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AJCC: American Joint Committee on Cancer (Comité Conjunto Estadounidense
sobre el Cancer)
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CCR: Cancer colorrectal

CCRHNP: Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico

CDX2: Caudal Type Homeobox 2 (Proteina causal homebox 2)

CEA: Antigeno carcinoembrionario

CIMP-high: CpG Island Methylator Phenotype- high (Fenotipo metilador alto en
las islas CpG)

CIMP-low: CpG Island Methylator Phenotype- low (Fenotipo metilador bajo en
las islas CpG)

COX-2: Ciclooxigenasa 2

dMMR: Deficient Mismatch Repair (Proteinas reparadoras con funcion
deficiente)

EGF: Epidermal Growth Factor (Factor de crecimiento epidérmico)

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

EMS: Estabilidad de microsatélites

GDP: Guanosin difosfato

GTP: Guanosin trifosfato

IARC: International Agency for Research on Cancer (Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer)

ICI: Inhibidor de puntos de control inmunitario

IHQ: Inmunohistoquimica

IMC: indice de Masa Corporal
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IMS: Inestabilidad de microsatélites

IMS-H: Alta inestabilidad de microsatélites

IMS-L: Baja inestabilidad de microsatélites

INC: Inestabilidad cromosdmica

LOH: Loss of Heterozygosity (Pérdida de heterocigosidad)

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases (Proteina cinasas activadas por
mitégenos)

MMR: Mismatch Repair (Proteinas reparadoras)

NCCN: National Comprehensive Cancer Network (Red Nacional Integral del
Cancer)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PAF: Poliposis adenomatosa familiar

PAFA: Poliposis adenomatosa familiar atenuada

PAM: Poliposis asociada a MutYH

PMMR: Proficient Mismatch Repair (Proteinas reparadoras funcionantes)

SOH: Sangre oculta en heces

STR: Short Tandem Repeat (Secuencias cortas repetidas)

TAC: Tomografia axial computerizada

TEM: Transanal Endoscopic Microsurgery (Microcirugia Transanal Endoscépica)
TIL: Tumour Infiltrating Lymphocytes (Linfocitos que infiltran el tumor)

TGF-B: Transforming Growth Factor Beta (Factor de crecimiento transformante
Beta)

TNM: Tumour Node Metastasis (Tumor, Ganglio y Metastasis)
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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es en la actualidad una de las neoplasias malignas mas
prevalentes, constituyendo una de las principales causas de mortalidad por cancer en

paises desarrollados. En Euskadi es el tumor de mayor incidencia en ambos sexos.

Pese a que los factores de riesgo para el CCR han sido ampliamente estudiados y
definidos, no se ha determinado con claridad el motivo por el cual existen diferencias
en la probabilidad de supervivencia en pacientes con el mismo diagndstico y

tratamiento.

El prondstico de los pacientes con cdncer colorrectal resecable se basa
actualmente en los criterios histopatoldgicos de invasién tumoral de acuerdo con el
sistema de clasificacion TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC) y de la
Unién Internacional para el Control del Cancer (UICC) y en las caracteristicas de la
diferenciacion de células tumorales. Este sistema proporciona informacién prondstica
util pero incompleta ya que el resultado clinico puede variar sustancialmente entre los

pacientes dentro de la misma etapa de tumor histoldgico.

Por otro lado, cada vez se solicitan diagndsticos mas precisos, que ademas de las
caracteristicas histomorfolégicas, también incluyan informacidon genética de los

tumores que permitan aplicar tratamientos personalizados.

Por esta razén, surgid nuestro interés en analizar tanto los factores clinico-
demograficos de cada paciente como las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares
de cada tumor con el objetivo de encontrar una combinacidon de pardmetros capaz de
explicar las diferentes respuestas al tratamiento de acuerdo a los objetivos de la

medicina individualizada.
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Introduccion

El cancer, se define como una enfermedad que puede aparecer en cualquier
6rgano o tejido del cuerpo. Ocurre cuando células atipicas crecen de manera
descontrolada, invadiendo estructuras u érganos vecinos. Esto se denomina metastasis
y es la principal causa de muerte entre los pacientes que sufren esta patologia?. El cdncer

es una enfermedad muy prevalente en la actualidad en los paises desarrollados.

Se denomina cancer colorrectal (CCR) cuando la proliferacion esta presente en el
colon y/o recto®. La neoplasia o proliferacion celular mas comun del colon es el
adenoma, siendo éste el precursor de la gran mayoria de neoplasias epiteliales del
intestino grueso?. Por su parte, el tumor mas frecuente es el adenocarcinoma (ADC) de
colon, con una frecuencia de 90%3. Aunque la gran mayoria de casos sean
diagnosticados como adenocarcinoma, existen diferentes subtipos, que seran

comentados mas adelante.

1. Impacto Epidemiolégico del cancer colorrectal

Segun los datos del proyecto GLOBOCAN de 20184, la incidencia a nivel mundial
del CCR ocupa la tercera posicion en ambos sexos (1.849.518 nuevos casos, 10,2% del
total) tras cancer de mama y pulmon; la tercera en varones (1.026.215 casos, 10,9% del
total) tras el cancer de pulmdn y prostata y la segunda en mujeres (823.303, 9.5% del

total) tras el cancer de mama.

Supone la quinta causa de muerte en ambos sexos (890.793 muertes, 9,2% del
total) por detras del cadncer de pulmoén, mama, higado, y estdmago; es la cuarta causa
de muerte en varones (484.224, 9,0% del total) tras el cdncer de pulmdn, higado y
estdmago; y la tercera causa de muerte en mujeres (396.568, 9,5%) tras el cancer de

mama y de pulmdn, como se puede ver en la Figura 1.

En la poblacién espafiola el CCR representa la mayor incidencia (37.172 nuevos
casos, 13,7% del total), seguido de mama, prostata y pulmodn, y supone la segunda causa

de muerte entre todas las neoplasias®.
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Figura 1: (4): Incidencia tumoral en el 2018 para ambos sexos; (B): Numero estimado de muertes por tumores en el 2018; (C): Incidencia tumoral en el
2018 en varones; (D): Incidencia tumoral en el 2018 en mujeres; (E): Numero estimado de muertes causadas por tumor en el aiio 2018 en varones; (F):
Niimero estimado de muertes causadas por tumor en el afio 2018 en mujeres. Datos extraidos de Globocan®.
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Introduccion

Por ultimo en relacidn a la frecuencia de esta enfermedad nuestra regidn, segln
los ultimos datos aportados por el Gobierno Vasco, en el aifio 2015 se diagnosticaron
13.643 nuevas neoplasias en Euskadi®. El CCR es el tumor con mayor incidencia para
ambos sexos con 1.952 casos (14,3%), seguido por mama con 1679, préstata con 1538,

y en cuarto lugar el cdncer de pulmdn y bronquios con 1.536 casos.

En varones, el cancer de préstata ocupa el primer lugar en incidencia con 1.538
casos, seguido del cancer de colon con 1.192 y cancer de pulmédn, bronquios y traquea
con 1.161 casos. En mujeres el primer lugar lo ocupa el cdncer de mama con 1.662 casos,
seguido del cdncer de colon con 760 y por Ultimo cancer de traquea, bronquios y pulmén

con 375 casos.

Respecto a la mortalidad, con datos recogidos en el aifio 2017, supone la segunda
causa de muerte en ambos sexos (782 muertes, 12,6% del total) por detras del cancer

de mama en mujeres y traquea, bronquios y pulmon en varones®.

2. Factores de riesgo de cancer colorrectal

Existen diversos items que pueden aumentar el riesgo de sufrir un CCR. Se
dividen principalmente en dos grupos: factores adquiridos (aquellos factores que no son
modificables) y factores ambientales (aquellos factores que si son modificables,

pudiendo alterar la probabilidad de desarrollar la enfermedad).

Los factores hereditarios (adquiridos) pueden determinar la susceptibilidad del
individuo a padecer adenomas y cancer de colon, mientras que los factores ambientales
determinan cudles de los individuos predispuestos genéticamente desarrollaran

adenomas pequefios, adenomas grandes y finalmente, cancer colorrectal’.

2.1. Factores genéticos/adquiridos

El CCR es una enfermedad maligna de causa esporadica en un 70% de los casos,
aproximadamente un 20-30% tienen un componente familiar asociado (del que todavia
no se han determinado las mutaciones que lo causan) y un 3-5% de son considerados
hereditarios®. Las formas hereditarias de CCR mdas conocidas son la poliposis
adenomatosa familiar (PAF) y el cancer colorrectal hereditario no polipdsico (CCRHNP).

Estos sindromes se detectan entre el 6-10% de todos los CCR en pacientes menores de
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50 afos, es decir, la incidencia seria 2/100.000 habitantes mundialmente °. Como
mencionan Medina Pabdn et al en su reciente publicacion, existen otros sindromes mas
infrecuentes que también pueden predisponer a padecer el CCR!, que serdn

mencionados mas adelante.
2.1.1. Cdancer Colorrectal Hereditario Polipdsico

Se denomina cancer colorrectal hereditario polipésico a aquellos sindromes que
cursan con poliposis y asocian un mayor riesgo de desarrollo de CCR. Entre ellos se
encuentran: PAF, poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA), poliposis asociada a
MutYH (PAM), sindrome de Peutz Jeghers, sindrome de poliposis juvenil, sindrome de

Cowden y poliposis serrada sésil°.

A su vez se dividen en sindromes adenomatosos y hamartomatosos. Los
adenomas son lesiones frecuentes que suelen ser asintomaticas. La importancia de su
diagndstico temprano radica en que actian como precursores de la mayoria de lesiones
epiteliales del intestino grueso. Se definen morfolégicamente como “proliferaciones
displasicas clonales del epitelio coldnico”?. Por su parte, los hamartomas se definen
como sobrecrecimiento de células y tejidos nativos a la localizacidon anatémica donde
ocurren. En el tubo digestivo, los hamartomas tipicamente incorporan componentes

epiteliales y estromales?.
2.1.1.1. Sindromes hereditarios adenomatosos
a) Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF)

La PAF tiene una incidencia en nuestro medio de 1/8000 recién nacidos vivos?,
siendo el sindrome de poliposis adenomatosa mdas comun. Sin embargo, Unicamente es

responsable del 1% del total de los CCR’s?13,

Es el segundo sindrome hereditario asociado a CCR mas frecuente tras el
sindrome de Lynch!®. Se manifiesta en pacientes que heredan de forma autosémico
dominante mutaciones germinales en el gen APC, localizado en el cromosoma 5212,
Este gen codifica para una proteina supresora de tumores que afecta a la adhesién y

migracion celular regulando la B-catenina en la via de sefializacion Wnt!214,

El 100% de las personas con alteraciones germinales en APC desarrollaran CCR

entre los 40-50 afios'?*®. En muchos casos no existirdn antecedentes familiares; segin

6
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Valle et al. hasta en un 20% de pacientes con este sindrome, la mutacion sera de novo®®.
Ademads, un gran nimero de CCRs esporadicos presentan mutaciones somaticas en APC,

como primer paso en la secuencia de transformaciéon adenoma-carcinoma.

El diagndstico clinico de PAF se establece ante el hallazgo de mas de 100
adenomas o mas de 10 en un paciente con historia familiar!?!¢, Los adenomas
comienzan a desarrollarse en la adolescencia y normalmente aparecen en colon

izquierdo!?14,

Este sindrome también puede asociar multiples manifestaciones extracoldnicas

como revisan Valle y colaboradores??:

- Adenomas del tracto gastrointestinal superior (95%).

- Pdlipos de glandula fundica (80-90%).

- Osteomas (80%).

- Hipertrofia congénita del pigmento de la retina (75%).

- Quistes epidermoides (50%).

- Anomalias dentales (17%).

- Quistes desmoides (15-30%).

- Adenomas adrenocorticales (5%).

- En menor nimero, pueden asociar tumores de la via biliar, carcinoma papilar de

tiroides, hepatoblastoma y meduloblastoma.

Debido a la cantidad de entidades que puede causar, existen dos subvariantes
de la PAF. Por una parte, el sindrome de Gardner, que se caracteriza por osteomas,
anomalias dentales, quistes epidérmicos y tumores de partes blandas (ademds de
poliposis coldnica); por otra, el sindrome de Turcot tipo 2, que se asocia con defectos
del sistema nervioso central y enfermedad desmoide hereditaria (ademds de poliposis

coldnica)*4.

El tratamiento de eleccién para pacientes que tengan PAF es la colectomia antes

de que desarrollen la neoplasia'®1®,
b) Poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA)

Se ha descrito un subgrupo de PAF que se denomina “atenuada” (PAFA), en la

cual, los pacientes tienen una sintomatologia mas leve, es decir, desarrollan poliposis
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con menor numero de podlipos (<100) y ademds se desarrollan mds tardiamente
(alrededor de la 42 - 52 década de vida), por lo que probablemente tengan menor riesgo

de desarrollar CCR'? y de hacerlo, seria en la 62 - 72 década de vida'?4,

Como en el caso anterior, esta causada por alteraciones en el gen APC, por lo que
también pueden asociar manifestaciones extracoldnicas, siendo los pdlipos gdstricos los
mdas frecuentes!’. Los pacientes con PAFA no desarrollan hipertrofia congénita del

pigmento de la retina.

Los adenomas en estos pacientes suelen estar presentes proximos a la flexura

esplénica y presentan una configuracién macroscépica mas plana®.

Tras el diagnéstico, debe de hacerse anualmente una colonoscopia para poder
mantener el control del crecimiento de pdlipos y extirpar aquellos que se

encuentren!?16,

c) Poliposis asociada a MutYH (PAM)

La poliposis asociada a MutYH (PAM) es un sindrome causante de un bajo
numero de casos de CCR (menor al 1%'°) y con alta penetrancia. Su edad media de
diagndstico es a los 48 afios'??° y a su vez, estos pacientes suelen desarrollar CCR a una
edad media de 50 afios'%1921724 Presenta una herencia autosémico recesival® y estd
causado por mutaciones bialélicas en el gen MutYH, que codifica para una proteina

encargada de reparar el dafio oxidativo®.

El diagndstico clinico de esta entidad es dificil por si solo, debido a la variabilidad
de manifestaciones clinicas que tiene esta enfermedad. Cuando se diagnostica, la
mayoria de pacientes (90%) con poliposis asociada a MUTYH tiene < 100 adenomas (10-
100)1%25, el 10% restante, tendrian mas de 100 pdlipos pero no asociados a mutacién en

APC?7,

Histolégicamente el tumor suele localizarse en colon proximal, asocia
componente mucinoso y hay un aumento de linfocitos que infiltran el tumor!®. Otras de
las manifestaciones clinicas que pueden asociarse a este sindrome son: tumores
gastricos, duodenales, de ovario, de vejiga, mama, endometrio, piel y glandula tiroides.

Ademads, aumenta el nimero de pdlipos duodenales, de glandula fundica y de quistes
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mandibulares y los pacientes pueden desarrollar hipertrofia congénita del epitelio
pigmentario de la retina?2831,

En un 64% de los pacientes con CCR asociado a poliposis MUTYH, es posible
identificar también la mutacion somatica Gly12Cys de KRASC. Es por este motivo que se
recomienda el analisis de KRAS en el tejido tumoral de pacientes con CCR asociado a
este sindrome dado que, como veremos posteriormente, las alteraciones en KRAS
pueden determinar el tratamiento3?=34,

Su diagnéstico clinico suele realizarse por colonoscopia. El tratamiento seria el
mismo que el de la PAFA, control endoscépico y reseccion de todos los pélipos que

aparezcan!?16,

Por tanto, como hemos visto, la PAM y la PAF/A comparten multiples
caracteristicas clinicas, sin embargo, se diferencian en el gen causante de la enfermedad

y el tipo de herencia mendeliana?’, como podemos observar en la Tabla 1.

Tabla 1: Diagnostico diferencial entre PAF, PAFA y PAM. AD: autosomico dominante; AR: autosomico recesiva.

PAF PAFA PAM

>100 <100 <0> de 100

Hipertrofia Si No Si

congénita del
epitelio de retina

Gen implicado APC APC MutYH
Tipo de Herencia AD AD AR

2.1.1.2. Sindromes hereditarios hamartomatosos
a) Sindrome de Peutz Jeghers

Se trata de un sindrome raro, con herencia autosdmica dominante y alta
penetrancia, caracterizado por la presencia de poliposis hamartomatosa a lo largo de
todo el tracto gastro-intestinal. Su incidencia se estima en 1/35.000-1/300.000%°, y como
en los anteriores sindromes, la presencia de mutacion aumenta la predisposicion de
padecer CCR en un 39%, seguido de un aumento del 32-54% de cancer de mama en las
mujeres portadoras®. Este sindrome, ademas se relaciona con un riesgo incrementado

a tumores pancredticos, gastricos, uterinos, de cérvix, pulman, ovario y testiculos?3>,
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La mutacidn puede encontrarse en un gen localizado en el cromosoma 19 y que
se conoce con dos nombres (LKB1y STK11), cuya funcidén es actuar como supresor de

tumores!?36,

Las dos manifestaciones cldsicas de este sindrome son pigmentacidn cutanea en
el 95% de los casos y los mencionados pdlipos gastro-intestinales de tipo
hamartomatoso®. Las lesiones cutaneas, suelen aparecer antes de los 5 afios de edad,
siendo las lesiones de la mucosa oral las primeras en presentarse (durante el primer
afio). Se distribuyen por labios, regién perioral y perianal, mucosa oral y nasal, palmasy

plantas3>. No suelen asociar transformacion maligna.

Respecto a los pdlipos hamartomatosos, suelen desarrollarse durante la primera
década de vida, teniendo un bajo riesgo de malignidad. Suelen aparecer en el tracto
gastro-intestinal, sobre todo en el yeyuno®. La edad media de diagndstico es a los 23
anos y frecuentemente ocurre cuando un pélipo gastrointestinal produce obstruccion o
invaginacion del tubo digestivo (hasta en un 69% de pacientes)®. Los pdlipos también

pueden ocasionar sangrado, produciendo anemias que no responden al tratamiento.

Los criterios diagndsticos estan establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS), y se basan en la presencia de, al menos, dos de los tres items3°:

- Historia familiar
- Mudltiples maculas pigmentadas en las zonas descritas anteriormente

- Pdlipos intestinales hamartomatosos

Al no existir un tratamiento para esta patologia, se recomienda vigilancia

endoscdpica y pruebas de imagen de manera periddica®?>®.
b) Sindrome PTEN

Los sindromes asociados a PTEN estan causados por alteraciones en el gen PTEN
gue se localiza en el cromosoma 10g23. PTEN es un gen supresor tumoral que tiene
como funcién inhibir la via mTOR y la MAPK?’. Los sindromes causados por estas

alteraciones presentan herencia autosémico dominante con penetrancia incompleta

(80%)".
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Se conocen hasta cuatro sindromes clinicamente distintos32:

- Sindrome de Cowden
- Sindrome de Bannayan-Rilley-Ruvalcaba
- Sindrome de Proteus

- Sindrome Proteus like

La malignizacién Unicamente ha sido demostrada en el sindrome de Cowden32.
Este sindrome es mas frecuente en mujeres adultas, mientras que el sindrome

Bannayan-Riley-Ruvalcaba es mds frecuente en nifios varones?!?.

La prevalencia para el sindrome de Cowden, se estima que es 1/200.000-250.000
casos3249, Sin embargo, debido a que muchas de sus manifestaciones son comunes en

la poblacidn general, se cree que puede estar infradiagnosticado®.

Las manifestaciones cutdneas son la manifestacion clinica mas frecuente,
incluyendo triquilemomas, papulas papilomatosas y queratosis acro-plantar®'. Estas
manifestaciones cutdneas se relacionan con la edad, estando presentes en el 99% de los
individuos que alcanzan la tercera década de vida®®. El segundo hallazgo clinico
observado con mayor frecuencia es la patologia de tiroides, que afecta al 66-75% de los
pacientes. Esta patologia puede ser benigna o maligna (aumento de prevalencia del 10%

de carcinomas papilares y foliculares)*?.

Ademas, el sindrome de Cowden asocia con menor frecuencia enfermedad de
Lhermitte-Duclos, macrocefalia, dolicocefalia, polipos gastrointestinales
hamartomatosos y acantosis glicogénica®’28%, Muestra un aumento del 13% de riesgo

de desarrollar CCR comparado con la poblacion general®.

Otro item destacable es que los individuos afectos, desarrollan neoplasias
multifocales y bilaterales en dérganos pares (mamas) tanto en hombres como
mujeres3®43. Hay estudios que indican que las mujeres tienen un aumento entre 25-50%

de desarrollar cdncer de mama a lo largo de su vida®®444°,

El sindrome de Bannayan-Rilley-Ruvalcaba cursa con clinica de manera muy
precoz, por ello tiende a ser diagnosticado en la edad temprana. Clinicamente se puede
observar  macrocefalia, lipomatosis, hemangiomas, polipos  intestinales

hamartomatosos, mdculas pigmentadas en el pene, alto peso al nacimiento, miopatia

11
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de musculo proximal, laxitud articular, pectus excavatum, escoliosis y discapacidad
intelectual3®4e,

Por su parte, el sindrome de Proteus es una enfermedad hamartomatosa muy
variable, compleja y muy rara, con tan solo 120 casos descritos en el mundo3®%’. Se
caracteriza por un crecimiento rapido y progresivo de varios tejidos, dando lugar a
hamartomas, nevus de tejido conectivo y epidérmicos e hiperostosis. Hay algunos tipos
de tumores muy raros como el cistoadenoma de ovario, tumores testiculares, tumores
del sistema nervioso central y adenomas monomorficos de pardtida que, cuando estan
presentes, nos pueden ayudar a realizar este diagndstico®.

Es de suma relevancia realizar a estos pacientes una mamografia anual vy
resonancia a partir de los 30 afos, ecografia anual de tiroides, biopsias endometriales
periddicas, colonoscopias cada 5 afos y revisiones dermatoldgicas periddicas. Debido a
gue el riesgo de desarrollar tumores de mama se acerca al de portadores BRCA, la
mastectomia profilactica es una opcidn, al igual que la histerectomia por el alto riesgo
de cancer de endometrio®?.
c¢) Sindrome de poliposis juvenil

El sindrome de poliposis juvenil es una enfermedad de herencia autosémico
dominante causada por mutaciones en linea germinal en SMAD4 y BMPR1A'>8, Es rara,
con una incidencia de 1/100.000-1/160.000%, siendo la edad media del diagndstico de

9 anos.

Se caracteriza por la presencia de poélipos hamartomatosos juveniles en el tracto
gastrointestinal. Estos pdlipos, a diferencia de otros hamartomas, carecen de musculo
liso y son la lesidn colorrectal mas comun en nifios, no teniendo significado patoldgico

cuando se encuentran de forma aislada'?1®.

Los pacientes con este sindrome, tienen un 20% mas de riesgo de desarrollar
tumores gastricos y un 39% de riesgo de desarrollar CCR%*%>2, La afectacidon del colon
ocurre siempre, mientras que el estdmago y el intestino delgado pueden estar afectados

en un 50% de los pacientes?2.
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Los criterios diagndsticos son®>3:

- Presencia de mas de 5 pdlipos juveniles en el colon y/o recto.

- Presencia de cualquier nimero de pdlipos juveniles en el tracto digestivo
incluyendo el estdmago.

- La presencia de cualquier nimero de pélipos juveniles junto con historia familiar

de sindrome de poliposis juvenil.

Para poder hacer el diagndstico de la enfermedad, se precisa que al menos uno

de los criterios mencionados se cumpla®.

Se han descrito multiples anomalias congénitas asociadas a este sindrome en un
10-20% de los casos: defectos cardiacos, macrocefalia, labio leporino, malformaciones

genitourinarias, telangiectasias y malformaciones gastrointestinales y pulmonares!?°?,

Clinicamente cursa principalmente con sangrado y prolapso rectal, aunque
también puede aparecer anemia, dolor abdominal, invaginaciones intestinales, diarrea,

y espontdnea eliminacion anal de los pdlipos®>4.

En los pacientes con mutaciones en SMAD4 es mas probable que se desarrollen

polipos géstricos y telangiectasias hemorrégicas hereditarias?°2.

La edad media de aparicion de CCR es a los 44 afios'?>°?, por ello es muy
importante hacer colonoscopias y gastroscopias cada 1-3 afios empezando a los 12 afios
en familiares de primer grado portadores de alteracién genética y una vez identificados

los pdlipos, pasar a controles anuales'?>>,

2.1.2. Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico

EI CCRHNP (también llamado Sindrome de Lynch) presenta un patrén de herencia
autosomico dominante, y esta causado por mutaciones en linea germinal o
epimutaciones en las regiones del Acido desoxirribonucleico (ADN) codificante de las
proteinas reparadoras (MMR) MLH1 (hasta 90%), MSH2 (hasta 90%), MSH6 (10%) y
PMS2 (muy rara)®®. Tiene una incidencia del 2-4% sobre el total de los casos de CCR y

una alta penetrancia®®. Es el CCR hereditario mas frecuente®.

Las MMR se comportan como supresores tumorales. El cancer aparece cuando

tras presentar en linea germinal una alteracidn en estos genes (incluyendo mutaciones
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puntuales, deleciones o metilacién de las islas CpG) se inactiva somaticamente el alelo
nativo en la célula diana, por ejemplo la célula del epitelio coldnico!®>’-0, L completa
inactivacion del gen MMR en el tumor causa una reduccidn de la funcidon de las proteinas

MMR, perdiendo el control de la regulacion del ciclo celular®62,

Suele debutar a los 44 afios de media, presentando adenomas de forma muy
localizada, que suelen ser planos y encontrarse en colon derecho®. A menudo cursan con
multiples tumores sincronicos y metacrénicos en endometrio (en mujeres jovenes)®,
estdmago, ovario, pancreas, uréter, pelvis renal, glioblastomas cerebrales, tracto biliar,
tumores de intestino delgado, carcinomas sebdceos y queratoacantoma®. Su diagndstico

clinico requiere que la PAF sea descartada.

A nivel histolégico, los tumores con inestabilidad de microsatélites se

caracterizan por serl064;

- tumores mucinosos pobremente diferenciados
- presentar caracteristicas de anillo de sello o de patrén medular
- presentar un exceso de linfocitos infiltrando el tumor (TILs)

- tener un curso de crecimiento rapido

A nivel inmunohistoquimico, se caracteriza por ausencia de tincién nuclear en

alguna de las proteinas reparadoras (MLH1 y/o PMS2, MSH2 y/o MSH6).

El diagndstico clinico es un reto debido a la ausencia de signos clinicos
patognomonicos, por lo que un estudio genético es imprescindible para establecer un
diagndstico de certeza. Para seleccionar qué pacientes serian candidatos al estudio
genético, se deben de seguir los criterios de Bethesda y Amsterdam, que se basan en
antecedentes familiares y edades de diagndstico”®, establecidos inicialmente en el afio
1991 en Amsterdam®® y modificados en los Acuerdos de Bethesda, que se discutieron

en el afio 2004%’. Su manejo es una exhaustiva revision ginecoldgica y digestiva.
2.1.2.1. Sindrome de Muir Torre

El sindrome de Muir-Torre presenta herencia autosdomico dominante, y se
considera una variante fenotipica del CCRHNP. También estd causado por mutaciones
en los genes codificantes de las proteinas reparadoras®®. Su incidencia es de 1/5.000.000

segun el Globocan 2018°9°,
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Las caracteristicas de este sindrome son la aparicién de lesiones sebdceas en la
piel y de neoplasias viscerales, siendo el CCR la mas frecuente®, pudiendo estar o no

presentes en el mismo paciente, pero si en la familia.

Los pacientes que tienen este sindrome, se deben realizar revisiones cutdneasy
digestivas anuales. La colonoscopia se debe iniciar a los 18 afios mientras que la
gastroscopia a los 25. Ademas esta indicado que los hombres se hagan revisiones de
testiculo y prostata anuales y que las mujeres se realicen mamografias y ecografias

transvaginales®®.
2.1.2.2. Sindrome de Turcot

El sindrome de Turcot es una entidad muy rara con un patrén de herencia que
puede ser autosémico dominante, recesivo o esporadico’®. Se caracteriza por la

asociacion de tumores cerebrales y CCR. Existen dos variantes:

- Tipo 1: 20-25% de los casos, relacionado con defectos en proteinas reparadoras
(MMR)?71, En este tipo, los pdlipos intestinales son mas grandes, pero en menor
numero y pueden malignizar. Los tumores cerebrales suelen ser glioblastoma o
astrocitoma’2.

- Tipo 2: 75-80% de los casos, causados por mutaciones en el gen APC®73, En este

tipo hay predisposicién a desarrollar meduloblastoma’?.

En la Tabla 2 se resumen las principales caracteristicas de los sindromes tanto familiares

como esporadicos causantes de CCR.
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Tabla 2: Tabla comparativa con los sindromes mas firecuentes asociados a CCR. AD: autosomico dominante; AR:
autosomico recesiva.

SINDROME

Sindrome de
Lynch

Sindrome de
Peutz

Jeghers

Sindrome de
poliposis
juvenil
Sindrome de

Cowden

CCR
Esporadico

HERENCIA

AD

AD

AR

AD

AD

AD

GEN

MLH1,
MSH2,
MSHe6,
PMS2

APC

MUTYH

STK11

SMAD4
/BMPR
1A

PTEN

2.2. Factores Ambientales

2.2.1. Modificables

2.2.1.1. Alimentacion

EDAD MEDIA AL
DIAGNOSTICO

45

40

48

44

35

45

67

RIESGO

a CCR

50-80%

100%

43-100%

39%

39-68%
/21%

9-16%

4.3%

INCIDENCIA

1/370-
1/2.00074

1/13.000-
1/18.000%24

1/10.000-
1/40.0007°

1/35.000-
1/300.000%*

1/15.000-
1/100.000%°

1/200.000-

1/250.0003%
40

=1/2.5007°

LESION
HISTOLOGICA

adenomas

adenomas

adenomas

hamartoma

hamartoma

hamartoma

adenomas

La dieta es uno de los factores que mas puede influir en el aumento de riesgo de

desarrollar un CCR”’.

a) Carne, Grasa y Pescado

La carne roja tiene valores muy elevados de hierro hemo, que no solamente dana

el ADN, sino que también incrementa la presencia de carcindgenos llamados N-

nitrosos’®. Asimismo, la carne cocinada a altas temperaturas conlleva la formacion de

hidrocarbonos policiclicos arométicos que también son cancerigenos’®7°,
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Las dietas ricas en grasas saturadas y colesterol, también se han asociado a un
aumento del riesgo de desarrollar CCR debido a que se produce un aumento de
secrecion de acidos biliares’®. Estos generan una mayor cantidad de especies reactivas
de nitrégeno y de oxigeno que a su vez, producen dafio en el ADN, aumento de
mutaciones a nivel celular y disminucién del mecanismo de apoptosis celular,

aumentando asi alin mas el riesgo de mutaciones®%8!,

Por el contrario, el pescado reduce el riesgo de carcinogénesis debido a la
presencia de acidos grasos omega 3, que son capaces de reducir la proliferacion de las
células epiteliales presentes en la mucosa colénica y tienen propiedades anti-
inflamatorias’’®2. Ademads, el pescado contiene vitamina D y selenio que son dos

sustancias con propiedades anti-cancerigenas’’%3.
b) Fibra

Un estudio afirma que los pacientes con dietas altas en fibra (mas de 20g/dia),
sobre todo compuestas por cereales, desarrollan CCR con menor frecuencia®*. Ademas,
también reduce la mortalidad en aquellos pacientes que habiendo sido diagnosticados
de un CCR, aumentan la fibra en su dieta®*. Por ultimo, hay datos que indican que por
cada 10 gramos de incremento de fibra, se disminuye un 10% el riesgo de desarrollar

CCR®*,
c) Frutas y Verduras

El consumo de frutas y verduras también se considera beneficioso e importante
para prevenir el cdncer, debido a que contienen un alto contenido en fibra, vitaminas,

minerales y antioxidantes®® que reducen el riesgo de desarrollo de un CCR.
d) Calcio y Vitamina D

El calcio promueve la apoptosis de células coldnicas®, teniendo un efecto
protector para el desarrollo de CCR. La vitamina D, tiene una doble funcién
antineoplasica: por un lado tiene sus propios mecanismos antineopldsicos y por otro

facilita la absorcion del calcio®’.
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e) Azlcares y Carbohidratos Refinados

Existen estudios sobre el efecto del consumo de azucar® y de carbohidratos
refinados®® y el riesgo de desarrollar CCR. Segln estos, las dietas con un contenido
elevado de carbohidratos y azlcares producen un exceso de insulina, que se relaciona
con un aumento del tejido adiposo, conduciendo a la obesidad. Esta a su vez, se asocia
a un aumento de riesgo de padecer un CCR (como se detalla posteriormente). Ademas,
la insulina es un factor de crecimiento que actua sobre las células epiteliales presentes

en el colon incrementando también dicho riesgo®.
f) Café

El consumo de café ha demostrado tener un efecto protector inversamente
proporcional para el desarrollo de CCR, es decir, cuanto mds se consume, menor riesgo
a cancer o mayor efecto protector®. Esto se debe a que el café contiene componentes
antimutagénicos y anticarcinogénicos®°!. Ademds, el consumo de café induce una
disminucidn en la secrecién de acidos biliares, que se ha visto que promueven la

carcinogénesis?%92:93,

Por ultimo hay que destacar que el café se relaciona con un aumento en la

motilidad coldnica y esto también ha demostrado ser efecto protector en el CCR%%%4,
g) Estilo de vida

Diversos estudios epidemioldgicos sugieren que el CCR se asocia mas que ningun
otro cdncer no sélo con la dieta sino también con el estilo de vida, por ello modificarlo

pueden ayudar a prevenirlo®.
h) Obesidad

La obesidad aumenta el riesgo de desarrollar CCR entre un 7-60%%. Los
mecanismos por los que se produce este aumento no estan claros, pero se postula que
la obesidad al producir un aumento de resistencia insulinica, puede desarrollar diabetes
en el paciente, por lo que incrementaria sus concentraciones sistémicas de insulina y
como ya se ha comentado previamente, lainsulina es un factor de crecimiento que actua

sobre las células epiteliales presentes en el colon®-%,
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El aumento de adipocitos también se relaciona con el CCR debido al aumento de
sintesis de acidos grasos®®. Asi por ejemplo, la produccion endégena de acidos grasos
saturados de cadena corta se ha identificado como posible factor protector frente a
neoplasias de colon, ya que entre sus funciones destaca inducir la apoptosis y regular la
acetilacién de histonas, eventos importantes en la proliferacion celular®”°¢, mientras
gue los de cadena media, como el laurico y miristico, se asocian con un mayor riesgo de
desarrollar CCR debido a que inducen la expresidn de Ciclooxigenasa 2 (COX-2), que a su
vez causa inflamacion aumentando las probabilidades de desarrollar un tumor®®-19°, por
su parte, algunos acidos grasos poliinsaturados, como el acido eicosapentaenoico,
podrian disminuir el riesgo de sufrir CCR al inhibir la COX-2, aumentar la actividad
apoptética, activar la proteina C kinasa, la angiogénesis y reducir los acidos biliares

fecales?®101,
i) Tabaquismo

El tabaco asocia unincremento del 13.18% el riesgo a desarrollar CCR comparado
con pacientes no fumadores'®?, debido principalmente al nimero elevado de sustancias
cancerigenas que presental??, El riesgo es dosis-dependiente, es decir cuanto mas se
fuma, mas riesgo de desarrollar un CCR, habiendo estudios que indican que las personas
que cesan su consumo, en 20 afios igualan su riesgo al de la poblacion general'??, Los

efectos del tabaco en CCR son mas evidentes en varones y alcohdlicos®?,

Los CCR en pacientes fumadores se desarrollan con mayor frecuencia en el
recto®2. Hay diversas hipdtesis para estos hallazgos!??: la nicotina aumenta la movilidad

colénica pero no la rectal y/o los carcindgenos del tabaco se concentran mas en el recto.

Ademas el tabaco aumenta un 14% la mortalidad si el paciente es fumador

cuando se le realiza el diagndstico de CCR%,
j) Alcohol

El alcohol ha mostrado ser factor de riesgo para el desarrollo de CCR. Cada 10g
alcohol/dia aumenta el riesgo de CCR en un 7%!%. El tipo de alcohol consumido es
relevante, un estudio mostré que aquellas personas que consumian cerveza y licores
tenian mayor riesgo de CCR que las que consumian vino'®. Los CCR causados por

ingesta de alcohol suelen aparecer en colon izquierdo y recto®>.
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k) Actividad fisica

El ejercicio, no solo reduce un 24% la aparicion de un CCR%, sino que ademas,
una vez diagnosticado y tratado, reduce el riesgo de recurrencia en un 28% si el paciente
realiza 150 minutos de ejercicio a la semana. Ademas mejora el tiempo de

recuperacion®107,

Por su parte, la realizacion de la misma cantidad de ejercicio (150
minutos/semana) pre-diagndstico, se relaciona con una disminucién de mortalidad del

14%%07,
2.2.1.2. Medicamentos
a) Anticonceptivos orales

En aquellas mujeres usuarias de anticonceptivos orales, con antecedentes
familiares de CCR, se ha observado una potencial reduccidn de riesgo de sufrir CCRy en
aquellas mujeres que consumian dos bebidas alcohdlicas diarias, se produce una
disminucidn del riesgo de sufrir CCR comparado con la media general. Este ultimo
supuesto resulta paraddjico ya que el alcohol por si solo aumenta el riesgo de desarrollar
CCR, sin embargo se ha descrito que esto puede ser debido a la interaccién del alcohol
y los anticonceptivos con los niveles de folatos y a su implicacidn con el proceso de la

carcinogénesisi®,

b) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Dado el conocido y mencionado papel de los procesos inflamatorios en el
desarrollo de las neoplasias!?®, comenzdé a investigarse el efecto que los farmacos anti-

inflamatorios en este proceso!!%111,

Asi, multiples estudios, recogidos por Gu et al., aseguran que la aspirina puede
disminuir la incidencia y la mortalidad del CCR en la poblacién general*!. El mecanismo
por el cual los AINES reducirian el riesgo a CCR es que, como se ha mencionado en el

apartado de acidos grasos, éstos también inhiben COX-2111-113,
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2.2.2. Factores no modificables
2.2.2.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Los pacientes con larga historia de enfermedad inflamatoria intestinal, debido al
continuo daiio que sufre la mucosa, tienen un riesgo superior a la poblacién general de
desarrollar CCR'4, Sin embargo, gracias al correcto tratamiento que reciben estos
pacientes y a los programas de cribado, el nimero de tumores causados por esta

patologia estd disminuyendo!?4-119,
2.2.2.2. Envejecimiento

El principal factor de riesgo para el CCR es la edad, ya que el 90% de los casos son
pacientes mayores de 50 afios. Por este motivo, los pacientes sin antecedentes
personales o familiares de riesgo comienzan el cribado de sangre oculta en heces a partir

de esta edad°.

La poblacion vasca, ha pasado de tener un 10% de habitantes por encima de 65
afios en el 1986 a tenerun 18,6% en el afio 2010, es por ello, que este item cobra especial

importancial?0-122,
2.2.2.3. Desarrollo de CCR previo

Un estudio realizado por Andreoni et al.}?3, determind que los factores que
aumentaban el riesgo de recaida eran el tamafio tumoral y el nimero de ganglios
afectos. Por tanto, concluyeron que lo mas importante para evitar una recaida es
conseguir que tras la cirugia no quede tumor residual en el paciente, estado conocido
como RO, ya que un 82% de pacientes RO frente a un 35% de pacientes R1 (aquellos en
los que quirdrgicamente habia sido imposible resecar la totalidad del tumor)

permanecian vivos sin recaida?3,

Ademads en dicho estudio, se observé que, si bien un mayor porcentaje de
tumores de recto sufrian recaida (14% frente a 6% en colon), la supervivencia global

entre los dos grupos no cambiaba!?3124,
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3. Patogenia del cancer colorrectal

A modo de resumen, podriamos decir que la mayoria de los CCR son, como se ha
mencionado previamente, de origen esporddico (en el 70% de los casos), mientras que
el 20-30% asocian un componente familiar y el 3-5% se debe a la presencia de
alteraciones germinales®. Entre las formas esporadicas, la mayoria de los tumores (70-
85%) presentan inestabilidad cromosdmica (INC), un 10-15% presentan alteraciones en

la metilacién de promotores y un 5% inestabilidad de microsatélites (IMS)%.-
3.1. Secuencia Adenoma-Carcinoma

El desarrollo de cdncer colorrectal precisa que una célula acumule multiples
alteraciones genéticas y posteriormente genere clones donde cada nueva célula tendrd
una ventaja en el crecimiento. Esta ventaja podria concederle una tasa de proliferacién
superior, una disminucion en las tasas de apoptosis, o0 ambas al mismo tiempo'?®. La
mayoria de los CCR necesitan de 6 a 10 eventos clonales para alcanzar el fenotipo de
malignidad de un cancer, el cual también requiere de la adquisicidn de caracteristicas

metastaticas?®.

Vogelstein et al. describieron por primera vez en 1988 el mecanismo molecular
mediante el cual un adenoma benigno se transforma en un carcinoma maligno?’. Dos
anos después, en 1990, Fearon y Vogelstein propusieron un modelo genético de la
carcinogénesis de CCR que ha servido como paradigma de la progresiéon tumoral?®

(Figura 2). Este modelo se mantiene en la actualidad.
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Figura 2: Alteraciones moleculares requerida para la carcinogénesis del CCR mediante la via de inestabilidad

cromosdmica, seguin el modelo de Fearon y Volgestein'?®'?°. Imagen adaptada de Grady'%.

Debemos tener en cuenta que las células estan bajo un riguroso escrutinio que
asegura la integridad del genoma. Durante la proliferacion celular, el ciclo celular posee
unos puntos de control, que permiten a determinados mecanismos celulares revisar
como se esta llevando a cabo la replicacion celular y detenerla si identificase alguna
anomalia. La entrada en el proceso apoptdtico celular sera inducida para prevenir la
diseminacién del error, si los dafios producidos en una célula fuesen elevados. De este
modo, se intenta prevenir la aparicion de mutaciones que pudiesen desencadenar
neoplasias'®*. Pero cuando se producen defectos o mutaciones de novo en los genes de
control celular y en los implicados en la replicacion celular, se favorece la progresion a
carcinoma, como se puede ver en la Figura 2. Asi, la inestabilidad gendmica es critica en
el desarrollo de la neoplasia. Si no se diera el fendmeno de inestabilidad genémica el
incremento de mutaciones a lo largo de la vida de una persona no seria suficiente para

llegar a desarrollar lesiones cancerosas*!.

Histolégicamente, la secuencia adenoma - carcinoma colorrectal describe el

desarrollo secuencial del cancer!3?

, comenzando con aberraciones en las criptas focales
(ACF), lesiones consideradas pre-neoplasicas y continuando con la aparicién de los
adenomas. Estos pueden crecer y llegar a convertirse en carcinomas?33. Este desarrollo
desde precursores benignos hasta lesiones malignas se asocia a la acumulacién de

defectos genéticos, debido a la inestabilidad gendmica.

23



Introduccion

Existen diversos mecanismos moleculares por los cuales se lleva a cabo esta
inestabilidad, y que actualmente siguen estudidandose para intentar conocerse
completamente®34, Actualmente, se distinguen tres categorias principales: el grueso de
los casos (70-85%)'2>13> presenta inestabilidad cromosdmica (INC), caracterizada por la
pérdida de heterozigosidad y aneuploidias en el material tumoral®?®; el 20% restante,
pertenece a la alteracion de metilacién de promotores de islotes CpG o via serrada’®®
(15%) y a inestabilidad de microsatélites (5%) (IMS). En el caso de los dos ultimos,
aunque en ambos pueda identificarse inestabilidad de microsatélites, su mecanismo de
accidén es diferente. Mientras que los hipermetiladores de islotes CpG activan o silencian
la expresion de ciertos genes (BRAF y MLH1 entre otros)'®’, los tumores por IMS se

producen por un defecto en las proteinas reparadoras a la hora de reconocer bases

desapareadas en la nueva hebra de ADN durante el proceso de replicacion®3é,

Los microsatélites, también conocidos como STR (Short Tandem Repeats), son
pequenas secuencias de ADN en las que se repite de forma consecutiva un fragmento
de ADN cuyo tamafio oscila entre dos y seis pares de bases. Aproximadamente un 3%
del genoma humano esta formado por microsatélites. Debido a su estructura repetitiva,
estan predispuestos a un alto indice de variaciones de tamafio. La IMS ocurre cuando,
en el tejido tumoral, aparecen un nimero de repeticiones de nucledtidos que no

coinciden con su homdénimo en tejido no tumoral*.

Hay que tener en cuenta que las vias por las que un tumor puede proliferar, ya
sea asociada a INC o a IMS son excluyentes. Esto nos hace pensar que cualquiera de las
dos formas es capaz, por ella misma, de permitir el desarrollo de un CCR y que la
presencia de una inestabilidad gendmica es mandatoria para que se genere una

neoplasia®®.
3.2. Via de inestabilidad Cromosdmica (INC)

Como se ha comentado, el 70-85% de los CCR se desarrollan mediante la via de

inestabilidad cromosdmica y, ademds, esta relacionada con un peor prondstico4°,

Se caracteriza por cambios en el nimero de los cromosomas (aneuploidias) o

anomalias estructurales, pérdida de heterozigosidad (LOH, loss of heterozygosity) y
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mutaciones en genes supresores de tumores y protooncogenes!3>. Estas alteraciones

son causadas por defectos en los mecanismos de control del ciclo celular.

El desarrollo de un proceso neoplasico en intestino grueso por la via de INC,
segun el modelo propuesto por Fearon y Vogelstein'?® (Figura 2), comienza con la
mutacion en el gen APC, conllevando la aparicién de un adenoma benigno en el epitelio
del intestino grueso. Tras este primer evento, ocurrird una mutacién en el gen KRAS que
producira un incremento en la tasa de proliferacion, contribuyendo a la formacién de
un adenoma avanzado!3>141:142 | 3 transformacién maligna subsecuente es dirigida por
mas mutaciones en el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), PIK3CA (mutada

en 15-25% de CCR43 y TP53144-148,

Asimismo, para que un tumor adquiera la habilidad de metastatizar, se requieren
cambios adicionales!*2. Se ha calculado que hay hasta 80 genes mutados en cada tumor
colorrectal, sin embargo hay un pequefio grupo de mutaciones (inferior a 15) que son

las verdaderamente responsables de llevar a cabo esta génesis tumoral4%:10,
3.2.1. Gen APC

El gen APC, localizado en el cromosoma 521, contiene 21 exones y multiples
dominios funcionales'>>1>2, Este gen codifica la proteina APC que actia como supresor
tumoral, participando en la regulacidon de la via de seializacién Wnt, la adhesién

intercelular, el ciclo celular y la apoptosis'>11°2,

La pérdida de la funcidn normal de APC se asocia con una serie de fallos en la
mitosis, contribuyendo a la INC. Durante la metafase del ciclo celular, se organizan las
cromatidas hermanas para que puedan ser correctamente distribuidas a las células hijas.
Existen una serie de complejos proteicos que participan en este proceso, por ejemplo,
el cinetocoro. La proteina APC se relaciona con el cinetocoro, supervisando la correcta
disposicién de los cromosomas en la placa ecuatorial para su correcta segregacion. Si la
proteina APC estd alterada, no es capaz de detectar anomalias en los cromosomas
durante esta fase de alineamiento de la metafase, y el proceso mitético continuar3,
permitiendo incluso una anémala distribucién de cromosomas, pudiendo asi generar

una INC?33,
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Las mutaciones somaticas en APC se observan en un 5% de criptas aberrantes
displasicas, en un 30-70% de adenomas esporadicos y hasta en 72% de tumores
esporadicos!®. Esto nos indica que la pérdida funcional de APC es un evento muy precoz
en el proceso de carcinogénesis*®>4156 Ademas, la hipermetilacion del promotor de
APC representa un mecanismo alternativo para la inactivacidon de este gen, habiéndose

descrito en un 18% de los adenomas y CCR primarios®®’.
3.2.2. KRAS

La familia de proteinas RAS son un grupo de proteinas que se unen a GTP en
su forma activa4®°819 Entre ellas se encuentran KRAS, NRAS y HRAS!*%1€0 siendo
KRAS y NRAS las que se encuentran mutadas en cancer de colon en un 40 y 5% de los

casos, respectivamente!®3,

La via de sefializacidon RAS, mostrada en la Figura 3, es una via de sefializacion
celular regulada, cuyo fin es controlar diferentes funciones entre las que se encuentran
el crecimiento y la supervivencia celular!®®. Su mecanismo de funcionamiento consiste
en un ligando que se une a un receptor tirosin kinasa, como en el caso de la figura 3, en
la que se observa la union de factor de crecimiento epidérmico (EGF) a su ligando.
Cuando se produce dicha unidn, se desencadenan una serie de procesos, en los que SOS
desplaza una molécula de guanosin difosfato (GDP) de la superficie de RAS, permitiendo
que las moléculas de GTP se unan a este receptor y se produzca la activacion4>1>8, Esta
molécula de RAS activa, actla sobre la cascada RAF-MEK-ERK, activando factores de
transcripcién y transcribiendo genes implicados en la proliferacion celular. Asimismo,
actua sobre la via PI3K, que se encarga de inactivar proteinas pro apoptodticas
suprimiendo la apoptosis celular!®!, En condiciones normales, la proliferacién celular
estd controlado por proteinas GTPasas que se encargan de hidrolizar GTP a GDP cuando

es necesario*3.
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Figura 3: Via de sefializacion RAS-RAF'3%:162

Cuando ocurren mutaciones en la proteina RAS, se producen cambios
conformacionales que impiden que la proteina GTPasa pueda hidrolizar GTP a GDP vy,
por tanto, la via de proliferacion estaria continuamente funcionando, promoviendo el
crecimiento y proliferacién celular e inhibiendo la apoptosis. La via PI3K, es muy
compleja, pero se puede resumir con que se activa tras la unidn de RAS a la subunidad
p110. Esta via se inactiva cuando el gen supresor de tumores PTEN produce la

desfosforilacion de PIP3-PIP2.

Las mutaciones en KRAS, no suelen darse en adenomas precoces, mientras si se
encuentran en un 60-95% de pdlipos sin displasia y pélipos hiperplasicos. Esto indica que
esta mutacion por si sola no es precursora de adenomas y cancer o que la ventaja en el
crecimiento que proporciona no es suficiente para que se produzca
carcinogénesis!4®163.164 por otra parte, destacar que esta mutaciones en este gen se
encuentra presente en un 30-50% de CCR y en adenomas avanzados en un porcentaje

similarl#8165,
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Analizar el gen KRAS, tiene importancia de cara al tratamiento que recibe el
paciente, ya que sus mutaciones predisponen a resistencias en los fdrmacos que se unen
al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que suelen emplearse en
primera linea. Por ello en aquellos casos que el paciente muestre KRAS nativo, podra
recibir terapias novedosas que actuan sobre el receptor EGFR, como cetuximab o

panitumumab?!>%166.167,
3.2.3. P53

El gen TP53 se considera el gen que con mayor frecuencia se encuentra mutado
en los cdnceres humanos, hasta en un 50% de los casos'®®!®° Se |ocaliza en el
cromosoma 17p y estd formado por 11 exones y 10 intrones’°. En su forma “wild type”
o nativa contiene 393 aminoacidos y diversos dominios funcionales. Actla induciendo
la expresidon de genes que ralentizan el ciclo celular, disminuyendo asi la velocidad de
este proceso, para dar tiempo a que se reparen los errores introducidos durante la
replicacion. En situaciones en las que el dafo es demasiado grande para ser reparado,
p53 induce la expresidn de genes pro-apoptdticos. Asi pues, estd considerado como un
supresor tumoral y coordinador central de la respuesta celular al estrés, regulando un
gran numero de genes que actlan como reguladores en multiples procesos de
sefializacién’!, entre ellos se incluyen dafio al ADN, sefiales de proliferacién aberrante
y estrés oxidativol*®. P53 se encuentra mutada en un 4-26% de adenomas, 50% de
adenomas con focos de invasién y en el 50-75% de CCR’1172, definiendo su rol en la
transicion de un adenoma a un CCR”3,

Como ya hemos comentado previamente, la mutacién de p53 suele ser un suceso
tardio en la via tradicional y, por ello, causa el avance de una lesion pre-invasiva a
invasiva, relaciondndose estrechamente con la progresién y el desenlace hacia un CCR
esporadico. Desde que en el afio 1989, Vogelstein et al*** determinasen que las
mutaciones en p53 podrian estar relacionadas con la transicion de un adenoma a un
carcinoma colorrectal, estando por ello implicadas en el principio de la tumor génesis,
se han realizado multiples estudios para intentar extraer conclusiones que pudiesen
servir para entender mejor el manejo, pronéstico y tratamiento de estos pacientes.

Desde entonces y hasta el aiio 2012 no se habia conseguido alcanzar un consenso entre

los diferentes grupos: mientras que unos afirmaron que las mutaciones en p53 vy la
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pérdida de heterozigosidad en 17p, se relacionaban con un peor prondstico'’41”7, otros
lo relacionaban con un buen prondstico!’®*8! o indicaban que la mutacién en p53 no
tenia implicacion prondstica®?18>, Sin embargo, desde entonces y hasta la actualidad,
existe una corriente mayoritaria que afirma que las mutaciones en p53 se relacionan
con un peor prondstico que aquellos tumores con p53 natival’1186-192,

Las mutaciones en la mayoria de genes supresores tumorales suelen ser
deleciones o de tipo nonsense'®®, mientras que en p53, la mayoria (en torno a 75%) de
las mutaciones de TP53 son mutaciones missense'®’. Segun Murnydk et al*®’, estas
mutaciones ocasionan la sintesis de una proteina inactiva con una vida media muy larga
que puede detectarse con una positividad intensa por inmunohistoquimica en un 88%
de los casos. Por su parte, las pocas variantes de pérdida de funcién (tipo nonsense)
suelen asociarse con ausencia total de tincion.

Al tratar de establecer el prondstico del paciente en funcién de la presencia de
mutacidn, unos autores reportan que no hay diferencia entre las mutaciones missense
y las nonsense en cuanto a supervivencia y tiempo libre de enfermedad?!®, mientras que
otros autores sefialan que aquellos casos con pérdida total de tincidén, es decir,
mutaciones nonsense tendran peores resultados de supervivencia®®®. Lo que sin duda
gueda patente es que las mutaciones, ya sea por pérdida de tincién o sobreexpresion,
se relacionan con peor respuesta y supervivencia en los diferentes érganos estudiados,

como son colon®¥419> eséfago®®19, ovario!®®, higado®? y mama®®1°1,

3.3. Via de inestabilidad de microsatélites (IMS)

El sistema de proteinas reparadoras MMR se compone por 7 proteinas: hMLH1,
hMLH3, hMSH2, hMSH3 hMSH6, hPMS1 y hPMS2138, Entre ellas, hay que destacar
hMLH1 y hMSH2, ya que son proteinas vitales para el correcto funcionamiento de las
MMR!38, Estas forman parejas especificas constituyendo asi cinco heterodimeros
funcionales (hMSH2/hMSH3; hMSH2/hMSH6; hMLH1/hPMS1; hMLH1/hPMS2;
hMLH1/hMLH3)138197,

Mientras se replica el ADN, la ADN polimerasa puede cometer errores en
secuencias repetitivas como los microsatélites'*®. Ante este error es cuando las MMR

actuarian, reparando estos errores. Por ello, cuando ocurre una alteracién en este
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sistema de reparacion, se altera el nUmero de repeticiones de las secuencias repetitivas,

dando origen al fenémeno de IMS*38,
3.4. Via de metilacidon de promotores (via serrada):

La mayoria de los casos de CCR con alta inestabilidad de microsatélites (IMS-H),
se producen de manera esporadica a través de la via serrada debido a alteraciones
epigenéticas y posterior silenciamiento del gen MLH1'3¢, generalmente, acompafiada de

mutacion en BRAF%8,

Esta via es la que mas recientemente se ha descrito, responsable de hasta un 10-
15%!2° de todos los CCRs esporadicos!®9202, Ademas se cree que es la responsable de la
gran mayoria de los CCRs con IMS que ocurren de forma esporadica?®. Tiene unas
caracteristicas endoscdpicas y anatomopatolégicas especificas. A nivel histoldgico
muestran epitelio serrado?®®; y a nivel endoscépico, suelen encontrarse en colon
proximal, morfolégicamente muestran una ligera elevacion, su tamano suele ser mayor
de 5 mm, tienen un recubrimiento de mucina y suelen mostrar un color palido?°4,
Ademads, a nivel endoscépico se ha visto que cuando las lesiones muestran una
morfologia semi-pediculada, elevaciones irregulares, depresiones centrales y aspecto

rojizo se asocia a lesién serrada con displasia/carcinoma?®*,

Su diagnéstico es muy importante debido a que su presencia se relaciona con
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mayor riesgo de tumores sincrénicos*?* y apariciéon de tumores en los intervalos entre

colonoscopias?®.

Las alteraciones moleculares propias de la via serrada han permitido identificar dos

subtipos?°2;

- Via serrada sésil: Suele mostrar de forma precoz una alteracion en el
protooncogén BRAF y mostrar el fenotipo CpG Island Methylator Phenotype high
(CIMP-high), que consiste en la progresidon neopldsica debida a la metilacion
aberrante en los promotores de genes supresores tumorales. Presenta fenotipo
de IMS-H secundaria a metilacion del promotor de MLH1. El adenoma serrado
sésil es la lesion preneopldsica central en esta via y la localizacion tipica de los

CCR en estos pacientes suele ser el colon proximal.
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- Viaserrada alternativa: Suele mostrar mutaciones en el protooncogén KRAS, con
un fenotipo metilador mas bajo (CIMP-low). Suele acompainar metilacién del
promotor de MGMT. La caracteristica histoldgica en esta via no esta tan clara,

pero se cree que es el adenoma serrado tradicional.
3.4.1. BRAF

La via RAS/RAF/MEK, descrita previamente, también conocida como “mitogen-
activated protein kinase” (MAPK) juega un papel esencial en la proliferacion,

diferenciacién, supervivencia y apoptosis celular (Figura 3)143162,

La proteina RAF esta compuesta por una familia (aRAF/bRAF/cRAF), donde BRAF
es la que muta con més frecuencia y la que mas potentemente activa la via MEK!62:206,:207,
Cuando un tumor presenta mutacién en BRAF, esto excluye la posibilidad de que tenga

mutacion en KRAS y viceversa, al tratarse de vias alternativas'#3162,

El protooncogén BRAF, se localiza en el cromosoma 7 y se compone de 18
exones. El 95% de las mutaciones ocurren como consecuencia del intercambio de una
valina por acido glutdmico (BRAF:V600E) generando una proteina constitutivamente
activa. Esta activacién, muy similar a la que ocurre cuando KRAS se encuentra mutado,

162

es observada hasta en un 7% de todos los tumores-°4, siendo mas frecuente en mujeres

y en tumores situados en colon derecho?®,

Las mutaciones en BRAF estan presentes en el 5-15% de los CCRs metastasicos,
el 60% son pobremente diferenciados e histolégicamente suelen ser del subtipo

mucinoso?%8

, ademads se asocian con IMS-H por su relacion con el fenotipo metilador o
via serrada. Los casos con peor prondstico, son aquellos con estabilidad de
microsatélites (EMS) independientemente del estado de BRAF, seguido por IMS con
BRAF mutado y por ultimo IMS con BRAF nativo como se puede ver en la Figura 4162:209-
212 En el caso de tener un paciente con un tumor IMS-H, la presencia de BRAF:V600E
descartaria la sospecha de sindrome de Lynch!4*2%°  Sin embargo, ante casos de
ausencia de tincion para MLH1 y BRAF nativo, se deberia continuar con los estudios

moleculares para analizar la presencia de hipermetilacién de su promotor (véase

apartado de diagndstico)?%9213,
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Figura 4: Relacion entre el prondstico en base a la presencia de inestabilidad de microsatélites (EMS: estable; IMS;

inestable) y de mutaciones en BRAF

Las caracteristicas de los carcinomas colorrectales primarios con mutacién
BRAF:V600E incluyen: localizacidn en colon derecho, diagnéstico a edades avanzadas,
predominancia del sexo femenino, aspecto mucinoso junto con histologia pobremente

diferenciada y metdastasis peritoneales o ganglionares62214-216,
4. Diagnostico

En este apartado, se desarrollan las causas y métodos empleados en el
diagnéstico de CCR. Se describe ademas, la importancia que tiene y ha tenido la
implantacién del cribado para la poblacién, ya que el CCR no suele manifestar una
sintomatologia patognomonica®. Se profundiza en las posibles pruebas de imagen que
se realizan y la rentabilidad diagndstica que tienen. Finalmente se incidira en el papel de

la histologia para el diagnéstico y filiacion del CCR.
4.1. Clinico

El CCR, en sus estadios iniciales, no suele manifestar sintomas, por lo que suele
diagnosticarse cuando el paciente se realiza la prueba de cribado de sangre oculta en

heces.

Unicamente un 50% de los pacientes desarrollan sintomatologia® y ésta suele
depender de la localizacién del tumor. Los tumores en colon derecho cursan
normalmente con sintomatologia inespecifica, es decir: fatiga, pérdida de peso,
anemia... mientras que los de colon izquierdo cursan con alteracién en el ritmo

deposicional, distensiéon abdominal, hematoquecia, tenesmo...217:218,
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4.2. Cribado

Dada la alta prevalencia de CCR*?8, muchos paises han desarrollado programas
de cribado mediante el andlisis de sangre oculta en heces (SOH). Esta prueba se realiza
a partir de los 50 afios idealmente una vez al afio o como minimo cada tres afios segln
recomiendan las guias de la sociedad europea de oncologia?!®. Se ha descrito que su
correcta realizacién puede disminuir un 16% el riesgo de mortalidad por CCR y un 20%
de la incidencia si la prueba se realiza anualmente?'®. Los pacientes que obtienen un
resultado positivo se someten a la prueba endoscdpica para determinar el motivo de
sangrado y realizarse una biopsia si fuese necesario. Sin embargo, en aquellos pacientes
gue tengan antecedentes familiares de CCR, se recomienda directamente realizar

colonoscopia??°.

En el Pais Vasco, el programa de cribado en el afo 2019 tuvo un 71.2% de
participacién (sobre una poblacién de 624.471 personas segun Eustat 2020). La tasa de
positivos en la prueba de sangre oculta en heces fue de 4.6%. De ellas, un 93.3% de las
colonoscopias que se realizaron fueron diagnésticas, confirmando la efectividad de esta

prueba de cribado???.

4.3. Técnicas y pruebas de imagen: colonoscopia, biopsia y tomografia axial

computerizada

La colonoscopia consiste en introducir una lente articulada por el ano, para
visualizar el intestino grueso hasta la valvulaileocecal, en busca de alguna lesidn. En caso
de identificar una lesién, se puede biopsiar con la pinza que lleva en el extremo distal y
remitir para su andlisis anatomopatoldgico. Como ventaja principal, destacar que puede

ser un método diagndstico y terapéutico?!®,

La tomografia axial computarizada (TAC) es la prueba radioldgica de eleccién
cuando se quiere realizar un correcto estadiaje en un paciente con diagndstico de
CCR?!8, Suele ser de gran ayuda de cara a programar la cirugia para conseguir un
resultado éptimo, al poder identificar la infiltracién tumoral fuera del aparato digestivo.
Esta prueba también puede utilizarse para realizar una colonoscopia virtual, conocido
como ColoTac, en aquellos pacientes en los que la colonoscopia no pueda

completarse?®®, Sin embargo, aunque los resultados son muy buenos, no lo son tanto
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como los de la endoscopia y ademas no permite la toma de biopsias, por ello la

colonoscopia sigue siendo el gold standard???.

4.4. Diagndstico anatomopatoldgico: histologia, inmunohistoquimica y patologia

molecular

La displasia es un término que significa crecimiento desordenado y que se
caracteriza por atipia citoldgica y arquitectural?. Se considera atipia citoldgica cuando
las células con displasia presentan pleomorfismo y aumento de la ratio
nucleo/citoplasma, generalmente hipercromatico. La atipia arquitectural se determina
ante la pérdida de la morfologia oval de las glandulas del colon sano que pasa a
presentar unos contornos mas afilados. Cuando la displasia (que puede ser de bajo o
alto grado) atraviesa la capa muscular de la mucosa, se diagnostica como
adenocarcinoma?®. A nivel histolégico, la mayoria de tumores en colon son

adenocarcinomas de tipo usual (75-80%)2.

La inmunotincién de las proteinas reparadoras se ha transformado en un item
imprescindible a la hora de diagnosticar y tratar a un paciente con CCR. Los paneles mas
comunes incluyen el estudio de MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, cuya tincidn es nuclear y
su presencia se correlaciona, generalmente, con ausencia de IMS. Cuando alguna de
ellas muestra una pérdida de tincién con control interno positivo??* (los linfocitos se
deberian tefiir siempre) se indicard que el tumor presenta pérdida de tincién para las
proteinas reparadoras especificas. Son muchos los microsatélites que podrian
estudiarse debido a la alta presencia de estos en nuestro genoma. Sin embargo, en el
ano 1996 se acordd en Bethesda el panel que deberia analizarse y que incluye dos
microsatélites mononucleotidicos (BAT25 y BAT26) y tres microsatélites dinucleotidicos
(D25123, D55356 y D175250)?2>2%¢, Dependiendo del nimero de microsatélites que se
vean afectados, se pueden asociar diferentes grados de inestabilidad. Por ello, cuando
se observa 2 o mdas microsatélites inestables, se dice que el tumor tiene IMS-H, es decir
un alto (high) indice de inestabilidad. Por el contrario, cuando Unicamente se encuentra
inestabilidad en un marcador, se dira que el tumor tiene un indice de inestabilidad bajo
o IMS-L (low). Por ultimo, cuando no haya ningin marcador afecto se afirmara que el

tumor tiene estabilidad de microsatélites EMS22°.
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Se puede comprobar la presencia de IMS mediante técnicas de
inmunohistoquimica (enfocadas en el estudio de las proteinas reparadoras) o de
biologia molecular. Aunque empleando la primera, se detectarian la mayoria de casos
con IMS, siempre es recomendable combinar ambas técnicas si se puede financiar®,
ademas, no debemos olvidar que hay casos con IMS no causados por alteracién en las

proteinas reparadoras®3®.

Por lo general, los tumores con IMS-H suelen presentarse en colon derecho, ser
pobremente diferenciados, con mayor acumulacién de mucina extracelular, tener un
aumento de (TILs), mejor prondstico y una mayor incidencia en pacientes mas

jovenes?27229,

Si las proteinas MSH2, MSH6 o PMS2 muestran ausencia de tincion, se puede
sospechar tanto la presencia de una alteracidn somatica como una germinal, causante
del sindrome de Lynch. Sin embargo, si la ausencia de tincién es de MLH1, podria indicar
gue la carcinogénesis se ha producido a través de la via de metilacién de promotores o
via serrada o bien por la via de proteinas reparadoras y tratarse de un sindrome de
Lynch. Para resolver este origen, Adar et a/>'° han establecido un protocolo (Figura 5) a
realizar en aquellos tumores que muestren ausencia de tincién de MLH1, comenzando
con el andlisis de BRAF debido a ser técnicamente mds sencillo y econdmicamente mas
accesible. En caso de ausencia de alteracién, se continuaria con los estudios de
hipermetilacion de MLH1?19230, Sj este también fuese negativo, se deberia realizar el

estudio germinal para descartar o confirmar el sindrome de Lynch?3?,

Positvo |

Ausencia de i
3 Mut: n po
tincion para ;Ra;:z:n Positivo
MLH-1 1 - " J
Negativo e

MLH-1 1
:

genética

Figura 5: Algoritmo diagnostico a aplicar en los casos de inmunotincion negativa para MLHI, basado en

coste/efectividad propuesto por Adar et al.*"’

35



Introduccion

Ademas, la realizacidn de técnicas de inmunohistoquimica frente a las proteinas
reparadoras puede resultar importante para predecir el pronéstico y/o la respuesta que

tendrd el paciente a diferentes tratamientos, como veremos mas adelante.

A su vez, recientemente se ha descrito el concepto de heterogeneidad para la
interpretacion de la inmunotincién de las proteinas reparadoras??4231-233 podriamos
definirla como, la presencia en un mismo cristal de dreas tumorales con tincidn, junto
con areas tumorales sin tincién o tincién con menor intensidad, siempre que los
controles no pierdan intensidad y sean positivos (excepto la heterogeneidad técnica).
Segun la bibliografia??#2317233 existen 4 tipos de heterogeneidad que deben de tenerse

en cuenta para realizar un correcto diagndstico:

Heterogeneidad Técnica: Mantenimiento/pérdida de tincién con controles

negativos (sera desarrollado posteriormente).

- Heterogeneidad Intraglandular/bioldgica: Dentro de una misma glandula zonas
con tincién y sin tincién.

- Heterogeneidad Clonal/Geografica: Mantenimiento o pérdida de tincion en
glandulas completas o grupos de glandulas.

- Heterogeneidad Compartimental: Mantenimiento y pérdida de tincién en areas

o secciones grandes del tumor (bloques diferentes).

En el afio 2014, Joost et al**! revisaron la concordancia existente entre la
inmunohistoquimica (IHQ) y las técnicas de IMS en las 14 muestras que presentaron

heterogeneidad de tincion reclutadas entre 2007 y 2012. Asi, observaron que:

- 3 presentaban heterogeneidad de tincién con IMS

- 2 presentaban heterogeneidad de tincién sin IMS

- 7 presentaron alteracién de la metilacién del promotor MLH1 con pérdida
completa de tincién para MLH1/PMS2 y heterogeneidad para MSH2 Y MSH6.

- 2 presentaron heterogeneidad en la tincion MLH1/PMS2 con hipermetilacidn de
MLH1 heterogénea donde las areas con tincién de MLH1 no mostraron
hipermetilacion de MLH1 mientras que habia hipermetilacidn en las areas sin

tincion.
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Chen et al*** revisaron un total de 3.310 casos, e identificaron nueve con
heterogeneidad para MSH6. De éstos, seis presentaban hipermetilacién de MLH1, uno
portaba una mutacidon de MLH1 en linea germinal y los otros dos presentaban sendas
mutaciones de PMS2 en linea germinal. Los autores concluyeron que la presencia de
heterogeneidad de MSH6 puede ser debida a mutaciones somaticas en MSH6
secundarias a otro defecto en una proteina reparadora (como hipermetilacién de MLH1

o mutacion en PMS2).

Por tanto, los resultados de Joost et al. y de Chen et al. muestran que si bien no
afecta a un nimero muy elevado de tumores, el fenédmeno de heterogeneidad ocurre
preferentemente en tumores que presentan hipermetilacién para MLH1, aunque
también podrian deberse a expresion variable del epitopo, mutaciones de segundo hit,
hipoxia, estrés oxidativo, problema de técnica, haber recibido quimio o radioterapia

previa?24231

Estos hallazgos fueron muy relevantes ya que entran en contradiccién con la
normativa actual del Colegio Americano de Patologia que indica que “cualquier
positividad en los nucleos de las células tumorales es considerado como expresidon
intacta (normal®3*)”. En los casos en que se identifique tincion heterogénea, deberia de
reportarse y determinar si esa heterogeneidad es debida a un defecto en alguna de las
proteinas reparadoras.

En el afio 2020, Greenberg et al?*® afiadieron el ya mencionado concepto de
heterogeneidad técnica y afirmaron que la mayoria de los casos de heterogeneidad de
tincidn suele ser debida a este problema. Ademas, en su estudio, todos los casos que
mostraron heterogeneidad geografica presentaban IMS. Este grupo, también indico la
necesidad de realizar paneles moleculares cuando no estuviese claro el patrén de

inmunotincion.

Por otra parte, en los ultimos afios, la IHQ frente a la proteina caudal homebox 2

(CDX2) va adquiriendo un papel relevante?*®

como marcador sensible y especifico para
el diagndstico de CCR?3%238 habiéndose descrito una asociacién inversa entre la tincion
de CDX2 vy el grado histoldgico?3’243, La ausencia de tincion para este marcador se
relaciona con aumento de caracteristicas de agresividad como estado avanzado, pobre

diferenciacion, invasién vascular, inestabilidad de microsatélites, presencia de mutacién
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en BRAF, hipermetilacion de CpG a nivel del genoma y/o peor supervivencia global a 5

af05235,240,251,242,244-250

4.4. Estadificacion Sistema Tumor, Nodo, Metastasis (TNM)

El sistema Tumor-Node-Metastasis (TNM) es un sistema de estadiaje
estandarizado, desarrollado en 1957 y actualizado regularmente, por la American Joint
Comitee on Cancer (AJCC)***?>3 con el objetivo de unificar el manejo y establecer el
prondstico del paciente oncoldgico a nivel mundial?®?2>4, Este sistema describe una serie
de parametros entre los que se encuentran: profundidad de invasién tumoral, nimero
de ganglios linfaticos afectos y si hay otros 6rganos afectos?°2.

La T hace referencia al tamafo del tumor principal, sus dimensiones y su invasién a

los tejidos, de esta manera>%¢:

- pTx: El tumor no puede ser evaluado.
- pTO: no se evidencia tumor.
- pTis: carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (afectacién de la lamina propia
sin extension a la muscular de la mucosa).
- pT1: el tumor invade la submucosa (a través de la muscular de la mucosa, pero
no atraviesa la muscular propia).
- pT2: el tumor atraviesa la muscular propia.
- pT3: el tumor invade la muscular propia hacia los tejidos peri rectales
- pT4: el tumor invade el peritoneo visceral o invade o se adhiere a un 6rgano o
estructura adyacente
o pT4a: el tumor invade a través del peritoneo visceral
o pT4b: el tumor invade directamente o se adhiere a otros 6rganos o

estructuras.

La N hace referencia al nUmero de ganglios linfaticos afectados. Para poder dar

un valor “N” se necesita encontrar al menos 12 ganglios®>>2>’;

- pNx: los ganglios linfaticos no pueden ser evaluados.
- pNO: no hay presencia de tumor en los ganglios linfaticos.
- pN1: de 1-3 ganglios linfaticos estan afectados por el tumor o hay presencia de

depdsitos tumorales sin evidencia de afectacion ganglionar.
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o pN1a: un ganglio linfatico esta afectado por tumor.

o pN1b: 2 o 3 ganglios linfaticos estan afectados por el tumor.

o pN1lc: ningun ganglio linfatico estd afectado por el tumor, pero hay
depdsitos tumorales en la subserosa, mesenterio o tejidos
mesorrectales.

- pN2: 4 o mas ganglios linfaticos estan afectados.
o pN2a: 4-6 ganglios linfaticos estan afectados por la invasion tumoral.

o pN2b:7 o mas ganglios linfaticos estan afectados por la invasiéon tumoral.

La M se usa para identificar la presencia de metdstasis a distancia del tumor
primario. Se le llama metdstasis cuando el tumor se disemina mas alla de los ganglios

linfaticos?>>2°°,

- MO: no se evidencia signos de metastasis.

- M1: se evidencian signos de metdstasis.
o Mla: metastasis en un sitio u 6rgano sin metastasis peritoneal.
o M1b: metastasis en dos 0 mas sitios sin afectacion peritoneal.

o Mlc: metastasis peritoneal.

En su dltima versién, la octava edicidén, pese a mantener la extensién de la
enfermedad como pardmetro mds importante, se han incorporado marcadores
biolégicos y moleculares que, ademas de clasificar, permiten orientar sobre el
prondstico del paciente?>2. Ademas, gracias al sistema TNM, es posible catalogar los

tumores y tratar a los pacientes acorde al grado de extensién de su patologia.

5. Tratamientos Disponibles

5.1. Reseccion transanal endoscdpica (TEM)

La reseccién transanal endoscépica o TEM (Transanal endoscopic microsurgery)
es un proceso minimamente invasivo que permite acceso al recto. Fue desarrollado en
la década de los 80 por el profesor Gerhard Buess?®®. La técnica consiste en introducir
un endoscopio rigido por el ano y resecar la lesién de manera minimamente invasiva,
reduciendo la morbimortalidad?®°. Si la lesidn estd por encima del sigma puede que no

sea posible emplear esta técnica dada la rigidez del endoscopio®°.
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Serdn candidatos a esta técnica aquellos tumores que sean bien-
moderadamente diferenciados, sin invasién linfovascular ni perineural®®®, Es decir,
Unicamente aquellos tumores que sean hasta pT1 serdn candidatos a esta técnica. Para
confirmar que el tumor no sobrepasa la submucosa, es mandatorio realizar previamente

una resonancia magnética o una ecografia transrectal®>°.

Aunque la mayoria de los autores afirma que en casos de tumores que tienen
caracteristicas de alto riesgo (Budding alto, invasién linfovascular o perineural,
presencia de contenido mucinoso...) la TEM deberia de ir acompafada de un
tratamiento neoadyuvante o adyuvante, el consenso es pleno en afirmar que los
tumores que sean pT2, deberian ser candidatos a cirugia?®™2%°, A su vez, se necesitan
mas estudios para llegar a conclusiones firmes sobre el manejo de pacientes con
tumores de alto riesgo y que se les realice una TEM?°9:262,266-268 En tymores muy grandes
(3-4cm) también se desaconseja la técnica debido a que el gran tamafio de los pélipos
puede afectar al procedimiento, impidiendo una reseccidon total y por tanto,

aumentando las tasas de recurrencia®®.

A su vez, es mandatorio realizar previamente una resonancia magnética o una
ecografia transrectal para garantizar que el tumor solo penetra superficialmente la

pared rectal, ya que la técnica no estd indicada si el tumor sobrepasa la submucosa?>°.

Las complicaciones mas frecuentes tras la realizacidon de TEM incluyen sangrado,
dehiscencia de suturas, necesidad de conversidn a cirugia abierta, retencién urinaria e

incontinencia fecal®>°.
5.2. Cirugia

En estadios precoces, la cirugia se reserva para casos que no sean candidatos a
cirugia endoscépica y si el tumor se encontrase a menos de 2mm del margen de

resecciéon. También se aplica la cirugia para estadios Il y 11126,

En pacientes con tumores que no obstruyen el transito digestivo, la cirugia
programada consiste normalmente en una reseccién parcial o segmentaria del colon,

pudiendo cambiar y ser mas amplia segun las caracteristicas o localizacion del tumor?®°,
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En pacientes con obstruccidn, las opciones terapéuticas incluyen:

- En paciente clinicamente estable, o sin una oclusién completa, en tumores de
colon descendente (no muy distales) con las caracteristicas adecuadas, se puede
intentar implantar una prétesis de colon de manera endoscdpica para resolver
la complicacién, y poder demorar la cirugia unas semanas para realizarla en
mejores condiciones?’°,

- En paciente que no se puede demorar la cirugia, con un mal estado clinico (mal
estado general, deshidratacién grave), en los que se descarta la opcién
endoscdpica o hay otras complicaciones asociadas:

o Realizar una colostomia de descarga (si no hay otras complicaciones
asociadas, el paciente no soporta una intervencién mayor o va a requerir
tratamiento quimioterapico neoadyuvante)?’!.

o Reseccion parcial/segmentaria de colon del segmento neoplasico con o

sin anastomosis?’2.

La diferencia de que la colostomia sea temporal o definitiva va a venir

determinada por las condiciones del paciente y las caracteristicas del tumor.

La cirugia puede ser abierta o por laparoscopia, dependiendo de la anatomia,
localizacién y estadiaje tumoral, asi como el estado del paciente?’. Esta también puede
emplearse para resecar metdstasis pulmonares y hepaticas si se cumplen los siguientes

criterios:

- El tumor primario ha sido o sera resecado completamente.
- Lareseccién de la metastasis es factible.

- Tras la reseccion puede mantenerse un adecuado funcionamiento del érgano.

Ademads de la posibilidad de emplear quimio y radioterapia en los pacientes con
cancer de recto segun su estadio para evitar la recaida tumoral, en los casos en que ésta
ha ocurrido, se puede completar la cirugia con una resecciéon abdominoperineal mas
baja, siendo esta técnica potencialmente curativa para estos pacientes. Es mas, si la
recurrencia local es resecable y se encuentra en combinaciéon con metdstasis Unicas en
higado o pulmdn deberia de hacerse reseccion de la metastasis si el estado del paciente

lo permite. Por tanto, los pacientes cuyo tumor que tiene un bajo estadiaje y la cirugia
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ha conseguido el estado de RO, tendran menos probabilidad de recaida que otro con un

estadiaje alto o que no se haya conseguido estado RO en la cirugia'?>.

Los pacientes operados de cdncer de recto, en caso de precisar una segunda

cirugia, puede que necesiten un estoma vitalicio, mermando su calidad de vida?’427>,

5.3. Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento sistémico empleado para destruir células
tumorales, afectando lo menos posible a células sanas?’®. Puede ser neoadyuvante, si se
utiliza antes de la cirugia; adyuvante, si se emplea tras la cirugia; de conversién o
induccion, si se realiza en pacientes con el objetivo de ver si podran ser candidatos a
cirugia si consiguiesen reducir la cantidad o tamano tumoral; y paliativa, cuando el

paciente no es operable y se intenta aumentar esperanza y calidad de vida?”’.

Existen multiples esquemas de tratamiento en continua evolucién, que
combinan multiples fadrmacos en base a criterios clinicos y anatomopatolégicos. Como
ejemplo, la Figura 6, muestra el esquema de tratamiento propuesto por la National

278 Como puede

Comprehensive Cancer Network (NCCN) para el cdncer de colon
observarse en ella, el ultimo paso para poder afiadir terapia adyuvante y mejorar la
supervivencia es valorar el estadiaje patolégico. Concretamente, las guias de la NCCN

determinan en su Ultima edicion?’8:

- pTis, TINO y T2NO: Vigilancia sin terapia adyuvante
- T3NOy T4NO (IMS-H) : Vigilancia.

- T3NO, T4NO: quimioterapia adyuvante.

- T1-T4, N1-N2: quimioterapia adyuvante.
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Valorar estadiaje

> patolégico,
— —————— | Terapia adyuvante

y supervivencia

Colectomia en bloque
con reseccién ganglionar

Cirugia +/- Rt
intraoperatoria

Terapia
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Figura 6: Esquema de tratamiento propuesto por la National Comprehensive Cancer Network277. Rt: Radioterapia SFU: 5-
Fluorouracilo.

Reevaluar para ver si el
paciente es operable

Terapia
adyuvante

Terapia infusional 5Fu +
Rt o capecitabina + Rt

Si tenemos en cuenta los resultados de patologia molecular, la neoadyuvancia
en pacientes cuyos tumores presentan IMS solo se administra si son tumores localmente
irresecables (Estadio IV). En estadios anteriores, la cirugia seria la primera intervencion

recomendada por las guias?’8.

Ademas, las guias también establecen la necesidad de conocer el estado de
BRAF/NRAS y KRAS?’®, ya que, de encontrarse alguno mutado, el paciente no podra
recibir tratamiento quimioterdpico con cetuximab o panitumumab, ya que dichos
farmacos actuan contra el receptor EGFR, bloqueando los receptores que hay en la
superficie de las células tumorales y evitando que se activen cascadas celulares,
cascadas activadas constitutivamente en el caso de mutacién en los mencionados genes

(Figura 3)43,

Por su parte, un estudio de Oh et al?’°, determind que los pacientes cuyo CCR
presentaba inmunotincion leve para p53 respondian peor a los oxaliplatinos, con

menores tiempos libres de enfermedad y peor supervivencia global. Al desglosar los
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resultados, observaron que hasta un 25% de los pacientes de este grupo tenian ademas

IMS-H.
5.4. Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tratamiento oncoldgico dirigido a potenciar el
funcionamiento del sistema inmune de un individuo para que pueda combatir contra el
desarrollo de un tumor. Este concepto se planted por primera vez en el siglo XIX cuando
el Dr. Coley observé que los pacientes oncolégicos que padecian infecciones severas
tenian, en ocasiones, remisiones espontaneas?®3. Tras esta idea, diversas corrientes han
afirmado o rechazado dicha hipdtesis?®? hasta que en el afio 1994, Flamand et al
establecieron el concepto de la inmunoterapia y de cémo la respuesta inmune afecta al

desarrollo tumoral?82,

Actualmente se dispone de evidencia demostrando que los tumores expresan
antigenos que pueden ser reconocidos por el sistema inmune y que pueden ser
utilizados para inducir una respuesta antitumoral?®, Sin embargo, no todos los tumores
responden de igual manera a dicho tratamiento. En el caso del CCR, la inmunoterapia
tiene buenos resultados en pacientes con tumores que tienen defectos en las proteinas

reparadoras?83.284,

La inmunoterapia actua mediante los inhibidores del punto de control
inmunitario o ICl (Immune checkpoint inhibitors), que se encargan de frenar el
mecanismo de apoptosis de los linfocitos T citotdxicos (como anti-CTLA-4 y anti-PD1)
para que puedan actuar durante un mayor tiempo sobre las células tumorales, logrando
mejores intervalos de supervivencia a 10 afios en aquellos pacientes para los cuales esta

terapia estd indicada®®*.
5.5. Radioterapia

La radioterapia es un tipo de tratamiento oncolégico que emplea altas dosis de
radiacion para eliminar células cancerigenas. Se empezé a utilizar a finales de los 80,
principios de los 90 de forma neoadyuvante en pacientes con tumores de recto debido
a que se objetivd que aumentaba la supervivencia y mejoraba el prondstico?®.

La radioterapia no se suele utilizar en colon debido a dos limitaciones: el area de

accidn es dificil de definir ya que el colon es moévil y, ademas, cerca del colon hay otros
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organos que podrian afectarse por la radiacion (higado, rifiones, sistema reproductor
femenino...)?%%. Sin embargo, en el recto es mas sencillo de emplear porque es mas facil
definir el area y ademdas es una zona menos movil. Por ello, se utiliza de forma
neoadyuvante y adyuvante en estadios Il y Il y en algunos estadios IV° y de forma
adyuvante cuando existen recidivas locales o metdastasis Unicas en otros tumores
colorrectales?®’.

La radioterapia es tdxica y puede asociar efectos secundarios en el esfinter anal
o el tracto urinario causando incontinencias?®’. Por ello debe de elegirse bien al
candidato y optimizar el area de radiacién.

5.6. Algoritmo de decision terapéutica para cdncer colorrectal

Teniendo presentes las distintas opciones terapéuticas, la NCCN recomienda que
el tratamiento a los pacientes esté basado en su estadiaje clinico, dependiente del TNM

(Tabla 32%° y Tabla 4288289 ),

Tabla 3: Relacion entre estadio clinico, TNM y tratamiento del cancer de colon en base a las guias de la NCCN.

Estadio TNM Tratamiento

Oyl Tis, T1, T2, NO, MO Reseccién endoscdpica del pdlipo o

reseccion del tumor y las adenopatias.

Il T3, T4 NO MO (Si no cumple Reseccidn del tumor y las adenopatias.

caracteristicas de alto riesgo*)

Il T3, T4 NO MO (Si cumple con Cirugia con quimioterapia adyuvante

caracteristicas de alto riesgo*)
11 T1-T4, N1-N3, MO Cirugia con quimioterapia adyuvante

v T1-T4, N1-N3, M1 Quimioterapia, terapia bioldgica dirigida,
inmunoterapia, cirugia paliativa y/o

ablacién por radiofrecuencia.
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Las caracteristicas de alto riesgo vienen definidas por 260

< 12 ganglios linfaticos

- Tumores pobremente diferenciados (excepto en el caso de los pobremente
diferenciados e IMS-H, que no se considera mal prondstico)

- Invasién vasculo-linfatica o perineural

- Cirugias por obstruccién o perforacién

Tabla 4: Relacion entre estadio, TNM y tratamiento del cancer de recto en base a las guias de la NCCN.

Tratamiento

Estadio TNM Neoadyuvante Cirugia Tratamiento Adyuvante

Si caracteristicas de alto

I T1, NO, MO Excision transanal local  riesgo, cirugia o Qt/Rt
T1-T2, NO, Reseccion
| MO transabdominal
T3-T4, NO, Reseccion
1] MO Qt o Rt transabdominal Qt + Rt
T1-T4, N+, Reseccion
" MO Qt o Rt transabdominal Qt + Rt
Reseccion
T1-T4, NO- transabdominal si se
\Y N3, M+ Qt o Rt puede Qt + Rt

Las caracteristicas de alto riesgo vienen definidas por:

Bordes quirurgicos afectos

Invasion linfovascular

Tumores pobremente diferenciados

Invasién de la submucosa
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6. Factores prondsticos del CCR

Aunque existen muchos avances moleculares novedosos, y otros marcadores
pronosticos clasicos, el estadio tumoral en base a criterios patoldgicos sigue siendo el

Gold-standard para determinar el prondstico?°.

6.1. Clasificacion dentro del Sistema TNM

Actualmente el CCR se estadifica utilizando el mencionado sistema TNM, que
como ya se ha explicado, fue elaborado como método para clasificar la malignidad de

un tumor de manera homogénea?>22°4,

Existen varios TNM, el clinico (cTNM), el patolégico (pTNM) y el post tratamiento
(YTNM)?°%. Ademas, y como se ha visto en el apartado anterior, existe una manera de
simplificar este estadiaje y poder hacer “grupos” de cara al manejo y tratamiento de los
pacientes. Por ello los oncdlogos y radiélogos emplean el “Estadio” que es una manera
de simplificar el TNM (Tabla 5) permitiendo optimizar y homogeneizar la pauta de

tratamiento entre diferentes individuos que tengan el mismo tumor.

Tabla 5: Correlacion entre estadio clinico y TNM del tumor*>®

ESTADIO TNM

Carcinoma in situ, Tis, NO, MO
Cancer localizado. T1-T2, NO, MO

Cancer localmente avanzado, estadios
iniciales. T2-T4, NO, MO

Cancer localmente avanzado, estadios
finales. T1-T4, N1-N3, MO

Cancer metastasico. T1-T4, N1-N3, M1

Por tanto, cuanto mayor sea el TNM, peor serd el prondstico del paciente y mas
agresiva tendra que ser la terapia que reciba. De hecho, se ha descrito que la

supervivencia para el CCRa 5 afios en estadio | es de 74% frente al 5% en estadio V137253,
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6.2. Invasion linfovasculary perineural

Se denomina invasion linfovascular cuando hay un pequeiio vaso sanguineo o
linfatico afectado por tumor, mientras que la invasién perineural se refiere al

crecimiento dentro, alrededor y a través de los nervios y de las vainas nerviosas?°1292,

En el CCR suele ser mas frecuente encontrarse invasién linfovascular que perineural.
Ambas se relacionan con mal prondstico, asocidndose con un mayor riesgo de

metdstasis ganglionares y hepdticas, entre otras??:.
6.3. Mdrgenes de reseccion

Los margenes de reseccién son las zonas por donde los cirujanos separan la pieza
quirurgica del cuerpo del paciente. Hay estudios que indican que las resecciones cuyos
margenes quedan a una distancia superior a 5cm del tumor, tienen menos recaidas
tumorales??3. Sin embargo, aumentar la distancia de reseccién més alld de los 5cm, no

parece disminuir la posibilidad de recurrencia tumoral?®3.
6.4. Grado histoldgico de diferenciacion

El grado histoldgico tumoral consiste en examinar las células y el tejido tumoral
al microscopio para determinar la similitud del tejido tumoral respecto al tejido normal.

Cuanto mas parecido sea, se indica que esta bien diferenciado?®*.

El grado histolégico en CCR se divide en cuatro subgrupos?°®:

- G1: Bien diferenciado (se aprecia mas de un 95% de formacién glandular)

- G2: Moderadamente diferenciado (50-95% de formacién glandular)

- G3: Pobremente diferenciado (menos del 50% de formacién glandular)

- GA4: indiferenciado (no hay formacién glandular ni mucina ni diferenciaciéon

escamosa o neuroendocrina)

El grado de diferenciacion histolégica ha demostrado ser un importante factor
prondéstico en multiples estudios realizados, mostrando que los tumores bien
diferenciados tienen un comportamiento menos agresivo®®*2%, Sin embargo, la
subjetividad para medir los diferentes grados histologicos puede crear discordancias

entre diferentes patdlogos?8.
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El grado de diferenciacién solo puede ser informado en los adenocarcinomas de
tipo intestinal, es decir, no es aplicable para ningun subtipo histolégico (medular,
mucinoso, anillo de sello...) ya que estos subtipos, asocian de por si un grado especifico
segun la clasificacién de la OMS?®°. Por ejemplo, el adenocarcinoma medular es un

tumor de bajo grado, aunque tenga apariencia de pobremente diferenciado®®°.
6.5. Subtipo Histoldgico

Cada tumor suele tener diferentes variantes histolégicas que alteran las

caracteristicas y comportamiento tumoral y por ello el prondstico?®°.

Existen 11 variedades histoldgicas, reconocidas por el Colegio Americano de

Patdlogos (CAP), entre las que se encuentran®®;

- Adenocarcinoma

- Adenocarcinoma mucinoso

- Adenocarcinoma en anillo de sello

- Carcinoma medular

- Adenocarcinoma serrado

- Carcinoma micropapilar

- Carcinoma adenoescamoso

- Carcinoma indiferenciado

- Carcinoma con componente sarcomatoide

- Carcinoma neuroendocrino de célula grande

- Carcinoma neuroendocrino de célula pequeiia

La variedad mas frecuente es el adenocarcinoma de tipo intestinal con un 75-80%
de prevalencia con respecto a los demds?. Determinadas variedades como la mucinosa
o la de en anillo de sello se asocian con mal prondstico y que constituyen el 10% y el 1%

de los CCR ,respectivamente2°0:300301,
6.6. Perfil Inmunohistoquimico

Recientemente el uso de la inmunohistoquimica se ha ampliado para analizar
factores pronéstico, por ejemplo pueden analizarse proteinas reparadoras u otros

biomarcadores como el KRAS o BRAF302303,
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6.6.1 MMR

En el afio 2005, Popat et al*® realizaron un metaandlisis en el que analizaron 32
estudios con 7642 casos de CCR, 1277 de ellos con IMS. El estudio demostrd que en los
pacientes con IMS, tenian mejor prondstico y supervivencia que aquellos con estabilidad
de microsatélites, incluso en aquellos casos con enfermedad local avanzada. Ademas,
los resultados también mostraron que los pacientes con IMS no se beneficiaban de

terapia adyuvante con 5-FU (5-fluorouracilo).

Concretamente, los pacientes con IMS debido a alteraciones germinales
causantes de sindrome de Lynch parecen tener mejor prondstico que cuando la
inestabilidad es debido a la via serrada. Esto puede ser debido a que, en familias con
sindrome de Lynch, reciben un seguimiento clinico mas estrecho, lo que permite que

sean diagnosticados en estadios mas tempranos de la enfermedad?28:304305,

A dia de hoy, no se ha encontrado una explicacién precisa de porque los tumores

con IMS tienen mejor prondstico, sin embargo, hay algunas hipdtesis?2:306:

- Estos tumores desencadenan una reaccién linfocitica mds fuerte que los que
muestran estabilidad de microsatélites; esta reaccion crea un ambiente
altamente inmunogénico que ademads puede ser tratado con inmunoterapia,
como se ha mencionado previamente.

- Noescomun que en los tumores con IMS presenten mutaciones en TP53 o KRAS,

ambos eventos relacionados con un peor pronéstico.

En concordancia con una de las hipdtesis de por qué los tumores con alteracién
en las proteinas MMR tienen mejor prondstico, en un estudio llevado a cabo por Douglas
J Hartman et al’®” comentaron que el valor prondstico del estado de las proteinas
reparadoras es con mayor probabilidad atribuible al aumento de linfocitos T CD8
positivos y que el andlisis cuantitativo de linfocitos T CD8 positivos es un buen marcador
de supervivencia, particularmente en pacientes con diferenciacion mucinosa, medular

o en anillo de sello3%”.

Por ultimo, en el afio 2020 Hestetun et al anadieron que los pacientes con

inmunotincién positiva para MMR con tumores de alto grado tenian mucho peor
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pronéstico cuando su tratamiento era Unicamente la cirugia comparado con los casos

que se les trataba con cirugia y quimioterapia3®®.
6.6.2. TP53

En los ultimos anos, se ha visto una relacion entre la presencia de mutacion de
TP53y el pronéstico del paciente!’1186-192 MJltiples estudios sugieren que la presencia
de mutacién, ya sea missense o nonsense, se relaciona con un tiempo libre de
enfermedad y de supervivencia reducido, asi como mayor riesgo de recurrencia

tumoral 186,189-192

Asi, un trabajo de Kate et a/*®® en pacientes con cancer de es6fago demostré que
los pacientes con inmunohistoquimica positiva o negativa para p53 tuvieron peores
valores de tiempo libre de enfermedad, asi como mayor riesgo de recurrencia y menor

tiempo de supervivencia.

A suvez, un estudio realizado en pacientes con esd6fago de Barret, comprobd que
aquellas displasias con inmunotincion positiva o negativa para p53, progresaban con
mayor frecuencia a adenocarcinoma de eséfago; ademas, en los casos de inmunotincién
negativa el prondstico era peor prondstico que en las sobreexpresiones y el 100% de los

adenocarcinomas de es6fago tenian mutacion en p53*%°,

Estos hallazgos también han sido descritos por Boyle et al*®° en cdncer de mama,
donde vieron que el tiempo medio de supervivencia y la respuesta a algunos
tratamientos era inferior en aquellos pacientes con positividad o negatividad para la

inmunohistoquimica de p5318°,
6.6.3. KRAS

Un metaanélisis realizado por Tsimiligras et al’%, destacé que la mayoria de
articulos revisados reportaban que tener mutacién en KRAS se relaciona con mal

prondstico, disminuyendo la supervivencia media mas de 38 meses.

Ademads observaron que en aquellos casos en los que el paciente tenia una
recaida tumoral, los tumores KRAS nativo metastatizan con mayor frecuencia en
peritoneo, cerebro o hueso mientras que aquellos con KRAS mutado lo hacen con mayor
frecuencia en pulmén. A su vez, el estado RO post quirurgico, solo es factor de buen

prondéstico en aquellos pacientes KRAS nativo, esto puede ser debido a que las
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mutaciones en KRAS se relacionan con una biologia tumoral mas invasiva que aumenta
la probabilidad de sufrir una recurrencia post quirudrgica3!?. Por Gltimo, destacar que los
pacientes con KRAS nativo, pueden recibir dianas terapéuticas especificas, como
cetuximab y panitumumab que mejoran el prondstico y la respuesta al
tratamiento®®166.167 - habiendo aumentado estos nuevos farmacos la respuesta al

tratamiento hasta un 70%31.

En resumen, la presencia de mutacién en KRAS conlleva un mal pronéstico y se

relaciona con una supervivencia media menor3!2313,

6.6.4. BRAF

Aunque las mutaciones en BRAF son poco frecuentes, se han estudiado de forma
exhaustiva debido a que los tumores con mutacién en BRAF se relacionan con mal
prondstico3!*. Los pacientes con CCR metastdsico y mutacidon en BRAF tienen menor
supervivencia libre de enfermedad y hasta 10-16 meses menos de supervivencia global
que aquellos pacientes con BRAF nativo?%®31>316 De hecho, segin un estudio llevado a
cabo por Renaud et al?'’, los pacientes con CCR y mutacion en BRAF tienen alin menores
tasas de supervivencia comparado con aquellos pacientes con KRAS mutado (15 vs 55

meses)208317,

Como se puede ver en la Figura 4, y ya hemos comentado, aquellos tumores con
EMS tienen peor prondsticos que aquellos con IMS?!, y dentro del grupo de IMS,
aquellos con BRAF mutado tienen peor prondstico que los BRAF nativo. Por todo lo
comentado, podemos concluir que la mutaciéon en BRAF es factor de mal prondstico para

los pacientes con CCR.
6.6.5. CDX2

En el afio 2016 Dalerba et al, realizaron un estudio en pacientes con CCR donde
analizaban la supervivencia a 5 afios en funcion de la expresion de CDX2, llegando a la
conclusion de que el intervalo de supervivencia era menor en los pacientes con
negatividad para CDX2 comparado con los que mostraban positividad,
independientemente de la edad, sexo y estadio tumoral. Asimismo concluyeron que los
pacientes con estadio Il y negatividad para CDX2, podrian beneficiarse de un tratamiento

quimioterapico adyuvante?3>,
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También en el afio 2016, Olsen et al?*°, identificaron que los pacientes con
negatividad para CDX2 junto con proteinas reparadoras funcionantes (pMMR) tenian
peor prondstico, con supervivencia de 35.8 meses frente a 52 y 53 meses para pacientes
con positividad para CDX2 o deficiencia de la funciéon de las proteinas reparadoras
(dMMR) y CDX2 negativa. A su vez, confirmaron que estos pacientes podrian ser
candidatos a recibir tratamiento quimioterdpico adyuvante si se encontrasen en estadio

Il al observar un mejor prondstico en estos casos?*°.

Siguiendo esta linea, en el aflo 2020 Hestetun et al obtuvieron los mismos
resultados: la expresién de CDX2 en pacientes con inmunotincién negativa para MMR
no afectaba al prondstico mientras que pacientes con tincion positiva para MMR con

negatividad para CDX2 tenian mucho peor prondstico3,

En el afo 2018, el equipo liderado por Hansen et al observé que en aquellos
tumores que mostraban expresion positiva o moderada para CDX2 y que Unicamente
mostraban pérdida de CDX2 focal en los buds tumorales tenian un peor prondstico que

aquellos que mostraban una pérdida total de tincion CDX22%°,

Por ultimo en el afio 2020, Melincovici et al describieron en su estudio que la

pérdida de PMS2 se relacionaba con la pérdida de CDX2318,

En resumen, la inmunotincidon negativa para CDX2 se relaciona con aumento de
caracteristicas de agresividad como estadio avanzado, pobre diferenciacion, IMS,

invasion vascular, mutacion en BRAF, metilacion de CpG y/o peor supervivencia global a

5 5fi05235:240,242,244-250

6.7. Budding tumoral

El budding tumoral se define como “células Unicas o grupos de hasta 4 células en

el margen invasivo del tumor”319320,

Fue descrito por primera vez en los afios 50 por Imai3??

, que postulé que la
presencia del goteo de células tumorales en el borde invasivo del tumor reflejaba un
crecimiento tumoral mas rdpido. Sin embargo, estas afirmaciones no fueron tomadas
en serio hasta 1989, cuando Morodomi et al reportaron que el budding tumoral estaba

relacionado con las metdastasis ganglionares322:323,
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Desde entonces, la comunidad cientifica ha ido observando cémo a igualdad de
estadiaje tumoral existia mucha heterogeneidad en tiempos de supervivencia y
respuesta al tratamiento, pensando entonces que debian existir otros marcadores
prondsticos320:324-328 Eg asi como desde el afio 2016 se ha implementado el uso del
budding tumoral como factor prondstico y se han elaborado unas guias de

interpretacion para poder estandarizar su cuantificacion32°,

De hecho la presencia de budding de medio o alto grado se relaciona con

aumento de metdastasis ganglionar e invasién linfovascular320,324,329-331,

Realizar el contaje del budding es una tarea sencilla que, sin embargo, puede
dificultarse si hay una reaccién inflamatoria muy severa3?4. Ademas, los fibroblastos y
las células estromales pueden confundirse a veces con los buds tumorales3?*. Para
resolver estos problemas, se ha sugerido la utilizacién de inmunohistoquimica para
CKAel/Ae3, que permiten discernir lo que es epitelial y por lo tanto buds reales, sin

embargo, las guias internacionales no recomiendan esta practica de forma rutinaria3?.

Sin embargo, el budding tiene una serie de limitaciones:

- En algunos subtipos histolégicos (mucinoso, anillo de sello, medular y
micropapilar) el analisis de budding debe de realizarse con cautela. Por ejemplo,
en tumores mucinosos y de células en anillo de sello los buds suspendidos en
lagos de mucina no deberian de contarse3?°,

- Encasos donde haya fragmentacién glandular debido a un infiltrado inflamatorio
intenso, es posible que el budding sea dificil de valorar3?.

- En resecciones de recto que hayan recibido terapia neo-adyuvante, no se
dispone de suficiente evidencia sobre el valor prondstico del budding en este

tipo de pacientes320:332-334,

6.8. Perforacion y obstruccién intestinal

Cuando un paciente tiene un tumor que perfora el intestino grueso, suele ser
signo de enfermedad local avanzada y por lo tanto asocia un peor prondstico33>33¢, Asj,
Chen et al afirman que los pacientes que presentan perforacién del colon debido al
tumor que tienen, asocian mayor porcentaje de recaida, mayor indice de metdstasis a

distancia y tienen un peor periodo libre de enfermedad que los pacientes que tienen
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obstruccién coldnica®¥’. Sin embargo, no parece haber diferencia en los tiempos de

supervivencia entre ambos grupos3¥’.

6.9. Tumor residual tras cirugia

Tras la terapia neoadyuvante, se procede a la intervencidn quirdrgica. La
existencia de tumor residual tras el uso de neoadyuvancia se cuantifica segun la

“clasificacién R” que se divide en338:

- Rx:no se puede determinar la presencia o ausencia de tumor residual
- RO: ausencia de tumor residual
- R1: presencia de tumor residual microscépica

- R2: presencia de tumor residual macroscdpica

Aguellos pacientes que en la pieza quirdrgica se evidencia tumor residual,
asocian mayor riesgo de recaida a corto pero sobre todo a medio y largo, plazo segln

un estudio reciente33°.

6.10. Efecto del tratamiento

En el cancer de recto, se suele dar terapia neoadyuvante, es decir, tratamiento
guimioterdpico o radioterapico antes de la intervencidn quirdrgica para intentar mejorar

el resultado quirdrgico y con ello el pronéstico del paciente34°,

Estos farmacos/procedimientos producen una serie de cambios en el tumor que
luego son analizados por el patélogo y determina la respuesta que ha tenido el tumor al
tratamiento. Por ello, cuanto mayor respuesta pre-quirdrgica haya tenido el tumor,

mejor prondstico tendrd el paciente341343,

Es importante destacar que de acuerdo a los protocolos del CAP, la regresién
tumoral debe de cuantificarse Unicamente en el tumor primario, por ello, las metastasis
de ganglio linfatico no deberian de tenerse en cuenta para este item?°®. A su vez, en
aquellos pacientes con terapia neo adyuvante que tengan lagos de mucina acelulares,

deberian de considerarse respondedores completos?°®.

Para estandarizar este item, y siguiendo los protocolos de la CAP, la regresién del

tumor se codifica como se indica en la Tabla 62°°:
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Tabla 6: Tabla resumen de la codificacién de regresion tumoral®®

Descripcion Regresion tumoral

Sin evidencia de células tumorales (RO) 0

Células unicas sueltas o pequeiios grupos de células [l
tumorales (respuesta casi completa)

Tumor residual con regresion tumoral evidente pero se [W.
evidencian grupos de células tumorales o0 mas de una célula

suelta (respuesta parcial)

Se visualiza tumor residual extenso sin evidencia de [§]
regresion tumoral (respuesta pobre o inexistente al
tratamiento)

6.11. Depdsitos tumorales

Se denomina depdsito tumoral al foco tumoral en la grasa pericélica/perirectal o
en el mesenterio adyacente (mesocdlico o grasa rectal), que se encuentra en el drea de
drenaje linfatico del tumor primario, pero sin identificar tejido linfatico o estructura
ganglionar®®. Si se evidencia invasion en un vaso o un nervio, se deberia de llamar

invasién vascular o perineural.

Ante la presencia de depdsitos tumorales, el tumor pasa a ser N1c (estadiaje
TNM), y con peor prondstico que los NO, sin embargo, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los N1cy los N1 o N2, por ello es probable que los
depdsitos tumorales, a efectos de prondstico y manejo, se comporten como una

invasion de ganglio linfatico*4.

6.12.Marcadores tumorales
6.12.1. Elevacion del CEA pre-operatorio

El CEA (antigeno carcinoembrionario) es el mejor marcador disponible como
factor pronéstico y su elevacién tras la cirugia con intencién curativa sugiere que ha
habido una recurrencia3®3%5, Ademas, se han publicado estudios que indican que el
intervalo de supervivencia a 3 afios en pacientes con un CEA inicial mayor de 5 ng/mL
ha sido significativamente mas corto que para aquellos pacientes con un nivel menor de

5 ng/mL30%:346,
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6.12.2. Marcador CA19.9

El marcador antiigeno carbohidratado 19.9 (CA 19.9) es un marcador usado en
conjunto con el CEA para valorar prondstico y respuesta al tratamiento, siendo peor el
prondstico cuando se encuentren elevados pre-tratamiento3*. La elevacién del valor de

este marcador se asocia con mayor probabilidad de metastasis hepaticas*’

, mientras
gue los valores bajos de CA 19.9 se asocian con una buena tasa de supervivencia a 5

afios346,

Su presencia se asocia con CCR que presentan mutacién en BRAF, por ello cuando
se tiene un tumor con valores CEA bajos y valores CA 19.9 elevados se deberia pensar
en un tumor con mutacion BRAF, que como ya se ha comentado se asocian a peor

prondstico34®, debido a que son tumores muy heterogéneos.
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Justificacion

El cancer colorrectal (CCR) constituye en la actualidad una de las neoplasias
malignas mas prevalentes y supone de manera conjunta (sumando hombres y mujeres)

una de las principales causas de defuncién por cdncer en paises desarrollados®.

En el Pais Vasco, el CCR constituye el segundo tipo de tumor por su incidencia,
cuando se estratifica por sexos (en los hombres, el primero es el de prdostata y, en las
mujeres, el de mama), sin embargo, globalmente el CCR fue el tumor con mayor
incidencia para ambos sexos3*®. Cada afio se detectan en el Espafia 37172 casos nuevos

de cancer colorrectal, 1952 de los cuales se registran en Euskadi>3%.

Pese a que los factores de riesgo para el CCR, han sido ampliamente estudiados
y definidos, no se ha determinado de forma definitiva el por qué dos pacientes con el

mismo diagnostico y tratamiento tienen diferentes probabilidades de supervivencia.

Por otro lado, y debido a que actualmente se nos pide a los patdlogos
diagndsticos precisos y costo-eficientes, que incluyan, ademds de las caracteristicas
histomorfoldgicas de los tumores, biomarcadores diagndsticos y prondsticos que
permitan aplicar tratamientos personalizados consideramos el estudio de la precisién
de diferentes técnicas inmunohistoquimicas utilizadas en la clinica habitual,
concretamente las proteinas reparadoras (MLH1,MSH2, MSH6 y PMS2), p53 y CDX2 en

contraposicion con la biologia molecular, mas cara pero mucho mas precisa.

Ademads, en el caso de CDX2, se ha descrito que la ausencia de tincién se
relaciona con un aumento de agresividad tumoral, sin embargo, las guias actuales no
recomiendan su realizacion, por esta causa nos hemos propuesto evaluar si en nuestra

cohorte de pacientes, se observa una relacion con el prondstico de la enfermedad.

Por esta razéon surgid nuestro interés en analizar tanto los factores clinico-
demograficos de cada paciente como las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares
de cada tumor con el objetivo de encontrar una combinacidon de pardmetros capaz de
explicar las diferentes respuestas al tratamiento de acuerdo a los objetivos de la

medicina personalizada.
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Objetivos

1. Objetivo principal

Definir los factores clinico-demograficos, histopatoldgicos y moleculares que

determinan la evolucién de los tumores en términos de tiempo libre de recaida y

supervivencia global.

2. Objetivos especificos

Definir las caracteristicas de los pacientes incluidos en la muestra atendiendo a
criterios demograficos, clinicos y de evolucidn.
Clasificar los tumores de la muestra atendiendo a criterios histolégico-inmuno-

moleculares.

Establecer la relacién entre las distintas variables analizadas y la evolucion

tumoral en términos de supervivencia.

Determinar el grado de correlacidon entre la expresién inmunohistoquimica de

las proteinas reparadoras y la inestabilidad de microsatélites.

Estudiar la relacién existente entre los diferentes grados de expresién
inmunohistoquimica de la p53, la agresividad del tumory la posible presencia de

mutacién en el gen TP53.

Investigar el papel de expresion IHQ de CDX2 como factor predictor de la

evoluciéon tumoral.
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Material y Métodos

1. Pacientes

Se incluyeron en este proyecto aquellos pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma Colorrectal (CCR) entre el 01/01/2010y el 31/12/2014, pertenecientes
al Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Araba (previamente
conocido como Hospital Santiago Apdstol y Hospital Universitario Txagorritxu). Para la
seleccién de los pacientes se realizd la busqueda en el programa “Vitropath” cumpliendo

los siguientes:

e Criterios de inclusién:
- Diagnéstico de adenocarcinoma colorrectal basado en los cédigos SNOMED
(M81403 (ADENOCARCINOMA, NE), T68000 (RECTO, NE), T67000 (COLON,
NE))
- Menor o igual de 65 afos
- Ambos sexos
- Existencia de pieza quirurgica
e Criterios de exclusion:
- Incumplir cualquiera de los anteriores
- Origen metastasico del tumor colorrectal.

- Pacientes con multiples tumores de colon simultdneos (Sincrénicos)

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién Clinica del

Hospital Universitario Araba (Expte.2019-068).

2. Seleccidn y trabajo de bloques

Se examinaron uno a uno todos los cristales de cada caso para proceder a la
seleccién de los bloques tumoral y no tumoral de cada paciente. Una vez seleccionados
los cristales representativos, se buscéd el bloque de parafina correspondiente, se
realizaba un nuevo corte para ver si la lesion vista en el cristal original coincidia con la
del nuevo corte y se valord si habia material suficiente para la realizacién de las distintas
determinaciones de inmunohistoquimica (IHQ) y para las técnicas de molecular. En caso
de que el bloque no tuviese suficiente material, se seleccionaba otro valorando

nuevamente los cristales.
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En caso de no existir cristales donde sélo hubiera uno de los tipos tisulares, se
marco el drea de interés mediante un rotulador permanente para que la técnico de
anatomia patoldgica encargado de realizar la extraccién del ADN lo hiciese Unicamente

del area indicada.
Se realizaron las siguientes técnicas:

- A los bloques tumorales: tincién con HE; inmumohistoquimica para MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2, p53, CKAel/Ae3, CDX2 y extraccion de ADN.

- Alos bloques sanos: tincion con HE y extraccion de ADN.

3. Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica es una prueba de laboratorio que permite,
mediante el uso de anticuerpos, identificar ciertos antigenos (marcadores) en una
muestra de tejido. Por lo general, los anticuerpos estdn unidos a una enzima o a un tinte
fluorescente. La enzima o el tinte se activan cuando los anticuerpos se unen al antigeno

en la muestra de tejido; de esa manera, el antigeno se puede observar al microscopio.

En el presente trabajo, la técnica de inmunohistoquimica se realizdé sobre los
cortes del bloque tumoral previamente seleccionado en la maquina “BenchMark ULTRA
IHC/ISH system” (Roche, Basilea, Suiza) que, mediante un sistema electrénico, identifica
la etiqueta asignada a cada muestra con el cédigo de biopsia y el del anticuerpo a
emplear. Los anticuerpos empleados para identificar pérdida de expresién en las

proteinas reparadoras fueron

e Anticuerpo MLH1, anticuerpo monoclonal primario de ratén (referencia 790-
5091, Roche). Es un 1gG, con tincién nuclear.

e Anticuerpo MSH2, anticuerpo monoclonal primario de ratén (referencia 790-
5093, Roche). Es un IgGj, con tincién nuclear

e Anticuerpo MSHB6, anticuerpo monoclonal primario de conejo (referencia 790-
5092, Roche). Es un IgG, que tiene una tincidn nuclear

e Anticuerpo PMS2, anticuerpo monoclonal primario de ratén (referencia 790-

5094, Roche). Es un IgG1, que tiene una tincidn nuclear.
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Para cuantificar mediante inmunohistoquimica la expresion de p53 del tumor vy
poder compararla posteriormente con los resultados genético-moleculares se empled
un anticuerpo primario p53 de ratén (referencia 790-2912, Roche). Es un IgG1/K que

tiene tincion nuclear.

Para cuantificar el Budding tumoral en aquellos casos en los que habia duda, se
empled un anticuerpo primario frente a queratina, el AE1/AE3/PCK2, (referencia 760-
2595, Roche), que contiene un céctel de anticuerpos monoclonales de ratén generado
contra un epitopo encontrado en las queratinas epidérmicas humanas®°. Es un IgG1 que
muestra tincidn citoplasmadtica. Este anticuerpo permite la identificacién de células
epiteliales normales y anormales y determina el linaje de tumores malignos mal
diferenciados. Puede ocurrir una expresidén inesperada de antigeno o pérdida de
expresion, especialmente en las neoplasias. Ocasionalmente, los elementos estromales
gue rodean el tejido y las células muy tefiidas mostrardn inmunorreactividad. La
interpretacién clinica de cualquier tincién, o la ausencia de tinciéon, debe

complementarse con estudios morfoldgicos y evaluacion de los controles adecuados®®?.

Para cuantificar la expresién de CDX2 se empled un anticuerpo primario CDX2
monoclonal de conejo (referencia 760-4380, Roche). Es un IgG1/K que tiene una tincion
nuclear, dirigido contra la proteina CDX2 humana, permitiendo identificar mucosa de

colon. Su negatividad en tumores colorrectales asocia peor pronéstico.

4. Proceso de escaneo de muestras

Tras la realizacidon de las tinciones de hematoxilina-eosina y de las diferentes
técnicas de inmunohistoquimica, se escanearon los cristales usando el escaner Ventana
iScan HT (Roche), que permite el escaneo de 400 cristales de manera simultanea. Las
imagenes escaneadas fueron revisadas una a una para confirmar que la calidad era
6ptima. En aquellos casos donde la calidad de escaneo era pobre, se repitio el escaneo.
Las imagenes se guardaron en un disco duro externo para ser analizadas mediante el

programa QuPath (Belfast, Reino Unido)3>2.
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5. Cuantificaciéon de la inmunotincién de p53 y CDX2 mediante el programa

QuPath

Se procedié a la cuantificacion de la extension e intensidad de las distintas
determinaciones IHQ realizadas empleando distintos algoritmos de inteligencia artificial
implementados en el software QuPath3°2. Para ello, en primer lugar, se procedié a
identificar las células existentes en las diferentes areas analizadas mediante la
determinacion de diferentes parametros como las caracteristicas nucleares,
citoplasmaticas y de intensidad para establecer los umbrales de deteccién.

Posteriormente, se realizaron diferentes marcajes manuales como podemos
observar en la Figura 7, con el fin de permitir la identificacién de areas tumorales y
estromales y que sirvieran para el entrenamiento de los algoritmos de inteligencia
artificial incluidos en el propio software (random tree y artificial neural network). De esta
manera, y una vez entrenada, se pudo automatizar la identificacién de las dareas

ayudados de la medicidn de caracteristicas como la relacion nucleo/citoplasma.

B BaoudEvie®xie] s (o

Project  Image = Annotations = Hierarchy = Workflow

[ Annotation (Tumor) None

[ Annotation (Tumor) M Tumor (2)
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Other
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Ignore*

M Positive

B Negative

Select all Delete | : Set class Auto set

Key Value
Image 1HQ.ndpi.tiff
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7 14336.68, 9167.86 ym
2 199, 206, 222

Figura 7: Marcaje manual de areas de interés para realizar la cuantificacion del H-Score.

Measurements | Description 500 pm
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Una vez optimizada dicha deteccidn, se establecieron los umbrales de positividad
para las distintas determinaciones IHQ analizadas partiendo de las intensidades de
tincidn para el nlcleo o citoplasma dependiendo de las caracteristicas de tincién de cada
determinacion, estableciéndose tres umbrales de deteccién (baja, moderada e intensa).

Para finalizar, se programaron distintos scripts que permitieran automatizar el
proceso para futuras muestras, y exportar a hojas de cdlculo distintos valores calculados,
como el porcentaje de células positivas y el H-Score. El H-Score es un algoritmo que
funciona con imagenes histoldgicas y se emplea para cuantificar tinciones de
inmunohistoquimica de forma estandarizada. El programa detecta las células tefiidas y
la intensidad de la tincidn, realizando tres grupos: tincién alta (3+), tincién media (2+) o
tincidn baja (1+). Tras esto, el programa realiza una media de las células tefiidas y su
intensidad y la divide entre el total de las células, dando unos valores entre 0-3003>3,
Este método permite realizar cuantificaciones estandarizadas, dejando de lado la

cuantificacién de visu, mucho mas subjetiva (Figura 8).

NUM | umor: 2+ 31o/4
Num Tumor: 3+ 85130
Num Tumor: Negative 8589
Tumor: Positive % 94.108
Stroma: Positive % 0.1065
Stroma + Tumor: Positive % 52.369
Tumor: H-score 2326325
Tumor: Allred proportion 5

Tumor: Allred intensity 3

Tumor: Allred score 8
Stroma: H-score 0.1074
Stroma: Allred proportion 1

Stroma: Alired intensity 1

Stroma: Allred score 2
Stroma + Tumor: H-score 129.3855
D Stroma + Tumor: Allred propo... 4 E

Figura 8: Pasos realizados para medir el H-Score: A) IHQ para p53. B) Identificacion algoritmica de las dareas

tumorales (en rojo) y estromales (en verde). C) Cuantificacion en intensidad de la positividad para la p53. D) Vista
de la intensidad IHQ en la totalidad del area tumoral. E) Parametros obtenidos por el software QuPath para p53
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6. Cuantificacion de proteinas reparadoras y budding tumoral.

La valoracion de la presencia/ausencia de inmunotincién de las proteinas
reparadoras se realizd de acuerdo a la bibliografia mas reciente que afirma que, ademas
de valorar las proteinas reparadoras como intacta o negativa (pérdida de expresion),
pueden ser heterogéneas??4231-233, Todos los casos con heterogeneidad se valoraron

conjuntamente por el doctorando y el co-director del proyecto.

La cuantificacion del Budding se realizé de visu siguiendo las guias de CAP3>4. De
forma puntual, se analizd la tincién de CKAel/Ae3 en el epitelio del colon y se cuantificd
la presencia de agrupaciones de hasta 5 células tumorales (Buds) en el estroma. Para
ello, tras seleccionar sobre el porta, en panordmica, la zona con mds Buds, se procedia

al contaje con el objetivo a 20x.
La gradacion empleada fue la siguiente:

- 0-4 buds: bajo grado
- 5-9 buds: intermedio

- >10Buds: alto grado

Las muestras que, tras realizar la tincidn, seguian presentando dudas (ruido en
la tincidn, muestras exclusivamente tumorales...) fueron también analizadas junto al co-

director del proyecto.

De acuerdo con las guias, los pacientes que hubiesen recibido quimioterapia
neoadyuvante y aquellos con tumores mucinosos y/o anillo de sello, fueron excluidos

de la cuantificacidn del budding.

7. Procesos de biologia molecular

7.1. Extraccion de ADN desde tejido

Para la extraccion de ADN a partir de tejido parafinado, se partié de 2 cortes de
5 um de grosor realizados con micrétomo, que se colocaron en un porta donde se rasco
el tejido a un tubo eppendorff tras desparafinarse. Posteriormente se utilizo el kit de
extraccion DNA Sample Preparation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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7.2. Cuantificacion de ADN

Con el fin de determinar la concentracién y calidad del ADN obtenido por los
métodos anteriores, las muestras se cuantificaron utilizando un NanoDrop® ND-1000
(Innovadyne Technologies, Cat. N2.1200; Delaware, EEUU). Para ello se determinaron
las siguientes longitudes de onda:

e 260 nm (A260) para los acidos nucleicos.
e 280 nm (A280) para las proteinas.
e 230 nm (A230) para los carbohidratos, péptidos, fenoles y compuestos

aromaticos.

Se calculd la relacion A260/A280 y A260/A230, mediante el programa
informatico ND-1000v3.1.2, para determinar la pureza de las muestras. Posteriormente,

el ADN se almacené a -209C hasta su posterior utilizacion.

7.3. Estudio de inestabilidad de microsatélites

El estudio de microsatélites, se realizé Unicamente en aquellos pacientes que
mostraban tinciéon integra o heterogénea en las proteinas reparadoras por
inmunohistoquimica. Se realizé mediante el panel de Bethesda (BAT25, BAT26, D25123,
D55356 y D175250)?2>226, mediante PCR fluorescente tanto en ADN obtenido de tejido
tumoral como en ADN germinal, para ello el extremo 5’ del cebador directo de cada
locus se marcd con el marcador fluorescente FAM. La amplificacion por PCR se realizé
utilizando las condiciones de termociclado. Los productos de la PCR se evaluaron en
geles de agarosa al 2% antes de la exploracion de los STR. Finalmente, se realizé una
electroforesis capilar utilizando el analizador genético de la serie 3500 (Applied
Biosystems, California, EE.UU.) y posterior andlisis mediante el software GeneMapper
version 4.1 (Applied Biosystems). Se sospeché la existencia de IMS ante la presencia de
o bien alelos de novo que aparecen como nuevos picos (es decir, picos que no existian
en el genotipo del tejido normal) o bien alelos preexistentes deslizados para las pocas
pares de bases3>>3°¢, De acuerdo con las guias, cuando se observé inestabilidad en dos
0 mas microsatélites, se clasific6 como IMS-H; cuando Unicamente se encontrd
inestabilidad en un marcador, como IMS-L. En los casos en los que ningln marcador se

vio alterado, se interpreté como estabilidad de microsatélites (EMS)?2°,
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7.4. Estudio de pérdida de heterozigosidad

Aprovechando el estudio de los microsatélites dinucleotidicos del panel de
Bethesda, se analizo la pérdida de heterozigosidad o LOH (siglas del término inglés Loss
Of Heterozigosity)3>7-3°%, El andlisis de LOH identifica desequilibrios alélicos, que reflejan
ganancias y pérdidas de regiones cromosdmicas, pudiendo emplearse como indicador

de carcinogénesis a través de la via de inestabilidad cromosdmica.

Para ello, en aquellos casos que el microsatélite era heterocigoto en el tejido no
tumoral, se determind que una muestra presentaba LOH cuando uno de los alelos se
perdia total o parcialmente en el tejido tumoral. Mas concretamente, la relacién de la
altura del pico entre los dos alelos en el tejido normal adyacente comparada con la del
tejido tumoral era <0,8 0 >1,2. La altura del pico se determiné utilizando GeneMapper

v4.1. Las muestras que no presentaban LOH se definieron como no LOH.

7.5. Analisis de mutaciones en TP53

Una vez se dispusieron de muestras de ADN, para el estudio de las variantes en
los exones hotspot segin la base de datos TP53 de la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer (IARC) (https://tp53.isb-cgc.org/), se llevd a cabo la
amplificacién de los exones 5-8 del gen TP53 (se utilizaron como transcritos de
referencia NM_000546 o su equivalente ENSTO0000269305) mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el termociclador BioRad C-1000 (Bio-Rad
Laboratories, Hércules, California, EEUU). Para amplificar los exones 5, 7 y 8 se utilizaron

359 Para amplificar el exén 6 fue

parejas de cebadores publicadas anteriormente
necesario disefiar una nueva pareja de cebadores (Tabla 7). A todos los cebadores se les
afiadioé una secuencia correspondiente al bacteriéfago M13 en el extremo 5 '(cebador
M13  forward: 5'-TGTAAAACGACGCCAGT-3'; cebador M13 reverse: 5'-

CAGGAAACAGCTATGACC-3') para facilitar la secuenciacion posterior.

A la hora de elegir los pares de cebadores, era importante que la longitud
maxima de los amplicones fuera de 200 pb, aunque el rendimiento maximo de la
secuenciacion fuera mayor. De hecho, se sabe que la integridad del ADN extraido de
tejidos embebidos en parafina puede verse afectada por la fijacidon con formalina. La

formalina provoca conexiones cruzadas en el ADN, dando lugar a la fragmentacién de
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ADN de una o doble hebra, lo que influye directamente en la calidad del ADN y en la

eficiencia de la PCR.

Tabla 7: Secuencias de los cebadores empleados en la amplificacion de TP53. No se incluye las secuencias

correspondientes a las colas M13. Se indica también el tamario de los amplicones.

Amplicon Exén Cebador forward Cebador reverso Longitud del

amplicén (pb)

5.1 5 5-GACTTTCAACTCTGTCTCCTTC-3" 5-TGGCCATCTACAAGCAGTCA-3’ 157

5.2 5 | 5-CCTGTGCAGCTGTGGGTTGATT-3 5'-AGATAGCGATGGTGAGCAGCTG-3" 147

6 6 | 5-AGAGACGACAGGGCTGGTTGC-3’ 5'-TCCCCAGAGACCCCAGTTGCAAA-3’ 202

7 7 | 5'-CTCATCTTGGGCCTGTGTTAT-3 5'-CTTGCCACCCTGCACACT-3’ 167

8.1 8 | 5-ACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTC-3’ 5’-AATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCT-3" 138
8.2 8 | 5'-ACGGAACAGCTTTGAGGTGCGT-3’ 5'-AAGAAGCGGTGGAGGAGACCAA-3’ 159

Las reacciones de PCR se realizaron en las siguientes condiciones finales:
0,05U/ul de enzima BIOTAQ™ DNA Polymerase; 1X tampon de PCR; 1,5mM de MgCl2;
(Bioline, Cat. N°. BIO-21040, Massachusetts, EE.UU); 0,375uM de cada cebador;
0.25mM de dNTPs Mix (Sigma-Aldrich, Cat. N2 D7295; St. Louis, Missouri, EE.UU) y 100
ng de ADN.

Para la analizar los resultados PCR se preparé un gel de agarosa al 1,5% en
tampdn TAE 1X y las muestras migraron mediante electroforesis en el tampdn TAE 1X.
A continuacidn, la purificacion de los productos de PCR para la degradacién de
cebadores y dNTP no utilizados se llevé a cabo utilizando ExoSAP-IT™ (ThermoFisher),
siguiendo el protocolo del fabricante.

Para la identificacién de mutaciones y cambios en la secuencia se empled la

360 5 técnica del

técnica de secuenciacidn automadtica basada en el método de Sanger
dideoxinucledtido. Durante el paso de secuenciacidn se llevaron a cabo los siguientes

pasos:

1) Se realizaron 2 reacciones de secuenciacion por cada amplicén, una en sentido

directo (con el cebador forward de cola M13: TGTAAAACGACGGCCAGT) y otra
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en sentido contrario (con el cebador reverse de cola M13:
CAGGAAACAGCTATGACC).

2) Purificacion de los fragmentos obtenidos en la reaccién de secuenciacién
mediante precipitacién con etanol/EDTA/acetato sddico segun el protocolo de
Applied Biosystems (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Protocol, Part.
N2 4337035 Rev.A, Capitulo 4, pdginas 7-10; California, EE.UU). Esta purificacién
permite la eliminacion del exceso de ddNTPs marcados, para que al incidir con el
l[aser, no interfieran en la emisién de la sefial y posterior lectura de la secuencia.

3) Separacion de las diferentes hebras de ADN basandose en el tamafio/carga
mediante electroforesis capilar en el secuenciador automatico ABI PRISM 3500
(Applied Biosystems, California, EE.UU). Este capilar contiene un polimero que

actlia como matriz para poder separarlos con gran precision.

El analisis de los cromatogramas resultantes se realizé mediante el programa
Sequencing analysis v5.4 y Variant Reporter v1.1 (Applied Biosystems). Este ultimo
alinea las secuencias obtenidas contra la secuencia del genoma de referencia,
permitiendo asi la identificacion de las variantes. Sila variante aparece en ambas hebras,
el software la identifica directamente. En el caso de las muestras en las que se
detectaron alteraciones genéticas, se repitidé todo el procedimiento experimental de
verificacién de variante con la misma muestra, ademds de en el tejido no tumoral

extraido al mismo paciente para saber si se trataba o no de una alteracién germinal.

Las variaciones se verificaron en Ensemble (https://www.ensembl.org) y su
patogenicidad a través de la plataforma Varsome (https://varsome.com). Asimismo,
para obtener informacion especifica de cada variante se utilizé la base de datos TP53 de
la IARC (https://p53.iarc.fr/TP53GeneVariations.aspx) y la base de datos PHANTM
(http://mutantp53.broadinstitute.org /). Los articulos relacionados con cada variante se
buscaron en Ila base de datos TP53 de la IARC y en COSMIC

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).
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7.6. Estudio de hipermetilacion de MLH1 mediante MS-MLPA

La técnica de metilacién especifica (MS)-MLPA es una variante de la técnica
MLPA o amplificacién multiple de sondas ligadas (Multiplex Ligation Probe
Amplification). EI MS-MLPA permite detectar alteraciones epigenéticas, es decir,
cambios en el patron de metilaciéon del ADN de genes concretos. En el MS-MLPA, las
secuencias dianas donde se unen las sondas, contienen un sitio de restriccion para una
endonucleasa capaz de reconocer las secuencias no metiladas. Después de la hibridacién
de las sondas, la muestra se trata con esta endonucleasa que digiere aquellas sondas
gue se han unido al ADN no metilado, dejando sin digerir las sondas que se han hibridado
con el ADN metilado. Como consecuencia, sélo estas ultimas sondas seran amplificadas
por PCR. La comparacién del tamafio del pico de las sondas especificas de las regiones
metiladas entre la muestra y los controles, proporciona informacidon acerca de los

niveles de metilacién de las regiones de ADN complementarias a las sondas.

En este caso, la técnica del MLPA se utilizd para el analisis de pérdidas o
ganancias de metilacién en el promotor del gen MLH1, mediante el kit MLPA probemix
MEO11 Mismatch Repair Genes (MRC-Holland Biosystems, Amsterdam, Holanda)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados obtenidos se analizaron en el

programa de andlisis Gene Mapper v4.1.

7.7. Estudio de mutaciones en BRAFy KRAS

Para analizar la presencia de alteraciones en BRAF y KRAS, se empled el sistema
Cobas® 4800, plataforma totalmente automatizada para la realizacion de pruebas

cualitativas de amplificacion de acidos nucleicos in vitro a partir de muestras humanas.

En el caso de BRAF/NRAS, se realizé una PCR alelo especifica en tiempo real para
la deteccidn e identificacion de las mutaciones en los exones 11y 15 del protooncogén
B-RAF y de las mutaciones en exones 2, 3, y 4 del oncogén viral RAS del neuroblastoma
(NRAS) mediante el kit BRAF/NRAS Mutation Test (LSR) de Roche, disefiado para
detectar 11 mutaciones en BRAFy 25 en NRAS.

El KRAS Mutation Test (Roche) detecta 19 mutaciones somaticas en los codones

12, 13y 61 del gen homoélogo al oncogén viral del sarcoma de rata kirsten (KRAS).
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8. Elaboracion de base de datos

Se elabord una base de datos que permitiera recoger los datos epidemioldégicos,
histopatolégicos, inmunohistoquimicos, genéticos y clinicos, que se detallan a

continuacion:

e parametros epidemiolégicos: cddigo del paciente, hospital de procedencia, edad
en la fecha del diagnéstico, nimero de biopsia y motivo del diagndstico;

e parametros histopatoldgicos: localizacién, morfologia, grado de diferenciaciony
tamaio del tumor, estado de margenes, invasion linfovascular o perineural,
grado de Budding tumoral, presencia de depdsitos tumorales y estadio TNM,;

e parametros medidos por inmunohistoquimica: presencia/ausencia de tincion de
las proteinas reparadoras (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6), porcentaje de
positividad celular para CDX2 y p53 y su intensidad de tincién;

e parametros genéticos: presencia/ausencia de alteracion genética en KRAS, BRAF,
NRAS, TP53. En el caso de presencia de alteracion en TP53, tipo de mutacidn
(missense, nonsense); presencia/ausencia de hipermetilacién en el promotor de
MLH1 y presencia/ausencia de inestabilidad de microsatélites o pérdida de
heterozigosidad en los mismos;

e parametros clinicos: presencia/ausencia de metastasis al diagndstico y
localizacién; seguimiento o no en consulta post cirugia; Indice de masa corporal;
tratamiento recibido y, en el caso de ser quimioterapia, niumero de ciclos;
presencia/ausencia de recaida y, de existir, dénde se produjo, qué tratamiento
recibid el paciente con recaida; presencia/ausencia de tumores no relacionados
con su primario y, de existir, cual fue su localizacién; fecha de ultima consulta;

estado actual del paciente y, en caso de éxitus, causa de la muerte.

Una vez elaborada, se cumplimentd con los datos de cada paciente. Los valores
de los distintos parametros fueron codificados a términos numéricos para facilitar los

calculos con los mismos.

9. Analisis estadistico

En primer lugar se procedid a crear la Base de Datos informatizada con el fin de

facilitar el acceso y comprobacidn de los mismos en cualquier momento del proceso. La
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informacién perdida se clasific6 como valor perdido (missing). Posteriormente se
procedid a realizar una validacién de la informacion mediante controles de consistencia
interna, y estudio de valores missing y fuera de rango (outliers). Una vez depurados los
datos, se realizaron las oportunas codificaciones y generacién de nuevas variables

derivadas (reagrupacién y recodificacién, variables resumen, etc.).

Posteriormente se llevd a cabo un analisis descriptivo de la muestra atendiendo
a las variables clinico demograficas de los pacientes y caracteristicas histomorfolégicas
y moleculares de los tumores. Para las variables cuantitativas se determinaron la media

y desviacién estandar; para las cualitativas se realizd un analisis de frecuencias.

El estudio de los tiempos libres de recaida y de supervivencia global fueron
determinados mediante el test de Kaplan Meier. Las tasas de recaida y supervivencia
libre de recaida se calculardn utilizando la recaida y la muerte como eventos. Asimismo,
y con el objeto de establecer las variables independientes que permitieran estimar en
funcion del tiempo, la probabilidad de recaida y de supervivencia global se ha llevado a

cabo mediante la aplicacion de un modelo de regresién de COX.

La busqueda de los factores de riesgo independientes para la recidiva tumoral se
realizé mediante la aplicacion de modelos de regresién logistica. En ambos modelos se
incluyeron a priori todas las variables clinico demograficas (edad, sexo, indice de Masa
Corporal (IMC), motivo de diagndstico), histomorfoldgicas (localizacién, tamafio
tumoral, grado histolégico, extensidn tumoral, tumor budding, invasién linfovascular,
invasiéon perineural), inmunofenotipicas (proteinas reparadoras, CDX2, p53) vy

moleculares (inestabilidad de microsatélites y TP53).

El método de seleccién de variables tanto en ambos modelos de regresién

(logistica y COX) se ha llevado a cabo mediante la aplicacién del método Forward36?,
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Resultados

1. Pacientes: diagndstico y evolucién

En base a los criterios aplicados sobre el programa Vitropath, se identificaron 226
pacientes. Tras la solicitud de los bloques correspondientes al archivo, se obtuvieron
bloques de 209 casos (no se encontraban en el archivo los 17 restantes). Dada la
necesidad de disponer de tejido normal y tumoral para determinadas pruebas de
patologia molecular se seleccionaron los casos que dispusieran de material suficiente
para ello. Se desecharon 34 casos bien porque no se disponia de otro bloque tumoral, o
no habia muestra suficiente en los bloques para realizar las técnicas necesarias. Ademas,
se descarté un caso por ser un carcinoma in situ. Los datos de toda la serie se encuentran

en el anexo.

La muestra final, por tanto, estuvo compuesta por 174 casos, con una
representacién masculina significativamente mayor (102 varones y 72 mujeres, p=

0,028) y una edad media al diagndstico de 57,28 + 6,89 afios.

Al valorar el indice de masa corporal de los pacientes incluidos en el estudio se
observé que el 47% de los mismos mostraron sobrepeso (IMC: 25-29,9) en el momento
del diagnéstico, mostrando un peso normal (IMC <25) el 32% de los pacientes y obesidad

(IMC > 30) el 19% de la muestra.

Los motivos de diagndstico se codificaron en dos grupos, por presencia de
sintomas o deteccion mediante pruebas de cribado tanto poblacional como debidas a
antecedentes familiares. Curiosamente la mitad de la serie (89 pacientes) fue
diagnosticada debido a la presencia de sintomas mientras que la otra mitad (85
personas) tras las pruebas de cribado, siendo en los primeros el diagndstico a una edad

significativamente menor (Tabla 8).

Tabla 8: Relacion entre la edad media del diagnodstico de los pacientes y el motivo del mismo. Puede observarse

como los pacientes con sintomas se diagnosticaron significativamente antes que los procedentes del cribado.

Edad al diagndstico

Motivo del diagnéstico Significacion
(Mediat DE)
Sintomas 89 55,69 + 8,01
0,009
Cribado 85 58,94 + 5,02
Total 174 57,28 + 6,89
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Quince pacientes (8,6% de la serie) mostraron metastasis en el momento del

diagndstico y en diez de esos casos ésta se localizd en el higado.

En la Tabla 9 se describen los datos epidemioldgicos mdas importantes de los
pacientes separados en cuanto al género. La edad media en el momento del diagndstico
de los varones fue superior a la de mujeres (p= 0,038). Si bien las mujeres se
diagnosticaron principalmente tras pruebas de cribado, mientras que los varones lo

hicieron por presentar sintomas, estas diferencias no fueron significativas (p= 0,384).

Tabla 9: Resumen de los principales datos epidemiologicos de los pacientes estudiados separados en funcion del

género. IMC: indice de masa corporal.

Hombre Significacion
Numero 102 (58,6 %) 72 (41,4 %) 174 (100 %) 0,028
Edad al diagnéstico 58,15 £ 6,38 56,04 £7,43 57,28 £ 6,89
— 0,038
(XxDE)
IMC (X£DE) en kg/m? 26,9+4,8 25,7 +3,7 26,4+4,23 0,060
Diagnéstico por 55 (53,9 %) 34 (47,2 %) 89 (51,1 %)
sintomas 0,384
Diagnéstico en cribado 47 (46,1 %) 38 (52,8 %) 85 (48,9 %)
Metastasis a distancia 8 (53,3 %) 7 (46,7 %) 15 (100 %) 0,664

Una vez diagnosticados, 34 pacientes fueron sometidos a un tratamiento
neoadyuvante para intentar disminuir el tamafio tumoral pre-cirugia, mientras que el

resto de la serie se sometid directamente a la cirugia.

En la consulta de seguimiento post-cirugia participaron 169 pacientes. De los
otros cinco, cuatro de ellos fallecieron antes de la cita y un paciente no acudié a ninguna

consulta relacionada con su proceso oncoldgico.

Durante el control posterior en consulta, con una mediana de seguimiento de
1982 dias (6-3346), 47 pacientes (27,8 %) presentaron recidiva, definida como presencia
de células de adenocarcinoma colorrectal en érganos contiguos o a distancia. En cuatro

de éstos la recaida fue local y en 43 fue a distancia.
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En la Tabla 10 se muestran los tratamientos administrados tras la cirugia, asi
como el nimero de pacientes que presentaron recidiva a lo largo del seguimiento
atendiendo al numero de pacientes que recibid cada tratamiento adyuvante. Las
diferencias encontradas en el numero de pacientes con recaidas en funcién del

tratamiento alcanzaron la significacién estadistica (p=0,015)

Tabla 10: Pacientes que mostraron recidiva atendiendo al tratamiento adyuvante post cirugia.

Numero de Numero de pacientes con
Tratamiento recibido

pacientes recaida
No requiere tratamiento adyuvante 50 (29,6 %) 6 (12 %)
Quimioterapia postquirtrgica 84 (49,7 %) 27 (32,1 %)
Radioterapia postquirurgica 1(0,6 %) 0
Radioterapia prequirurgica y Quimioterapia

34 (20,1 %) 14 (41,2 %)

postquirurgica
Total 169 47

Los pacientes que mostraron recurrencia recibieron los tratamientos recogidos
en la Figura 9, siendo la cirugia y la quimioterapia, solas o en combinacidn, las opciones

terapéuticas mas empleadas.

Cirugia+Quimioterapia+Radioterapia
Quimioterapia + Radioterapia
Cirugia + Quimioterapia
Quimioterapia

Cirugia

Nada

Figura 9: Tratamiento recibido en aquellos pacientes con recaida.
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Transcurridos 5 afios desde el diagndstico, 120 pacientes (68,9 %) se
encontraban vivos libre de enfermedad, 41 (23,5 %) habian fallecido por el tumor, 11
sujetos (6,3 %) habian muerto por causas ajenas al tumory Unicamente 2 (1,1 %) seguia

vivos con tumor (Tabla 11).

Tabla 11: Estado vital de los pacientes tras cinco afios de seguimiento atendiendo a las variables clinico

demogrdficas registradas.

Vivo sin Vivo con Muerto por Muerte por otras

enfermedad enfermedad tumor causas

Edad al diagnéstico
< 40 afos 1 (25 %) 1 (25 %) 2 (50 %) 0 (0 %)
41-55 afios | 36 (65,5 %) 1(1,8%) 14 (25,5 %) 4(7,3 %) <0,001
>55 afos | 83 (72,2 %) 0 (0 %) 25 (21,7 %) 7 (6,1 %)
Sexo
Mujer | 53 (73,6 %) 2 (2,8 %) 16 (22,2 %) 1(1,4%)
0,045
Hombre | 67 (65,7 %) 0 (0,0 %) 25 (24,5 %) 10 (9,8 %)
IMC
Peso normal | 34 (61,8 %) 2 (3,6 %) 15 (27,3 %) 4(7,3%)
Sobrepeso| 59 (73,8 %) 0 (0,0 %) 17 (21,3 %) 4 (5 %) 0,46
Obesidad | 24 (68,6 %) 0 (0,0 %) 9 (25,7 %) 2 (5,7 %)
Motivo diagnéstico
Sintomas | 49 (55,1 %) 2(2,2%) 30 (33,7 %) 8 (9,0 %)
<0,001
Cribado/hereditario | 71 (83,5 %) 0 (0,0 %) 11 (12,9 %) 3 (3,5%)

Al analizar los datos de la tabla, se observd que, al finalizar el periodo de
seguimiento, el porcentaje de pacientes que continuaban vivos sin presencia de
enfermedad aumentd con la edad al diagndstico, siendo el 25 % de los pacientes
menores de 40 afios, el 65 % de los pacientes de edades comprendidas entre los 41y los
55 afiosy el 72 % de los pacientes con edades superiores a 55 afios. Asimismo, pudimos

evidenciar que el porcentaje de mujeres sin rastro de enfermedad fue superior al de
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hombres (73,6 vs 65,7 %) y que el 83,5 % de pacientes incluidos en un plan de cribado
sobrevivieron libres de enfermedad frente al 55 % de los pacientes diagnosticados por

la presencia de sintomas.

Sin embargo, como se puede apreciar en la Tabla 12 al incluir las distintas
variables clinico-demograficas en un modelo de regresién de Cox, Unicamente el motivo
del diagndstico se mostré como factor de riesgo independiente para recidiva tumoral

(p=0,011).

Tabla 12: Factores de riesgo de recidiva tumoral (regresion de Cox). IMC= indice de masa corporal, Sig.=

significacion estadistica, OR= odds ratio, CI= intervalo de confianza).

95,0% Cl para OR

Inferior Superior
Edad al diagndstico 0,946 0,999 0,958 1,041
IMC 0,522 0,977 0,908 1,05
Sexo 0,564 1,193 0,655 2,174
Motivo diagndstico 0,011 0,446 0,24 0,831

2. Caracterizacion histolégico-inmuno-molecular de los tumores

Enla Tabla 13, se resumen las principales caracteristicas histopatoldgicas de los tumores

incluidos en nuestra muestra, que se detallaran a continuacidn.
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Tabla 13: Caracteristicas histopatologicas de los tumores incluidos.

Caracteristicas histopatoldgicas de los tumores Frecuencia Porcentaje
Derecho Transverso 57 32,8
Localizacion lzquierdo 54 31
Recto-sigma 63 36,2
Bien Diferenciado 22 12,6
Moderadamente Diferenciado 120 69
Grado histoldgico
Pobremente Diferenciado 21 12,1
Ausencia de datos 11 6,3
Bajo grado 34 19,5
Grado intermedio 20 11,5
Tumor Budding
Alto Grado 93 53,4
No aplica 27 15,5
No 143 82,2
Invasién perineural Si 30 17,2
Ausencia de datos 1 0,6
No 143 82,2
Invasion vascular Si 30 17,2
Ausencia de datos 1 0,6
Submucosa (pT1) 18 10,3
Muscular propia (pT2) 45 25,9
Extension tumoral
Subserosa (pT3) 86 49,4
Serosa (pT4) 25 14,4
Sin infiltracion ganglionar 89 51,1
Infiltracion ganglios linfaticos
Con infiltracion ganglionar 85 48,9
No determinada 37 21,3
Inestabilidad cromosémica 120 69,0
Via carcinogénesis
Inestabilidad de microsatélites 11 6,3
Serrada 6 3,4
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2.1.Localizacién de los tumores

Del total de 174 tumores analizados, 57 (32,8 %) se situaron en colon derecho y
transverso, 54 (31 %) en colon izquierdo y 63 (36,2 %) en recto-sigma, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p=0,696) respecto a la localizacidon

anatémica de los mismos.

Al analizar la relacién entre la localizacién de los tumores y las diferentes
variables clinico demograficas, llama la atencidén que, a pesar de que no se alcanzé la
significacion estadistica (p= 0,281), en aquellos pacientes diagnosticados por

sintomatologia, el 40,4 % de los tumores se localizaban en recto sigma (Figura 10).

100%
90%
80%
70%
60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
Derecho-Transverso lzquierdo Recto-sigma

M Sintomas Cribado/hereditario

Figura 10: Relacion entre la localizacion tumoral y el motivo del diagnostico. Los pacientes diagnosticados por

sintomatologia presentaban el tumor en la parte mas distal del tracto digestivo.

Por otro lado, al estudiar la relacidn entre la localizacién tumoral y el resto de las
caracteristicas histomorfoldgicas de los tumores incluidos, mostrada en la Tabla 14, se
observé que los tumores localizados en el colon derecho tuvieron un didametro

significativamente superior a los presentados en sigma (p<0,001). Al mismo tiempo,
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observamos que el 72,5 % de los tumores moderadamente diferenciados se
encontraban situados en el colon distal frente a los tumores pobremente diferenciados

gue se concentraron en el colon derecho (57,1 %).

Tabla 14: Relacion entre la localizacion de los tumores y las principales caracteristicas histomorfologicas de los

mismos CGA= campos de gran aumento. Sig.= significacion estadistica.

Derecho transverso lzquierdo Sigma-recto

Diametro tumoral 4,59 +1,98 3,79+1,81 3,16 £1,90 < 0,001
Grado histoldgico
Bien diferenciado 9 (40,9 %) 4 (18,2 %) 9 (40,9 %) 22
Moderadamente 33 (27,5 %) 44 (36,7 %) 43 (35,8 %) 120
0,05
diferenciado
Pobremente diferenciado 12 (57,1 %) 5 (23,8 %) 4 (19 %) 21
Tumor budding
Bajo grado (0-4 buds/CGA) 14 (41,2 %) 8 (23,5 %) 12 (35,3 %) 34
Grado moderado 9 (45 %) 3 (15 %) 8 (40 %) 20
0,035
(5-9 buds/CGA)
Alto grado (>9 buds/CGA) 32 (34,4 %) 42 (45,2 %) 19 (20,4 %) 93
Guias recomiendan no 2(7,4%) 1(3,7%) 24 (88,8 %) 27
cuantificar
Invasion perineural
Ausente 51 (35,7 %) 41(28,7%) | 51(35,7%) 143
0,222
Presente 6 (20 %) 12 (40 %) 12 (40 %) 30
Ausencia de datos 0 1 (100%) 0 1
Invasioén linfovascular
Ausente 48 (33,6 %) 43 (30,1 %) 52 (36,4 %) 143
0,913
Presente 9 (30 %) 10 (33,3 %) 11 (36,7 %) 30
Ausencia de datos 0 1 (100 %) 0 1
Extension tumoral (pT)
pT1l 7 (38,9 %) 3 (16,7 %) 8 (44,4 %) 18
0,011
pT2 9 (20 %) 12 (26,7 %) 24 (53,3 %) 45
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Derecho transverso

lzquierdo

Sigma-recto

pT3 27 (31,4 %) 32 (37,2 %) 27 (31,4 %) 86
pT4 14 (56 %) 7 (28 %) 4 (16 %) 25
Infiltracion ganglionar (pN)
pNO 26 (29,2 %) 29 (32,6 %) 34 (38,2 %) 89
pN1 17 (34 %) 16 (32 %) 17 (34 %) 50 0,752
pN2 14 (42,4 %) 9 (27,3 %) 10 (30,3 %) 33
Ausencia de datos 0 0 2 2
Metastasis a distancia en el momento del diagndstico
MO 51 (32.1 %) 49 (30,8 %) 59 (37,1 %) 159
0,704
M1 6 (40 %) 5 (33,3 %) 4 (26,7 %) 15

Asimismo se detectaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a

la localizacion tumoral y el tumor budding (p=0,035) y como se puede apreciar en el

analisis de correspondencias realizado y resumido graficamente en la Figura 11, el 42 %

de los tumores con budding de bajo grado se situaron en el colon derecho-transverso,

el 40 % de los tumores con budding de grado intermedio se localizaron en recto-sigma

y el 45 % de los tumores con budding de alto grado en colon izquierdo.
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©® Tumor Budding
® localizacion
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Figura 11: Representacion grdfica de las relaciones entre las categorias de las variables localizacion y tumor
budding, encontrandose los tumores de mas alto grado en el colon izquierdo
EnlaFigura 12 se expone la asociacién entre la localizacion y la extensién tumoral
(pT), pudiéndose advertir que en recto sigma predominaron los tumores con menor
extension (pT1y pT2), mientras que aquellos tumores que infiltran la subserosa (pT3) se
asociaron con la localizacion en colon izquierdo y los tumores que alcanzaron la serosa

se concentraron en el colon derecho-transverso. Esta asociacidn alcanzo la significacion

estadistica (p=0,011).
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Figura 12: Representacion grdfica de las relaciones entre las categorias de las variables localizacion y la extension

tumoral.
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El resto de variables histomorfolégicas incluidas en el andlisis (grado histolégico,
invasion de ganglios linfaticos y presencia de metastasis en el momento del diagnéstico)

no han mostrado asociacion significativa con la localizacion.

2.2. Tamafio tumoral
Otra de las caracteristicas incluidas en el informe anatomopatolégico es el

tamafiio tumoral, habiendo sido el diametro medio en la presente serie de 3,81 + 1,9 cm.

Esta variable se asocié de forma significativa con el motivo del diagndstico y el
Indice de Masa Corporal. Asi, al analizar la relacién entre el tamafio tumoral y el motivo
del diagndstico, se evidencid que el didmetro del tumor de los pacientes diagnosticados
por sintomatologia (4,37 * 2,14 cm) fue significativamente superior (p<0,001) al de
aquellos tumores de pacientes procedentes de los programas de cribado (3,19 + 1,39
cm). Por otro lado, llama la atencién que los pacientes con peso normal presentaron
tumores con un didmetro (4,60 + 2,04 cm) significativamente superior al registrado en
los pacientes con sobrepeso (3,55 + 1,83 cm; p=0,008) u obesidad (3,25 * 1,42 cm;
p=0,004).

Al observar la relacién de esta caracteristica tumoral con las distintas variables
histomorfoldgicas analizadas, se observé que ademas de relacionarse significativamente
con la localizacién (p<0,001), también lo hizo con el grado histolégico (p=0,012) y la

extension tumoral (pT) (p<0,001).

Respecto al grado histoldgico, el diametro del tumor ha sido directamente

proporcional al grado de desdiferenciacion (Figura 13).
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Tamaio tumoral atendiendo al grado histolégico

8 - p=0,016
7
5 —p=0,025
6
5
4
3
2
1
0
Bien Diferenciado Moderadamente Pobremente Diferenciado

Diferenciado

Figura 13: Relacion entre el tamario tumoral (en cm) y el grado de diferenciacion tumoral. Puede observarse como a
mayor tamario, mayor desdiferenciacion.

Por su parte, al analizar la relacién entre el diametro de los tumores incluidos y
la extension tumoral (pT), aunque el tamafio apenas variaba en aquellos tumores que
infiltraban la submucosa (2,55 + 1,43 cm) y la muscular propia (2,80 + 1,34 cm), éste era
practicamente el doble en aquellos casos en los que presentaron infiltracidon de la

subserosa (4,15 + 1,67 cm) y serosa (5,26 + 2,42 cm).

2.3. Grado histoldgico

En la Tabla 15 se muestra la relacién entre el grado histolégico (Unicamente se
dispone de los datos de 163 pacientes) y el resto de variables histomorfométricas
analizadas, detectandose que ademas del tamafo tumoral, las Unicas variables con las
gue se asocio significativamente son el tumor budding (p=0,014) y la extension tumoral

(p<0,001).
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Tabla 15: Relacion del grado histologico con el resto de variables histomorfométricas. Sig.: significacion estadistica.

Moderadamente Pobremente
Bien diferenciado

diferenciado diferenciado

Tumor budding
Bajo grado 6 (19,4 %) 18 (58,1 %) 7 (22,6 %) 31
Grado intermedio 2 (10 %) 13 (65 %) 5 (25 %) 20 0,014
Alto grado 9 (9,8 %) 75 (81,5 %) 8 (8,7 %) 92
Guias recomiendan
5 (25 %) 14 (70 %) 1(5%) 20
no cuantificar
Invasion perineural
No 21 (15,6 %) 99 (73,3 %) 15 (11,1 %) 135
0,091
Si 1(3,7%) 20 (74,1 %) 6 (22,2 %) 27
Ausencia de datos 0 1 0 1
Invasion linfovascular
No 20 (14,9 %) 99 (73,9%) 15 (11,2 %) 134
0,201
Si 2(7,1%) 20 (71,4 %) 6 (21,4 %) 28
Ausencia de datos 0 1 0 1
Extension tumoral (pT)
pT1l 8 (50%) 8 (50 %) 0 (0 %) 16
pT2 6 (14,3 %) 35 (83,3 %) 1(2,4%) 42
<0,001
pT3 8 (9,8 %) 60 (73,2 %) 14 (17,1 %) 82
pT4 0 (0 %) 17 (73,9 %) 6 (26,1 %) 23
Infiltracion ganglios linfaticos (pN)
pNO 13 (15,5 %) 62 (73,8 %) 9 (10,7 %) 84
pN1 6 (13 %) 35 (76,1 %) 5 (10,9 %) 46 0,341
pN2 3(9,7%) 21 (67,7 %) 7 (22,6 %) 31
Ausencia de datos 0 2 (100%) 0 2
TNM (pM)
MO 22 (14,8 %) 107 (71,8 %) 20 (13,4 %) 149
0,196
M1 0 (0 %) 13 (92,9 %) 1(7,1%) 14
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El analisis de correspondencias entre el grado histolégico y el tumor budding
muestra la relacion entre los adenocarcinomas bien diferenciados y el budding de bajo
grado, los adenocarcinomas moderadamente diferenciados con el budding de alto

grado y los tumores pobremente diferenciados con el budding de grado medio (Figura

14).

® Tumor budding
® Grado histolégico

0,5

0,0

Pobreprénte

Dimension 2

-0,5

-15 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Dimension 1

Figura 14: Representacion grdfica de las relaciones entre el grado histolégico y tumor budding.

Respecto a la relacién existente entre el grado histoldgico y la extensién tumoral,
se observo que el 50 % de los tumores pT1 eran bien diferenciados, el 83 % de los pT2
moderadamente diferenciados y el 26 % de los pT4 pobremente diferenciados,

alcanzéndose la significacién estadistica (p<0,001).

2.4. Tumor budding

Ademads de con la localizacion y el grado histolégico, la presencia de tumor
budding se relaciond significativamente con la presencia de metastasis ganglionares,
observandose que el 76,6 % de los tumores con tumor budding de alto grado asociaban

infiltracién de ganglios linfaticos peritumorales (p=0,032).
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2.5. Invasion perineural

Respecto a la invasién perineural, la Unica variable con la que se produjo una
asociacion significativa fue con la extension tumoral, habiéndose observado que el 83,4
% de los tumores con invasién perineural sobrepasaban la muscular propia, frente al

59,5 % de los tumores sin dicho hallazgo histopatoldgico (p<0,001).

2.6. Invasion vascular

Al analizar la relacién entre la invasion vascular y el resto de variables, se observé
una relacién significativa (p<0,001) con la invasion perineural, donde el 43% de los
tumores con invasidn vascular mostraron invasion perineural, mientras que Unicamente
el 11 % de los casos en los que no se observa invasién vascular se encontré invasion

perineural.

También se observd una asociacion significativa entre la invasion vascular y la
extension tumoral (p=0,008) detectandose que el 80 % de los tumores con invasién

vascular sobrepasaban la pared intestinal (pT3y pT4).

Asimismo, se detectd asociacidn estadisticamente significativa (p<0,001) con la
infiltracion de los ganglios linfaticos peritumorales (pN), evidencidandose que el 66,7 %
de los tumores con invasién linfovascular presentaron infiltracidon ganglionar frente al

42,7 % de los tumores sin invasién linfovascular.

2.7. Extension tumoral

Al estudiar la relacién entre la extensidn tumoral y las variables clinico
demogriéficas incluidas se observd una asociacién estadisticamente significativa
(p<0,001) entre la extension tumoral y el motivo del diagndstico, donde en el 88% de los
tumores que alcanzaron subserosa (pT4) los pacientes habian sido diagnosticados
mediante sintomatologia frente a 12% diagnosticados mediante cribado u origen
hereditario. Asimismo, se pudo observar que el 61 % de los tumores en estadio pT1
habian sido diagnosticados en un programa de cribado frente a 39 % de los pacientes

diagnosticados mediante sintomatologia.

Respecto a la relacidn con las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores

incluidos, la extensién tumoral se asocid de forma significativa (p<0,001) con la
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localizacion, grado histolégico (p<0,001), invasion vascular (p=0,008) e invasién

perineural (p<0,001) como ya se ha mencionado en apartados anteriores.

También se vio asociacién significativa con la invasidon ganglionar (p<0,001),
observandose que el 72 % de los tumores que infiltran serosa (pT4) presentaron

infiltracion de ganglios linfaticos.

2.8. Invasion ganglionar linfatica
Como ya se ha visto en anteriores apartados, la invasion ganglionar linfatica se
asociaba significativamente con la invasién vascular (p=0,017), la invasion perineural

(p=0,001), el tumor budding (p=0,032) y la extension tumoral (p<0,001).

2.9. Vias de carcinogénesis
Para la determinacién de las vias de carcinogénesis se analizaron de manera
conjunta los resultados de IHQ de las proteinas reparadoras y de los microsatélites del

panel de Bethesda.

Figura 15: A) MLH1 positivo 9x, B) MSH? positivo 16,6x, C) MSH6 positivo 8, Ix.

En cuanto a la inmunotincién de las proteinas reparadoras se pudo observar
positividad intacta para MLH1, MSH2 y MSH6 en 147 tumores (84,5 %). En la Figura 15
se muestran casos con tincidn positiva para dichas proteinas reparadoras. En 110 de
estos tumores se identificd pérdida de heterozigosidad (LOH) para alguno de los tres

marcadores dinucleotidicos, lo que sugiere que la via de carcinogénesis es la de
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inestabilidad cromosémica. Dos de ellos (1,4 %) presentaron inestabilidad de

microsatélites (Tabla 16).

Tabla 16: Resultados de la correlacion entre la inmuohistoquimica para MLHI, MSH2 y MSHG6 y los resultados del

andalisis de microsatélites. INC: via de inestabilidad cromosomica, IMS: via de inestabilidad de microsatélites.

Vias de Tincion intacta Tincion Ausencia de tincion
carcinogénesis heterogénea
MLH1, MSH2 y MLH1 MLH1 MSH6 | MSH6+MSH2
MSH6

No

35 2 0 0 0 37
determinada
INC 110 10 0 0 0 120
IMS 2 2 3 1 3 11
Serrada 0 2 4 0 0 6

147 16 7 1 3 174

Profundizando en la inmunotincidon para PMS2, en la Tabla 17 podemos ver la
relacion entre la tincién PMS2 y la via de carcinogénesis. Un 76,2 % de los casos
presentaron positividad intacta, estando un 75 % de estos tumores producidos por la via

de inestabilidad cromosdmica.

Tabla 17: Relacion entre via carcinogénesis y heterogeneidad de la tincion para PMS2. INC= inestabilidad

cromosomica, IMS= inestabilidad de microsatélites.

Via de Tincion Ausencia de
Tincion intacta
carcinogénesis heterogénea tincion
No
25 11 1 37

determinada
INC 84 33 3 120
IMS 2 3 6 11
Serrada 1 0 5 6

112 47 15 174
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Un 9,2 %y casi un 30 % de los casos que presentaron tincion heterogénea fueron
para MLH1 y PMS2, respectivamente. En 12 de los pacientes el mismo tumor presenté
heterogeneidad en la tincién de ambos marcadores. Si bien en 11 casos que fueron
heterogéneos para MLH1 o PMS2, los resultados del estudio de microsatélites no
contribuyeron a la resolucién de la via de carcinogénesis, la mayoria pudieron
resolverse, confirmandose que casi el 70 % se habian producido a través de la via de
inestabilidad cromosdmica, mientras que en un pequefio porcentaje lo hacian mediante
la via serrada o la de inestabilidad de microsatélites. En la Figura 16 podemos observar
la diferencia a nivel histoldgico entre un caso con tincién intacta para MSH6 y un caso

con heterogeneidad para MLH1 en un mismo tumor.
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Figura 16: A) HE 0,5 x, B) MSH6 positivo 0,5 x C) MLH1 heterogéneo 0,5 x.

En 19 casos hay pérdida de expresiéon nuclear para una o mas proteinas
reparadoras, concretamente se detectd pérdida de expresidon conjunta para MLH1 y
PMS2 en 7 casos (4 %), pérdida conjunta de MSH2 y MSH6 en 3 casos (1,7 %), pérdida
de MSH6 en 1 Unico tumor (0,6 %) y pérdida de PMS2 en 8 casos (4,6 %).

De los 7 casos con pérdida de expresiéon de MLH1 y PMS2, dos presentaron
mutacion en BRAF, y en dos casos se detectd hipermetilacién de MLH1. Por tanto, en
estos cuatro casos la carcinogénesis fue mediante la via serrada. De los 8 casos con
ausencia de tincidon para PMS2, en uno no pudo determinarse la via, 3 se produjeron por
la via de inestabilidad cromosémica, otros tres por la via de inestabilidad de

microsatélites y uno por la via serrada.
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En resumen, en el 69 % de los casos (120/174) la carcinogénesis se produjo
mediante la via de inestabilidad cromosémica, en un 6,3 % (11/174) por la de
inestabilidad de microsatélites y 3,4 % (6/174) siguen la via serrada. En un 21,3 %

(37/174) no se pudo determinar la via de carcinogénesis.

La via de carcinogénesis no mostroé relacion significativa con el sexo (p=0,817) ni
con la edad (p=0,774) de los pacientes. Tampoco se observo asociacién significativa con
el motivo del diagndstico (p=0,401). Sin embargo, tal y como se recoge en la Tabla 18, el
64,9 % de los tumores en los que no se pudo identificar la via de carcinogénesis y el 73,3
% de aquellos derivados de la inestabilidad cromosémica se situaron en el colon
izquierdo/recto-sigma, mientras que en el colon derecho predominaron aquellos

secundarios a la inestabilidad de microsatélites (63,6 %) y a la via serrada (83,3 %).

Tabla 18: Relacion entre la via de carcinogénesis y la localizacion de los tumores.

Localizacion
via carcinogénesis Derecho-

Izquierdo Recto-sigma

Transverso
No determinada 13 (35,1 %) 5(13,5 %) 19 (51,4 %) 37 (100 %)
INC 32 (26,7 %) 46 (38,3 %) 42 (35,0 %) 120 (100 %)
0,003

IMS 7 (63,6 %) 3(27,3%) 1(9.1%) 11 (100 %)
Serrada 5 (83,3 %) 0 (0 %) 1 (16,7 %) 6 (100 %)

Por otro lado, se observd que los tumores de la via serrada tuvieron en el
momento del diagndstico un didmetro de 6,1 + 2,0 cm, significativamente superior
(p=0,042) al registrado en el resto de vias de carcinogénesis (IMS: 4,6 + 2,5 cm; INC: 3,7

+ 1,8 cm; No determinado: 3,5+ 1,8 cm).

No se observaron diferencias significativas entre las diferentes vias de
carcinogénesis para el budding tumoral, la invasién linfovascular, la invasion perineural,
la extensidn tumoral y la infiltracion de ganglios linfaticos. Sin embargo, si bien la
mayoria de tumores (73,6 %) fueron moderadamente diferenciados,
independientemente de la via de carcinogénesis, el 40 % de los tumores de la via serrada

fueron pobremente diferenciados (Tabla 19).
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Tabla 19: Relacion entre la via de carcinogénesis y el grado histologico.

Via carcinogénesis Grado histolégico

Bien Moderadamente | Pobremente

Diferenciado Diferenciado Diferenciado
No determinada 10 (30,3 %) 21 (63,6 %) 2(6,1%)
INC 11 (9,5 %) 90 (77,6 %) 15 (12,9 %)
IMS 0 7(77,8 %) 2(22,2%)
Serrada 1 (20,0 %) 2 (40,0 %) 2 (40,0 %)
Total (163) 22 (13,5%) 120 (73,6 %) 21 (12,9 %)

2.10. Otros marcadores inmunohistoquimicos
2.10.1. CDX2

Para la cuantificacion de la expresién de la CDX2, se empled el H-Score (indice
resultante de relacionar la extension de la positividad y la intensidad de dicha tincion).

El H-Score medio para este marcador fue de 231,67 £ 51,01.

Al analizar relacién existente entre la expresion de CDX2 H-Score vy los distintos
factores clinico demograficos, se observéd una relacidn significativa con el motivo de
diagndstico dado que los tumores de los pacientes diagnosticados por sintomatologia
mostraron valores de CDX2 significativamente superiores a los registrados en los
tumores de los pacientes incluidos en un plan de cribado (240,25 + 45,38 frente a 222,9

+ 55,09; p=0,024).

El andlisis de las relaciones de la expresion de CDX2 H-Score con las
caracteristicas histomorfoldgicas revelé que los tumores situados en el colon derecho-
transverso presentaron un H-Score significativamente inferior a los registrados en el

colon izquierdo (216,8 + 61,43 vs 246,77 + 35,03; p=0,024).

Esta variable también mostrd una relacién estadisticamente significativa con el
grado histolégico (p=0,046), observandose que los tumores pobremente diferenciados
mostraron un H-Score inferior a aquellos moderadamente y bien diferenciados, siendo

estos resultados estadisticamente significativos (Figura 17).
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Figura 17: Relacion entre el CDX2 H-Score y el grado histologico.

La relacién entre el CDX2 H-Score y el resto de variables histomorfoldgicas
estudiadas no alcanzé la significacidon estadistica: tamafio tumoral (p=0,171), tumor
budding (p=0,121), invasion linfovascular (0,986), invasion perineural (p=0,871),
extension tumoral (p=0,139) o afectacion linfatica (p=0,463). Esta ausencia de
asociacion se mantuvo con las proteinas reparadoras: MLH1 (p=0,339), PMS2 (p=0,107),

MSH2 (p=0,685) y MSH6 (p=0,685).

2.10.2. p53
Para el andlisis de la expresién de la p53 también se empled el H-Score, siendo el

valor medio en este caso de 113,67 + 96,44.

Respecto a la potencial relacion de este indice inmunohistoquimico con las
variables clinico demograficas incluidas en el estudio, el H-Score para p53 no mostré
asociacion significativa con el sexo (p=0,964), edad (p=0,069), o motivo del diagndstico

(p=0,447).

Sin embargo, al evaluar la relacion entre este H-Score con las variables
histomorfoldgicas, se detectd una correlacion significativa con el tamaifio tumoral
(p=0,016), evidenciandose que el grado de expresién inmunohistoquimica disminuia

segln aumentaba el tamafo del tumor (Figura 18).
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Figura 18: Diagrama de dispersion para el p53 H-score por el tamario tumoral (en cm).

No se alcanzd la significacién estadistica para el resto de las variables:
localizacion (p=0,414), grado histolégico (p=0,596), invasidon perineural (p=0,412),
invasion linfovascular (p= 0,820), tumor budding (p=0,665), extensién tumoral

(p=0,550), y presencia de infiltracion en ganglios linfaticos (p=0,926).

Por otra parte, se pudo realizar el estudio genético completo de los exones de
interés de TP53 en 167 tumores. En 5 casos se analizaron todos los exones a excepcién

del 6. Y en los dos casos restantes no se pudo realizar la técnica.

Se identificé la presencia de mutacion en 65 casos (38,9 %), siendo missense en
49 tumores (75,4 %), nonsense en 9 tumores (13,8 %), de splicing en 4 tumores (6,2 %),
frameshift en 2 casos (3,1 %) y en un caso se identificd una doble mutacién con una

variante missense y la otra nonsense (1,5 %).

Al analizar la posible asociacion entre la expresion IHQ de la proteina p53 vy el
tipo de mutacion identificada en TP53, se evidencid la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) entre la expresién de p53 obtenido por la IHQ
medida como score H-index y el tipo de mutacién identificado (Figura 19). Asi, la
presencia de un cambio de aminoacido (variante missense) se relaciona con alta
intensidad en la tincidn mientras que las variantes que generan proteina truncada

(nonsense, frameshift o splicing) se relacionan con ausencia de tincion.

106



Resultados

300

250

200

150

p53 H-score

100

50

=

Proteina truncada

No mutado Missense

Estado mutacional p53
Figura 19: Asociacion entre el tipo de mutacion identificado en TP53 y la expresion IHQ de la proteina p53 .

Por otro lado, no se encontré asociacidn significativa con el tipo de mutacién en
TP53 y ninguna de las variables histomorfoldgicas analizadas: localizacién (p=0,914),
tamafio tumoral (p=0,965), grado histoldgico (p=0,391), tumor budding (p=0,419),
invasién vascular (p=0,507), invasién perineural (0,654), extensién tumoral (p=0,222), e

infiltracién ganglionar linfatica (p= 0,080).

3. Relacidén entre las variables inmunohistopatoldgicas y la evolucién
tumoral en términos de supervivencia.

Como se puede observar en la Tabla 20, los analisis de supervivencia realizados
mediante la prueba de Kaplan Meier revelaron que la extensiéon tumoral, el tumor
budding, la invasion perineural y la infiltracién de ganglios linfaticos fueron las Unicas
variables relacionadas con la evolucién tumoral en términos de supervivencia global. El
parametro “tumor budding” se ha dicotomizado en bajo grado (budding 1y 2) y alto

grado (budding 3), segun publicaciones previas3®2.
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Tabla 20: Tiempo medio de supervivencia estimado en dias para las variables histomorfologicas estudiadas.

Tiempo estimado medio de seguimiento (dias)

Localizacion

Derecho-transverso

2682,33 +1 38,47

lzquierdo 2834,86 + 119,02 0,453
Recto-sigma 2644,32 + 134,45
Diametro tumoral (cm)
<2,5 2758,27 £152,20
2,5-3,49 2496,36 + 207,28
0,353
3,50- 4,99 2377,18 £194,14
>=5 2392,83 +£191,36
Extension tumoral
pT1 2862,69 +£172,43
pT2 2908,04 £ 111,36
<0,001
pT3 2836,67 £ 107,46
pT4 1864,49 + 227,29
Tumor budding
Medio/bajo grado 3043,35 + 85,36
0,003
Alto grado 2673,49 £ 115,35
Invasién perineural
No 2924,86 + 78,06
<0,001
Si 1942,54 + 202,82
Invasién linfovascular
No 2807,85 + 87,47
0,149
Si 2505,89+183,24
Invasién ganglios linfaticos
pNO 3100,84 + 73,17
pN1 2465,32 £ 163,86 <0,001
pN2 1978,03 + 205,68
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Respecto a la extensidon tumoral (Figura 20), aquellos pacientes en los que los
tumores infiltraban la serosa presentaron un tiempo de supervivencia

significativamente inferior a aquellos en los que no se objetivé dicha invasion.
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Figura 20: Curva de supervivencia global atendiendo a la extension tumoral. (Los valores censurados, se refieren al
dia en el que se produjo un fallecimiento).

Asimismo, otro factor directamente relacionado con la supervivencia global fue

la afectacion de los ganglios linfaticos, observandose tiempos de supervivencia

significativamente inferiores (p<0,001) en aquellos pacientes con metastasis

ganglionares respecto a aquellos en los que no se produce dicha afectacidn.

La distribucion de la recidiva se relacioné directamente con el estadio tumoral
previo como se muestra en la Tabla 21, en la que se puede observar que el 76 % de los
pacientes que recayeron mostraban infiltracion de los ganglios linfaticos en el area

peritumoral (Estadios 3y 4).
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Tabla 21: Relacion entre la recidiva y el estadio tumoral.

Estadio

~ Significacion

Total

Recaida < No  42(33,1%) | 34(268%)  43(339%) 8(63%) 127

N (%) Si 5 (10,6 %) 6 (12,8 %) 29(61,7%) 7 (14,9 %) 47
<0,001
174
Total 47 (27 %) 40 (23 %) 72 (41,4 %) 15 (8,6 %)
(100 %)

De hecho, al determinar el tiempo estimado hasta la recidiva mediante un
andlisis de supervivencia, se determind que éste era significativamente inferior (p<0,01)
en pacientes con tumores en los estadios 3 y 4 respecto a los calculados para los estadios

1y 2 (Figura 21).
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Figura 21: Curva de supervivencia (tiempo libre de recidiva) atendiendo al estadio tumoral. Cuanto menor es el
estadio tumoral, mayor es la supervivencia. (Los valores censurados, se refieren al dia en el que se produjo un
fallecimiento).

Estos resultados se relacionaban directamente con las otras dos variables en las
que se ha registrado relacion con la evoluciéon tumoral: tumor budding e invasién

perineural.
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Como se puede observar en la Tabla 22 tanto el tumor budding como la invasion
perineural se revelaron como factores de riesgo independientes de afectacién
ganglionar. De hecho, el que un tumor presentara tumor budding de alto grado
aumentaria 2,6 veces la probabilidad de que se produzca infiltracién ganglionar respecto
a aquellos casos en los que el tumor budding fuera de bajo grado o grado intermedio.
Igualmente, esta probabilidad seria 3,8 veces superior en aquellos tumores que
mostraran invasiéon perineural respecto a los que no la presentaran. El resto de los
factores incluidos (localizacién, tamafo tumoral, grado histolégico e invasion

linfovascular) no alcanzaron la significacion estadistica.

Tabla 22: Modelo de regresion logistica que incluye las distintas variables histomorfologicas incluidas en el estudio
como potenciales factores de riesgo de infiltracion ganglionar linfatica. Sig. = significacion, OR= odds ratio, CI=

intervalo de confianza.

Sig. OR 95% C.l. para OR
Inferior Superior

Localizacion 0,417

Diametro tumoral 0,913 1,012 0,815 1,258
Grado histolégico 0,385

Tumor budding alto grado 0,026 2,632 1,12 6,186
Invasion perineural 0,028 3,815 1,16 12,549
Invasion linfovascular 0,195 1,98 0,705 5,561

Sin embargo, al incluir todas las variables histoldgicas en un modelo de regresion
de COX (Tabla 23) dnicamente el tumor budding, la extensidon tumoral y la existencia de
infiltracién ganglionar linfatica influian de forma significativa sobre el tiempo de
supervivencia. Respecto a la extensién tumoral, se dividié en bajo riesgo (pT1-pT3) y alto
riesgo (pT4), debido a que estudios previos sefialaban que si bien no se observaba efecto
de pT1-pT3 sobre el prondstico, pT4 se consideraba un marcador de mal prondstico per

56363.
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Tabla 23: Factores de riesgo independientes de supervivencia global (regresion de Cox). Sig.= significacion, OR=

Odds ratio, CI= intervalo de confianza.

95,0% Cl para OR

Inferior Superior
Tumor Budding (Alto grado) 0,027 | 3,055 1,138 8,197
Extension tumoral (pT4) 0,005 3,085 1,416 6,722
Infiltracion ganglios linfaticos 0,004 @ 3,738 1,532 9,122

En la Figura 22 se muestran las curvas de supervivencia para las variables con

efecto en la misma.

Tumor budding
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—1Alto grado
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Figura 22: Curvas de supervivencia de variables que se relacionan significativamente con la evolucion tumoral en

términos de supervivencia global.

Asimismo, se ha investigado la relacién de las diferentes variables histolégicas
incluidas en el presente estudio con la probabilidad de recidiva, incluyendo los 169 los

pacientes a los que se realizd un seguimiento.
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De las variables analizadas Unicamente la invasién perineural, la infiltracidn de
ganglios linfaticos y el CDX2 H-Score se revelaron como factores independientes de
riesgo de recidiva. Como se muestra en la Tabla 24, atendiendo al modelo de regresién
generado, aquellos pacientes cuyos tumores presentaban invasién perineural tenian
una probabilidad 3 veces mayor de tener recidiva que aquellos sin invasién. Asimismo,
la probabilidad de recidiva era 2,5 veces mayor en aquellos pacientes con infiltracién
ganglionar linfatica respecto a los que no presentaron metdstasis ganglionares. Por
ultimo, por cada unidad que aumenta el CDX2 H-Score, la probabilidad de recidiva
disminuia en 0,992 puntos, es decir, a mayor intensidad y extension de la tincién, menor

era la probabilidad de recidiva.

Tabla 24: Factores de riesgo independientes de recidiva tumoral en términos de supervivencia (regresion de Cox).

Sig. = significacion, OR= Odds ratio, CI= intervalo de confianza.

95,0% Cl para OR

Inferior Superior
Invasion perineural 0,001 2,996 1,553 5,778
Infiltracion 0,007 2,564 1,3 5,06

ganglios linfaticos

CDX2 H-Score 0,002 0,992 0,987 0,997

Concretamente, los pacientes cuyos tumores presentaban un CDX2 H-Score
menor o igual a 152 puntos tuvieron un tiempo libre de recidiva significativamente
inferior a aquellos con un H-Score superior a este umbral (1517,30 + 410,01 dias vs

2609,47 £+ 99,90 dias; p=0,017). Estas diferencias se muestran en la Figura 23.
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Figura 23: Curva de supervivencia atendiendo al CDX2.

Por su parte, en los analisis de supervivencia realizados no se encontraron
diferencias significativas en funciéon de las vias de carcinogénesis (p=0,446) ni al
determinar los tiempos transcurridos hasta la recurrencia, ni en los tiempos de

supervivencia global (p=0,085).

Asimismo, como podemos ver en la Tabla 25 y Figura 24 el tipo de mutacién en

TP53 tampoco jugd un papel en los tiempos hasta la recidiva o de supervivencia global.

Tabla 25: Tiempo hasta recidiva en funcion de mutacion de p53.

Medias para el tiempo de supervivencia hasta recidiva

Estimacion |Desv. Error Intervalo de confianza de 95 % Sig.

Limite inferior | Limite superior

No mutado 2589,445 120,176 2353,899 2824,99
Missense 2574,029 176,612 2227,87 2920,188 | 0,861
Proteina truncada 1954,733 270,501 1424,552 2484,915
Global 2621,707 98,354 2428,933 2814,48
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Figura 24: Funcion de supervivencia global para la mutacion de p53.
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Discusion

1. Diagndstico clinico y anatomopatoldgico

El cancer es una enfermedad en la que las células de cualquier 6rgano se
reproducen de forma descontrolada, al perderse los mecanismos de control del ciclo
celular. Ello ocasiona una proliferacion de células atipicas, que crece en el drgano
huésped, pudiendo llegar a invadir érganos vecinos y denominandose dicho proceso

metdstasis’.

Se denomina cancer colorrectal (CCR) cuando la proliferacion de células atipicas

estd presente en el colon y/o recto?.

El CCR es una patologia con una alta incidencia y mortalidad en paises
desarrollados, siendo el adenocarcinoma de colon el tipo histolégico mas frecuente, con
una frecuencia del 90 % sobre el total de tumores colorrectales®®®. En el afio 2018, el
Globocan publicaba los datos de incidencia para CCR, siendo el tercero en incidencia y

guinto en mortalidad.

La incidencia tan elevada de CCR en los paises desarrollados planteé la necesidad
de disefiar programas de cribado*?'8. Dichos programas consisten en realizar de manera
anual o bianual un test para detectar la presencia de sangre oculta en heces. Esta prueba
se realiza entre los 50-70 afos, habiendo demostrado reducir significativamente la
incidencia y la mortalidad?19:364:373,365-372 de| CCR. Profundizando en nimeros de estos
dos parametros, algunos autores reportan descensos de hasta un 33 y un 43 %,

respectivamente?19,365367,369,372

Por tanto, la participacién en el programa de cribado puede emplearse como
método diagndstico y terapéutico?®®. Ademas, se asocia con un diagndstico en estadios

376 como hemos visto

mds precoces3’#37> y con ello, tumores de menores dimensiones
en nuestra serie. Para apreciar estas mejoras es importante conocer algunos términos
del ambito de anatomia patoldgica. El estadiaje patolégico Tumor-Node-Metastasis
(TNM) es un sistema estandarizado, desarrollado en 1957, y actualizado regularmente,
por la American Joint Comitee on Cancer (AJCC)**>?>3 con el objetivo de unificar el
diagnéstico, manejo y establecer el prondstico del paciente oncolégico a nivel

mundial?®22>4, Este sistema describe una serie de pardmetros entre los que se

encuentran: profundidad de invasiéon tumoral (pT), numero de ganglios linfaticos
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afectados (pN) y si hay otros 6rganos implicados (pM)?°2. En nuestra serie, el 61 % de los
tumores en estadio pT1, los menos agresivos, habian sido diagnosticados gracias a los
programas de cribado frente al 39 % de los pacientes diagnosticados mediante
sintomatologia. Por otro lado el 88 % de los tumores que alcanzaron la subserosa, los
mas agresivos (pT4), fueron diagnosticados mediante sintomatologia frente a 12 %
diagnosticados mediante cribado poblacional u origen hereditario. Ademas, el diametro
del tumor era significativamente menor en los pacientes diagnosticados por cribado,
con un tamafo de 3,19 * 1,39 cm, frente a los diagnosticados por sintomas, que
presentaban un tamafiode 4,37+ 2,14 cm. Y, en cuanto a las implicaciones a largo plazo,
mientras un 50 % de los pacientes diagnosticados por sintomas estaban vivos tras 5 afios
de seguimiento, esta cifra ascendia al 80 % en el grupo de pacientes diagnosticados por
cribado. El motivo de diagndstico ha sido un factor de riesgo independiente de recidiva
tumoral frente a otras variables clinico-demograficas (como sexo, IMC o edad). Estos
resultados son muy similares a los publicados por Pande et al?’%, donde describian una
supervivencia a 5 afios del 78 % en aquellos pacientes diagnosticados por cribado frente
a un 51 % en aquellos diagnosticados por sintomas. Ademas, concluyeron que la mejor
supervivencia en el grupo de cribado probablemente se debiese a que éstos tenian un
menor estadio tumoral al diagndstico, tal y como hemos observado en nuestra muestra.
Es decir, la participacién en programas de cribado conlleva un diagnéstico mas precoz,

siendo por ello el responsable de mejores resultados de supervivencia.

Es importante resaltar que los pacientes diagnosticados por sintomas tenian
edades significativamente inferiores (p=0,009) en comparacién a aquellos
diagnosticados por cribado, teniendo ademas peores tiempos de supervivencia
(p=0,001). Hay que destacar que 15 (16,8 %) de los pacientes diagnosticados por
sintomas, no podrian haber participado en el programa de cribado al desarrollar el
tumor a una edad inferior a 50 afios. Ademads, de la poblacién susceptible de participar
en el cribado de nuestra serie, 74 pacientes no fueron diagnosticados mediante este
programa, sino por sintomatologia, lo que nos lleva a pensar en la importancia de una
mejora en las campafias de informacion de los programas de cribado, asi como en la
necesidad de modificar los criterios de inclusién, como ya se viene defendiendo en

diferentes articulos®’”37°, Concretamente, viendo que la incidencia de CCR estd
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cambiando en los paises desarrollados y que este cambio esta siendo mas pronunciado
en pacientes menores de 50 afios, recientemente se ha propuesto la necesidad de
establecer nuevos criterios de inclusién para adaptarse a estos cambios. En esta linea,
un estudio llevado a cabo por Gausman et al*’’, describia que el 40 % de los pacientes
diagnosticados de CCR se encontraban entre los 40-49 anos, lo que unido a que la
incidencia estimada en menores de 50 ainos se duplicara en los préximos afios, hace que
estos autores consideren la importancia de identificar a aquellas personas menores de
50 afios con un mayor riesgo de CCR como pueden ser pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal, con antecedentes familiares y/o sexo vardn, entre otros, para
poder ser incluidos en un programa de cribado 37738, Tanto es asi que la Sociedad
Americana de Oncologia ya ha recomendado reducir la edad de inclusién al cribado a los

45 afios3777379

De hecho, al igual que en nuestra muestra, enla que la gente mds joven mostraba
tiempos de supervivencia significativamente inferiores , multiples estudios afirman que
el CCR en personas menores de 50 afios suele ser de mayor grado que en personas
mayores, atribuyendo esta diferencia a factores biolégicos (histologia mucinosa o en
anillo de sello y peor diferenciacién) aunque se necesitan mas estudios para alcanzar

resultados més concluyentes377,381-383,

Por otra parte, se ha visto que el riesgo-beneficio de seguir con los cribados mas
alld de los 75 afios es cuestionable. Garcia-Albéniz et al*®* publicaron un articulo en
2016, afirmando que en aquellos pacientes mayores de 75 afios, la realizacidon de una
colonoscopia de control o tras una prueba de sangre oculta en heces positiva, reducia la
mortalidad un 0,2 %, siendo superior la morbilidad que podia acontecer tras la
realizacion de la prueba (perforacién, sangrado digestivo, ileo paralitico, arritmias...) a

los posibles beneficios.

Desglosando los datos de Globocan por sexo, éstos mostraban que el CCR era un
11 % mas frecuente en hombres que en mujeres*, siendo estos resultados muy similares
a los observados en nuestra cohorte, donde hemos obtenido unos resultados
estadisticamente significativos (p=0,028) con un 17,2 % mas de hombres. Son varias las

hipdtesis que intentan explicar esta diferencia en la incidencia en ambos sexos.
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Por una parte, se baraja la diferencia hormonal que existe entre hombres y
mujeres. Como es conocido, las mujeres tienen valores mas elevados de estrégenos y
menores niveles de testosterona. Diferentes autores han propuesto que las hormonas
femeninas y la terapia hormonal sustitutiva tienen un efecto protector en el desarrollo
de CCR383% ya que las mujeres premenopausicas y postmenopdusicas en tratamiento
con terapia hormonal sustitutiva tienen menor incidencia en CCR comparado con
hombres de su misma edad3®3°>, Incluso algunos autores afirman que los hombres
menores de 50 afos tienen el doble de riesgo que una mujer de su misma edad de
padecer un CCR3973%7 A estas edades, las mujeres suelen ser hormonalmente activas y
por ello estarian “protegidas”. Sin embargo, un metaanalisis publicado recientemente
por Mori et al*®® describié que existia una evidencia limitada entre la asociacién de

hormonas enddgenas y el CCR.

Por otra parte, es conocido y ampliamente publicado que los hombres practican
un estilo de vida menos sano o mas nocivo para la salud que las mujeres, siendo mas
propensos a ingerir dietas ricas en carne roja y procesada, consumir cantidades mas
elevadas de alcohol, tener mayores indices de obesidad y fumar en mayor

cantidad39°4%, factores con una probada relacién con el CCR%:102.104,

Ademads, en nuestra serie, el porcentaje de varones diagnosticado por cribado
fue un 6 % inferior al de mujeres. Estos resultados son muy similares a los recogidos en
la revisidn sistematica publicada por White et a/*°!, donde el grupo de mujeres tenia un
5 % mas de participacion que el grupo de varones. Es decir, aun conociéndose las
ventajas de participar en los programas, el colectivo de varones muestra reticencias a
participar en é1%°1, Se han propuesto diferentes motivos para justificar la menor
participacién de varones, entre los que se encuentran el estereotipo que tiene la
manipulacién del drea ano-genital en la masculinidad de hombres heterosexuales de
algunas poblaciones3®®, |la escasa difusion de los programas de cribado , la falta de

tiempo para acudir a e|364366:373401 y o miedo a ser diagnosticado36401,

Las revisiones sistemadticas mds actuales destacan la importancia que tiene el
médico de atencidn primaria para promover la participacién de varones, ya que estos
son mas susceptibles de participar en los programas si se lo recomienda su médico364°1,

y asi intentar minimizar estas diferencias.
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Esta reticencia a participar en los programas de cribado implica que la edad
media de diagndstico sea mayor en los varones?®?!. Asi, en nuestra muestra hemos
observado que los hombres son al diagnéstico dos afios mayores de media que las

mujeres diagnosticadas de CCR (58,15 vs 56,04 afios).

Ademas del sexo, en nuestra muestra, la obesidad mostré, de forma
estadisticamente significativa, una relaciéon inversa con el tamafio tumoral, es decir, a
mayor IMC, menor tamaino tumoral. Estos resultados resultan paraddjicos, ya que,
segun la literatura, la obesidad induce un aumento de expresién de factores pro
inflamatorios, aumentando con ello las probabilidades de la génesis de un CCR8%%6~
101402 'no su disminucidon. Sin embargo, en un trabajo realizado en 2021, Silva et al
plantearon la posibilidad de que el motivo por el que los pacientes obesos e hipertensos
pudieran tener tumores de menor tamafo podria deberse al consumo de
antihipertensivos como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y los
antagonistas del receptor de la angiotensina Il, que poseen un efecto anti proliferativo
y fomentan la apoptosis?®. Asimismo, sugieren que el hecho de que los pacientes con
sobrepeso tengan un mejor estado nutricional con una mayor reserva de grasa muscular
pudiera permitirles convivir con el sindrome metabdlico producido por el tumor#04405,
Ademads, los pacientes con obesidad tienen un sistema inmune “activado” debido al
estado de inflamacidn crénica con el que conviven y este estado de activacion
inmunitaria, podria contribuir a la reduccion del tamafio tumoral#®>4%, Por dltimo,
plantearon la posibilidad de que los tumores que se desarrollan en un ambiente

“obesogénico” muestren variantes moleculares mas indolentes?#0>407,408,

Entre los factores que también pueden jugar un papel en el desarrollo del CCR se
encuentran las alteraciones genéticas, bien heredadas o producidas a nivel somatico.
Segun la literatura, se estima que entre el 20 % y el 30 % de los CCR son familiares y que
alrededor del 5 % estéan relacionados con un sindrome genético conocido®4%. Dentro de
los sindromes genéticos asociados con mayor frecuencia al CCR se encuentra el
sindrome de Lynch®, caracterizado a nivel de anatomia patoldgica por presentar
inmunotincidn negativa para alguna de las proteinas reparadoras (MLH1, MSH2, MSH6
y/o PMS2), asociado o no a inestabilidad de microsatélites'®. Por lo general para el

estudio de inestabilidad de microsatélites se emplean los marcadores acordados en
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Bethesda®’, que incluyen dos mononucleotidicos (BAT25 y BAT26) y tres dinucleotidicos
(D2S123, D55346 y D175250). De esta manera es posible, no sélo detectar la presencia
de inestabilidad, sino también la de pérdida de heterozigosidad, seial de encontrarnos

135" Con estas

ante un tumor producido por la via de inestabilidad cromosdmica
herramientas, en nuestra muestra pudimos detectar que un 69 % de pacientes tuvieron
tumores causados por la via de inestabilidad cromosdémica (INC) y un 3,4 % se
produjeron por la via serrada, ambas, por lo general, asociadas con la forma esporadica
de la enfermedad. En un 6,3 % de los tumores identificamos inestabilidad de
microsatélites (IMS), tanto asociado a pérdida de inmunotincién para alguna de las
proteinas reparadoras, lo que orienta su estudio genético en linea germinal, como en
presencia de inmunotincién conservada para las cuatro proteinas analizadas. En el 21,3
% de los casos no se pudo determinar la via causante del tumor, por presentar tanto

inmunotincion conservada como no alteracién (ni inestabilidad ni pérdida de

heterozigosidad) en los microsatélites analizados.

Para los estudios de identificacion de la via de carcinogénesis, necesarios tanto
para el diagndstico como para el prondstico del CCR, en los servicios de anatomia
patolégica se emplea de forma rutinaria la inmunohistoquimica frente a las proteinas
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Sin embargo, algunos autores han publicado la necesidad

de realizar técnicas de biologia molecular por su mayor precisién*©

, aunque estas
recomendaciones no se incluyen adn en las guias actuales. De acuerdo con estas guias,
existen tres posibles interpretaciones de los resultados de la inmunotincién para las
proteinas reparadoras*!!: (i) expresién conservada, cuando se observa positividad
nuclear en las células tumorales con control interno positivo; (ii) pérdida de expresion,
cuando se observa ausencia de tincidn nuclear en las células tumorales con control
interno positivo y (iii) no valorable, cuando no se observa control interno. Segun la
literatura, entre el 1-10 % de los pacientes con CCR tendran un resultado erréneo tras
realizarse la inmunohistoquimica para las proteinas reparadoras. Parte de esos errores
pueden deberse a la interpretacion que se aplica a aquellos casos en los que se

encuentra una inmunotincion heterogénea. La heterogeneidad de tincidn, podriamos

definirla como la presencia, en un mismo cristal, de areas tumorales con tincién junto
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con areas tumorales sin tincién o tincién con menor intensidad, siempre que los

controles no pierdan intensidad y sean positivos?3.,

Las principales causas descritas como asociadas a la heterogeneidad de tincion
son la mala diferenciacién tumoral, la mala o baja especificidad del anticuerpo,
mutaciones heterogéneas de second hit, acumulacién de metilacion del promotor de
MLH1 en las dreas del tumor seleccionadas, haber recibido el paciente quimioterapia o
radioterapia, problemas en la técnica relacionados con el manejo de la muestra (mala

fijacion, hipoxia celular/necrosis, estrés oxidativo...)?>1.

La frecuencia con la que algunos autores describen los casos de heterogeneidad
es muy variable. Asi, por ejemplo, Joost et al?*! recogieron los datos de tincion de
proteinas reparadoras durante 5 afios en dos centros terciarios y contabilizaron 14 casos
con heterogeneidad. Estos datos son muy diferentes de los publicados por Greenberg et
al*3, que objetivaron una heterogeneidad del 16,6 % (24/145 tumores) y de los
obtenidos en nuestro estudio, en el que un 29 % (51/174) de los tumores mostraron
heterogeneidad para alguna de las proteinas reparadoras. Esta disparidad de resultados
puede ser debida a que mientras que Joost et al utilizaron como anticuerpo los
fabricados por Dako, tanto nuestro equipo como en el Greenberg et al empleamos
clones de Roche. En nuestros casos, los 51 tumores que mostraron heterogeneidad de
tincidn lo hicieron para MLH1, PMS2 o MLH1 y PMS2, siendo los defectos de tincidn para
PMS2 los que se han presentado de forma mas frecuente (35/51 casos), como ya ha sido

previamente publicado*®°.

La literatura actual sugiere que ante un caso con heterogeneidad en la tincién o
un paciente que haya recibido quimioterapia o radioterapia, se deberian realizar
técnicas de biologia molecular para apoyar o descartar el resultado obtenido mediante
la inmunohistoquimica??#?31, En nuestro caso, el estudio de los microsatélites del panel
de Bethesda, independientemente de que el paciente hubiera o no recibidos quimio- o
radioterapia, permitié caracterizar la via de carcinogénesis en 40 de los 51 tumores con
inmunotincidon heterogénea, confirmandose, como era de esperar, que casi el 70 % se
habian producido a través de la via de inestabilidad cromosdmica, mientras que en un
pequeio porcentaje lo hacian mediante la via serrada o la de inestabilidad de

microsatélites. Es especialmente resefiable este grupo de pacientes con inestabilidad de
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microsatélites, no sélo porque el tratamiento a emplear es especifico (compartido con
los pacientes con tumores de la via serrada), sino también por el impacto familiar y la
posibilidad de prevencién de nuevos casos en esas familias tras el estudio genético en
linea germinal. Algo similar a lo ocurrido en los casos de tumores con inmunotincién
conservada para las cuatro proteinas reparadoras en las que el estudio de microsatélites
ha permitido identificar inestabilidad y, por tanto, sospechar la presencia de un cdncer

de colon hereditario.

Las vias moleculares de la oncogénesis parecen ser las responsables de que el
colon proximal y el distal tengan origenes embriolégicos diferentes**2. Asi, mientras que
los tumores en el colon derecho se asocian con mutaciones en BRAF, via de IMS o via
serrada (mutaciones asociadas con peor prondstico*'?), los tumores con mutacién en
TP53y KRAS (frecuentes en la via de INC) son mds comunes en colon izquierdo*3-41> En
nuestra muestra, se confirman estos resultados dado que el 73,3 % de aquellos
derivados de la inestabilidad cromosémica se situaron en el colon izquierdo/recto-
sigma, mientras que en el colon derecho predominaron aquellos secundarios a la

inestabilidad de microsatélites (63,6 %) y a la via serrada (83,3 %).

Por otro lado, al estudiar la relacién existente entre las diferentes caracteristicas
histomorfolégicas de los tumores incluidos en nuestra muestra, hemos observado una
clararelacién entre la localizacion y otras variables analizadas, como el tamafiio tumoral,
la edad en el momento del diagndstico, el grado de diferenciacién histoldgica y el

estadio TNM.

Respecto a la asociacién existente entre la localizacion y el tamafio tumoral,
hemos visto que los tumores en colon derecho muestran un diametro significativamente
mayor que aquellos surgidos en colon izquierdo. Esta relacién puede ser debida a que
los tumores en colon derecho asocian la via serrada de forma mas frecuente. Esta via se
caracteriza por producir lesiones semipediculadas, mientras que las lesiones en colon

416417 A su vez, la

izquierdo suelen ser mas excrecentes y de fdcil visualizacion
proximidad al orificio anal de las lesiones en colon izquierdo permite que sean mas
faciles de identificar y extirpar, dando lugar a diagndsticos en estadios mas precoces,
con tumores de menores dimensiones y menor desdiferenciacion &. Ademas, cabe

destacar que las lesiones en colon izquierdo suelen debutar con una sintomatologia mas
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evidente, ya que los pacientes presentan expulsion de sangre fresca, cambios en habitos
deposicionales, tenesmo y distensién abdominal de forma mas frecuente, mientras que
los pacientes con tumores en colon derecho suelen debutar con fatiga, pérdida de peso,
anemia, fiebre de origen desconocido y anorexia, siendo estos sintomas mas
inespecificos y haciendo que estos pacientes consulten de forma mas tardia con el
efecto que eso puede tener en tamafio y el estadio patoldgico?!’?18418 De hecho, en un
trabajo de Alexiusdottir et a/*'® se observéd que la presencia de hematoquecia se
relacionaba con un estadio TNM mas bajo frente a otros sintomas mads inespecificos
como cambios en habitos deposicionales, dolor abdominal agudo y sintomas de
malestar agudos que se relacionaron con CCR mds avanzado. Asimismo, Patel et a/*'®
describieron que la localizaciéon en colon derecho era mads frecuente en pacientes de
mas de 70 afios, lo que aumenta la probabilidad de que estos pacientes se encuentren
fuera de los programas de cribado, siendo diagnosticados de forma mas tardia, por
sintomatologia y con tumores mas avanzados (mayor pT, mayor dimension y peor

diferenciacion).

Por otra parte, y aunque en nuestra muestra no hemos encontrado una relacién
estadisticamente significativa entre la localizacién y el grado de diferenciacién
histoldgica (p=0,05), si que hemos constatado que la mayoria de pacientes con tumores
pobremente diferenciados estaban localizados en colon derecho (57 % vs 43 %), como

ha sido reportado previamente por Aoyama et al*?° y Benedix et al*?%.

Esta relacion entre la localizacidn y los criterios clasicos de severidad morfolégica

se evidencia asimismo con el estadio patoldgico y el tumor budding,

Respecto al estadio patoldgico, hemos visto que mientras que los tumores
localizados en recto-sigma muestran estadios patoldgicos mas bajos (pT1 y pT2), los
tumores en colon derecho se asocian con estadios patoldgicos mas avanzados (pT4),
siendo estos resultados estadisticamente significativos. Como se ha descrito en la
literatura®?%42! esta diferencia en el estadiaje podria deberse a que, previo a la cirugia,
los pacientes con tumores en recto-sigma reciben tratamiento neoadyuvante, cuyo

objetivo es reducir la extensién tumoral para poder realizar cirugias menos agresivas.

El tumor budding es una caracteristica que estd relacionada con la extensién

tumoral en forma de células Unicas o en grupos de menos de cuatro células en el margen
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invasivo del tumor319320, lama la atencidn que en nuestra muestra los tumores en colon
derecho mostraron un tumor budding de bajo grado, mientras que aquellos localizados
en recto-sigma y colon izquierdo mostraron tumor budding de grados medio y alto,
respectivamente. Estos resultados son concordantes con un articulo publicado en el afio
2003, en el cual relacionaban la localizacién derecha con un incremento de tumores con
IMS vy, a su vez, con un menor budding tumoral*?2, Sin embargo, en la literatura no hay
acuerdo respecto a esta variable. De hecho, un reciente articulo publicado por Gan et
al*?® afirmaba que los tumores en regién cecal asociaban budding de alto grado, lo que
podria estar relacionado con el hecho de que en el ciego disminuya la frecuencia de

tumores con IMS, como publicaron Landau et al*?* y Wright et al*?.

La bibliografia apoya con firmeza que aquellas areas con IMS tienen una mayor
concentracion de linfocitos intra o peritumorales que podria comportar una reduccién
del crecimiento y de la expansidn tumoral, ya que los linfocitos CD4, CD8 y Natural killer
se encargan de la eliminacion de células malignas*?>™?7, Como describen Wright et al*??,
un rasgo caracteristico de los tumores con IMS es la presencia de una respuesta
inflamatoria exacerbada, que conlleva una mejoria prondstica. Como consecuencia,
estos tumores se relacionan con unos valores inferiores de budding en comparacion a
aquellos localizados en colon izquierdo?8¥422, Sin embargo, y debido a que la evidencia
encontrada en la literatura no es concluyente, se necesitarian mds estudios que

permitan determinar unas conclusiones mads robustas.

Continuando con el estudio de las relaciones entre las variables histopatoldgicas
analizadas, el tamafio tumoral mostrd, en nuestra serie, una relacion directamente
proporcional con el grado de desdiferenciacion tumoral. Nuestros resultados coinciden
con aquellos publicados por Saha et al*?8, quienes establecian que a mayor tamafio del
tumor, peor era la diferenciacidon tumoral, con una disminucién de la supervivencia

global de 5 afios.

Aunque este grupo no formuld ninguna hipdtesis que relacionase tamafio
tumoral y grado de diferenciacién, si que sugirieron que aquellos con mayor tamafio
asociaban un comportamiento mdas agresivo. Un estudio llevado a cabo por Indcio de
Tella et al*?° en tumores en otra localizacién, concluia que aquellos tumores de mayores

dimensiones asociaban mayores indices de proliferacidn. Esto puede dar lugar a que la
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rdpida divisién celular impida el correcto funcionamiento de los puntos de control,
produciendo una poblacién celular que resultara mds desdiferenciada que la estirpe

anterior.

El analisis de la relacién entre el didmetro tumoral y estadio patolégico ha
mostrado que los tumores que sobrepasan la muscular propia (pT3 y pT4) han
presentado un tamafio significativamente superior a aquellos que no sobrepasan la
muscular propia (pT1y pT2), lo que podria reforzar la idea de que los tumores de mayor
tamariio llevan mas tiempo proliferando, aumentando la probabilidad de extensién en
profundidad como se describié en el estudio publicado por Saha et al*?%. En éste se
sugirié que el mayor tamafio y su relacidén con estadios pT mads elevados podian estar

causados por una mayor agresividad tumoral.

Por ultimo, en cuanto al didmetro tumoral se refiere, en nuestra muestra hemos
observado que cuanto mayor es el diametro tumoral, menor es el H-Score de p53
(p=0,016). El H-Score es un algoritmo que funciona con imagenes histoldgicas y se
emplea para cuantificar tinciones de inmunohistoquimica de forma estandarizada. Este
algoritmo relaciona el nimero de células tefidas con la intensidad de la tincidn,
permitiendo realizar cuantificaciones precisas, siendo mucho mas objetivo que el
contaje de visu realizada en la mayoria de centros actualmente33, La técnica del H-Score
elimina la variabilidad inter observador, estandarizando resultados de IHQ, que
permitan relacionar la intensidad y cantidad de tincion con caracteristicas
prondsticas3>3. Esta asociacidon entre el tamafio tumoral y la expresién de p53 se ha
descrito en la literatura previamente, habiéndose observado un mayor tamano tumoral
en aquellos con ausencia de expresion de la p53°°. Sin embargo, estos resultados no
pueden ser comparados con los nuestros debido a que mientras que nosotros
empleamos el H-Score, que mide positividad e intensidad de tincidn, ellos Unicamente

dividieron los pacientes en aquellos con tincidon positiva y aquellos con negativa.

En nuestro estudio, hemos dividido el estado de inmunotincién de p53 en tres
grupos tras la realizacién de técnicas de IHQ y de biologia molecular. Aquellos pacientes
con mutaciones missense mostraron valores de H-Score entre 150-270

aproximadamente, mientras que en aquellos pacientes con proteinas truncadas
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(frameshift, nonsense y splicing) los valores fueron entre 0-35, aproximadamente. Los

tumores con un H-Score intermedio mostraron una TP53 nativa.

Estos resultados podrian deberse a que en aquellos casos con mutacién
missense, el gen TP53 forma una proteina estable que probablemente tenga una funcién
defectuosa y sea necesario que se transcriba en mayor cantidad, lo que da lugar a la
sobreexpresion por IHQ. Por otro lado, en los casos en los que se forma una proteina
truncada, al no haber una proteina estable, no se produce tincion!®”183430 En cuanto al
grupo de casos wild type para p53, la sintesis y degradacion de p53 estd regulada y sus

niveles de expresion estdn presentes!®’ 431,

Aunque se han publicado resultados similares relacionando el estado de TP53 y
la tincidon mas o menos intensa de p53 187,189,196,279,430,432 'nq se han encontrado estudios
previos que relacionen usando el H-Score. Esto resulta importante, ya que si Unicamente
se realiza la estratificacion en dos grupos (presencia/ausencia de tincion), aquellos
pacientes con p53 nativa estarian en el mismo grupo que aquellos con mutacion

missensel87,189,196,279,430,432

Debido a que no existen unos limites de corte definidos y objetivos por los cuales
se considera que la p53 pudiera ser mutada o nativa, ninguno de los articulos
consultados ha tenido los mismos puntos de corte a la hora de analizar las tinciones de
p53 y valoracion de su implicacidn clinicopatolégica. Asi, mientras que algunos
afirmaban que la tincion negativa se relaciona con peores caracteristicas
clinicopatoldgicas*33434, otros determinaban que es la positividad la que se relaciona con
mejor diferenciacion tumoral®®3, y un tercer grupo de autores reconocia no tener lo
suficientes datos para extraer conclusiones sobre la funcidn de p53 en las caracteristicas
clinicopatoldgicas del tumor*®**. De hecho, si Unicamente se estratifican los resultados
en dos grupos, aquel grupo con tincidon positiva tendrd mejores resultados
clinicopatolégicos porque incluira también todos aquellos casos con p53 nativa (ademas
de los que tienen la p53 mutada con mutaciones missense). Consideramos que la
utilizacién de técnicas de cuantificacién digitales como el H-Score, permitirian por una
parte, generar datos objetivos que de visu no es posible y, estandarizar unos limites de
corte por los cuales se reconozca la presencia y tipo mutacién frente a proteina nativay

asi valorar su implicacidon en la evolucién clinica del paciente.
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Al analizar la relacién entre el grado histolégico con el resto de los factores
histopatolégicos, hemos podido observar que los tumores bien diferenciados se
asociaban con budding de bajo grado. Esta relacion puede ser debida a que un mayor
grado histoldgico implica tumores mas avanzados/mds agresivos??42%7, relacionados

con un mayor budding y mayor estadio patoldgico.

Respecto a la relacidn entre el grado histoldgico con la extensién tumoral, la
relacion fue lineal, siendo aquellos tumores bien, moderadamente y pobremente
diferenciados estadios pT1, pT2-pT3 y pT4, respectivamente. Como ya se conoce,
aquellos tumores con peor diferenciacidn, seran mas agresivos, infiltrardn mas vy, por
ello, mayor pT#®, Estos resultados también se han publicado en un estudio reciente
llevado a cabo por Zlobec et al*3, quienes reportaron que un mayor grado histolégico
se relacionaba con un mayor estadio patoldgico y un mayor budding tumoral, teniendo
implicaciones muy importantes para el paciente en cuanto a supervivencia y tiempo

libre de enfermedad. Tanto es asi, que la Sociedad Japonesa de Cancer Colorrectal*?’, el

256 438

Colegio Americano de Patologia®® y la Sociedad Europea de Oncologia Médica

incluyen los tres parametros en sus guias.

Por ultimo, cabe destacar la relacion de CDX2 (factor de transcripcién nuclear
especificamente intestinal que regula el equilibrio entre la proliferacion celular, la
migracién, la diferenciacion del epitelio intestinal y la tumorogénesis***44) con
diferentes pardmetros analizados, en la presente tesis, habiéndose evidenciado que
aquellos tumores pobremente diferenciados han mostrado menor H-Score para CDX2
gue aquellos bien y moderadamente diferenciados. Estos resultados estdn ampliamente
publicados?49:250445,446 - astableciéndose como posible hipdtesis que al ser el CDX2 un
factor de transcripcidén intestinal especifico y esencial para el desarrollo y la
diferenciacion del epitelio intestinal, su pérdida podria ocasionar una peor
diferenciacién tumoral*®. Ademds, como el CDX2 inhibe la proliferacién de células

cancerigenas, se relaciona con un mayor control sobre la proliferacion celular*#*

y, con
ello, podria relacionarse con la mejor diferenciaciéon tumoral, tal y como ha ocurrido en

nuestra muestra.

Asimismo, pudimos comprobar que en nuestra muestra aquellos tumores

situados en colon derecho-transverso mostraron un H-Score para CDX2 menor que
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aquellos en colon izquierdo. Atendiendo a nuestros resultados, esta relacién podria
explicarse por el hecho de que los tumores en colon derecho asocian mayores
dimensiones, peor diferenciaciéon tumoral y tumores de mayor estadio patolégico y
clinico, aumentando la probabilidad de que se hayan perdido caracteristicas intrinsecas
del epitelio sano, entre ellas el factor de transcripcion CDX2. Aunque la literatura apoya
ampliamente nuestros resultados?492°044>446 jystificando esta relacion con el hecho de
gue aquellos tumores en colon derecho asocian IMS y este defecto podria afectar al gen
CDX2, inhibiendo su expresion/correcto funcionamiento, esta hipdtesis no esta

suficientemente demostrada, por lo que serian necesarios otros estudios que la validen.

2. Evolucién y pronéstico

La recurrencia en el cancer colorrectal ocurre cuando las células cancerigenas
permanecen en el organismo aun después de la reseccién tumoral (circulando en la
sangre, en los ganglios linfaticos o debido a una mala técnica quirdrgica) para
posteriormente lograr reimplantarse y restablecer el crecimiento en las proximidades
del tumor o a distancia*’. A su vez, la presencia de metastasis en el momento de
diagndstico ocurre por el mismo motivo. La diferencia entre el término metastasis y el
término recurrencia es que se emplea el término metastasis cuando no se ha concluido
el tratamiento principal y aparece otra poblacién tumoral de la misma estirpe de forma
local o a distancia mientras que la recurrencia ocurre cuando si se ha concluido el

tratamiento de tumor primario.

En nuestra muestra, quince pacientes (8,6 % sobre el total) presentaban
metastasis en el momento del diagndstico. Las diferencias entre hombres y mujeres no
fueron significativas. Diez de los casos (66,7 %) fueron en el higado, siendo el 6rgano en
el que se ven un mayor nimero de metdastasis segun la literatura®*®449, Ello puede ser
debido a que el colon y la parte proximal del recto drenan al sistema porta, que luego a
su vez drena al sistema pulmonar, y asi, las células tumorales pasarian por estos dos

organos haciendo una siembra tumoral®°,

El porcentaje de recaida en nuestra muestra (en torno al 30 %) coincide con un
estudio retrospectivo reciente, llevado a cabo por Ahiko et al*!, en 24 hospitales
japoneses entre enero de 1997 y diciembre de 2012, con una muestra de 10.356

pacientes y en el que tuvieron 30 % de recaida. Los autores justificaban una recaida tan
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alta porque Unicamente un 5 % de pacientes estadio Ill recibié quimioterapia basada en
platinos (que actualmente se considera el gold-standard de tratamiento). En otras series
publicadas las tasas de recaida oscilan entre un 4-13,9 % 4474527455 por lo que teniendo
en cuenta que en nuestro centro las terapias basadas en platinos ya se usaban en el afio
2010 de acuerdo a las guias de la ESMO*®, |as cifras de recaida tan elevadas registradas

en nuestra muestra deberian tener otro origen.

Los motivos por los cuales un paciente sufre una recaida son diversos, habiendo
factores conocidos como son el tamafio, la diferenciacion tumoral*’, el estadio
patolégico/infiltracion ganglionar*®4>7, |a invasidon linfovascular/perineural*74%%, las

cirugias con margen afecto33%447.455 y e| budding#°840,

En nuestra serie los modelos de regresién de Cox utilizados muestran como
factores de riesgo independientes de recaida la infiltracion ganglionar, la invasién

perineural y el H-Score para CDX2.

Comenzamos resaltando que en nuestra muestra la localizacion no mostré
ninguna relacion significativa con el tiempo hasta la recidiva o con la supervivencia, a
diferencia de lo que hay publicado en la literatura. Una corriente mayoritaria afirma que
aquellos tumores localizados en colon derecho tienen menor
supervivencia#'3414421,461,462 atribuyendo las posibles causas a que los tumores en colon
derecho son mas dificiles de diagnosticar mediante colonoscopia, causan sintomas mas

inespecificos*?

, son portadores de mutaciones de peor prondstico o la técnica
quirdrgica es mas complicada y con ello menos satisfactoria*®?. Nuestros resultados
siguen la misma tendencia aun sin alcanzar la significacién estadistica, y todo ello apoya
la necesidad de determinar las diferencias subyacentes de los tumores localizados en
colon derecho o izquierdo, que conllevan a un peor prondstico y menor supervivencia

en aquellos localizados en colon derecho?®'#421,461,462,

Asimismo, cabe destacar que, aunque en nuestra muestra el tumor budding no
ha resultado factor de riesgo de recidiva por si mismo, un 70 % de pacientes con recaida
presentaban un tumor budding de alto grado, habiendo mostrado este ultimo un
aumento de probabilidad de mas del doble de invasién ganglionar respecto al budding
medio o bajo, hasta tal punto que un 76,6 % de pacientes con metastasis ganglionares

tuvieron budding de alto grado siendo estos resultados significativos. Esta relacién del
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budding con la recaida, ya ha sido reportado en el estudio SACURA, que en su caso,
contaba con un tamafio muestral de 990 individuos*®®. Ademds, dicho estudio, remarca
la importancia de la cuantificacién del budding por las implicaciones en el tratamiento y
seguimiento del paciente, siendo criterio para la realizacién de cirugia tras polipectomia
(en aquellos pacientes con pTl) y/o de empleo de monoterapia con

fluoropirimidina®60463,

Respecto a la invasion ganglionar, 36 de los 47 pacientes que recayeron (76,6 %)
padecian un tumor informado como estadio Ill o IV. Recordemos que el estadio tumoral
es una herramienta que intenta simplificar el estadiaje realizado a partir del sistema
TNM para poder agrupar a los pacientes de cara al manejo y tratamiento. Se divide en 5
grupos (0-1V) y tiene en cuenta la profundidad de invasién tumoral (pTis-4), la presencia
de adenopatias afectas (NO-N2b) y la presencia de metastasis (M0-M1) ya que se basa
en el sistema TNM (Tumour, Node, Metastasis). Aquellos tumores con estadio lll y IV son
los que tienen afectacidn de los ganglios linfaticos. En nuestro estudio, estos pacientes
tienen 2,5 veces mas riesgo de recaida que aquellos con las mismas caracteristicas sin
infiltracién en ganglios linfaticos. Se han publicado resultados similares en un
metaanalisis en el cual se indicaba que la presencia de N1 o N2 aumentaba 2,2 veces el
riesgo de recaida y demostraba ser factor de riesgo independiente tras el estudio
multivariante**>*>’_Ello podria ser la razén por la cual las guias no indiquen tratamiento

guimioterapéutico adyuvante en aquellos pacientes con NOy pT menor de 3 (Estadio O
y |)278.

Por otro lado, la presencia de invasién perineural, definida como el crecimiento
de células tumorales alrededor de los nervios y de las vainas tendinosas?°2%2, también
demostré ser factor de riesgo independiente de recaida, como ya ha sido publicado
previamente?924>7464 En nuestra muestra, su presencia aumentd por tres el riesgo de
sufrir una recaida y aunque no esta claro el motivo que relaciona recaida con invasién
perineural, un estudio llevado a cabo por van Wyk et a/*® sugiere la posibilidad de que
sea debido a que los neurotransmisores estimulen el crecimiento de las células
tumorales, aunque probablemente se necesiten mas estudios para confirmar esta

propuesta.
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Respecto a la expresién de CDX2 en nuestra muestra, la presencia de valores
bajos, definida como aquellos pacientes que mostraron un H-Score menor de 152
puntos, se ha relacionado con menor tiempo hasta la recaida con 1517 vs 2609 dias,
respectivamente. Ello puede ser debido a que como hemos comentado, una menor
expresion de CDX2 acompaiia mayores tasas de replicacidon, mayor carga tumoral y con
ello mayor probabilidad de recaer. Esta relacion entre una menor tincion de CDX2 y
menor tiempo hasta la recaida ya ha sido publicado anteriormente?3>#43, Dalerba et a/**®
describieron que en aquellos casos con CDX2 negativo frente a CDX2 positivo se produjo
un incremento de 3,5 veces el riesgo de recaida. Otros autores comentan sobre la
potencia de este marcador en combinacién con el pT tumoral y describen que en su
muestra, la combinacién entre CDX2 bajo y pT4 (células tumorales en serosa) fue un
factor prondstico independiente para el riesgo de recaida y supervivencia global, siendo
la combinacién entre estos dos marcadores el mejor marcador prondstico**3. Este
hallazgo resulta muy importante de cara a la inclusién de CDX2 de forma rutinaria en

futuras guias, ya que actualmente no se realiza.

Respecto a la supervivencia global, aunque los analisis univariantes llevados a cabo
en nuestro estudio han mostrado como factores de riesgo la extensién tumoral, el tumor
budding, la invasién ganglionar y la invasiéon perineural, al aplicar modelos
multivariantes (regresiéon de Cox) Unicamente los tres primeros se mostraron como

factores de riesgo independientes.

En nuestra muestra, aquellos tumores con infiltracién de la serosa, es decir
aquellos pT4, tuvieron un tiempo de supervivencia 1000 dias inferior que aquellos con
pT1-pT3, siendo estos resultados estadisticamente significativos (p<0,001). Otros
autores, han publicado recientemente datos similares*434%, Asi, Reima et al publicaron
gue aquellos tumores en estadio pT4 tenian la mitad de supervivencia respecto a
aquellos pT3%6®, Por su parte, Baguena et a/*®’ analizaron la supervivencia de todos los
pacientes con estadio pT3 o pT4 con CCR, concluyendo que aquellos tumores pT4a
(aquellos que invaden hasta el peritoneo visceral) disminuian la supervivencia global,
siendo incluso inferior a aquellos tumores pT4b (aquellos que invaden
organos/estructuras vecinas). Los autores plantearon que, dado que en los casos de

pT4b la cirugia es mas agresiva al realizarse una reseccidn en bloque frente a los casos
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de pT4a a los que se les hacia reseccion del érgano afecto, ello podia producir que se
depositase celularidad tumoral en el peritoneo, afectando asi a la supervivencia. Esto
explicaria que la presencia de un estadio pT4a se relaciona con cifras mas bajas de
supervivencia. Es posible que debido a que el 78 % de nuestros pacientes en estadio pT4
sean pT4a, la cirugia no haya sido tan agresiva como si hubiesen sido pT4b, con las

implicaciones prondsticas y de supervivencia que esto haya podido tener.

El tumor budding se ha mostrado como un factor de riesgo independiente en la
supervivencia. En nuestra muestra, aquellos pacientes con tumor budding alto tenian
de media 400 dias menos de supervivencia, mostrando un riesgo de mortalidad 3 veces
superior a aquellos pacientes con tumor budding de grados bajo y medio. Esto ha sido
publicado por otros autores como van Wyk et al*®® que ademads reportaron que en su
muestra el tumor budding fue el Unico parametro analizado que habia mostrado tener
implicacidn prondstica en estadios iniciales de los tumores (pT1y pT2), y destacaron la
virtud que esto representaba, al poder ser usado en aquellos tumores en estadios mas
precoces como herramienta para valorar el prondstico. El tumor budding se asocia a
peor supervivencia debido a que se produce una pérdida de adhesion celular que
permite a los “buds” separarse del tumor principal®?*. Esto se produce debido a
alteraciones en el citoesqueleto, con un aumento de la producciéon de componentes de
matriz extracelular, una mayor resistencia a la apoptosis y habilidad para romper la
membrana basal3?*. Todo lo anterior aumenta la capacidad de migracién e invasién

tumoral3?4.

Aunque en nuestra muestra no hemos encontrado relacidn entre el budding y el
estadio patoldgico, como tampoco lo hicieron Saito et al*®°, si que hemos encontrado
relacion entre el budding como indicador temprano de metastasis ganglionar, con 2,6
veces mas probabilidad de presentar invasién ganglionar en aquellos pacientes con
budding alto (p=0,026). Archilla et al*®?, publicaron resultados similares en cuanto a que
relacionaron la presencia de budding de alto grado como factor de riesgo sobre
metastasis ganglionar e incidieron sobre el efecto negativo que ello supone sobre la

supervivencia global.

136



Discusion

La invasidn de ganglios linfaticos también mostrd relacién con la supervivencia
tras estudios univariantes y multivariantes, de forma estadisticamente significativa
(p<0,001). Dicha variable mostraba mayor supervivencia cuanto menor fuese la “N”, es
decir, NO>N1>N2. En nuestra muestra, aquellos pacientes con invasion ganglionar
tuvieron una supervivencia 1000 dias inferior a aquellos sin invasién ganglionar.
Resultados similares han sido ampliamente publicados, aunque en la literatura no se
habla de invasion ganglionar y supervivencia, sino de estadio tumoral y supervivencia,
destacando que aquellos pacientes en estadio | y Il (NO) tienen mejor prondstico que
aquellos pacientes estadio lll y IV (N>0) tras estudios multivariantes*’°. Es por ello, que
actualmente lo que mas se destaca en la literatura relacionado con ganglios linfaticos y
supervivencia es la necesidad de tener un ratio entre adenopatias afectas/total de
adenopatias lo mas bajo posible, habiendo mostrado su validez como herramienta
prondstica por diferentes autores*’14’2, Ademads, en aquellos casos que se muestrean
mas de 12 adenopatias en pacientes con estadios avanzados (T3 y T4) la supervivencia

también es mayor#’3474,

Por ultimo, en referencia a la supervivencia, la presencia de invasidn perineural
mostrd una relacién inversa con la supervivencia tras los estudios univariantes. Esta
relacion ya se describié en un metaandlisis publicado en el 2009 por Liebig et al**? en el
gue afirmaban que multiples estudios determinaban la existencia de un aumento de
supervivencia en pacientes sin afectacion perineural. Ademads, en esta publicacion
destacaban que algunos autores habian comentado la posibilidad de que la presencia
de invasion perineural en ausencia de invasion ganglionar se relacionase con peores
resultados de supervivencia, siendo ello un dato interesante para poder identificar a
esos pacientes que podrian beneficiarse de un tratamiento sistémico que les pudiese
aumentar la supervivencia. En nuestra muestra, en aquellos casos con invasién
perineural, la probabilidad de padecer invasién ganglionar se multiplicaba por 3,8,
siendo esta cifra ligeramente superior a lo publicado en la literatura, que se aproxima al
2,5%5>, Los autores aclaran que la invasidn perineural ocurre normalmente en estadios
avanzados del tumor, como ha ocurrido en nuestro caso habiéndose relacionado con la
extensiéon tumoral de forma significativa y, que por ello se asocie a peores

supervivencias. Sin embargo, inciden en que se desconocen los mecanismos exactos
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sobre cémo se produce la invasidn perineural, por lo que se necesitardn mas estudios

para llegar a conclusiones mas firmes29247>476,

3. Limitaciones del estudio

A pesar de haber trabajado de la forma mas sistematica y rigurosa posible,
existen una serie de factores que han podido determinar las diferencias encontradas en

nuestros resultados respecto a lo publicado en la literatura.

a) Limitacion de material

Al trabajar con muestras retrospectivas, el material del que disponiamos era en
ocasiones escaso O inexistente, posiblemente debido a seriaciones o técnicas de
inmunohistoquimica que se realizaron durante el diagndstico. A su vez, también habia
casos en los que algunos de los bloques se habian extraviado o agotado, lo que nos ha
obligado a seleccionar cristales de peor calidad en vez de aquellos con mayor

representatividad tumoral.

Nuestro interés en obtener cortes con un alto contenido de tejido tumoral
también resultaba de importancia de cara al uso del programa QuPath en la
cuantificacién de la cantidad e intensidad de tincion de la inmunohistoquimica. Ademas,
para realizar las técnicas de biologia molecular, se requeria, para el mismo paciente,

disponer de cristales con mayor cantidad de células neopldsicas y de tejido no tumoral.

Todo ello dificultd la realizacién de técnicas de inmunohistoquimica y de biologia

molecular.

b) Bloques

Para poder correlacionar los estudios de inmunohistoquimica con las
alteraciones moleculares, todas las pruebas debian realizarse sobre el mismo bloque.
Por ello, en aquellos bloques con suficiente material, solicitAbamos una nueva
hematoxilina tras los cortes empleados para la inmunohistoquimica y biologia molecular
y asi confirmar que la representatividad tumoral era similar a la que se habia detectado

en la hematoxilina-eosina inicial y que conllevé la seleccién de dicho bloque como
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6ptimo. Desafortunadamente, en alguna ocasidn, el escaso material no nos permitid

realizar este corte de confirmacion.

c) Material parafinado

El hecho de que los tejidos estén fijados con formalina afecta a su integridad
debido a la formacién de enlaces cruzados en el ADN que dan lugar a la fragmentacién
(Kishan Panchal et al., 2020), lo que, en ocasiones, puede dificultar su amplificacién

mediante técnicas de biologia molecular y llevar a resultados erréneos o inexistentes.

d) Inmunohistoquimica

El proceso de tincién inmunohistoquimica se realiza de forma mecanizada. Como
todo proceso mecdnico, se asume un pequeiio porcentaje de fallo relacionado con la
propia maquina, el empleo de reactivos defectuosos, alteraciones en el material

introducido...

Por ello, en condiciones ideales, se deberia de repetir cada inmunohistoquimica
en dos ocasiones para ver si coinciden los valores y poder analizar con exactitud los
pardmetros de interés. Sin embargo, en nuestro estudio, debido a problemas logisticos
(temporales o de coste) no ha sido posible realizar este doble proceso. Ello conlleva que

se haya podido reducir la precisidon de nuestro estudio.
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Acorde a las caracteristicas de los pacientes incluidos en la muestra y atendiendo
a criterios demograficos, clinicos y de evolucién, podemos concluir que:

o Elcancer colorrectal es una neoplasia maligna mas frecuente en varones.

o En nuestro medio, la edad media de diagndstico esta por encima de los
50 afios, por lo que la mayoria de pacientes esta cubierta por el programa
de cribado. A pesar de ello, los pacientes diagnosticados con una edad
inferior a 40 afios tienen una supervivencia significativamente menor.

o Con sélo un 49 % de pacientes diagnosticados por cribado, es urgente
aumentar la participacién de la poblacién en estos programas, ya que al
diagndstico supone una menor extensidon tumoral, un menor tamaio
tumoral y una mayor supervivencia.

Los factores clinico-demograficos, histopatolégicos y moleculares que afectaron:

o A la supervivencia global fueron la extensiéon tumoral, el budding
tumoral, la invasién ganglionar y la invasién perineural.

o Alriesgo de recaida fueron la invasion perineural, la invasién ganglionar

y el H-Score para CDX2.

En referencia a la relacidn establecida entre las distintas variables analizadas y la

evolucién tumoral en términos de supervivencia:

o Los estadios tumorales mas altos (pT4), con mayor budding tumoral y con

invasién perineural se asocian con menor supervivencia.

o Asimismo, a mayor “N” tumoral, existe una supervivencia

significativamente menor.

En cuanto al grado de correlacion entre la expresién inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras y la inestabilidad de microsatélites, podemos concluir

que:

o Enaquellos casos que la pérdida de tincion se ha dado en MSH2 o MSH6,

en el 100 % de las muestras se ha encontrado IMS.

o En aquellos casos con tincidén ausente o heterogénea para MLH1 y/o
PMS2, el empleo de técnicas de biologia molecular para el estudio de

microsatélites resulta util para determinar la via de carcinogénesis: via
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serrada si hay hipermetilacion del promotor de MLH1, via de
inestabilidad cromosdmica si se detecta LOH o via de inestabilidad de

microsatélites.

Tras estudiar la relacidn existente entre los diferentes grados de expresion
inmunohistoquimica de la p53, la agresividad del tumory la posible presencia de

mutacién en el gen TP53, podemos concluir que:
o A mayor H-Score para p53, menor didmetro tumoral.

o Los tumores con un H-Score elevado para p53 se relacionan con una
mutacion de tipo missense mientras que aquellos con un H-Score cercano
a zero se relacionan con una proteina truncada (nonsense, frameshift o

splicing).

o No se ha encontrado relacién entre la presencia o ausencia de mutacion

en TP53 y la supervivencia o recaida tumoral.

Tras investigar el papel de los niveles de inmunotincion de IHQ de CDX2 como
factor predictor de la evolucidon tumoral, hemos llegado a la conclusion que:
o Los valores elevados de H-Score para CDX2 se relacionan con menor
riesgo de recaida.
o Los valores disminuidos de H-Score para CDX2 se relacionan con tumores

pobremente diferenciados.
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Tabla suplementaria I: Descripcion de las caracteristicas epidemiologicas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Mtx Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Lugar Fecha Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim
1 11/2/51 Vv 62 0 4/12/13 Si 2 Si 1 30/1/14 21/4/15 No 22/9/16 1 29,76
2 5/5/46 \% 64 0 13/5/10 No Si 0 Si 2 31/1/11 12/10/13 1 29,40
3 7/12/46 M 64 1 9/3/10 No Si 1 21/4/10 18/10/10 No 26/5/16 0 29,97
4 17/3/48 M 65 0 18/6/13 No Si 0 No 9/4/19 0 25,59
5 6/12/49 Vv 62 1 8/3/11 No Si 3 3/1/11 19/8/11 No 2/7/13 1 32,03
6 10/12/49 M 63 1 18/6/12 No Si 0 No 1/6/17 0 18,90
7 24/1/50 M 62 0 30/8/12 No No No 6/9/12 2 25,81
8 14/6/51 \% 59 1 18/8/10 No Si 0 No 6/3/19 0 29,19
9 13/3/53 \ 57 0 3/6/10 No Si 0 No 30/1/18 0 26,57
10 6/1/54 \% 58 1 20/11/12 No Si 3 27/8/12 11/3/13 No 11/12/19 0 26,93
11 14/5/54 M 56 0 22/3/10 No Si 1 16/4/10 15/10/10 No 5/2/19 0 22,64
12 23/10/54 M 56 1 9/12/10 No Si 1 25/1/11 21/6/11 No 21/6/17 0 30,86
13 17/12/54 Vv 60 1 17/10/14 No Si 1 19/11/14 8/4/15 No 4/6/19 0 30,81
14 24/11/58 \% 55 0 7/5/13 No Si 3 28/1/13 4/3/13 No 20/6/18 0 35,83
15 12/1/59 Vv 53 0 12/4/12 No Si 3 9/1/12 20/8/12 Si 5 6/5/13 6/6/16 1 33,69
16 28/2/59 \% 53 1 7/2/12 No Si 1 10/5/12 11/10/12 No 13/12/18 0 26,45
17 15/10/60 Vv 52 1 9/8/12 No Si 1 7/9/12 1/2/13 No 3/10/19 0 29,01
18 15/7/61 M 51 0 25/1/12 No Si 1 6/3/12 11/7/12 Si 5 19/6/13 22/4/15 1 19,00
19 16/3/47 Vv 65 0 18/6/12 Si 2 Si 1 31/7/12 4/12/12 Si 1 1/3/14 23/1/18 1 20,86




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Fecha Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim
20 26/2/57 M 53 1 16/11/10 No Si 0 No 9/10/19 0 23,01
21 1/11/46 Vv 66 1 30/7/12 No Si 0 No 17/7/18 0 36,71
22 22/3/47 M 63 0 27/4/10 No Si 0 No 16/10/18 0 32,46
23 25/1/49 Vv 62 0 12/8/11 No Si 1 12/9/11 15/2/12 No 21/12/17 0 25,78
24 13/11/49 M 65 1 18/3/14 No Si 0 No 27/3/19 0 21,45
25 10/3/50 Vv 64 1 31/3/14 No Si 1 29/4/14 30/9/14 Si 3 18/4/17 3 25/9/19 1 33,79
26 16/6/50 \% 61 0 5/5/11 Si 4 Si 1 22/7/11 30/1/12 No 16/10/12 1 24,86
27 3/11/50 M 64 0 24/3/14 No Si 3 16/12/13 16/12/13 No 12/2/19 0 22,48
28 27/11/55 \% 55 1 28/10/10 No Si 3 29/11/10 16/5/11 No 26/12/19 0 25,71
29 8/9/56 M 57 0 5/4/13 No Si 1 14/6/13 11/11/13 No 14/2/17 0 22,66
30 12/3/57 \% 54 0 7/2/11 No Si 1 30/3/11 1/12/11 No 26/10/12 1 23,87
31 10/6/60 \ 54 0 30/9/14 No Si 1 29/10/14 27/3/15 Si 5 10/12/15 1 5/12/18 1 21,67
32 25/12/63 \% 48 0 21/7/11 No Si 1 5/9/11 7/12/11 Si 5 12/11/14 1 8/10/18 1 25,91
33 30/11/64 \ 49 0 21/10/13 No Si 0 No 15/3/19 2 20,76
34 5/7/57 \% 53 0 6/4/10 No Si 1 18/5/10 11/11/10 No 1/6/16 0 23,00
35 22/12/47 Vv 65 1 23/4/12 No Si 0 No 20/12/18 0 29,40
36 18/11/48 M 66 1 11/11/14 No Si 0 No 16/10/19 0 26,91
37 19/1/50 Vv 61 0 4/3/11 No Si 1 4/5/11 4/10/11 Si 2 25/1/12 3 12/12/19 0 25,54
38 21/12/50 M 64 1 24/1/14 No Si 1 19/2/14 4/7/14 No 11/4/19 0 25,56
39 25/7/52 M 58 0 28/9/10 No Si 0 No 19/1/17 0 31,63




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim
40 18/6/53 M 57 0 2/9/10 No Si 1 1/10/10 2/5/11 Si 1 6/11/12 3 15/2/15 1 26,91
41 23/6/53 Vv 58 0 28/6/11 No Si 1 31/7/11 30/9/11 No 21/5/19 0 25,83
42 18/12/54 \% 58 1 21/2/12 No Si 0 No 24/1/19 0 26,30
43 27/3/55 M 57 1 4/12/12 No Si 1 12/2/13 5/3/13 No 8/3/18 0 27,14
44 13/12/54 M 57 0 11/10/11 No Si 3 20/7/11 5/3/12 No 13/11/19 0 27,01
45 23/4/55 M 55 1 9/11/10 No Si 1 22/12/10 15/8/11 Si 1 27/2/12 1 13/5/14 1 25,24
46 29/4/56 M 58 1 20/5/14 No Si 3 1/3/14 5/9/14 No 22/5/19 0 27,34
47 24/7/60 M 54 2 8/4/14 No Si 1 20/5/14 14/10/14 No 5/6/19 0 22,48
48 15/9/64 M 50 1 26/6/14 No Si 0 No 5/6/19 0 20,81
49 24/2/68 Vv 46 0 28/8/14 No Si 1 11/10/14 3/3/15 No 20/11/19 0 25,34
50 20/4/68 M 45 0 5/11/13 No Si 0 No 20/3/19 0 20,45
51 22/4/46 M 64 0 17/6/10 No Si 1 20/7/10 21/9/10 No 6/5/19 0 26,90
52 25/11/46 \% 66 1 16/4/12 No Si 1 18/5/12 15/10/12 Si 2 8/5/17 3 17/7/19 0 30,47
53 01/06/47 \ 65 1 15/5/12 No Si 0 No 19/9/18 0 27,94
54 9/9/47 M 63 0 2/8/10 No Si 1 15/9/10 18/2/11 No 2/11/16 0 24,65
55 13/4/51 M 63 1 19/8/14 No Si 3 6/10/14 18/3/15 Si 5 28/5/15 5 16/9/16 1 27,94
56 4/6/52 M 60 0 23/5/12 Si 2 Si 1 Si 5 9/7/12 6 31/10/15 1 19,91
57 14/10/52 Vv 62 1 25/11/14 No Si 3 25/8/14 13/3/15 No 17/10/19 0 28,70
58 20/9/53 \% 58 1 5/4/11 No Si 0 No 13/6/19 0 34,72
59 20/5/54 \ 58 1 10/1/12 No Si 0 No 13/9/16 0 30,48




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim
60 23/2/50 M 60 0 2/2/10 No Si 1 1/3/10 1/9/10 No 25/10/17 0 20,69
61 13/6/56 M 54 0 18/5/10 No Si 0 No 6/2/19 0 35,32
62 21/9/60 M 51 1 20/10/11 No Si 1 1/12/11 1/7/12 Si 5 19/3/13 5 18/7/13 1 20,27
63 26/7/64 Vv 46 0 23/9/10 No Si 1 20/10/10 24/1/11 No 2/5/19 0 26,51
64 6/5/45 \% 65 1 9/11/10 No Si 0 No 5/7/16 0 29,71
65 17/12/45 Vv 66 1 17/3/11 No Si 0 No 19/9/18 0 27,58
66 1/7/48 \% 63 1 5/7/11 No Si 1 2/9/11 27/1/12 No 11/10/12 2 25,82
67 13/6/51 Vv 61 1 19/3/12 No Si 0 No 3/11/17 0 26,51
68 21/2/52 M 59 0 18/8/11 No Si 3 16/5/11 12/12/11 Si 5 1/6/12 1 13/7/13 1 34,41
69 10/7/57 \ 55 0 13/12/12 No Si 0 Si 2 8/8/13 3 12/9/19 1 25,71
70 8/11/57 M 55 1 26/3/12 No Si 0 No 10/4/19 0 20,34
71 16/11/59 M 55 1 5/9/14 No Si 0 Si 4 6/4/17 3 19/9/19 0 25,95
72 22/1/61 M 49 0 30/10/10 No Si 1 14/12/10 1/6/11 No 19/7/18 0 26,48
73 15/6/62 Vv 51 1 29/5/13 No Si 1 16/7/13 27/12/13 No 7/6/18 0 28,38
74 16/1/63 \% 50 0 28/6/13 Si 1 No 0 No 12/9/13 2 22,28
75 29/10/65 Vv 49 0 13/11/14 No Si 1 12/12/14 13/5/15 No 9/10/19 0 27,10
76 6/11/44 M 66 0 16/3/10 No Si 3 15/12/09 10/8/10 No 31/1/19 0 33,29
77 13/6/45 Vv 65 0 17/3/10 No Si 1 10/5/10 1/8/10 No 16/9/15 0 29,00
78 18/5/46 \% 64 0 18/4/10 No Si 1 17/5/10 29/7/10 Si 5 11/9/12 1 9/4/13 1 27,48
79 11/9/46 Vv 64 0 3/10/10 No Si 1 8/11/10 30/5/11 No 9/6/16 0 26,62




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha Edad Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Lugar Fecha Ultimo Estado
Nacimiento dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim
80 17/10/48 62 23/11/10 No Si 1 12/1/11 15/6/11 No 17/7/19 0 28,52
81 21/5/49 62 9/6/11 No Si 3 7/3/11 15/9/11 Si 5 24/11/16 1 20/11/19 1 31,89
82 10/9/49 63 14/2/12 No Si 0 No 29/3/17 0 34,29
83 29/5/50 64 7/7/14 No No 0 No 14/7/14 2 25,95
84 30/5/50 64 25/9/14 No Si 1 24/11/14 16/3/15 Si 5 9/1/16 3 18/8/18 1 25,86
85 4/1/51 62 20/3/13 No Si 0 No 19/1/15 2 25,62
86 14/3/51 59 4/2/10 Si 2 Si 3 28/10/09 11/6/10 Si 5 27/10/10 1 19/8/11 1 26,13
87 6/3/52 62 12/2/14 No Si 1 12/3/14 8/8/14 No 8/1/19 0 31,38
88 13/10/52 60 9/7/12 No Si 1 17/8/12 11/1/13 Si 2 8/10/15 3 30/10/19 0 30,83
89 19/12/52 59 12/8/11 No Si 3 19/9/11 2/3/12 No 4/4/19 0 28,79
90 25/4/59 52 25/8/11 No Si 1 23/9/11 23/2/12 No 2/5/18 0 27,73
91 29/5/62 50 14/2/12 No Si 1 20/3/12 27/6/12 No 24/1/19 0 20,52
92 12/6/64 50 30/4/14 No Si 3 27/1/14 17/9/14 Si 5 18/10/16 1 3/6/19 3 21,34
93 5/7/68 44 30/10/12 No Si 3 11/12/12 14/5/13 No 18/10/19 0 29,04
94 2/3/88 25 18/10/13 No Si 3 13/11/13 22/10/14 Si 5 10/12/14 3 26/8/19 3 18,96
95 9/8/45 65 10/6/10 No Si 3 26/7/10 31/7/10 No 1/10/18 0 28,06
96 28/7/46 64 20/9/10 No Si 0 No 15/3/16 2 24,16
97 31/5/47 64 15/2/11 No Si 1 29/3/11 7/9/11 No 26/3/19 0 25,69
98 2/6/47 65 20/4/12 No Si 1 21/5/12 19/10/12 Si 5 28/5/13 1 2/12/13 1 24,11
99 24/1/51 61 6/3/12 No Si 1 11/4/12 20/6/12 Si 1 20/3/13 3 11/3/19 0 23,03




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Lugar Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Seguimiento Posf
Qr C Seguim

100 4/7/51 \% 61 1 26/9/12 No Si 1 12/11/12 17/5/13 No 9/11/17 0 31,22
101 5/12/51 Vv 63 1 18/11/14 Si 2 Si 3 Si 5 26/11/14 3 2/6/17 1 30,00
102 23/01/53 \% 60 1 8/8/13 No Si 1 14/10/13 20/2/14 No 7/11/19 0 24,49
103 20/6/54 Vv 60 1 8/8/14 No Si 1 29/8/14 17/9/14 No 2/10/19 0 26,56
104 15/2/56 \% 57 0 24/5/13 No Si 3 15/2/13 24/10/13 No 6/9/19 0 27,50
105 2/7/56 M 57 1 14/11/13 No Si 3 16/12/13 21/5/14 No 12/6/19 0 29,62
106 10/08/56 M 56 1 10/5/12 No Si 1 19/6/12 13/11/12 No 12/12/18 0 22,51
107 9/1/57 M 56 0 10/10/13 No Si 0 No 12/12/18 0

108 15/6/59 \% 54 1 19/2/13 No Si 0 No 6/10/17 0 28,39
109 22/4/61 M 53 0 28/11/14 No Si 3 25/8/14 25/8/14 Si 2 11/3/16 0 10/4/19 0 30,86
110 17/8/72 M 39 0 4/8/11 Si 3 Si 1 31/8/11 30/3/12 Si 5 4/10/13 1 21/3/16 1 26,40
111 18/5/46 M 65 1 23/12/11 Si 2 Si 1 3/2/12 6/7/12 Si 3 15/10/14 1 13/3/17 1 29,38
112 30/4/46 \% 64 0 7/10/10 No Si 1 10/11/10 5/4/11 No 21/11/18 0 25,34
113 17/9/48 Vv 66 0 20/5/14 No Si 1 3/7/14 4/12/14 No 27/5/19 0 22,92
114 11/1/49 \% 62 1 27/10/11 No Si 1 12/12/11 21/2/12 No 10/5/19 0 21,50
115 25/3/49 Vv 65 1 4/9/14 No Si 0 Si 4 15/9/15 3 16/10/19 0 25,41
116 9/8/50 \% 60 0 24/5/10 No Si 1 5/7/10 22/12/10 No 21/6/17 0 25,16
117 16/11/50 M 61 1 15/4/11 No Si 0 No 22/3/18 0 34,02
118 26/2/52 \% 59 0 10/5/11 No Si 3 7/2/11 12/9/11 No 7/2/19 0 19,79
119 1/4/56 \ 58 0 3/9/14 No Si 3 29/4/14 12/1/15 Si 2 15/1/15 1 16/12/19 1 24,77




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim

120 6/9/56 M 54 0 18/1/10 Si 5 Si 1 26/3/10 20/7/11 No 31/1/13 1 19,74
121 9/7/58 M 53 0 31/5/11 No Si 1 17/6/11 28/9/11 No 12/6/18 0 34,63
122 21/10/58 \% 54 0 22/3/12 No Si 3 9/12/11 30/7/12 Si 4 10/5/13 6 25/6/19 0 23,88
123 15/11/58 Vv 55 1 15/4/13 No Si 1 15/5/13 9/10/13 No 21/11/18 0 22,13
124 28/2/60 M 52 1 14/8/12 No Si 1 17/9/12 18/2/13 No 30/11/17 0 21,51
125 10/10/63 Vv 51 0 2/12/14 No Si 3 19/8/14 19/8/14 No 9/12/19 0 26,86
126 21/12/64 \% 50 0 7/8/14 No No No 13/8/14 2

127 28/7/66 M 47 1 14/10/13 No Si 0 No 17/12/19 0 19,49
128 11/4/70 \% 43 0 31/10/13 No Si 3 29/7/13 19/3/14 Si 5 15/9/14 1 28/12/14 1 20,31
129 24/12/46 M 65 0 31/3/11 Si 2 Si 1 30/8/10 16/2/11 Si 2 2/6/11 1 19/5/12 1 31,04
130 12/7/47 M 63 0 8/4/10 No Si 3 10/5/10 16/10/10 Si 4 20/2/13 3 13/4/15 1 37,58
131 26/10/47 \ 66 0 26/3/13 No Si 0 No 3/11/17 0 27,12
132 14/9/49 M 62 1 12/5/11 No Si 1 10/6/11 20/7/11 Si 5 21/4/16 5 25/9/19 1 23,14
133 20/12/50 M 62 1 17/4/12 No Si 0 No 12/3/19 0 19,15
134 17/5/51 M 62 1 9/9/13 No Si 0 No 18/12/19 0 21,91
135 15/11/51 Vv 59 1 21/10/10 No Si 0 No 19/2/19 0 25,65
136 31/1/52 M 58 1 18/10/10 No Si 0 No 24/4/19 0 22,41
137 31/5/52 M 60 0 8/11/12 Si 2 Si 1 27/7/12 17/5/2013 No 4/1/14 1 25,89
138 15/5/53 \% 60 1 8/10/13 No Si 1 13/11/13 13/11/13 No 13/9/19 0 27,55
139 3/11/53 Vv 57 0 9/11/10 No Si 1 29/12/10 25/5/11 No 2/11/16 0 25,83




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha Edad Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Lugar Fecha Ultimo Estado
Nacimiento dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Recaida Seguimiento Posf
QT Seguim

140 11/3/55 57 21/5/12 Si 2 Si 1 18/6/12 8/1/14 No 13/4/16 1 26,84
141 20/6/55 57 15/5/12 No Si 1 22/6/12 31/8/12 No 21/5/19 0 25,46
142 27/8/55 56 4/10/11 No Si 0 Si 2 31/10/12 13/11/13 1 25,14
143 14/10/55 57 11/12/12 No Si 0 No 4/6/19 0

144 27/3/56 57 27/6/13 No No No 24/10/18 0 29,74
145 9/3/60 52 23/2/12 Si 2 Si 1 27/3/12 28/8/12 No 15/12/12 1 28,40
146 19/7/60 51 23/2/11 No Si 1 21/3/11 31/8/11 No 4/2/19 0 25,37
147 30/11/59 51 27/5/10 No Si 1 28/6/10 1/11/10 Si 5 22/6/10 21/6/12 1 20,72
148 2/9/61 53 3/7/14 No Si 0 No 21/10/19 0 23,12
149 28/3/80 33 9/4/13 No Si 1 27/5/13 8/11/13 Si 5 5/11/14 10/2/15 1 19,68
150 3/2/46 65 18/4/11 No Si 0 No 2/1/16 2 30,79
151 16/9/48 66 30/7/14 No Si 0 No 15/1/19 0 29,96
152 11/11/50 61 7/6/11 No Si 3 8/3/11 7/10/11 No 11/4/19 0 28,20
153 22/6/52 58 24/6/10 No Si 1 15/9/10 23/2/11 Si 5 3/1/12 9/7/12 1 19,83
154 25/8/53 59 14/5/12 No Si 1 22/6/12 4/9/12 Si 2 12/9/13 7/11/19 0 32,47
155 12/2/56 57 30/4/13 No Si 0 No 31/7/18 0 21,30
156 22/2/56 56 24/2/11 No Si 1 18/3/11 18/8/11 No 6/4/16 0 26,18
157 14/7/56 56 29/5/12 No Si 3 8/8/12 14/1/13 Si 5 29/10/13 10/10/19 0 23,18
158 5/5/62 52 19/8/14 No Si 1 22/5/14 29/1/15 No 21/3/19 0 22,72
159 31/5/62 48 11/3/10 No Si 0 Si 5 14/10/10 30/7/11 1 26,79




Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

Fecha ., Edad Motivo Fecha Lugar . Fe?ha Fecha Fin , Fecha Ultimo Estado
Nacimiento Genero dx del dx Cirugia mtx Seguim ar/Rr Comienzo QT Recaida Recaida Seguimiento Posf

QT Seguim
160 13/1/63 M 51 1 21/8/14 No Si 3 29/9/14 20/2/15 No 16/8/19 0 30,02
161 28/4/64 M 50 1 2/10/14 No Si 1 4/11/14 10/3/15 No 27/11/19 0 17,16
162 28/6/63 M 50 1 21/3/13 No Si 0 No 24/1/19 0 30,10
163 25/2/55 \ 59 0 28/3/14 No Si 3 2/1/14 30/7/14 No 3/7/19 0 25,51
164 30/1/58 \% 54 0 14/11/12 No Si 1 2/1/13 2/10/13 Si 2 26/12/12 3 16/4/14 2 18,90
165 2/1/53 \ 57 0 21/9/10 No Si 2 No 24/4/12 2 32,82
166 23/5/47 \% 64 1 30/3/11 No Si 1 9/5/11 31/8/11 Si 1 23/1/15 0 15/1/19 0 33,87
167 13/3/46 Vv 65 0 2/11/11 No Si 1 14/12/11 16/5/12 Si 1 24/5/12 5 6/6/19 0 24,52
168 25/10/53 M 60 1 10/9/13 No Si 0 No 18/7/19 0 29,74
169 28/01/58 M 54 1 12/3/12 No Si 0 No 29/8/18 0 26,35
170 14/2/71 \% 42 0 31/7/13 No Si 1 17/9/13 19/2/14 No 15/1/19 0 19,61
171 27/8/53 M 59 0 27/2/12 No Si 1 22/3/12 28/8/12 No 29/11/17 0 27,92
172 9/2/56 \% 58 1 2/10/14 No Si 0 No 20/11/19 0 24,98
173 9/12/70 M 41 0 17/8/11 Si 5 Si 1 27/9/11 19/3/12 No 18/12/12 1 31,56
174 15/1/79 M 33 0 6/11/12 No Si 3 23/7/12 16/4/13 No 19/2/19 0 26,85

Leyenda:

- ID: Identificacion del paciente.

Edad dx (afios): Edad al diagndstico.

Motivo del dx: Motivo del diagndstico: 0= Sintomas; 1= Cribado/Revision; 2= Familiar.

Mtx Dist: Metastasis a Distancia.

Lugar mtx: Lugar donde se ha encontrado la metastasis: 1= Duodeno; 2= Higado; 3= Adenopatias Paraadrticas; 4= Peritoneal e Higado; 5= Pulmén e Higado.
Seguim: Seguimiento.

- QT/RT: Quimioterapia o Radioterapia: 0= No; 1= Quimioterapia; 2= Radioterapia; 3= Ambos.

- Fecha Comienzo QT: Fecha de comienzo de la Quimioterapia.

Fecha Fin QT: Fecha de Finalizacidn de la Quimioterapia.

Lugar de Recaida: 1= Pulmdn; 2= Higado; 3= Peritoneal; 4= Colorrectal; 5= Otros.

Tto Post Rc: Tratamiento Post-Recaida: 0= Cirugia; 1= Quimioterapia; 2= Radioterapia; 3= Cirugia + Quimioterapia; 4= Cirugia + Rt; 5= Qt + Rt; 6= Qt + Qx + Rt; 7= No.
Estado Post Seguim: Estado post-seguimiento: 0= Vivo; 1= Muerte por tumor; 2= Muerte por otra causa; 3= Vivo con enfermedad.

IMC: indice de Masa Corporal.






Tabla suplementaria I1: Descripcion de las caracteristicas histologico-diagnosticas de los tumores incluidos en el estudio.
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1 4 1 3 0 Si Si Si 99,32 184,44 99,36 221,06 2B 4 25
2 3 0 2 0 No No No 91,10 250,89 94,20 202,18 0 1 8
3 2 0 2 0 No No No 18,96 22,15 99,42 237,70 1B 3 a 6
4 0,8 2 0 No No No 0,00 0,00 99,74 278,71 0 1 11
5 0,3 1 2 0 No No No 99,88 199,57 98,10 279,55 0 1 6
6 3,5 0 2 0 No No No 98,61 170,47 95,73 235,68 0 1 7
7 7 1 3 0 No No No 75,94 101,64 0,03 0,03 1B 3 b 28
8 2,5 0 0 No No No 96,67 183,33 94,85 163,48 0 1 10
9 55 0 1 0 No No No 36,82 63,04 91,03 155,70 0 1 28
10 13 1 1 0 Si No No 96,59 177,88 100,00 265,69 0 1 5
11 5 1 2 0 No Si No 97,76 221,99 99,32 227,94 0 2 a 26
12 3 0 2 0 No No No 0,00 0,00 92,02 232,60 0 2 a 20
13 3,5 0 2 0 Si Si No 97,77 181,21 99,55 253,85 2A 3 b 19
14 3,5 1 0 No No No 1,57 1,64 100,00 290,95 0 1 10
15 13 1 0 Si No No 93,10 203,45 97,26 203,50 0 1 15
16 5,5 1 2 0 No No No 55,31 59,08 99,09 254,47 0 2 a 26
17 33 1 3 0 Si No Si 0,32 0,36 99,21 264,81 2B 3 c 14
18 5 1 2 0 Si Si No 98,88 156,02 98,79 200,40 2A 3 b 75
19 4 0 2 0 Si No No 0,00 0,00 98,38 253,13 0 4 11
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20 4 No No No 0 0 0 0 91,14 235,78 94,11 228,88 3 0 2 a 28
21 11 No No No 1 0 0 1 6,79 7,55 99,93 283,48 1 0 1 18
22 3,4 No No No 0 0 0 1 93,18 165,91 98,81 192,03 2 0 1 20
23 3,5 No No No 0 0 0 2 0,00 0,00 99,63 264,25 3 0 2 a 21
24 5 No No No 0 0 0 0 0,47 0,53 99,69 225,99 3 0 2 a 34
25 3 Si Si No 2 0 0 2 35,68 45,74 99,56 261,44 4A 2A 3 © 17
26 9 Si No Si 1 0 0 1 56,31 79,94 97,75 182,53 4A 1c 4 13
27 0,6 No No No 0 0 0 0 97,66 259,43 100,00 296,67 2 0 1 4
28 3 No No No 0 0 0 0 97,98 214,52 99,06 206,15 3 0 2 a 14
29 5 No No No 0 0 0 2 97,33 218,56 96,55 238,17 3 2B 3 c 26
30 5 Si Si Si 0 0 0 0 0,00 0,00 94,70 226,52 4A 2 3 c 26
31 5 Si No No 0 0 0 0 16,14 16,44 99,22 215,97 4A 2A 3 © 54
32 3 No No No 0 0 0 0 24,85 29,90 98,24 203,34 3 0 2 a 11
33 11 No No No 0 0 0 2 0,58 0,68 99,67 195,72 4b 0 2 c 41
34 4 No No No 0 0 0 2 2,07 2,29 97,05 99,23 3 1B 3 b 21
35 2 No No No 0 0 0 0 57,13 82,70 97,84 266,10 2 0 1 13
36 No No No 0 0 0 0 26,82 27,90 99,30 280,92 1 0 1 10
37 6 No No No 0 0 0 0 70,26 79,22 90,66 179,98 4A 0 2 b 12
38 2 No No No 0 0 0 0 48,90 58,57 98,04 277,53 3 1b 3 b 23
39 3 No No No 0 0 0 2 100,00 188,89 95,89 185,54 1 0 1 7
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40 4 2 2 No No Si 0 0 0 2 0,02 0,02 94,05 177,87 4B 2A 3 c 116
41 3,5 2 0 0 No Si No 0 0 0 0 71,65 110,76 97,59 277,49 4A 2B 3 © 14
42 2 2 0 2 No No No 0 0 0 0 3,13 3,65 93,42 204,08 2 0 1 9

43 15 1 0 0 No No Si 0 0 0 0 90,02 242,41 99,48 234,22 2 1c 3 a 2

44 3 0 3 Si No No 0 0 0 0 95,25 166,45 99,54 267,36 3 1A 3 b 18
45 4,5 3 0 2 Si Si Si 0 0 0 2 0,07 0,07 86,25 128,98 4A 1c 3 b 32
46 0,5 2 0 3 No No No 0 0 0 0 91,09 109,82 99,44 268,12 3 1B 3 b 24
47 2,4 1 0 0 No No No 0 0 0 0 95,09 229,52 98,84 234,59 1 1B 3 a 38
48 4 2 0 0 No No No 0 0 0 2 91,07 259,50 99,58 196,88 3 0 2 a 18
49 10 0 0 No No No 1 0 0 1 0,38 0,39 98,44 265,30 4A 1B 3 b 27
50 3 1 0 0 No No No 0 0 0 0 98,44 230,11 1 0 1 10
51 7 3 0 0 No No No 0 0 0 0 0,00 0,00 100,00 203,84 3 1B 3 b 32
52 2 2 0 2 No Si No 0 0 0 0 9,38 10,42 100.00 208,91 3 0 2 a 22
53 3,5 2 0 0 No No No 0 0 0 2 10,68 12,63 95,91 229,39 2 0 1 20
54 6 2 2 No No No 0 0 0 2 82,68 103,34 99,13 216,47 3 0 2 a 26
55 2 2 0 2 No No No 0 0 0 0 88,25 198,31 30,59 32,73 2 1A 3 a 14
56 4 2 0 2 Si Si No 2 0 0 2 77,47 132,56 98,14 226,27 3 1B 4 17
57 1 1 0 3 No No No 2 0 0 2 100,00 219,54 99,56 274,53 1 0 1 11
58 2,5 2 0 2 No No No 0 0 0 0 14,49 20,90 89,60 216,21 2 0 1 29
59 5 1 0 0 No No No 0 0 0 2 0,00 0,00 98,08 177,07 2 0 1 16
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60 6,5 si No No 0 0 0 0 90,24 | 143,40 98,40 257,44 3 0 2 a 9
61 35 No No No 0 0 0 0 1,79 1,98 91,30 236,17 2 0 1 14
62 5 si No No 0 0 0 0 1,59 1,69 99,37 255,61 3 1A 3 b 12
63 25 No No No 0 0 0 0 1,40 2,10 84,42 89,45 3 0 2 a 39
64 2 No No No 0 0 0 0 98,63 | 236,16 98,41 260,09 3 1B 3 b 8
65 5 No No No 0 0 0 2 3,79 491 99,50 202,09 3 0 2 a 50
66 35 No No No 0 0 0 2 97,91 | 184,03 89,57 129,18 3 0 2 a 7
67 17 No i No 0 0 0 0 91,52 | 218,61 96,38 253,38 1 0 1 14
68 5 si No No 2 0 0 2 9808 | 153,27 99,49 193,90 48 0 2 c 7
69 4 No No No 0 0 0 2 1,14 1,20 100,00 287,65 2 0 1 33
70 4 No si No 0 0 0 0 9552 | 173,40 98,43 246,31 3 28 3 c 56
71 3 No No No 0 1 1 2 16,71 16,84 99,27 148,45 2 0 1 25
72 1,7 si si No 0 0 0 0 9894 | 23871 97,65 269,93 4| 1B 3 b 11
73 2 No No No 0 0 0 2 9821 | 261,04 96,70 279,06 3 2A 3 b 24
74 6 No si No 0 0 1 2 6,38 7,22 4 | 28 4 14
75 6 No No No 0 0 0 0 0,10 0,12 99,96 244,21 WA | 2A 3 c 28
76 4 No si No 0 0 0 0 9814 | 232,97 0.75; 0.75; 3 0 2 a 29
55,12 91,83
77 3 No No No 0 0 0 1 100,00 | 200,00 98,65 258,97 3 0 2 a 2
78 45 No No No 0 0 0 0 97,96 | 233,79 74,27 122,50 3 2A 3 b 24
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79 9 No No No 2 0 0 2 9938 | 20051 @ % o2 3 0 2 a 18
58,05 64,62

80 16 s s No 2 0 0 0 99,72 | 22679 | 99,25 231,80 2 0 1 2
81 3 No No si 0 0 0 0 9920 | 189,16 | 100,00 278,08 2 2A 3 b 14
82 25 No No No 0 0 0 2 92,35 | 25640 | 96,81 278,07 1 0 1 9
83 26 No No No 0 0 0 0 0,31 0,32 99,39 276,14 1 18 3 a 13
84 3,5 No No No 0 0 0 2 99,75 | 21820 | 99,90 221,39 3 28 3 c 2
85 4 No No No 2 0 0 1 0,55 0,78 95,93 205,15 1 0 1 17
86 1 No No No 0 0 0 0 2589 | 3452 98,71 169,26 3 28 4 26
87 55 No No No 0 0 0 0 0,60 0,60 3 2A 3 b 16
88 17 No No No 2 0 0 2 9471 | 23213 | 87,78 18845 | 4A | 18 3 b 37
89 15 No No No 0 0 0 2 9874 | 18861 | 99,06 213,65 3 0 2 a 1
90 5 No No No 0 0 0 0 2,80 3,34 99,78 245,71 3 0 2 a 29
91 10 No No No 0 0 0 0 5866 | 8196 97,33 241,83 3 0 2 a 28
92 4 s s No 0 0 0 0 9824 | 201,86 | 100,00 298,81 3 28 3 c 35
93 1 No si No 0 0 0 0 0 0 60,32 68,36 1 1b 3 a 14
94 3 No s s 0 0 0 0 0,00 0,00 99,69 235,41 2 1c 3 a 10
95 45 No si 0 0 0 1 90,81 | 18371 | 9821 269,36 3 0 2 a

9% 8 No No No 0 0 0 2 83,82 | 17643 | 99,15 258,42 2 0 1 27
97 3 No No No 0 0 0 0 0,87 0,89 98,81 271,96 3 1c 3 b 9
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98 5 2 0 2 Si No No 0 0 0 0 94,37 251,67 100,00 270,40 4A 2A 3 c 24
99 3 2 0 2 No No No 0 0 0 0 32,17 32,17 97,53 188,54 3 1B 3 b 16
100 4 2 0 2 No No No 0 0 0 0 99,22 183,88 96,62 274,47 3 2A 3 b 18
101 5 2 0 2 Si No No 0 0 0 0 17,01 17,65 99,63 263,34 3 1B 4 38
102 7 3 0 1 No No No 1 0 0 1 80,00 120,00 100,00 274,81 3 1B 3 b 3
103 3,5 2 0 2 No No No 0 0 0 0 0,00 0,00 99,86 251,14 3 1B 3 b 30
104 5 2 0 3 No No No 0 0 0 0 99,39 221,09 97,19 267,84 2 0 1 8
105 2,5 2 0 0 No No No 0 0 0 0 2,21 2,21 100,00 261,24 2 1b 3 a 20
106 2,2 2 0 2 No No No 0 0 0 0 0,05 0,05 99,81 285,88 3 0 2 a 20
107 2 1 0 2 No No No 0 0 0 0 94,21 191,00 100,00 284,00 1 0 1 17
108 2,8 2 0 1 No No No 0 0 0 1 19,16 22,90 99,98 293,27 1 0 1 15
109 1,8 0 3 No No No 0 0 0 0 54,17 79,69 98,54 192,34 3 1A 3 b 12
110 5,5 2 0 2 No Si No 0 0 0 0 97,76 181,95 98,21 272,61 3 1B 4 16
111 4,5 2 0 2 No No No 0 0 0 0 96,71 273,48 99,46 266,70 3 2A 4 22
112 5 2 2 No No No 0 0 0 0 33,06 61,16 99,46 223,15 3 0 2 a 9
113 5 1 0 2 No No No 0 0 0 0 0,10 0,11 99,60 274,89 3 1A 3 b 9
114 8 2 2 No No No 0 0 0 0 41,62 43,41 99,51 219,92 3 2A 3 b 15
115 5 0 0 No No No 0 0 0 0 69,84 88,34 98,05 145,12 1 0 1 24
116 4,5 2 0 2 Si No No 0 0 0 0 0,00 0,00 94,88 240,96 3 1B 3 b 18
117 2,8 2 0 2 No No No 0 0 0 0 93,59 251,68 96,21 248,23 2 0 1 39
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118 4 2 0 3 No No No 0 0 0 0 3,57 3,72 99,18 204,52 3 0 2 a 29
119 3 2 0 3 No Si No 0 0 0 2 7,72 10,84 3 2A 3 b 16
120 3,5 2 0 2 Si Si No 0 0 0 0 94,06 245,83 99,63 254,74 4A 1B 4 13
121 4 2 0 0 No No No 0 0 0 0 0,06 0,06 95,93 186,00 3 1B 3 b 8
122 4 2 0 3 No No No 0 0 0 0 7,34 7,93 96,65 191,54 3 0 2 a 13
123 3,5 2 0 2 No No No 0 0 0 2 96,39 163,12 99,22 276,38 3 1A 3 b 33
124 2,5 2 0 2 No Si No 2 0 0 2 0,00 0,00 97,40 238,47 2 2A 3 b 30
125 2 2 0 3 No No No 0 0 0 0 95,15 155,21 99,28 238,44 2 0 1 9
126 3 2 0 0 No No No 0 0 0 0 16,40 16,79 99,12 194,51 3 0 2 a 15
127 2,5 2 0 1 No No No 0 0 0 0 26,65 26,88 100,00 287,16 2 0 1 7
128 3,7 2 0 3 Si No No 0 0 0 0 98,30 152,25 99,69 249,04 3 1A 3 b 9
129 2,5 2 0 3 Si No Si 0 0 0 0 96,76 262,95 97,22 276,63 2 1B 4 11
130 6,5 1 1 2 No No No 0 0 0 2 15,22 24,91 83,55 210,19 3 2A 3 b 11
131 3,5 2 0 2 No Si No 0 0 0 0 89,92 198,24 100,00 281,56 2 0 1 9
132 3 2 0 0 No Si No 0 0 0 0 97,77 260,71 99,84 263,65 4A 1B 3 b 13
133 2,5 2 0 2 No No No 0 0 0 0 99,02 275,03 98,57 286,43 2 0 1 17
134 4 2 0 2 No No No 0 0 0 0 84,15 84,77 99,83 282,71 3 0 2 a 15
135 2 3 0 2 No No No 0 0 0 0 77,78 155,56 91,48 249,82 2 0 1 32
136 3 2 0 2 No No No 0 0 0 2 87,50 206,25 98,62 217,24 2 0 1 8
137 1,5 2 0 3 No No No 0 0 0 0 99,74 224,65 100,00 266,91 2 2B 4 26
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3,83; 4,99;
138 5 2 0 2 No No No 2 0 0 1 37,14 41,24 2 1B 3 a 29
84,98 113,55

139 5,5 3 0 0 No No No 0 0 0 0 99,01 238,14 91,68 264,27 3 0 2 a 26
140 8 2 0 2 No No No 0 0 0 2 88,42 120,31 98,76 265,72 4A 0 4 b 35
141 2 3 0 0 No Si No 0 0 0 1 0,23 0,24 96,52 192,98 3 0 2 a 10
142 3 1 0 2 No No No 2 0 0 2 83,15 144,46 99,56 202,94 3 1B 3 b 16
143 1,5 2 0 0 No No No 0 0 0 2 91,66 157,18 99,82 250,20 2 0 1 19
144 5 2 0 1 No No No 0 0 0 0 93,22 254,56 100,00 291,88 3 0 2 a 20
145 4,5 2 0 2 No No No 0 0 0 0 92,37 250,22 95,96 243,61 3 1A 4 19
146 3 2 0 2 Si No No 0 0 0 0 100,00 258,82 97,04 200,66 2 1B 3 a 13
147 4 2 0 2 No No No 0 0 0 1 0,04 0,04 98,56 259,74 4A 2A 3 © 14
148 4,5 2 0 2 No No No 1 0 0 1 21,60 26,46 98,76 282,14 2 0 1 22
149 2 0 2 No No No 0 0 0 0 73,36 80,62 100,00 262,71 4A 1A 3 b 84
150 4 2 0 2 No No No 0 0 0 0 91,59 170,09 98,48 215,66 2 0 1 16
151 3 2 0 2 No No No 0 0 0 0 98,52 234,65 97,06 201,21 3 0 2 a 8
152 3 1 0 3 No No No 0 0 0 0 98,77 218,71 98,25 254,21 2 0 1 19
153 6 3 2 No No 1 0 0 1 60,00 80,00 81,62 105,37 4A 2A 3 c 48
154 6 2 0 0 0 0 0 0 77,60 104,66 100,00 294,99 3 0 2 a 22
155 2,3 1 0 2 No No No 0 0 0 2 3,99 4,25 100,00 286,46 2 0 1 10
156 5 3 0 2 No No No 0 0 0 2 98,36 187,15 96,09 251,15 3 0 2 a 12




Caracteristicas histologico-diagnésticas

Grad Marg Inv Invasi Depd . . )
. ) ) P53 Positivid . Estadi Num
o en Buddi on sitos p53_H- pN_ Estadi ) .
. Peri MLH1 MSH2 | MSH6 PMS2 Tumor ad CDX2 ) aje Gangli
Histol | Tumo ng erineu | yascu | Tumo score HE aje )
o % % letra os Linf
dgico ral lar r
157 4 4 1 3 0 1 Si No No 0 0 0 2 99,99 244,36 97,89 218,00 4A 1B 3 b 20
158 1 0 3 No No No 2 0 0 0 98,56 225,33 96,58 262,29 3 1A 3 b 12
159 2 4 0 2 0 2 No No No 0 0 0 0 83,95 143,21 97,13 199,79 3 1A 3 b 6
160 3 3,5 1 3 0 0 No No No 0 0 0 0 21,54 24,73 98,89 189,89 3 2A 3 b 16
161 2 3 1 2 0 2 No No No 0 0 0 2 92,93 231,26 99,45 288,25 3 1A 3 b 25
162 3 2 2 0 0 No No No 0 1 1 0 18,09 21,73 100,00 291,99 2 0 1 17
163 4 4 1 2 0 3 No No No 0 0 0 0 98,74 197,32 98,85 205,34 3 1A 3 b 22
164 2 7 1 2 0 2 No No Si 0 0 0 2 0,03 0,04 96,04 275,96 3 2B 3 c 23
165 4 1,7 2 1 2 No No No 2 0 0 2 11,49 16,71 98,06 217,33 3 X 3 b 0
166 2 3 0 1 0 2 No No No 0 0 0 2 99,80 197,26 98,52 214,06 3 1B 3 b 6
167 2 6 0 2 0 2 Si Si No 0 0 0 0 98,01 200,64 97,97 256,71 3 1B 3 b 12
168 0 4,3 1 2 0 0 No No No 0 0 0 0 82,89 138,16 99,98 290,71 3 0 2 a 20
169 2 4 1 2 0 0 No No No 0 1 1 0 55,58 63,55 95,27 261,72 2 0 1 26
i i 93,54; 265,30;
170 0 7 3 0 1 Si Si No 2 0 0 2 13,66 16,02 4A 0 2 b 15
3,02 3,17
171 2 5 0 2 0 2 No No No 0 0 0 0 49,08 65,07 96,74 184,75 3 0 2 a 31
172 4 2 0 2 0 1 No No No 0 0 0 0 94,90 185,99 99,77 256,27 2 X 3 a 0
173 2 5 0 2 0 2 No Si No 0 0 0 0 56,75 76,82 86,10 146,55 4A 2A 4 14
174 4 1,5 1 2 0 3 No No No 0 0 0 0 98,78 201,71 96,95 260,12 2 1B 3 a 3
Leyenda:
- Budding: Budding Tumoral: 0= Bajo; 1= Medio; 2= Alto; 3= Guias recomiendan no cuantificar.
- ID: Identificacién del paciente. - Inv Perineural: Invasion Perineural.
- Localiz: Localizacién del Tumor: 0= Colon Derecho; 1= Angulos y Transverso; 2= Colon Izquierdo y Sigma; 3= - MLH1, MSH2, MSH6, PMS2: Estado de Tincién de Inmunohistoquimica: 0= Intacta; 1= Negativa; 2=
Recto-Sigma; 4= Recto. Heterogénea.
- Tamafio (cm): Tamafio Tumoral. - P53 Tumor %: Porcentaje de Células Tefiidas con Inmunohistoquimica p53.
- Macro: Aspecto Macroscépico Tumoral: 0= Exofitico/ Polipoide; 1= Endofitico/ Ulcerado. - Positividad CDX2 %: Porcentaje de Células Tefiidas con Inmunohistoquimica CDX2.
- Grado Histoldgico: 1= Bien Diferenciado; 2= Moderadamente Diferenciado; 3= Pobremente Diferenciado. - Nam Gangl Linf: NGmero de Ganglios Linfaticos

- Margen Tumoral: 0= Libre; 1= Afecto.






Tabla suplementaria Ill: Descripcion de las caracteristicas genéticas de los tumores incluidos en el estudio.

Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D2s123 D5S346 D17S250 TP53 MUT Tipo de Tipt?s' de
Mutacion Mutacion p53
2 No 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
3 0 0 0 0 0 0 3 0
4 0 1 0 0 0 2 0 0
5 0 1 0 0 0 2 2 0
6 0 1 0 0 2 2 2 1 0 0
7 Si No 3 2 0
8 0 1 0 0 2 3 3 0
9 0 0 0 0 3 0 0 0
10 0 0 0 0 3 0 3 0
11 0 1 0 0 2 0 2 0
12 0 1 0 0 3 2 3 0
13 0 1 0 0 3 2 3 1 0 0
14 0 0 0 0 2 2 0 0
15 No No 0 1 0 0 2 0 2 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 1 0 0 2 2 2 0
18 No 0 1 0 0 0 3 2 1 0 0
19 Si 0 1 0 0 2 0 0 0
20 0 1 0 0 3 2 0 1 0 0




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
22 1 0 1 1 1 1 1 0 2
23 0 1 0 0 2 2 2 0 1
24 0 0 0 0 0 3 0 1 1 1 0
25 0 1 0 0 2 3 0 0 1
26 No No 3 2 0 Si 3
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28 0 1 0 0 0 2 2 1 4 0 1
29 No No 0 0 0 0 0 3 3 1 0 0 No 0
30 Si 0 1 0 0 2 0 2 0 1
31 No No 0 0 0 0 0 3 0 0 0
32 0 1 0 0 3 2 0 0 1
33 0 1 0 0 0 2 2 0 1
34 0 1 0 0 3 2 3 1
35 0 1 0 0 2 0 3 1 0 1
36 0 1 0 0 2 2 0 0 1
37 0 1 0 0 2 2 2 1 0 1
38 0 1 0 0 0 2 0 0 1
39 0 0 0 0 0 3 0 0 0
40 No No 2 0 0 0 3 1 3 0 0
41 0 1 0 0 0 2 0 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
43 0 1 0 0 2 0 2 0 1
a4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 Si 0 1 0 0 3 2 2 0 1
46 0 0 0 0 3 0 0 0 0
47 0 0 0 0 0 3 0 0 0
48 0 1 0 0 2 2 3 1 0 0 1
49 No No 3 2 0 No 2
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
51 0 1 0 0 0 2 0 0 1
52 0 1 0 0 2 0 3 0 1
53 0 0 0 0 3 0 0 0 0
54 0 1 0 0 3 2 2 0 1
55 Si 0 0 0 0 3 0 3 6 0
56 Si No 0 0 0 0 0 0 0 1 0 No 0
57 No 0 1 0 0 2 3 2 1 0 0 1
58 0 1 0 0 2 0 3 0 1
59 0 1 0 0 3 2 3 0 1
60 0 1 0 0 2 2 0 0 1
61 0 1 0 0 0 0 2 0 1
62 0 1 0 0 0 2 0 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
64 0 1 0 0 0 2 3 0 1
65 0 1 0 0 2 0 2 0 1
66 0 0 0 0 0 3 3 0 0
67 0 0 0 0 0 0 0 0 0
68 Si 0 1 0 0 2 2 2 0 1
69 No No 0 1 0 0 3 2 0 1 1 1 1
70 0 1 0 0 2 2 2 1 0 1
71 3 2 0 2
72 0 1 0 0 0 2 3 1 0 0 1
73 0 1 0 0 2 0 2 1 0 0 1
74 3 2 0 2
75 0 1 0 0 2 3 2 1 1 1 1
76 2 0 1 0 0 3 3 1 0 0 0
77 0 0 0 0 0 0 3 0 0
78 No 0 1 1 0 2 3 3 1 0 0 1
79 0 1 0 0 0 2 2 1 0 0 1
80 0 1 0 0 3 2 2 1 0 0 1
81 No 0 0 0 0 0 0 3 0 0
82 0 1 0 0 0 2 3 0 1
83 0 1 0 0 3 3 2 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
85 No No 0 0 0 0 0 0 0 0 Si 3
86 Si 0 0 0 0 3 3 0 0 0
87 0 0 0 0 3 2 2 1 1 1 0
88 0 1 0 0 0 0 2 1 0 0 1
89 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 0
90 0 1 0 0 2 2 3 0 1
91 0 0 0 0 0 0 3 0 0
92 Si 0 0 0 0 2 2 2 0 0
93 0 1 0 0 0 3 2 0 1
94 No No 0 1 0 0 0 0 2 1 1 1 1
95 No 0 1 0 0 0 2 0 1 0 0 1
96 0 1 0 0 0 0 2 0 1
97 0 1 0 0 3 2 2 1 1 1 1
98 Si 0 1 0 0 2 2 0 1 0 0 1
99 0 1 0 0 0 2 2 0 1
100 0 1 0 0 2 2 2 1 0 0 1
101 Si No 0 0 0 0 3 3 3 0 0
102 No No 3 2 0 No 2
103 0 1 0 0 0 2 2 1 2 1 1
104 0 1 0 0 0 2 0 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
106 0 1 0 0 2 0 2 1 3 3 1
107 0 1 0 0 3 3 2 0 1
108 No Si 1 0 1 1 3 0 1 0 No 2
109 Si No 0 1 0 0 0 2 2 0 1
110 Si 0 1 0 0 0 2 2 1 0 0 1
111 No 0 1 0 0 0 2 0 1 0 0 1
112 0 1 0 0 2 2 2 0 1
113 0 1 0 0 2 0 2 1 2 2 1
114 0 1 0 0 2 0 0 0 1
115 0 1 0 0 2 2 1 6 1
116 0 1 0 0 2 2 3 1 1 1 1
117 0 1 0 0 2 2 2 0 1
118 0 1 0 0 3 0 2 0 1
119 Si 0 1 0 0 3 2 0 0 1
120 No 0 1 0 0 2 2 0 0 0 1
121 0 1 0 0 0 0 2 0 1
122 0 1 0 0 2 2 2 0 1
123 0 1 0 0 3 2 2 1 0 0 1
124 0 1 0 0 2 2 0 1 3 3 1
125 0 1 0 0 0 2 2 6 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
127 0 1 0 0 3 2 2 1 2 1
128 Si 0 1 0 0 3 2 2 1 0 1
129 No 0 1 0 0 3 2 2 1 0 0 1
130 Si 0 1 0 0 3 2 0 6 1
131 0 1 0 0 2 0 2 6 1
132 0 1 0 0 2 2 2 1 0 0 1
133 0 1 0 0 3 2 2 1 0 0 1
134 0 1 0 0 3 2 2 0 1
135 0 1 0 0 3 3 2 0 1
136 0 1 0 0 2 0 2 0 1
137 Si 0 1 0 0 2 0 0 1 0 0 1
138 Si No 1 0 1 1 1 1 1 0 2
139 0 1 0 0 0 2 3 1 0 0 1
140 No 0 1 0 0 3 2 3 0 1
141 0 1 0 0 3 3 2 0 1
142 No 0 0 0 0 3 0 0 0 No 0
143 0 1 0 0 2 2 0 1 0 0 1
144 0 1 0 0 2 0 3 1 0 0 1
145 Si 0 1 0 0 2 0 2 1 0 0 1
146 0 1 0 0 0 2 0 1 0 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s2s0 | TPs3muT | PO de Tipos de ML Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
148 No No 3 2 0 Si 3
149 0 1 0 0 0 2 0 1 0 1
150 0 0 0 0 3 0 3 0 0
151 0 1 0 0 2 2 2 1 0 0 1
152 0 1 0 0 0 2 0 1 0 0 1
153 Si 3 2 0 3
154 0 1 0 0 0 2 0 0 1
155 0 1 0 0 0 2 0 0 1
156 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0
157 0 1 0 0 2 2 3 1 0 0 1
158 No No 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 Si 3
159 0 0 0 0 3 0 3 0
160 Si 0 1 0 0 3 2 2 0 1
161 0 1 0 0 2 3 2 1 0 0 1
162 3 2 0 2
163 0 1 0 0 2 2 0 1 0 0 1
164 Si 0 1 0 0 2 2 0 0 1
165 0 1 0 0 0 2 0 0 1
166 0 0 0 0 0 3 3 1 0 0 0
167 No 0 1 0 0 0 2 2 1 1 0 1




Caracteristicas genéticas

NRAS EMS/IMS LOH BAT25 BAT26 D25123 D55346 p17s250 | TPs3muT | Pode Tipos de MEHL Viade
Mutacion Mutacion p53 hiperCH3 carcinogénesis
169 3 2 0 2
170 No 1 0 1 1 1 1 1 0 No 2
171 0 1 0 0 0 2 0 1 0 1
172 0 1 0 0 3 2 2 1 0 1
173 No 0 1 0 0 2 2 0 0 1
174 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Leyenda:

ID: Identificacidn del paciente.

KRAS: Mutacién en KRAS.

BRAF: Mutacién en BRAF.

NRAS: Mutacién en NRAS.

EMS/IMS: Estado de Microsatélites (Estable o Inestable): 0= EMS; 1= IMS; 2= IMS de Bajo Grado.

LOH: Pérdida de Heterocigosidad: 0= No; 1= Si; 2= No necesita.

BAT25, BAT26, D25123, D55346, D175250: Marcadores de Microsatélites de Panel de Bethesda: 0= No IMS/ No LOH; 1= IMS; 2= LOH; 3= No informativo; 4= No vélido/No realizado.
TP53 MUT: Mutacién en TP53: 0= No; 1= Si; 6= Analizado todos los exones a excepcion de 6, sin haberse encontrado mutacion en el resto de los analizados.
Tipo Mut: Tipo de Mutacion TP53: 0= Missense; 1= Nonsense; 2= Splicing; 3= Frameshift; 4= Missense y Nonsense.

MLH1hiperCH3: Hipermetilacion MLH1.

Via de Carcinogénesis: 0= No Determinada; 1= LOH; 2= IMS; 3= Serrada.
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