and carichment were
of Cim lon PGM™ Template OT2 200 Kit
‘methylated promoters, and CIMP-0 as the absence ‘and loa One Touch™ 2 System (Life Techologies). We
(M)ofw.mm followed the manufactarer’s instructions except for the
moh&pﬂlm-ﬂ-\luwwk
Molecular classification was set at 9pM.

According 1o the MSI and CIMP status, we
classified both groups (carly-onset and elderly CRC) into

Sequencing on the lon torrent PGM platform
All barcoded samples were sequenced using the lon

'MSI-L and
MSS are subtle and differences between CIMP-Low and

CIMP-0 are also subtle: (MSUCIMP-High); (MSUCIMP-
Low/0); (MSS/CIMP-High), (MSS.CIMP-Low/0) [27).
: array comparative

Chromosomal instability:
genomic hybridization (aCGH)
performed using  NimbleGen
oligonucleotide microarrays (Roche NimbleGen, Inc.,
Reje. bkl i codr t Wimkty QA, nd ot
been described before. The degree of genomic instability
been already described, as wel, in the same work
[zl;ummwm--mw

Torent rou-—(m.rwwunu-
m'--zap.(uu

Chip loadiny according
1o the usr uidefo e Jon PN H Qe Scquencig
Kit (Life Technologies). A maximum of 16 samples were
loaded on a wingle chip per sequencing run
Bioiaformatics processing and data analyvis

Base calling and alignment t0 the human genome

using the variant celler plugin. Varients wese snsctatod
using lon Reporter and each mutation was verified in the

Institute

chromosomal regions for the three cancer locations are
shown in corresponding tables [29).

Next generation sequencing (NGS)

Statistical analyses
‘Continuous variables were exprossed as mean valucs
standard i

varisbles were expressed as of their
Differences were considered. when
Ton torrent PGM library preparation p<0.05. For associations| colon location and other
An lon Toment library  was. i
Square

generated using the
the lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel version 2
.0;

Pearson’s Chi mmmmm
and Fisher's Exact Test for

Briefly, 2 . of $X lon AmpliSeq™ HiFi mix, 2 pL. of
5 lon AmplkSeq™ Primer Pos ad § g of gDNA por
reaction were mixed together and amplified following

sam«\

Kaplan-Meier test. The SPSS v.11.5 for Windows (SPSS,

Inc, Chicago, IL, USA). package was used.
For the CGH analysis,

Then,
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carvied out for cach candidate regice. For the multivariate

analysis was performed in R Statstics Software [31).

Abbreviations

; FDS, froe
disease survival; OS, overall survival, MMR, mismatch
repair genes; MSS, microsatellte stability; CNV, copy

standard devition; G, penomsc mstabily indes.
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ANEXO 4. Clinical and molecular comparative study of colorectal cancer
based on age-of-onset and tumor location: two main criteria for

subclassifying colorectal cancer (Alvaro E et al.; 2019)
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iple primary CRC associated

abset. Apart from the higher degree of CIN in
150 observed. Differences

y
g howed th i d at later stages, had less
tion with pol d ith a familial L

Stratifying CRC according to both location and age-of-onset criteria is meaningful, not only because

% new gorithms could be defined according to this subclassification.

Keywords: early-onset colorectal cancer; late-onset colorectal cancer; microsatellite instability;
instability; CpG island methylator phenotype;
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The predisposition of the three main CRC pathways to different locations in
the colon, together with studies demonstrating that right and left-sided CRCs exhibit different
‘genetic, biological and N ind risk factors, N

CRC ion. Th
CRC be another good di i this type of neoplasm [6-5].
Along these lines, we recently analyzed tumor location (right colon, left colon and rectum) as a
discriminatory factor within EOCRC and clinical differences emerged as well as the different main
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Abstract: Our aim h ize and

(CRC). We analyzed dlinical and molecular

2.1. EOCRC: Global Group Features and Comparative Analysis According to Colon Location

21.1. Qlinicopathological and Familial Features

are both dassify col ( [ is of EOCRC with respec has been published before [9].
characteristicsof early-onset CRC (EOCRC) and late-onset CRC (LOCRC), and we compared each L frequent (33%).
tumor both age location are shown in Tables 1-3.

extensive Lynch syndrome (LS) features, with a relatively low fmqun\cy of chromosomal instability
(CIN), but a high CpG island methylation phenotype. Nevertheless, late-onset cases showed
predominantly sporadic features and microsatellite instability cases due to BRAF mutations. In left
colon cancers, the most reliable clinical features were the tendency to develop polyps as well as
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2.1.2. Molecular Features

15% of EOCRC howed MSI);

Jocation was the right colon (30%) followed by the lftcolon (17%). None of the tumrs located at the
rectum showed MSL. Most M cases were due to LS (germline matations in MMR genes). CIMP-high
was also located mainly in the right colon (50%). Therefore, to
the most homogeneous distribution was observed for right colon cancers. For left colon and rectal
cancers, the largest category was MSS-CIMP-Low/0 (77.5% and 90.5%, respectively). Right colon
tumors showed the lower CIN, whereas left colon tumors exhibited the highest CIN, particularly with
respect to losses. Rectal tumors showed the highest mean number of whole chromosome aberrations.

As we published before, recurrent gains and losses were more frequent in right-sided early-onset
colon cancers (EOCCS) [9]. The only recurrent region that was observed in all three tumor locations
was the gain of 19p13.3-q13.24. Five regions were common to right- and left-sided EOCCs: losses at
1q12-q21.2, 5q13:2, 9p12-p13, 9p13.1, and 10q11.22. Other frequently altered regions were: gains at
74221 and losses at 16p13.12-p12.3 in right-sided EOCCs; losses at 9g21.11 and 11q14.2-14.3, and gains
t20q11.21q11.2 in left-sided EOCCs; losses at 14q11.1-11.2, and gains at 17421 31-q21.32 and 22q11.1
in early-onset rectal cancers (EORCs) [9).

2.2, LOCRC: Global Group Features and Comparative Analysis According to Colon Location

22.1. Clinico-Pathological and Familial Features

Clinical and molecular features of global LOCRC and comparison between colon locations have
been published before [4,9-11], and are summarized in Tables 1-3. The leas frequent location was left
colon (23%), ther two locations bserved at eq rates.

22.2. Molecular Features

With regard to the three main 4 MSI (9.3%),
with only one of them due to an MMR-germline mutation; seven of the others were due to BRAF
mutations and/or hypermethylation of the MLH1 promoter, the majority of which were located in
the right colon. With regard to the molecular classification, the highest proportion was related to
MSS-CIMP-Low-0, reaching almost 86% of all left colon cancers. Interestingly, another frequently
oceurring molecular classification was MSS-CIMP-High in rectal tumors, reaching 36%. The highest
CIN was observed in the right colon. Left colon cancers showed an interestingly low CIN, and rectal
tumors showed a high mean of whole altered chromosomes.

Recurrent gains and losses were slightly more frequent in right-sided late-onset colon cancers
(LOCC), followed by rectal cases. The only recurrent regions that were observed in all three tumor
locations were gains of 7q11.22-11.23 and 20q11.1-q11.23. Four regions were common to right- and
left-sided LOCCs: losses at 18q12.1-122, 18q21.1 and 18422.1-23, and gains at 7p22.1. Only two regions
were common t0leftsided LOCCsand lat-onset ectl cances (LORCS):losses at 5p15.33-1531 and
alterations in 1q21.1-21.2. Finally, a high proportion of altered regions he righ
colon and recal cancers. Individully, the mest frequently altered regions for each locaton were gains
at7q11.21 and 7q11.23, and losses at 18q22.1-22.3 in right-sided LOCCs; losses at 10q11.21-1123 in
left-sided LOCCs; gains at 7q11.22-11.23 in LORCs.

2.3. Right Colon Cancers: Comparison between EOCC and LOCC

23.1. Clinico-Pathological and Familial Features

We compared right colon cancers between both age-of-onset populations (Table 1). The right
colon location was more frequent in LOCRC (39% vs 24%). Most of the differential features related
to the early-onset subset were because of the LS component: cases were diagnosed at early stages,
with a higher mean number of polyps during follow-up and showed an important familial component.

Int. ] Mel S 2019, 20,98 70416

y late-onset cases developed
i up, and three-qt the 2

onaverage
232 Molecular Features.

With respect to the molecular component of right-sided EOCC, all MSI tumors were due to
genes (30%), with the gen

instability
1o low CIN. Of noe,there i group. All of
these features ar shown i Table 1. Within right-sided LOCC, the MS! component (18%) was almost
entirely due to BRAF mutations. MLHI p

some already known particular ics, such as a CIMP-High component [12]. This subset
showed a much higher CIN compared with its EOCC equivalent, as shown in Figure 1A.
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Figure 1. Cont

Int. . Mol Sci 20019, 20,968 Bol16

©
Figure 1. Froquency plots of copy number gains (sbove zero, green) and losses (below zer, red)
defined
on the z-axis. (A) C and LOCC;

and LORC. EOCC: Early-onset
«colon cancer; EORC: Early-onset rectal cancer; LOCC: Late-onset colon cancer; LORC: Late-onset
rectal cancer
The ered rdi
(Table S1),
segments for each location are shown in Table 4. From a total of 113 differentially altered chromosomal
100 corresponded to right-sided LOCC, and losses in chr2 and gains in che? were the most
frequent. Only 13 differential ‘were particularly predominant in right-sided EOCC, in most
«cases corresponding to losses in 1g21.1-21.2, 10q1121-11.22 and 14q11.1-11.2.

2.4, Left Colon Cancers: Comparison between EOCC and LOCC

241, Clinico-Pathological and Familial Features
‘The age subset with the highest proportion of left colon cancers was EOCRC (43%). Most of

the clinicopathological and familial features were similar for both groups, as shown in Table 2.

The earlier stages at diagnosis in the left-sided EOCC group (80% for stages 1 and II), and the

higher development of polyps as well as other CRCs (S and/or MCRC) in left-sided LOCC were

the differential characteristics.

242, Molecular Features

‘The higher CIN in the early-onset subgroup is noteworthy (Figure 1B and Table 2). A very low

inly i y ibset. Differenti isted in Table S1 ized in Table 4.
In early-onset subgroup, losses were present in most cases: in 1p12-G21.1, 5q13.1-132, 9p12-q24.22,
9q313-33.1, 11p11.12-q12.1 and 11q14.41-143, as well as a gain in 19p13.12-12

2.5, Rectal Cancers: Comparison between EORC and LORC

251, Clinicopathological and Familial Features
Table 3 summarizes the main differential features between rectal cancers of both age-groups.

From a cinical point ofview, EORCsshowed less asociation with polyps,  very advanced stge at

diagnosis (37%
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component, with more than 50% of cases with LS-related neoplasms in their families. Conversely,
LORC cases were mainly sporadic.

252 Molecular Features

All LORCs were MSS, and an important number of these tumors showed CIMP-High (36%).
More than 90% of EORC were MSS-CIMPY. Lasty,there were diffrencesin relation to CIN, with the
1C and Table 3).

Although there were some differentially atered chromosomal segments between these
age-of-onset groups, they were not as high in proportion as in other locations, with a slight
predominance for LORC (Table 4 and Table S1). I this last group losses in 1p36.32-36.13 and gainsin
5q13.2 are the most frequent.

Table &. Summary
group, for each colon location.

Cromomomal Gyt sipeD
o 10
(1e13) (0235

2
s
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©
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»
s
2%
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3. Discussion

CRCisa di d drug responses. Subclassification

according o the age of onset and tumor location may have applications i terms of diagnosis,

therapy. ly EOCRC and LOCRC separtly

‘manifest [9,11]. ing, however, possibility fachoes, age of neet ...a colon

location may differentiate CRC.
In right colon cancers, the differential phenotypes for both age groups are clearly correlated
with their molecular basis. Right-sided early-onset cases showed important LS features (poorly
diferndated tumar. 8 Nigher mean number of polyps the familisl companent of LS teated
d with the 30% of MSI due to germline mutations in
MMRgznu, these tumors have a relatively low CIN but are CIMP-high. The late-onset subset was
inly : . " dont . M

BRAF mutations. In sp higher CIN of right-sided LOCCs, the two

ions (121 and 10q11.21-11.22) were observed in early-onset
cases. Increased alterations in 121 have been found before in EOCRC, although the criterion of tumor
ocation was not applied [13], while !Dq“ 21112218 3 region where the RET gene is located [14].
p1 losses in 14q11.1-11.2. Here the
with ¢MYC and the TGE-B

NDRG? gene s located, P &
pathway i ’ 16], and i
and invasiveness [17).

Leftcolon tumors showed predominantly differences according to CIN (ainly whole

howing an i well as Multiple Primary CRC, in contrast with
the early-onset subsmup ererthrlm leftsided EOCC showed the higher CIN, as well s some
As, ociated previously with other features of CRC or the

early-onset of cancers. As we mentioned before, losses in 1g21.1-21.2 are found significantly more
in EOCRC [13]; losses in 1114.1-14.3 have been associated with aggressive behaviors and familial
linkage, albeit in prostate cancers [18]; gains in 19p13.12 may be related with NOTCH3 expression
or function [19]. In addition, 11q14.1 harbors GAB2, a gene involved in Epithelial to Mesenchymal

transition, and more & i Yymph Jrvasionand is [20],
Differences within rectal cancers are more prominent in the early-onset subset: later-stages at
diagnosis, less association with polyps, and more than half of them associated with a familial LS
component, although all of them are MSS. Only the CIMP-High-MSS category (36%) within LORC
Only a few differential red at high rates, and the most
with LORC; in 5132, involves a with

rectal metastatc carcinomas (21}

Finally, we wanted to assess to chn categories our location and age-of-onset subgroups

the CRC
122). Si ype 1(CMS1 i
AsCMS1 3
related to both inly with the right-sided carl ‘The other features
pa up igh IMP-Hig
and a low prevalence of somatic CNAs or CIN, right-sided LOCC showed BRAF mutation, high
grade of " dnance & d fer relapse, i wit
Mst i RC [23-25).
In our study, ithin EOCRC i ! while

for LOCRC it was the left colon.
Consensus molecular sublype 2 (CMS2 or Canonical is the most frequent and is defined by

P) CNAS) i proportion than i , by being
Int. . Mol Sci 2019, 20,968 iretie Int. | Mol Sci. 2019, 20,968 120016
mainly leftsided - tated
ﬁmﬂmedmmwmdmlymm:«edwnhlzkﬁdedwccaxdmdyd!Intwm\ G e i i ol LS
letvided LOCC mainly fion'¢
pe3 by MSI, CIMP-Low and low considered sporadic cases.
cm ‘Some features are associated with EOCRC (ief colon with cm low and MS, and rectum also Follow-up was at least 5 years from surgery; DFS and overall survival (OS), recurrence and
death in the different attached tables as

CIMP-low), and others with leftsided LOCC and LORC, respectively (low CNA and CIMP-High).
Consensus molecular subtype 4 or mesenchymal type “ohibits SCNA high, is diagnosed at

ype. Thi bor 1
cancer, and only a few rectal i 3 y
Lo especialysigni e
years [26,27). i i i h
ded i to identify wi group of
i gory n
However, &
i groups. Addii s with a larger sample size e

confirm our findings.
4. Materials and Methods
41, Familcs, Samples and Data Collection

Between January 2002 and December 2008, a total of 82 consecutive individuals with CRC

diagnosed at an years or younger (EOCRC) with familial

\d 97 pa 'RC diagnosed at of 70 years or

older (LOCRC), institution. They i i i
The age of 45 years or younger i igh

if the o gen

found. e ¥ i

because according to the World i i i icha
: o ; N

to the literatu more frequently as.

sporadic tumors, thus twh‘hppmg b groups. This may be a csuse of confusion factor that
leads to false conclusions [29-32].

Al subjects gave their informed consent for inclusion before they participated in the study.

‘The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was.

approved by the Ethics Comittee of the “12 de Octubre” University Hospital. Personal and

linkcopathologial indormaion was obained iching age o oret, gandeslocaton of the CRC

rectum), grade of cell or high), mucin production,

the presence of “signet ring” cells, TNM stages (6th velslnn), the existence of polyps during

follow-up, type of polyps (adenomatous, hyperplastic or mixed), the presence of synchronous or

RCs (SCRC or MCRC), i ‘The tumors
bya:
left colon
lon, including the splenic flexure, I 1 defined as those until

16 cm from anal verge (rectosigmoid junction).

e A - , . |

amean.
4.2. Microsatellite Instability and Mutational Analysis

Ammmumqummwwsmmmkm.m[m
B3l iing high-frequency MSI (MSI-H;

MSI-L)
a5 MSS.

MSI cases were screened for germline mutations in the mismatch repair (MMR) system genes
MLH1, MSH2 and MSH6 reported, with

__Sporadic M| cass wereidntiad by deteiningthe mathylaton status of the MLH gene
1 in the BRAF gene. The methods used were described

pmn-ky T8

4.3. Analysis of CpG Island Methylation Phenotype Panel

Methylation status of promoter regions of the CpG island methylation phenotype (CIMP)
panel genes CACNAIG, CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 and SOCS1 were
analyzed as published before [4]. CIMP-High was defined as the presence of >6/8 methylated
promoters, CIMP-Low as 1/8 to 5/8 methylated promoters, and CIMP-0 as the absence (0/8) of
methylated promoters.

44 Molecular Classification

Based on the M1 and CIMP status, we divided both age groups into four categories because
MSIL IMP-Low and CIM
subtle: (MS1/CIMP-High): (MS1/CIMP-Low/0); (MSS/CIMP-High); and (MSS/CIMP-Low/0) [12].

4.5. Chromosomal Instability. Amy Con,-uu Genomic Hpmumnn (aCGH)

ACGH NimbleGen, Inc. Reyljavik.
i ify copy i )
been described before [10). grees of gen ity were also desribed in y
hd i 0): LOCRC and EOCRC
(GSE108220).
46, Statistical Analyses
Contis i (pressed as mean values pl i  and

categorical variables were expressed as the number of cases and their percentage. Differences were
considered significant when p < 0.05. For associations between colon location and other discrete
variables, statistical analyses were performed using Pearson’s ehloqun (%) test for parametric
variables, and Fisher's
variables, Student’s -est was used. The SPSS v11.5 for wm.m- (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA)
statistical package was used.

For the CGH analysis, both univariate and multivariste analysis was carred out to dentity

gion lysis, each egion
including other relevant clinical variables. Location idered a factor
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We selected only than 1 Mb, to avoid This in
R Statistical Software [%6].
5. Conclusions
dividing CRC location and {s meaningful,

not only PP
- y high CIN left-sided EOCC,
Jetided LOCC ’ EORC witha

N o " y iely 1o
o corty flecting NDRG2

or GAB2. cmmwmmucmmum.hmﬁmmxmm
of considering both criteria when studying CRC. With the
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location of the tumor.
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96841, Table $1: Differential ch for
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VIIl. ANEXOS

TABLA COMPLEMENTARIA 1. Regiones cromosémicas recurrentemente

alteradas segun su localizacién tumoral en el CCRAT

Tabla complementaria 1. REGIONES CROMOSOMICAS RECURRENTEMENTE ALTERADAS SEGUN
SU LOCALIZACION TUMORAL EN EL CCRAT

Colon derecho Regién % Colon izquierdo Regién % Recto Regién %
p32.3 p31.3 49 Cromosomai  q21.1 q21.2 32 p36.33 p36.32 38

p31.2  p31.1 51 q12 q13.2 32 p36.32 p36.31 41

p21.3  p13.3 49 p15.33  p15.31 32 p36.13 p36.13 38

p21.3  p21.3 51 Cromosoma7 | p22.1 p22.1 32 p35.3 p35.1 38

p21.2  p21.1 51 Cromosoma7 | q11.22 q11.23 32 p35.2 p35.1 41

p25.3  p25.1 49 Cromosoma7 | q11.23 q11.23 37 p33 p33 38

p25.3 p25.2 51 p22 p22 32 p32.3 p31.3 38

q143 q14.3 49 q11.21  q11.23 42 p32.3  p31.1 41

q221  q22.1 49 42613  q26.3 32 p31.2  p31.1 38

p14.1  p13 49 q26.2 q26.3 37 p21.3  p13.3 38

p16.1  p15.2 49 q11.2 q21.3 32 Cromosoma1 | q21.1 q21.2 38

q343 q35.2 51 q22.1 a32.2 32 p16.1  p16.1 38

Cromosoma 7 p22.1 p22.1 51 93213 q32.2 37 p26.3 p26.2 38
Cromosoma? p12.1 p11.2 49 Cromosoma 16 122 p11.2 32 p26.1  p26.1 38
Cromosoma? p11.2 p11.2 54 Cromosoma 16 112 p11.2 37 p13 p12.1 38
Cromosoma7 q11.21 q11.21 60 q21 q21 32 p11.1  p11.1 38
Cromosoma? q11.21 q11.23 51 q12.1 q12.2 32 p16.1  p16.1 41
Cromosoma 7 | q11.21 q11.22 49 q21.1 q21.1 32 p16.1  p15.31 44
Cromosoma7 q11.22 q11.23 57 q22.1 q23 32 p15.33 p15.1 41
Cromosoma? q11.23 q11.23 60 Cromosoma 20 111  q11.23 32 p15.32 pl4 38
Cromosoma7 q21.2 q21.2 51 Cromosoma 20 412 q13.33 32 p15.33 p15.31 41
Cromosoma7 q21.2 q22.1 54 q13.2  q13.2 41
Cromosoma7 q21.2 q22.3 49 q31.1  q31.2 38
Cromosoma7 q21.3 q22.3 57 Cromosoma? p112 p11.2 41
Cromosoma7 | q22.1 q22.1 60 Cromosoma7  q11.21 q11.21 38
Cromosoma7 q22.1 @223 54 Cromosoma7  q11.21 q11.22 41
Cromosoma 7 q22.1 q32.2 51 Cromosoma7 | q11.22 q11.23 56
Cromosoma7 q32.1 q32.3 49 Cromosoma7  q22.1 q22.1 41
Cromosoma 7 33 q34 49 Cromosoma8 p13.1 p13.1 41
Cromosoma 8 q24.12 q24.21 49 Cromosoma 9 p13.1 p11.2 38
Cromosoma 9 p13.1  p13.1 49 Cromosoma 9 | q12 q13 38
Cromosoma9 p11.2 p11.2 49 Cromosoma 13 | q21.33 q22.1 38
Cromosoma 9 12 q13 51 Cromosoma 13 4321 g32.3 41
Cromosoma 9  q13 q21.11 49 Cromosoma 13 4321 ¢33.3 38
a25.2  q26.1 49 Cromosoma 13 434 a34 38

q26.1  q26.2 51 Cromosoma 16 | 13 12 p13.11 41

Cromosoma 16 p13.11 p13.11 49 Cromosoma 16 | 13,11 p11.2 44
Cromosoma 16  p13.11 p12.3 51 Cromosoma 16 123  p11.2 38
p11.32 p11.31 54 - Q122  q123 38

p11.32 p11.23 49 q21.33 q22.3 38

p11.22 p11.21 49 Cromosoma 19  p13.3 p13.2 44

q112  q11.2 49 Cromosoma 19 133  p13.11 41

q11.2  q123 51 Cromosoma 19 413.42 q13.43 38

q121  q12.2 49 Cromosoma 19 413.43 q13.43 41

@211 q23 49 Cromosoma 20 p13 p13 38

9211 q21.2 54 Cromosoma 20 5111  q11.1 44

212  q23 51 Cromosoma 20 | ¢11.21 q11.22 50

q21.31 q23 54 Cromosoma 20  q11.1 q11.23 47

q22.1  q22.3 57 Cromosoma 20 | 1122 q11.23 44

Q222 q223 60 Cromosoma 20  411.23 q11.23 38

q223 q23 57 Cromosoma 20 412 q12 38

Cromosoma 20 q11.1 q11.23 51 Cromosoma 20 q12 q13.13 41
Cromosoma 20 12 q13.2 49 Cromosoma 20  413.13 q13.2 44
Cromosoma 20 4132 q13.33 38

Cromosoma 22  q11.21 q13.33 38

Verde: ganancias; rojo: pérdidas.
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VIIl. ANEXOS

TABLA COMPLEMENTARIA 2. Regiones cromosémicas recurrentemente
alteradas segun su localizacién tumoral en el CCRJ

Tabla complementaria 2. REGIONES CROMOSOMICAS RECURRENTEMENTE ALTERADAS SEGUN
SU LOCALIZACION TUMORAL EN EL CCRJ

Colon derecho

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 9

Cromosoma 10

Cromosoma 11

Cromosoma 12

Cromosoma 14

Cromosoma 16

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 19

Cromosoma 19

Cromosoma 19

Cromosoma 21

Cromosoma 21

Cromosoma 22

Regioén

q12 q21.2
q21.1 q21.2
q13.2 q13.2
p22.3 p22.2
p22.2 p22.1
q11.23 q11.23
q11.23 q11.23
q21.3 q22.1
q22.1 q22.1
p13.1 p13.1
p12 q13
p12 p11.2
q13 q21.11
q33.3 q34.3
q11.22 q11.22
q21.3 q22.1
p11.12 p11.12
q13.1 q13.2
q13.13  q13.2
q24.2 q24.3
p13.3 p13.3
p13.12  p123
p13.11 p13.11
p11.2 p11.2
q21.31 q21.32
q24.3 q25.3
p13.3 p13.42
q13.2 q13.2
q13.42  q1343
q22.3 q11.1
q22.3 q22.3
q12.1 q13.31

%

69

62

69

62

54

62

62

54

69

69

7

85

69

62

7

54

54

54

54

54

69

62

54

62

62

69

54

62

62

59

54

Colon izquierdo

Cromosoma 1

Cromosoma 1

Cromosoma 1

Cromosoma 6

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 7

Cromosoma 9

Cromosoma 11

Cromosoma 11

Cromosoma 13

Cromosoma 14

Cromosoma 16

Cromosoma 16

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 19

Cromosoma 19

Cromosoma 19

Cromosoma 20

Cromosoma 20

Cromosoma 20

Cromosoma 20

Cromosoma 20

Cromosoma 22

Cromosoma 22

Verde: ganancias; rojo: pérdidas.

Region
p36.22 p35.3
p36.11  p36.11
p35.3 p35.1
q21.1 q21.1
q13.2 q13.2
p21.31  p21.2
p22.3 p22.3
q11.23  q11.23
q22.1 q22.1
p12 p11.2
q13 q13
q21.11 q21.11
q33.3 q34.3
q11.21 q11.22
p11.12 p11.12
q12.3 q13.3
q13.1 q13.2
q14.2 q14.3
q33.3 q34
q32.31 q32.32
p13.3 p13.3
q21 q22.1
q21.1 q21.31
q22 q25.3
q24.3 q25.3
p13.3 p13.11
p13.11 p13.11
q13.33 1343
q11.1 q13.33
q11.21 q11.23
q11.21 q11.22
q12 q13.12
q13.2 q13.2
q11.1 q11.1
q11.1 qi1.21

212

%

50

50

57

46

46

46

54

46

46

50

54

57

46

50

54

57

54

46

50

46

Recto

Cromosoma 6

Cromosoma 12

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 17

Cromosoma 19

Cromosoma 20

Cromosoma 22

Cromosoma 22

Region
q13.2 q13.2
p21.31 p21.2
p23.1 p23.1
p13.1 p13.1
p12 p12
p12 q21.11
q21.11 q21.11
q11.22 q11.22
q14.1 q14.1
q24.3 q25
q25 q25
q13.11 q13.2
q11.1 q11.2
q12 q21.32
q21.31 q21.32
q22 q25.3
q12.3 q12.3
p13.3 q13.43
p11.1 q13.2
q11.1 q11.1
q11.1 p22.33

%

42

47

47

42

42

47

42

47

42

42

47

47

53

47

53

47

42

58

47

53

47






