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LISTA DE SiMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS.

AJCC: Abreviatura en inglés de American Joint Committee on
Cancer (Comité conjunto americano del cancer).

ADN: Abreviatura del acido desoxirribonucleico.

ARN: Abreviatura del 4cido ribonucleico.

ARNm: Abreviatura del acido ribonucleico mensajero.

ARMS: Tecnologia basada en la amplificacion refractaria de
sistema de mutaciones.

APC: Abreviatura en inglés de Adenomatous polyposis coli.

BMP3: Gen cuyo nombre es la abreviatura en inglés de Bone
Morphogenetic Protein 3.

BRAF: Gen cuya abreviatura en inglés de v-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B1.

CA 19.9: Abreviatura de antigeno carbohidrato 19.9.

CCR: Abreviatura de cancer colorrectal.

CCRm: Abreviatura de cancer colorrectal metastasico.

CCS: Abreviatura en inglés de Colorectal Cancer Sutype (subtipo
de cancer colorrectal).

CCT: Colonografia computerizada por TC.

CEA: Miembro de la familia de las moléculas de adhesién celular
relacionado con el antigeno carcinoma embrionario.

CMS: Abreviatura en inglés de Colorectal molecular subtype
(subtipo molecular de cancer colorrectal).

CMSP: Abreviatura de células mononucleares de sangre periférica.
CpG: Abreviatura de los pares de bases, Citosina y Guanina,

enlazados por un fosfato.



CTCs: Abreviatura de células tumorales circulantes.

dMMR: Abreviatura utilizada para definir la presencia de una
deficiencia en el sistema de reparacién de ADN, MMR.

DNAsa: Enzima que degrada el ADN.

D.0: Abreviatura de densidad éptica.

EDTA: Abreviatura del acido etilendiaminotetraacético.

EGFR: Abreviatura en inglés de Epidermal growth factor receptor
(receptor del factor de crecimiento epidérmico).

EIl: Abreviatura de enfermedad inflamatoria intestinal.

EMS: Abreviatura de estabilidad de microsatélites (en inglés,
Microsatellite stability [MSS]).

EpCAM: Abreviatura en inglés de epithelial cell adhesion molecule
(moléculas epiteliales de adhesion celular).

ESMO: Abreviatura en inglés de European Society for Medical
Oncology (Sociedad Europea de Oncologia Médica).

FDA: Abreviatura en inglés de The Food and Drug Administration.
FHGUV: Abreviatura de la Fundacion Hospital General de
Valencia.

FMIC: Abreviatura del fenotipo metilador de islas CpG.

FOLFOX: Abreviatura del esquema de quimioterapia con los
farmacos 5-fluorouracilo en infusiéon continua, Oxaliplatino y
Leucovorin.

FU: Abreviatura del farmaco fluorouracilo.

G: Unidad de medida de la velocidad de centrifugacion (fuerza
centrifuga relativa).

Hb: Cifra de hemoglobina en sangre.

HR: Abreviatura de hazard ratio.

IEGFR: Abreviatura de los inhibidores de EGFR.
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IHC: Abreviatura de inmunohistoquimica.

IMS: Abreviatura de inestabilidad de microsatélites (en inglés,
Microsatellite intability [MSI]).

INC: Abreviatura de inestabilidad cromosémica.

KRAS: Oncogen v-ki-ras kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog (perteneciente a la familia RAS).

KRT19 (alias CK-19, K19, K1CS): Gen que codifica para la
proteina CK-19 (queratina citoesquelética tipo I, 19).

LDH: Abreviatura de la enzima lactato deshidrogenasa.

LV: Abreviatura de leucovorin.

M: Abreviatura utilizada en el sistema de estadificacion TNM para
denominar la presencia de metastasis a distancia.

MAPK: Abreviatura en inglés de mitogen-activated protein kinases
(proteina quinasas activadas por mitdgenos).

MicroARNSs: En inglés denominados miRNAs. Se definen como una
clase de ARNs no codificantes que participan en la regulacién de la
expresion génica.

MLH 1: Abreviatura de MutL, e. coli, Homolog of, 1.

MMR: Abreviatura del inglés mismatch reapair (reparacion del
desequilibrio).

MSH 2: Abreviatura de Muts, e. coli, Homolog of, 2.

MSHG6: Abreviatura de MutS, e. coli, Homolog of, 6.

MYH: Gen cuyo nombre es la abreviatura en inglés de mutY
homolog.

N: Abreviatura utilizada en el sistema de estadificacion TNM para
denominar la afectacion de los nédulos linfaticos regionales.
NCCN: Abreviatura en inglés de National Comprehensive Cancer

Network (Red nacional extensa del cancer).
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NCDB: Abreviatura en inglés de National Cancer Data Base (base
de datos nacional de cancer).

NDRG4: Gen supresor de tumores cuyo nombre es la abreviatura
en inglés de N-myc down-regulated gene 4.

NRAS: Oncogen neuroblastoma ras kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (perteneciente a la familia RAS).

OMS: Abreviatura de la Organizacién Mundial de la salud.

PBS: Abreviatura en inglés de Phosphate Buffered Saline (soluciéon
salina amortiguada por fosfatos).

PCR: Abreviatura en inglés de Polymerase Chain Reaction
(reaccion en cadena de la polimerasa).

PI3KCA: Abreviatura en inglés del gen que codifica para
Phosphatidylinositol 3-kinase (Fosfoinositol 3-quinasa).

PMS2: Abreviatura en inglés de Postmeiotic Segregation Increased
2.

PTEN: Abreviatura en inglés del gen que codifica para
Phosphatase and tensin homolog (homologo fosfatasa y tensina).
QT: Abreviatura de quimioterapia.

R1: Término utilizado para denominar la resecciéon incompleta del
tumor primario con afectaciéon microscoépica de los margenes de
reseccion .

RAS: Familia de proto-oncogenes cuyo nombre procede de los
términos en inglés Rats sarcoma.

RNAsa: Enzima que degrada el ARN.

RPM: Abreviatura de revoluciones por minuto.

RR: Abreviatura de riesgo relativo.

RT: Abreviatura de radioterapia.
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RTqPCR: Abreviatura de reacciéon en cadena de la polimerasa
cuantitativa a tiempo real.

SEER: Abreviatura en inglés de Surveillance, Epidemiology, and
End Results (Vigilancia, Epidemiologia y Resultados).

SG: Abreviatura de supervivencia global.

SLE: Abreviatura de supervivencia libre de enfermedad.

T: Abreviatura utilizada en el sistema de estadificacion TNM para
denominar la extensién del tumor primario.

TEO: Abreviatura de operacién endoscopica transanal.

TGF-B: Abreviatura en inglés de Transforming growth factor beta
(factor de crecimiento transformante beta).

TGFBR2: Abreviatura en inglés de Transforming growth factor
beta 2 receptor (receptor del factor de crecimiento transformante
beta 2).

TNM: Abreviatura en inglés de tumor-node- metastasis (tumor-
nédulos-metastasis).

TSOH: Abreviatura del test de sangre oculta en heces.

TSOHg: Abreviatura del test de sangre oculta en heces basado en
la prueba Guaiac.

TSOHi: Abreviatura del test de sangre oculta en heces basado en
el analisis por inmunohistoquimica.

UICC: Abreviatura en inglés de International Union for Cancer
Control (Uni6n Internacional para el Control del Cancer).

WNT: Nombre acufiado a una via de sefializacion molecular

procedente del término en inglés Wingless (sin alas).
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1.1. Introduccion.

El cancer es un término genérico que se utiliza para designar a un
conjunto heterogéneo de enfermedades de base genética que
difieren en su histogénesis, morfogénesis, evoluciéon clinica y
pronoéstica. Todos los tumores presentan como caracteristica
comin un proceso conocido como carcinogénesis. En dicho
proceso se suceden diversas etapas, cada una de ellas gobernada
por una alteracion genética concreta, que confiere una ventaja
proliferativa a la célula normal transformandola en una célula con
genotipo maligno (1).

Hanahan y Weinberg describieron en el afio 2000 seis
propiedades esenciales que adquiere la célula normal durante la
carcinogénesis, que son las siguientes: independencia de las
sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras de
crecimiento, evasién de muerte celular programada (apoptosis),
potencial de replicacion ilimitado, capacidad de inducir
angiogénesis y capacidad de invasiéon tisular y metastatizar.
Posteriormente se ha propuesto la inclusion de entre estas
propiedades las siguientes: las alteraciones producidas por la
inflamacién (2), la reprogramaciéon del metabolismo energético y

la evasidn de la destruccion inmune (3), (figura 1).
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Figura 1: Las propiedades del cancer. (Modificado de Hanahan &

Weinberg, 2011).
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1.2. Biomarcadores y factores prondsticos en cancer.

1.2.1 importancia de los biomarcadores en cancer.

En los ultimos afios ha mejorado notablemente nuestro
conocimiento sobre los mecanismos de desarrollo y progresion
del cancer gracias a la aplicacion de novedosas técnicas de
laboratorio como son la secuenciacion del ADN, el perfil de
expresién génica, el analisis de metilacién de ADN y la proteémica.
Dichos avances nos han permitido conocer los principales
mecanismos moleculares implicados en la oncogénesis y la

proliferacién celular.
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El desarrollo de la oncologia translacional ha permitido el
desarrollo de nuevas terapias dirigidas y estrategias de
tratamiento. Progresivamente hemos pasado de utilizar
tratamientos basados en las caracteristicas clinicas y patolégicas a
desarrollar las nuevas terapias en funcion del perfil molecular del
tumor. Los avances en las técnicas de imagen e histopatoldgicas
también han contribuido notablemente en la aproximacién a una
“medicina personalizada”. Los conocimientos bioldgicos vy
moleculares obtenidos en la investigacion bdasica se estan
incorporado al disefio de los ensayos clinicos, cuyos resultados se
trasladan posteriormente a la practica diaria.

Los biomarcadores son caracteristicas bioldgicas que indican un
proceso normal, un proceso patogénico o una respuesta
farmacolégica a una determinada intervencidn terapéutica (4). Se
utilizan principalmente como indicador de la evolucién de una
enfermedad: aumentan si la enfermedad avanza, se mantienen
constantes si se estabiliza y disminuye si remite (5). Pueden ser
utilizados en la identificacién de individuos con alto riesgo de
desarrollar la enfermedad, el diagnostico, el prondstico y el
tratamiento de nuestros pacientes, asi como en el disefio de
combinaciones de farmacos y en la identificacién de mecanismos
de resistencia. El desarrollo de ensayos clinicos con nuevas
terapias deberian incluir biomarcadores que nos permitieran
seleccionar adecuadamente a los pacientes.

Un marcador pronéstico debe medirse previamente al
tratamiento con el fin de definir las caracteristicas patoldgicas y
moleculares que determinan la evoluciéon de la enfermedad, y

seleccionar a aquellos pacientes que necesitan un seguimiento
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mas exhaustivo o recibir un tratamiento adyuvante. En la practica
oncolodgica actual la administracién de un tratamiento adyuvante
implica tratar a muchos pacientes para obtener beneficio en
pocos. Dada la gravedad de la enfermedad y el potencial beneficio
aunque sea en un numero limitado de pacientes, su indicacién
parece razonable siempre y cuando la toxicidad sea aceptable. Sin
embargo, lo ideal seria disponer de un biomarcador cuya
expresién identificara una supervivencia similar entre los
pacientes tratados y no tratados. Por otro lado, también seria de
gran utilidad distinguir a aquéllos pacientes que se beneficiaran
de un tratamiento especifico de los que no lo haran. Esta
evaluacion de tratamiento se realiza mediante un biomarcador
predictivo que suele medirse antes de recibir un tratamiento y
aporta informaciéon de la probabilidad de responder a un
determinado tratamiento. En los Ultimos afios se han desarrollado
biomarcadores predictivos asociados al uso de nuevas terapias
bioldgicas contra dianas moleculares como es el caso de la
mutacién del oncogén BRAF en melanoma, el reordenamiento del
gen ALK en cancer de pulmén o la amplificacién de HER-2 en
cancer de mama. En CCR metastasico la presencia de una
mutaciéon en los oncogenes KRAS o NRAS es un marcador
predictivo de resistencia a las terapias con anticuerpos
monoclonales anti-EGFR, y aproximadamente el 45% de los
pacientes presentan una mutacién en uno de los dos genes.

Para que un biomarcador sea util en la practica clinica debe
obtenerse con facilidad y mediante procedimientos poco cruentos,
siguiendo un protocolo de actuacién estandarizado y

reproducible. También debe aportar un beneficio clinico como
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mejorar la supervivencia o disminuir la toxicidad de los farmacos.
Por ultimo, debe ser validado en una poblacién independiente de
la utilizada para su desarrollo.

Dada la utilidad de los biomarcadores en la individualizacién del
diagnostico y tratamiento de los pacientes, deberiamos
incorporarlos en el diseflo de los ensayos clinicos futuros que nos

permitan desarrollar protocolos de actuaciéon mas costo-efectivos.

1.2.2. Factores prondsticos en cancer.

Se conocen como factores pronodsticos (FP) aquellos sintomas,
signos, caracteristicas patolégicas o moleculares que nos
proporcionan informacion sobre la supervivencia global (SG), la
supervivencia libre de enfermedad (SLE), la respuesta terapéutica
o la aparicién de complicaciones (6), es decir, nos informan sobre
la evolucién de la enfermedad. Su conocimiento nos permite
informar adecuadamente al paciente, comprender los mecanismos
fisiolégicos y moleculares implicados en el desarrollo de la
enfermedad, comparar la eficacia de un tratamiento en subgrupos
de pacientes con un prondstico similar y disefiar ensayos clinicos
con una estratificacién equitativa de los mismos (7). Los FP
pueden ser caracteristicas intrinsecas de los pacientes (edad, sexo,
estado general, comorbilidades), caracteristicas clinicas,
patoldégicas y moleculares relacionadas con el propio tumor
(localizacién anatémica, estadio tumoral, marcadores de
proliferacién celular, oncoproteinas, estado mutacional de
oncogenes y genes supresores de tumores, perfiles de expresion
génica, estado de metilacion del ADN, fenotipo molecular, etc.),

caracteristicas relacionadas con el tratamiento (tipo de cirugia,
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esquemas de QT, dosificaciéon, toxicidad, tiempos terapéuticos,

etc.) o caracteristicas relacionadas con el entorno del paciente.

1.3. Biopsia liquida.
1.3.1. Marcadores tumorales en CCR.

Clasicamente, los marcadores tumorales se definen como
sustancias producidas por células tumorales o por células
normales como respuesta a la apariciéon de un cancer u otras
enfermedades benignas. Estas sustancias pueden encontrarse en
la sangre u otros componentes organicos como la orina, las heces,
el liquido peritoneal, etc. La mayoria de los marcadores tumorales
utilizados se detectan tanto en personas con un diagnéstico de
cancer como en personas sanas o con una enfermedad benigna,
sin embargo, las concentraciones suelen ser mayores en las
primeras. Pueden ser ttiles en: el diagnéstico precoz (marcadores
diagndsticos); la determinacién del pronéstico (marcadores
pronoésticos); la prediccion de la eficacia del tratamiento
(marcadores de seguimiento); el control clinico tras la cirugia del
tumor primario y la monitorizacién del tratamiento en la
enfermedad avanzada (8).

El marcador tumoral serolégico mas utilizado hasta el momento
en el CCR es el antigeno carcinoembrionario (CEA). Es una
glicoproteina intracelular presente en el colon fetal que se expresa
en aproximadamente el 90% de los CCR. Los niveles de CEA
también pueden estar elevados en otros tumores como el cancer

de pulmoén, tumores gastricos y pancreaticos, etc.,, en personas
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fumadoras y en patologias benignas como la cirrosis hepética y la
colitis ulcerosa.

En CCR, niveles elevados de CEA preoperatorio se han asociado
con un peor prondstico de la enfermedad. Por otro lado, la falta de
normalizacién de la cifra de CEA tras 4-8 semanas desde la cirugia
del tumor primario hace sospechar una resecciéon incompleta o la
presencia de micrometastasis, observando un riesgo relativo de
recidiva de 3,77 en personas con niveles de CEA postoperatorio
elevados (9). También es de utilidad en el seguimiento de los
pacientes intervenidos de CCR para detectar una posible recidiva
de la enfermedad. En este sentido, la guia de la Sociedad Europea
de Oncologia Médica (en inglés ESMO) recomienda su
determinacién cada 3-6 meses durante los 3 primeros afios y cada
6-12 meses durante el 42 y 52 afio tras la cirugia (10), y la guia
americana NCCN (11) cada 3-6 meses durante los dos primeros
afios y cada 6 meses hasta completar los 5 afios de seguimiento.
Otro de los marcadores tumorales utilizados clasicamente en el
CCR es el antigeno carbohidrato 19-9 (CA 19-9). Pese a que
multiples estudios han sugerido su valor como factor prondstico
en CCR, presenta una sensibilidad menor que el CEA y
actualmente las guias internacionales no recomiendan su uso en el
diagndstico y seguimiento de la enfermedad.

La mayoria de los marcadores tumorales utilizados hasta el
momento son proteinas. Sin embargo, en los udltimos afios ha
emergido la hipotesis de que la determinacion del ADN o ARNm
de los genes implicados en la sintesis de estas proteinas podria

mejorar la sensibilidad diagnéstica de los marcadores tumorales.
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1.3.2. Concepto y utilidad de la biopsia liquida.

Se define como la capturacién y el andlisis de células tumorales
circulantes (CTCs) y/o acidos nucleicos (ADN y/o ARN)
circulantes procedentes del tumor en la sangre. Su analisis puede
aportar informacién molecular precisa acerca de la evolucién de la
enfermedad desde etapas iniciales hasta la aparicién de
metastasis, asi como informacién util en el manejo clinico de la
enfermedad mediante la seleccion del tratamiento, la
monitorizacion del comportamiento tumoral durante el
tratamiento y el estudio de los mecanismos de resistencia a los
farmacos (12). Estos avances han sido posibles gracias al
importante desarrollo biotecnoldgico acontecido en los dltimos
afios. Multiples estudios han demostrado que es posible
reconstruir el genoma tumoral a partir de ADN procedente del
plasma (13); (14) y de las CTCs.

Las CTCs son células tumorales procedentes de tumores sdélidos
que se propagan a través de la sangre y/o el drenaje linfatico.
Proceden del tumor primario y se ha postulado que contienen
subpoblaciones celulares con la capacidad de invadir y generar
metastasis a distancia (15). Se han propuesto multiples modelos
para describir el proceso de diseminacion de las células tumorales
desde el tumor primario hasta la colonizaciéon de o6rganos a
distancia, bien mediante la adquisicion de la capacidad para
metastatizar o mediante la extension fisica a 6rganos vecinos (16);
(17).

Las CTCs estan presentes en el torrente circulatorio en
concentraciones muy bajas; aproximadamente 1 ml de sangre

periférica total contiene 1-10 CTCs frente a 106-107 células
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sanguineas nucleadas y 109 células rojas sanguineas (18). Por lo
tanto, a menudo es necesario mejorar la sensibilidad de la técnica
de deteccion de CTCs mediante la introduccién de un paso para
incrementar su concentracidén antes de intentar capturarlas. En
este contexto, se han desarrollado diferentes métodos para
realizar el enriquecimiento celular, la caracterizacion y la
identificacion de las CTCs: CTC microchips, aparatos de filtracion,
andlisis mediante transcripcién reversa cuantitativa por PCR,
sistemas microscépicos automaticos, etc (19); (20).

Uno de los principales métodos de enriquecimiento de CTCs
utilizado hasta el momento se basa en el uso de bolas magnéticas
unidas a anticuerpos contra antigenos epiteliales de adhesion
celular “epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)” presentes en
las CTCs, y el posterior aislamiento de dichas bolas mediante un
aparato magnético (21). El aislamiento de CTCs mediante esta
tecnologia (“CellSearch system”) ha demostrado ser un factor
pronostico y predictivo de respuesta en CCR metastasico (22), y
en otros tumores sélidos como el Cancer de Mama (23) y de
Préstata (24). Dicha metodologia se basa en el supuesto que las
CTCs mantienen las mismas caracteristicas que su tejido de origen
y, por tanto, la mayoria de CTCs procedentes de un CCR
expresaran marcadores epiteliales especificos como
citoqueratinas. La especificidad de la reaccién antigeno-
anticuerpo permite el aislamiento de CTCs con un alto nivel de
pureza. Sin embargo, el enriquecimiento de CTCs es altamente
dependiente del anticuerpo utilizado y actualmente se desconoce
cudl es el antigeno ideal que permita capturar todas las CTCs y

excluir las células hematoldgicas (25). Estudios recientes
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muestran la variabilidad de expresiéon de EpCAM en ciertos
fenotipos de CTCs, y la existencia de subpoblaciones celulares que
no expresan un fenotipo epitelial, probablemente debido al
fendmeno de transicién epitelio-mesénquima, que no serian

detectadas mediante esta técnica (26); (27).

1.4. Cancer de colon.

El Cancer Colorrectal (CCR) es una enfermedad heterogénea que
se origina en el colon y en el recto. La mayoria de los tumores se
desarrollan lentamente a partir de pdlipos adenomatosos o
adenomas. El epitelio intestinal tiene una alta tasa de recambio
celular que favorece la aparicién de alteraciones genéticas
especificas que favorecen a su vez la aparicién de cambios
morfoldgicos en el tejido. Vogelstein describid el primer modelo
de carcinogénesis basado en dichas alteraciones (28). Estudios
realizados posteriormente sugieren que el CCR es una
consecuencia de diversos factores, algunos de ellos heredados y

otros adquiridos a lo largo de la vida (figura 2).

Figura 2: Etapas de la carcinogénesis (29).
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1.4.1. Epidemiologia y factores de riesgo.

En el afio 2012, el CCR fue el tercer tumor mas frecuente en
hombres (746.000 casos, 10% del total) y el segundo en mujeres
(614.000 casos, 9.2% del total) en todo el mundo (figura 3). Al
menos el 55% de los casos ocurrieron en los paises mas
desarrollados. Segun los datos publicados por Siegel y
colaboradores en 2015, desde mediados de los afios 80 se ha
observado en Estados Unidos un descenso en la incidencia del CCR
(mas del 4% por afio) atribuible a un descenso de los factores de
riesgo y a la introducciéon de los métodos de cribado (30). Sin
embargo, se espera un incremento en el nimero de casos nuevos
en adultos entre 20 y 49 afios en el afio 2030, siendo la causa
desconocida (31).

En Espafia, el CCR es el tercer tumor mas prevalente en hombres y
el segundo en mujeres, siendo el tumor mas prevalente teniendo
en cuenta ambos sexos. En el aflo 2012 se diagnosticaron 19,261
casos en hombres y 12,979 casos en mujeres, y fallecieron por
esta patologia 8,742 hombres y 5,958 mujeres (segunda causa de
mortalidad por cancer en ambos sexos); (32).

Se han descrito diversos factores involucrados en el desarrollo del
CCR sin existir una causa especifica. La edad, una historia previa
de pdlipos coldnicos, la enfermedad inflamatoria intestinal (colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn) y la existencia de factores
hereditarios estan relacionados con el aumento de la incidencia de
CCR. Por otro lado, existen diferentes mecanismos moleculares
involucrados en el desarrollo del CCR con una respuesta
heterogénea a los diferentes carcindégenos y tratamientos que

ponen de manifiesto la complejidad de este tipo de cancer.
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Figura 3: Estimacidon de casos diagnosticados y fallecimientos por

sexo en 10 tipos de tumores. Estados Unidos, 2015 (Siegel et al.

2015).

Estimated Mew Cases

Males Females

Prostate 220,800 25% Breast 231,840 29%

Lung & bronchus 115,610 14% Lung & bronchus 105,590 13%

Calon & rectum 68,080 8%, Colon & rectum 63,610 8%

Urinary bladder 56,320 7% Uterine corpus 54,870 7%
Melanoma of the skin 42,670 5% Thyroid 47,230 6%
Mon-Hodgkin lymphoma 39,850 5% Nan-Hedgkin lymphoma 32,000 4%
Kidney & renal pelvis 38,270 5% Melanoma of the skin 31,200 4%
Oral cavity & pharynx 32,870 4% Pancreas 24120 3%
Leukemia 30,800 4% Leukemia 23,370 3%

Liver & intrahepatic bile duct 25,510 3% Kidney & renal pelvis 23.290 3%
All Sites 848,200 100% Al Sites 810,170 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 86,380 28% Lung & bronchus 71,660 26%
Prostate 27,540 % Breast 40,290 15%

Caolon & rectum 26,100 8% Colon & rectum 23.600 9%
Pancreas 20,710 7% Pancreas 19,850 7%

Liver & intrahepatic bile duct 17,030 5% Ovary 14,180 5%
Leukemia 14,210 5% Leukemia 10,240 4%

Esophagus 12,600 4% Uterine corpus 10,170 4%

Urinary bladder 11,510 4% Mon-Hodgkin lymphoma 8,310 3%
MNon-Hodgkin lymphoma 11,480 4% . Liver & intrahepatic bile duct 7.520 3%
Kidney & renal pelvis 9,070 3% Brain & other neraus system 6,380 2%
All Sites 312,150 100% Al Sites 277,280 100%

FIGURE 1. Ten Leading Cancer Types for the Estimated New Cancer Cases and Deaths by Sex, United States, 2015.

La mayoria de los CCR son esporadicos, sin embargo, hasta en un
20% de los casos se observa una agrupacién familiar. Diversos
estudios muestran un aumento del riesgo de CCR en familiares de
pacientes de primer grado diagnosticados de adenomas o
carcinomas invasivos (33,34). Se han descrito varios sindromes
hereditarios asociados con el CCR: sindrome de Lynch o HNPCC,
sindrome  polipésico adenomatoso familiar, sindromes
hamartomatosos polipdsicos (Peutz-Jeghers, poliposis juvenil y
enfermedad de Cowden) y poliposis asociada al gen MYH. El
sindrome de Lynch es el mas comun de todos ellos y supone entre
un 2% y un 4% del total de CCR. Se origina por la aparicion de

mutaciones germinales en el ADN de los genes del Sistema de
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Reparacién de Genes (“Mismatch Reapair [MMR] System”): MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2 (35).

La exposicion a determinados factores ambientales y Ila
predisposicién genética heredada favorecen el desarrollo de
adenomas y carcinomas. Respecto a la dieta diversos estudios han
sugerido un aumento de la incidencia de CCR asociado al consumo
elevado de carne roja y procesada (36); y un descenso de la misma
asociado a un dieta rica en fibra, pescado, calcio, vitamina D
(37,38) y legumbres (39). El consumo de alcohol (40) y tabaco
también aumentan el riesgo de desarrollar CCR, estando este
ultimo relacionado con una mayor mortalidad (41). Otros factores
de riesgo son la obesidad, el bajo consumo de vegetales y frutas, y
la inactividad fisica (42-44).

1.4.2. El cribado del CCR.

1.4.2.1. Pruebas de cribado.

Las pruebas de cribado han demostrado la reduccién de la
incidencia en CCR. En paises desarrollados han contribuido, a su
vez, a reducir la mortalidad, principalmente gracias a la
colonoscopia (45).

Las pruebas de cribado disponibles se pueden clasificar en 2
grupos (46): 1) tests basados en el andlisis de heces: TSOH basado
en la prueba Guaiac [TSOHg], TSOH basado en la deteccién de
hemoglobina por inmunohistoquimica (TSOHi) y la deteccion de
DNA en heces; y 2) endoscopias y tests radioldgicos:
colonoscopia, sigmoidoscopia flexible, capsula endoscépica,
enema con doble contraste baritado y colonografia computarizada

por tomografia (CCT).
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Respecto a los tests basados en el andlisis de heces, si el resultado
es positivo es necesario realizar una colonoscopia posteriormente
independientemente del test utilizado. En los ultimos afios han
emergido diferentes tests basados en el andlisis de ADN en heces
como método de cribado. De todos ellos, destaca el Test de
Cologuard® (Exact Sciences), aprobado por la FDA en agosto de
2014. Incluye el andlisis por ensayo cuantitativo molecular de
mutaciones de KRAS, metilaciéon aberrante de los genes NDRG4,
BMP3, y B-actina y la deteccion de hemoglobina por técnicas de
inmunoensayo.

En cuanto a los tests endoscopicos, las principales limitaciones
que presentan son: la invasividad del test, la necesidad de
preparacion previa, la utilizaciéon de recursos para su realizacion
(tiempo del examen, uso de sedacion, etc), los riesgos inherentes a
la prueba como son el sangrado y la perforacién (47) y que los
resultados son operador dependiente. Pese a ello, la colonoscopia
es el método de cribado mas completo, ya que permite el examen
de toda la mucosa del intestino grueso y la exéresis de poélipos en
una Unica sesion. Su uso parece ser menos efectivo en la
disminucién del riesgo de CCR en los tumores localizados en el

lado derecho segun los resultados de varios estudios (48; 49; 50).

1.4.2.2. Busqueda de biomarcadores seroldgicos.

Dada la invasividad de la colonoscopia, la baja adherencia de la
poblacion y el riesgo de complicaciones asociado a la técnica, la
busqueda de un biomarcador no invasivo con una eficacia similar
en la deteccién del CCR es una prioridad. El desarrollo de un

biomarcador serolégico como primera prueba de cribado seria
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mejor aceptado y conseguiria un mayor porcentaje de uso que las
herramientas disponibles hasta el momento (51).

La detecciéon serolégica de autoanticuerpos contra antigenos
asociados al tumor ha sido ampliamente estudiada como
biomarcador potencial para la detecciéon del CCR. La sensibilidad
individual de cada autoanticuerpo parece baja. Fletcher y
colaboradores, utilizando como valor normal una cifra de CEA <
2,5 mg/L, calcularon que el valor CEA tenfa una sensibilidad del
36% y una especificidad del 87% en pacientes diagnosticados de
CCR estadio A y B segun la clasificacién de Dukes (52). El valor
aislado de Ca 19.9 tampoco resulta ttil como método de cribado.
Diferentes autores han propuesto paneles seroldgicos que
incluyan la deteccion de multiples marcadores tumorales para
aumentar la sensibilidad de la técnica (53). Un ejemplo de ello es
la firma seroldgica propuesta por Butvilovskaya y colaboradores
en la que se incluye la deteccién de anticuerpos contra glicanos
asociados al CCR y diferentes marcadores tumorales ya conocidos
(CEA, Ca 19-9, Ca 12.5, etc), alcanzando una sensibilidad y
especificidad del 88% y 98% respectivamente (54). Pese a que se
han publicado resultados prometedores, la mayoria de los
estudios tienen un tamafio muestral pequeilo y carecen de una
validacion prospectiva de los resultados.

La deteccion y cuantificacién de acidos nucleicos circulantes de
origen tumoral es una herramienta con un excelente potencial
como método diagnéstico en CCR. Multiples estudios han
propuesto el uso de la cuantificacion de ADN libre circulante, de
ARNm libre circulante y de células tumorales circulantes (CTCs)

como método de cribado para el diagnéstico de CCR, sin embargo,
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los resultados publicados hasta el momento muestran una gran
variabilidad tanto en la concentracién de ADN y ARN como en la
sensibilidad y especificidad de la técnica empleada, indicando la
presencia de diversos factores pre-analiticos y analiticos que
pueden influir en el valor de la prueba como método diagndstico

(55).

1.4.3. Biologia molecular en el ccr.

El CCR es una enfermedad heterogénea. Durante afios el
conocimiento de la variabilidad de los tumores colorrectales se
limitaba al andlisis histopatoldgico a partir del cual se establecian
clasificaciones genéricas con manifestaciones clinicas diferentes.
Hoy en dia, se estd empezando a comprender la heterogeneidad
genética y bioldgica que subyace a la variabilidad clinica y
patoldégica. El desafio actual es comprender el fundamento
molecular que explique la susceptibilidad individual a desarrollar
el CCR y determinar los factores que influyen en el inicio del
desarrollo y en la progresion de la enfermedad, asi como en la

respuesta o resistencia a los distintos tratamientos. (56).

1.4.3.1. Fundamentos moleculares.
Los principales fundamentos moleculares del CCR son Ila

inestabilidad gendémica, la inactivacion mutacional de genes
supresores de tumores, la activacion de oncogenes, las
modificaciones epigenéticas y el microambiente tumoral e
interaccion huésped-tumor.

- Inestabilidad genomica:

La pérdida de estabilidad gendémica es uno de los mecanismos

moleculares mas importantes en el desarrollo del CCR ya que
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facilita la apariciéon de multiples mutaciones asociadas al tumor.
Dicha pérdida se puede producir por diferentes causas:
inestabilidad cromosémica, defectos en el sistema de reparacion
de desequilibrios en ADN (“DNA mismatch repair (MMR) system”)
y metilacion aberrante de ADN (57).

La inestabilidad cromosémica (INC) es el tipo de inestabilidad
gendmica mas frecuente, supone el 80%-85% de los casos de CCR
esporadico. Dicha inestabilidad permite la aparicion de
mutaciones en diversos genes supresores de tumores (APC, P53,
SAMD4), favoreciendo asi el desarrollo del fenotipo tumoral. El
segundo tipo mas frecuente es el déficit del sistema MMR que se
caracteriza por la inactivacion de alguno de los genes que
componen (MLH 1, MSH 2, MSH6 y PMSZ2). Dicha inactivacion
puede ser heredada a través de mutaciones en la linea germinal,
como en el Sindrome de Lynch, o adquirida a través del
silenciamiento génico mediante metilacion. La inactivacion
somatica de los genes MMR ocurre en el 15% de los casos de CCR
esporadicos, siendo el silenciamiento bialélico de la region
promotora del gen MLH 1 la causa mas frecuente. La pérdida de
funcién del sistema MMR puede ser medida por la presencia de
inestabilidad de microsatélites (IMS), que favorece el cambio de
tamafio de repeticiones de mononucleétidos o dinucledtidos
dispersos a lo largo del genoma, o por la identificaciéon de la
pérdida de expresion de la proteina codificada por el gen
mediante técnicas de inmunohistoquimica. Se ha descrito una
elevada concordancia entre la deteccién de un alto grado de IMS y
la pérdida de expresion de las proteinas MLH 1 y MSH 2 (58; 59),

con un valor prondstico equiparable (60).
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Otros mecanismos para desarrollar CCR son la inactivacién en la
linea germinal del gen MYH, encargado de la reparacion de ADN
mediante la excisién de 8-oxoguanina, y el silenciamiento génico
epigenético mediante la metilacién aberrante de ADN. En el CCR
se ha observado un subgrupo de pacientes que presentan una
metilacién aberrante considerable en ciertas islas CpG (secuencias
de ADN repetidas presentes en el genoma normal en las que la
citosina estd metilada dentro de los dinucleétidos CpG) asociadas
a areas promotoras de determinados genes, produciendo su
silenciamiento. Este fenémeno se conoce como fenotipo metilador
de islas CpG (FMIC); (61). Esta presente en el 15% de los casos de
CCR y, practicamente, en el 100% de los casos con metilacion
aberrante del gen MLH 1.

Durante el desarrollo del CCR, las alteraciones genéticas descritas
previamente pueden aparecer de forma separada o conjunta,
generando el primer nivel de heterogeneidad inter-tumor (figura 4).
- Inactivacién mutacional de genes supresores de tumores:

La mutacién mas frecuente en CCR (85% de los casos) afecta al
gen supresor de tumores APC que codifica para la proteina APC. La
inactivaciéon de dicho gen activa la via metabélica Wnt de forma
constitutiva, considerandose un evento inicial en el CCR ya que
regula la expresidn de genes implicados en la activacion celular. El
segundo paso clave en el desarrollo del CCR es la inactivacion de
la via p53, implicada en el control del ciclo celular y la apoptosis
(62). Su inactivaciéon favorece la progresion de adenoma a
carcinoma invasivo. El tercer paso en el desarrollo del CCR es la
inactivacion mutacional de la via TGF-, siendo la mutacién

somatica que inactiva TGFBRZ la mas frecuente. Su inactivaciéon
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favorece la transiciéon de adenoma a displasia de alto grado o

carcinoma (63).

Figura 4: Patrones de inestabilidad genética en el desarrollo de CCR.
Adaptado de Markowitz y Bertagnolli (Markowitz, 2009). Muestra el
solapamiento entre los principales mecanismos de inestabilidad

gendmica en el CCR.

Inestabilidad
microsatélites

Metilacién Inestabilidad
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- Activacion de oncogenes:

Los oncogenes implicados en el desarrollo de CCR con maés
frecuencia son los pertenecientes a la familia RAS (KRAS y NRAS) y
BRAF. El 20-25% de los tumores humanos presentan una
mutacion en alguno de los genes de la familia RAS. Son mutaciones
puntuales de un nucleétido que afectan con mayor frecuencia a los

codones 12 y 13 del ex6n 2 y al codén 61 del exén 3. En el CCR el
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gen KRAS aparece mutado en aproximadamente el 40% de los
casos. El 70-80% de las mutaciones afectan al codén 12 y el 15-
20% al coddn 13 del ex6n 2. La presencia de mutaciones en el gen
NRAS se detecta en el 3-5% de los casos, siendo las localizaciones
mas frecuentes el codén 61 del ex6n 3 y los codones 12 y 13 del
exon 2 (64). Se considera que las mutaciones en los genes KRAS y
NRAS son mutuamente excluyentes. La frecuencia de mutaciones
del gen BRAF en el CCR varia entre el 8% y 12% de los casos y es
practicamente excluyente con las mutaciones RAS (65). La
mutacién V60O0E es la mas frecuente (mas del 80% de todas las
mutaciones BRAF). Se han descrito otras mutaciones BRAF en
<1% de los casos, cuyo significado estd practicamente
inexplorado.

Las mutaciones oncogénicas de estos genes producen la activacion
amplificada de la via metabdlica RAS/RAF/MAPK por debajo del
receptor extracelular EGFR, que se traduce en un aumento de la
proliferacién celular y la angiogénesis, en una disminucién de la
apoptosis y en una alteraciéon del metabolismo celular (66).

La aparicién de una mutacién en los genes RAS es un fendmeno
temprano en la carcinogénesis del CCR y se mantiene durante el
curso de la enfermedad, motivo por el cual la concordancia en la
tasa de mutaciones entre el tumor primario y las metastasis es del
95% (67). En etapas tempranas confieren un minimo potencial de
malignidad, sin embargo favorecen el potencial celular de
malignidad en etapas mas avanzadas de la enfermedad. Las
mutaciones en el gen BRAF comparadas con las de la familia RAS,
son mas frecuentes en pdlipos hiperplasicos, adenomas serrados y

tumores de colon proximales.
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Por ultimo, un tercio de los pacientes con CCR presentan
mutaciones somadticas en el oncogén PI3KCA, favoreciendo el
crecimiento y supervivencia celular incontrolado a través de la
activacion de la via metabolica PI3K.

- Modificaciones epigenéticas:

Los mecanismos epigenéticos implicados en el desarrollo del CCR
son: la metilacién de citosina en las islas CpG; las modificaciones
de histonas, los microARNs, los ARNs no codificantes y la
remodelacion nucleosomal. Dichos mecanismos estan implicados
tanto en el inicio del desarrollo del CCR como en la progresion de
la enfermedad (68).

- Microambiente tumoral e interaccion huésped-tumor:

Las interacciones entre los distintos componentes del
microambiente tumoral (matriz extracelular, factores de
crecimiento, citoquinas, fibroblastos, células relacionadas con el
espacio vascular, células de respuesta inflamatoria, etc.) estan
implicadas en la proliferacion de las células tumorales, en su
potencial metastasico y en la localizacién de las metastasis (69).
Tanto las interacciones del microambiente tumoral como la
interaccién huésped-tumor son otras de las causas de la
heterogeneidad del CCR. Dichas interacciones dependen de las
variaciones genéticas de las personas diagnosticadas de CCR, sin
embargo la manifestacion clinica de dichas variaciones puede ser
modificada por la exposicién a diferentes causas de estrés a lo
largo de la vida del sujeto (comorbilidades, cambios hormonales,

estilo de vida, dieta, etc.).
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1.4.3.2. Clasificacion molecular en CCR.
En los ultimos afios se han propuesto diversas clasificaciones del

CCR basadas en la caracterizacién molecular del tumor con la
intencién de identificar subgrupos de pacientes en funcién del
prondstico y la respuesta al tratamiento. En el afio 2012, la red
“The Cancer Genome Atlas” public6 una caracterizacién molecular
del CCR, cuyos resultados fueron la base para el desarrollo
racional de firmas moleculares posteriores (70). Se identificé un
grupo de pacientes (16%) con hipermutaciéon genética, tres
cuartos de los cuales presentaban a su vez IMS. Se observaron
diferencias importantes en el perfil mutacional entre los
subgrupos con y sin hipermutacién genética (mayor frecuencia de
mutaciones en el gen TGFBR2 y menor frecuencia de mutaciones
en los genes P53 y APC en el subgrupo con hipermutaciéon
genética). Estos hallazgos indican que la progresion tumoral en
ambos subgrupos de pacientes se produjeron a través de una
secuencia de eventos genéticos diferente.

De las firmas moleculares desarrolladas posteriormente
destacamos dos de ellas. La primera, publicada por De Sousa E
Melo y colaboradores, clasificé 90 pacientes con CCR estadio Il en
tres subtipos llamados CCS1 (“Colorectal Cancer Subtype”), CCS2 y
CCS3. CCS1 se caracterizé principalmente por la ausencia de IMS,
la ausencia de un FMIC +, la presencia de mutaciones en los genes
KRAS y/o P53 y localizacién izquierda predominante del tumor
primario. El subtipo CCS2 revel6é una fuerte asociaciéon con la
presencia de IMS, de un FMIC + y la localizacién derecha
predominante del tumor primario. El subtipo CCS3 fue

heterogéneo en lo que respecta a la estabilidad/inestabilidad de
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microsatélites, el estado del FMIC y la localizaciéon del tumor
primario, y mostré una elevada tasa de mutaciones en los genes
KRAS vy BRAF. Los pacientes clasificados en este ultimo subtipo
mostraron peor prondstico (71).

La segunda, publicada por Sadanandam y colaboradores, propuso
seis subtipos moleculares que compartian importantes similitudes
con los patrones de expresion de los diferentes subtipos celulares
presentes en una cripta colénica normal (72). Los subtipos
moleculares  propuestos también mostraron diferencias
significativas en el prondstico (figura 5).

En un intento de resolver las diferencias entre las multiples
clasificaciones propuestas hasta el momento y facilitar su uso en
la practica clinica, en 2015 se public6 el consenso internacional de
subtipos moleculares de CCR (73), basado en las caracteristicas
comunes de los trabajos previos. Dicho consenso propone 4
subtipos moleculares con la siguiente nomenclatura: CMS1/IMS
inmune; CMS2/Candnico; CMS3 /Metabdlico y
CMS4/Mesenquimal. En la figura 6 se detallan las principales
diferencias bioldgicas entre los distintos subtipos moleculares. Un
13% de los tumores analizados presentan caracteristicas
combinadas, hecho que posiblemente representa un fenotipo de

transicion o indica heterogeneidad tumoral.
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Figura 5: Sistema de clasificacion de CCR asociado al fenotipo

celular y la respuesta terapéutica. (Figura 5; Sadanandam et al.,

2013).
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A) Caracteristicas de los 6 subtipos moleculares propuestos.
B) Correlacion del fenotipo de los subtipos propuestos con la
localizacion de diferentes células que componen la cripta
colénica. C) Biomarcadores candidatos en funcién del subtipo
propuesto. D) Estrategias terapéuticas en funciéon de los

subtipos propuestos.

Desde una perspectiva bioldgica, dicha clasificacidn aporta un
mayor conocimiento de los subtipos “no-IMS” que suponen un
85% de los CCRs y describe fuertes asociaciones moleculares.
Aunque han emergido posibles marcadores genéticos y
epigenéticos en los distintos subtipos propuestos, desde un punto

de vista clinico todavia no esta claramente establecido cuales son
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los marcadores mas relevantes que permitan una prediccion
precisa del prondstico y de la respuesta a los tratamientos
disponibles. Sin embargo, una clasificaciéon homogénea del CCR y
un mejor conocimiento de los eventos moleculares principales
implicados en el desarrollo y la progresidn de la enfermedad nos

permitira avanzar en el desarrollo de nuevos tratamientos.

Figura 6: Propuesta de clasificacion del CCR, reflejando las
diferencias bioldgicas en la expresion genética entre los subtipos

moleculares. (Figura 5, Guinney et al., 2005).
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CIMP, CpG island methylator phenotype; MSI, microsatellite
instability; SCNA, somatic copy number alterations.

Las clasificaciones propuestas hasta el momento deben ser
perfeccionadas ya que no todos los casos de CCR encajan
perfectamente en uno de los subtipos. Por otra parte, son
clasificaciones complejas de dificil implantacién en la practica

clinica.
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1.4.4. Factores prondsticos en CCR.

Hasta la fecha, la supervivencia y el riesgo de recaida de los
pacientes diagnosticados de CCR tras la cirugia sola o combinada
con quimioterapia adyuvante, viene determinada principalmente
por el grado de penetracion de la pared intestinal por el tumor
primario (T segun la clasificacion TNM) y por la afectaciéon
ganglionar local (N segun esta clasificacion). En el afio 2010 se
publicaron los resultados del analisis de supervivencia de 109,953
pacientes incluidos en la base de datos SEER entre 1992 y 2004 en
funcién de estos dos parametros y la afectacién metastasica (M).
En la figura 7 se observan las diferencias de supervivencia de los
pacientes en funcion de las diferentes combinaciones dela T y la N
(74). Gracias a los resultados de este estudio se realiz6 la dltima
revision del estadiaje tumoral del TNM, publicandose la 72 edicién

del Manual de estadiaje de AJCC Cancer (75).

Figura 7: Supervivencia a los 5 afos segun las categorias TN

(Gunderson, 2010).
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Sin embargo, el estadiaje tumoral no es suficiente para clasificar
adecuadamente a los pacientes. El mayor beneficio observado
con la QT adyuvante es una reduccién del riesgo de recaida del
23% utilizando el esquema de QT mas activo (76) en el estadio
[II. En el estadio II se estima que el beneficio absoluto sobre la
supervivencia no supera el 4%. Por ello, es necesario buscar
nuevos parametros que nos ayuden a estratificar mejor a los
pacientes. De hecho, a la hora de establecer la indicacién de QT
adyuvante en el estadio Il es importante clasificar a los pacientes
en alto o bajo riesgo teniendo en cuenta los principales factores
de riesgo establecidos como factores prondsticos (11,77):
Tumores T4, histologia pobremente diferenciada excepto en el
subgrupo de tumores con inestabilidad de microsatélities,
invasion linfovascular y perineural, obstruccién y/o perforacion
intestinal, margenes de reseccion positivos, inadecuado niimero
de nédulos linfaticos analizados (< 12) y elevacion del marcador
tumoral CEA.

Un ejemplo de la aplicabilidad de las nuevas tecnologias en la
buisqueda de biomarcadores prondsticos y predictivos en CCR
son las firmas génicas publicadas en pacientes con CCR estadios II
y III. Oncotype DX Colon Cancer Test™ (78) cuantifica la
expresion de 12 genes clasificando a los pacientes segun el riesgo
de recaida en alto riesgo, riesgo intermedio o riesgo bajo. Esta
firma ha sido validada clinicamente en pacientes con CCR
estadios Il y III procedentes del estudio QUASAR (79) y NSABP C-
07 (80), mostrando diferencias significativas en el riesgo de
recaida a los tres afios la SLE y la SG. ColoPrint® (81) analiza la

expresion de 18 genes diferenciando los tumores segln el riesgo
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de recurrencia en alto y bajo riesgo. Dicha firma parece
particularmente util en pacientes con estadio II (82). Sin
embargo, ninguno de estos test ha demostrado ser un factor

predictivo de respuesta al tratamiento con QT adyuvante.

A lo largo de nuestro estudio analizaremos las principales
caracteristicas clinicas, patoldgicas y moleculares propuestas
como posibles factores prondsticos, y propondremos una
clasificacién molecular sencilla que nos permita estratificar a los

pacientes en funcién del riesgo.
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2. OBJETIVOS.
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Objetivo principal:
Dada la heterogeneidad del CCR, el objetivo principal del estudio

es analizar los posibles biomarcadores clinicos, patoldgicos y

moleculares con implicaciones diagndsticas y prondsticas en el

CCR en estadios iniciales (estadios I-1II).

Objetivos especificos:

1.

Realizar en nuestra cohorte de pacientes un estudio
descriptivo de las principales variables demograficas, clinicas
y patolégicas implicadas en el CCR en estadios iniciales.
Analizar la sensibilidad y especificidad de los niveles de
expresion del ARNm de los genes CEAy KRT19 en sangre
periférica en el diagnostico del CCR.

Analizar el valor pronédstico de los niveles de expresion
relativa del ARNm de los genes CEA y KRT19 en sangre
periférica en pacientes intervenidos de CCR (estadios I-1II),
asi como su correlacién con las principales variables clinico-
patoldgicas.

Analizar en las muestras de tejido tumoral el estado
mutacional de los genes RAS (KRAS, NRAS) y BRAF, y la
expresion de las proteinas del sistema MMR (MLH1 y MSH2).
Correlacionar los resultados con el prondstico y las
principales variables clinico-patolégicas de los pacientes.
Proponer una clasificacion con 5 subtipos moleculares segin
el estado mutacional de los genes RAS y BRAF, y el estado de
expresion del sistema MMR. Analizar el comportamiento
clinico y patolégico asi como el pronéstico de los diferentes

subtipos.
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3. METODOLOGIA.
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3.1. Pacientes y controles.
3.1.1. Pacientes.

Se incluyeron de forma prospectiva 105 pacientes con los
siguientes criterios de inclusién: ser intervenido de un CCR
localizado (estadios I-III) en el Hospital de Sagunto, tener un
diagndstico anatomopatolégico de adenocarcinoma y aceptar
participar en el estudio de forma voluntaria mediante la firma de
un consentimiento informado. Los criterios de exclusion fueron
que no hubieran recibido tratamiento con QT o RT previamente.
Todos los pacientes fueron intervenidos desde noviembre de
2011 hasta febrero de 2014 y firmaron el documento de
consentimiento informado el dia previo a la intervencion. El
estudio se llevo a cabo asegurando el cumplimiento de las normas
éticas y legales vigentes en conformidad con la Declaracién de
Helsinki. El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité
de Investigacion del Hospital de Sagunto el 23 de noviembre de
2010.

Las variables demograficas basales recogidas en los pacientes
fueron las siguientes: sexo, edad, motivo de consulta, antecedentes
oncoldgicos personales y familiares, comorbilidades, habito
tabaquico, consumo de alcohol, localizacién del tumor primario y
realizaciéon de colonoscopia completa previa a la intervencion.
También se recogieron las variables clinicas: cifra de Hb (g/dl) al
diagnostico, valor de los marcadores tumorales CEA (ng/ml) y CA
19.9 (Ul/ml) en las 24 horas previas y a las 4 semanas de la
intervencion quirurgica, reseccién mediante laparoscépica o por

laparotomia abierta, cirugia urgente o programada, presencia de
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complicaciones post-quirtrgicas, y administracion de QT
adyuvante asi como el esquema de tratamiento administrado. Por
ultimo, las variables patolégicas registradas fueron: grado
histolodgico clasificado en 2 subgrupos (83): bajo grado (= 50% de
formacidn glandular) o alto grado (<50% de formacién glandular);
extension tumoral segin la 72 edicion TNM de la AJCC (75);
numero de nédulos linfaticos regionales analizados; ratio entre el
numero de nddulos linfaticos afectos y analizados (84); presencia
o0 ausencia de invasién venosa, linfatica y perineural; presencia o
ausencia de perforacién tumoral o abscesificacién y estado del

margen de reseccion (85).

3.1.2. Grupo control.

Se incluyeron en el estudio 32 voluntarios clasificados en 2

grupos:

i. Sujetos que fueron sometidos a una colonoscopia durante el
periodo de reclutamiento del estudio a los que se les reseco
un pélipo adenomatoso y que aceptaron participar en el
estudio firmando el documento de consentimiento informado
(n=12).

ii. Voluntarios sanos a los que se les realiz6 una colonoscopia
entre enero y marzo de 2016 sin objetivarse patologia en
dicha exploracién y que aceptaron participar en el estudio
firmando el consentimiento informado (n=20).

En todos los pacientes del grupo control se registré la edad, el

sexo, el habito tabaquico y el valor de los marcadores tumorales

CEAyCA199.
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3.2. Muestras Bioldgicas.
3.2.1. Sangre periférica.

En los pacientes intervenidos de CCR, la primera extraccion
sanguinea se realiz6 en las 24 horas previas a la intervencion y la
segunda en la primera visita de control al Servicio de Oncologia
Médica (semana 4 post cirugia).

En los individuos controles se realizé6 una unica extraccion de
sangre periférica el mismo dia de la colonoscopia justo antes de la
realizacion de la prueba.

En todos los casos, se recogieron dos muestras de 10 ml de sangre
periférica en tubos con EDTA como anticoagulante (BD
Vacutainer®) eliminando el primero de ellos para evitar
contaminaciones de la muestra por células epiteliales tras la
venopuncién, y un tercer tubo también de 10 ml de tipo
PAXgene™ que contiene un aditivo que evita la degradacién del
ARN in vitro y es ampliamente utilizado para la realizaciéon de
estudios de expresidn génica.

Todas las muestras fueron enviadas al laboratorio de Oncologia
Molecular de la FHGUV antes de que transcurrieran 4 horas desde
la extraccion, a temperatura ambiente para su posterior

procesamiento.

3.2.2. Muestra de tejido tumoral.

Los excedentes de las muestras de tejido tumoral incluidas en
parafinas con diagndstico histopatologico confirmado de cancer
de colon fueron solicitadas al servicio de Anatomia Patoldgica
para su caracterizacion molecular y la realizaciéon de pruebas de

IH adicionales.
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3.3. Aislamiento de CTCs a partir de sangre periférica.

El aislamiento de CTCs en las muestras de sangre periférica
recogidas con EDTA debe realizarse dentro de las 4-5 horas de
extraccion, para ello primero es necesario un primer paso de
seleccidn de células mononucleares.

a. Seleccién de Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP)
mediante el uso de la técnica de centrifugacion por gradiente de
densidad en Ficoll Hypaque. Para ello, la muestra homogeneizada
se dispensa sobre una capa de Ficoll de 10 ml en un tubo Falcon
de 25 ml.. Durante la centrifugacién realizada a 400 g durante 20
minutos a temperatura ambiente, se van formando varias capas
segun el gradiente de densidad. Segin se muestra en la figura 8, la
capa fina y opalescente que se forma en la interfase entre el Ficoll
y el plasma es la que corresponde a las CMSP y es la que se recoge

para continuar con el aislamiento de CTCs.

Figura 8: Técnica Ficoll Hypaque para la obtencion de CMSP.

Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin
Blood Plasma
[ PBMCs (interphase)
Ficoll
Ficoll Granulocytes
RBCs

PBMCs: siglas en inglés de CMSP; RBCs: siglas en inglés de

“red blood cells” (eritrocitos).
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b . Seleccién positiva de las células epiteliales sobre las CMSP: Se
incubaron las CMSP con bolas inmunomagnéticas conjugadas con
anticuerpos  epiteliales  (Dynabeads®  Epithelial  Enrich,
Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se realizé la separacién magnética utilizando
columnas de separacion y el separador magnético DynaMAg™.-2
(Invitrogen). Las determinaciones de expresion génica se
realizaron sobre las células seleccionadas. Dicha fraccion celular
fue inmediatamente conservada en criotubos a -802 C hasta el
momento de su utilizacién.

Las muestras almacenacdas en tubos PAXgene no precisaron

procesamiento previo a la extraccion de ARN.

3.4. Extraccion de ARN.

Se realiz6 tanto sobre la fraccién enriquecida de CTCs como sobre
la muestra de sangre periférica conservada en los tubos
Paxgene™, mediante el uso de columnas de afinidad (RNAeasy®
micro Kit, Qiagen) segun las instrucciones del fabricante.

El procedimiento basico de la tecnologia RNAeasy® es el siguiente:
se afiade a la muestra a analizar un tampdn de lisis para crear las
condiciones Optimas para la uniéon de ARN a la membrana de
Rneasy MinElute. Posteriormente se afade la muestra a la
columna. El ARN se une a la membrana de silice que se encuentra
en el interior de la columna. Las posibles trazas de ADN presentes
en la muestra se degradan mediante el tratamiento con DNAsas
presentes en la columna. Tras un par de lavados, el ARN total se

eluye en agua libre de RNAsas.
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La cuantificacion de ARNm obtenido en cada muestra se realizé
mediante nanoespectrofotémetria (NanoDrop 2000C, Thermo

Fisher Scientific).

3.5. Estudio de expresién génica por RTgPCR.

A partir del ARN extraido de las muestras sanguineas se realizé la
reaccion de retrotranscripcién para la sintesis del ADN
complementario de cadena simple (ADNc). La reaccion se realiz6 a
partir de 20 ng de ARN procedente de las CTCs y de 180ng de ARN
procedente de los tubos PAXgene™, utilizando el Kit comercial
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems) y un termociclador Mastercycler (Eppendorf), segiin
las instrucciones del fabricante. Las condiciones para el

termociclador se detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Programa de tiempos y temperaturas utilizados en la

Transcripcion reversa.

Pasos Duraciéon Temperatura
1 10 minutos 252C
2 2 horas 372C
3 5 segundos 85 2C
4 ed 4°C

El ADNc proveniente de las CTCs se someti6 a una
preamplificacién para aumentar la cantidad de ADNc de partida.
La cuantificacion de los transcritos de los genes a analizar se llevo

a cabo mediante la reaccion de PCR cuantitativa en tiempo real
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(RTgPCR) usando sondas de hidroélisis especificas marcadas con el
fluorocromo 6-carboxiluoresceina (FAM). Para la deteccion de
fluorescencia se emplearon sistemas de fluorescencia Tagman®
MGB (Applied Biosystems).

Los niveles de expresién génica se determinaron mediante el uso
de ensayos TagMan® Gene Expression Assay (Applied
Biosystems) correspondientes a los genes a analizar (tabla 2).
Como gen de control endogeno (en inglés “housekeeping”) se

analizé la expresion del gen CDKN1B.

Tabla 2: Ensayos TagMan® empleados en la RTqPCR.

Gen Tamaiio del Coddigo del ensayo
amplicon (pb)
KRT19 116 Hs00761767_s1
CEA 65 Hs00926316_m1
CDKN1B 71 Hs00153277_m1

Para calcular la eficiencia de la reacciéon de RTqPCR, se realizé una
curva de diluciones seriadas (50 ng/ul, 5 ng/ul, 0,5 ng/ul y 0.005
ng/pl) a partir de un ADNc de referencia (QPCR Human Reference
cDNA random-primed, Clontech) para cada reaccion de
amplificacién. Aplicando la siguiente relacion, E = (10-1/pendiente),
obtuvimos directamente el valor de la eficiencia de amplificacion
para cada reaccion para comprobarlo. En todos los casos
obtuvimos un valor cercano a 2 por lo que asumimos dicho valor

como valor de eficiencia.
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Para la cuantificacién de la expresion génica relativa se uso el
método matematico desarrollado por Michael W. Pfaffl (figura 9),
(86). Este método se basa en la cuantificaciéon relativa de la
expresion del gen problema en la muestra a analizar respecto a la
expresién del ADNc de referencia. Asi mismo, los valores se
normalizaron calculando un ratio entre el gen problema en

comparacion con un gen enddgeno (en este caso CDKN1B).

Figura 9: Formula matematica utilizada en el modelo de Pfaffl.

ACP target (control — sample
(Etarget) et ple)
Ratio =

(E

) ACP ref (control — sample)
ref

La unidad de expresion génica utilizada para la expresion ACP es

dCtsegun la férmula detallada previamente.

3.6. Analisis de expresidn de las proteinas del Sistema de Reparacién
MMR (MLH1 y MSH2).

A partir de la muestra de tejido tumoral embebida en formol e
incluida en parafina se analizé la expresion por IHC de las
proteinas del sistema de reparacion de ADN MMR (mismatch
repair): MLH 1 y MSH 2. Para ello se utilizaron los anticuerpos
monoclonales de ratén FLEX de DAKO® (“MutL Protein Homolog
1” y “MutL Protein Homolog 2”). La pérdida de expresién fue
definida como la ausencia de tincién nuclear en las células

tumorales y la presencia de tincién en las células coldnicas
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epiteliales normales. La expresion de cada una de las proteinas se
clasifica como presencia de expresion (MLH 1 +, MSH 2 +) vs
ausencia de expresion (MLH 1 -, MSH 2 -). La pérdida de expresion
de alguna de las dos proteinas indica una deficiencia en el sistema
de reparacion MMR (dMMR) y la presencia de expresién de ambas

proteinas indica un sistema competente (cMMR).

3.7. Analisis del estado mutacional de los genes de la familia RAS
(KRAS y NRAS) y del gen BRAF.

- Extraccion y cuantificacién del ADN.

Para la extracciéon de ADN a partir de tejido tumoral embebido en
parafina (FFPE) se utilizaron 5-10 cortes de 5 pm obtenidos con
micrétomo, que se almacenaron en un microtubo de 1.5 ml A
continuacion se desparafinaron las muestras con 600 pl de aceite
mineral, seguido de 1 ml de xileno. Posteriormente se realizé un
lavado con 1 ml de etanol 100% para quitar los restos de xileno. El
ultimo paso del desparafinado consisti6 en dejar secar las
muestras a 372 C durante 20 minutos para eliminar los restos del
etanol.

La extraccion del ADN se hizo mediante un kit basado en
columnas de afinidad disefiado para muestras FFPE (QlAamp DNA
FFPE Tissue, Qiagen). Con el fin de estandarizar el proceso de
extraccion, se utilizdé un sistema automatizado (QIACUBE,
Qiagen), compatible con el kit, utilizando el tejido previamente
desparafinado y siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez
obtenido el ADN se procedi6 a su cuantificacién y se almacend a -

209 C hasta su utilizacion.
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La cuantificacién del ADN se realizé por nanoespectrofotometria
mediante el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific) que permite la mediciéon en volimenes pequefios de
muestra (0.5 puL- 2.0 pL). Este equipo mide la densidad 6ptica
(D.0.) de las muestras en el espectro 230-290 nm, calculando la
concentracion de ADN a partir de la D.0. a 260 nm (usando un
coeficiente de extinciéon molar para ADN de 50). También calcula
los ratios D.0. 260nm/280nm y D.0.260nm/230nm, que son
indicadores de contaminacién por proteinas, o reactivos usados

durante el proceso de extraccidn, respectivamente.

- Andlisis del estado mutacional del gen KRAS.

En primer lugar se realizé el andlisis de las mutaciones del gen
KRAS localizadas en los codones 12 y 13 del ex6n 2.
Posteriormente se realizaron las determinaciones de la extension
de RAS (KRAS ex6én 3y 4, NRAS exones 2,3y 4).

Para el andlisis mutacional del gen KRAS ex6n 2 se utilizé un kit
comercial, TheraScreen® KRAS mutation Kit (DXS Roche) que
detecta siete mutaciones localizadas en los codones 12 y 13 (tabla
3) mediante PCR a tiempo real que combina tecnologias ARMS y

Scorpions, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Tabla 3: Mutaciones del gen KRAS detectadas.

Mutacion Cambio de Base
Gly12Ala (GGT>GCT)
Gly12Asp (GGT>GAT)
Gly12Arg (GGT>CGT)
Gly12Cys (GGT>TGT)
Gly12Ser (GGT>AGT)
Gly12Val (GGT>GTT)
Gly13Asp (GGC>GACQC)

Brevemente, el kit consta de 8 mezclas de reaccion diferentes, la
primera mezcla es el ensayo control que amplifica una region del
exoén 4 del gen KRAS libre de polimorfismos y se usa para valorar
el ADN total de una muestra. Las 7 restantes son los ensayos de
mutacién (uno por cada mutacién). El volumen final de reaccién
fue 25 pl, de los cuales 19.8 pl correspondian a la mezcla de
reaccion (conteniendo: cebadores, sondas, dNTPs, buffer de
reaccion son C12Mg), 0.2 pl a Taq Polimerasa y 5 pl a la muestra a
una concentracion de 40ng/ul. Las condiciones de amplificacién
fueron: un ciclo de 4 minutos a 952 C y 45 ciclos de 30 segundos
952C/1 minuto 602 C, realizadas en un termociclador LightCycler
480 II (Roche).

La cuantificacion en los ensayos en tiempo real utilizan el nimero
de ciclos de PCR necesarios para detectar una sefial de
fluorescencia superior a la sefial de referencia como medida de las

moléculas diana presentes al comienzo de la reaccion. El punto en
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el que se detecta una sefial superior a la lectura de fluorescencia
de referencia se denomina “ciclo umbral” o ciclo de cuantificacion
(Cq) (87) y es el que se utiliza para realizar los calculos.

El andlisis del estado mutacional de cada muestra se realiza
calculando los valores de Acq de las muestras, siendo el Acq la
diferencia entre el valor de Cq de cada ensayo de mutacion
(denominado “ciclo umbral” o “ciclo de cuantificacién” (Cq) (87) y
el valor de Cq del ensayo control de una misma muestra. Las
muestras se clasifican como positivas para una mutaciéon si su
valor de Acq es inferior al valor de corte de Acq (tabla 4), que es
diferente para cada mutacién. Por encima de este valor se

considera que la muestra es negativa para la mutacién.

Tabla 4: Valores de corte del Acq para cada mutacién del gen KRAS,

codones 12 y 13 analizada.

Ensayo Acq
Gly12Ala 6.25
Gly12Asp 7.72
Gly12Arg 6.83
Gly12Cys 6.95
Gly12Ser 8.95
Gly12Val 6.5
Gly13Asp 9.09

Para el analisis del resto de mutaciones del gen KRAS localizadas
en los exones 3 (codones 59, 61) y 4 (codones 117 y 146) y del
gen NRAS localizadas en los exones 2 (codones 12 y 13), 3
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(codones 59, 61) y 4 (codones 117 y 146) se utilizé el kit
comercial de pirosecuenciacidon, TheraScreen® RAS Extension
Pyro® (Qiagen; Figura 10), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las 8 regiones a analizar se amplificaron
por separado mediante PCR usando cebadores unidos a biotina.
Los amplicones generados se inmovilizaron con microesferas de
Streptavidin Sepharose® High Performance y ,posteriormente, se
incubaron con los primers de secuenciacién correspondientes.
Una vez hecho esto, la secuenciacion se llevo a cabo en el sistema
PyroMark Q24 utilizando siempre los controles pertinentes Los

analisis se realizaron mediante el software PyroMark Q24 2. 0. 7.

- Andlisis del estado mutacional del gen BRAF.

Para el analisis del estado mutacional del gen BRAF se utilizo el Kit
comercial de amplificacion OncoGenBasic-S1 Ref. 0B-S1
(Seqgplexing Genetest) y el sistema de secuenciaciéon GS Junior
(Roche) que permite detectar mutaciones del oncogen BRAF en el
exén 15 (codones 581-620), segin las instrucciones del
fabricante.

La sensibilidad de este procedimiento en muestras de parafina
permite detectar las mutaciones presentes en menos de un 1% de
las copias del ADN de una muestra. En cuanto a la interpretacion
de los resultados se considera negativo cuando las mutaciones
estan presentes en menos del 1% de las copias de ADN y positivo
en mas del 2,5% de las copias. En los casos en los que se obtuvo
un porcentaje inferior al 2.5% se repiti6 la reaccién dandose el
resultado por positivo al mantenerse la identificacion de la

mutacion.
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Figura 10: Ensayos del kit Therascreen RAS Extension Pyro.
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3.8. Andlisis estadistico de los datos.

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico version
18.0 (SPSS Inc. Released 2009. PASW Statistics for Windows,
Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.).

En primer lugar se realiz6 el analisis descriptivo de las distintas
variables incluidas en el estudio. Para ello se realiz6 el calculo de
frecuencias absolutas y relativas (representadas graficamente con
diagramas de barras). Las variables cuantitativas continuas se
describieron mediante el calculo de la media, la mediana, la
desviacion estdndar y los valores minimo y maximo, siendo el
diagrama de cajas y bigotes el figura mas utilizado.

El test de kolmogorov-Smirnoff fue utilizado para valorar la
normalidad de la muestra, comprobandose que la distribucién de
los niveles de expresion de ARN en sangre periférica de los genes
incluidos en el estudio no era normal. Por ello, se aplicé al estudio
de dichas variables pruebas estadisticas de tipo no paramétricas.
Para la comparacién de grupos independientes se emplearon: la
prueba de Mann-Whitney para dos grupos y la prueba de
Kruskall-Wallis para mas de dos grupos. La prueba de suma de
rangos de diferencias por pares de Wilcoxon se utiliz6 para la
comparacion de las variables dependientes (nivel de expresion de
ARN de cada gen antes y después de la cirugia).

A la hora de analizar las relaciones de dependencia o
independencia entre variables cualitativas de caracter
bidimensional se utilizaron las tablas de contingencia y los
estadisticos Chi-cuadrado y Odds Ratio. El test exacto de Fisher
fue el estadistico utilizado cuando en mas del 20% de las celdas

habia menos de 5 casos y el test de Cramer el estadistico
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empleado cuando una variable tenia mas de 2 categorias. Las
variables continuas, como los niveles de expresiéon de ARN se
transformaron previamente en variables categéricas.

Se realizé un seguimiento de todos los pacientes incluidos en el
estudio desde el momento de la inclusién. El punto de corte
temporal para el analisis de los resultados del presente estudio
fue febrero de 2016. Durante el periodo de seguimiento se
registraron las siguientes variables: recaida tumoral, localizacién
anatémica de la recaida tumoral, cirugia de dicha recaida,
administracién de QT posteriormente a la recaida, aparicién de un
segundo tumor primario en cualquier localizacién, éxitus, SLE
definida como el intervalo temporal entre la fecha de recaida (o
fecha de ultimo seguimiento en los pacientes que no presentaron
recaida) y la fecha de la intervencion quirurgica y, por dltimo, SG
definida como el intervalo temporal entre la fecha del éxitus (o
fecha del dltimo seguimiento en los pacientes que no habian
fallecido en ese momento) y la fecha de la intervencién.

Los analisis de supervivencia se realizaron mediante el uso del
método de Kaplan-Meier y el estadistico log-rango. La SLE en
meses se calcul6 teniendo en cuenta la fecha de la cirugia hasta la
fecha de la recidiva tumoral o el dltimo seguimiento del paciente
mediante la siguiente féormula: 12 x (Fecha Fin - Fecha inicio) /
365,25. El andlisis multivariante para valorar los factores
pronosticos independientes se realizé utilizando el método de
regresion de Cox. Para ello se incluyeron todas las variables que
fueron significativas en el analisis univariante y aquellas en las

que el p valor estaba cercano a la significacién estadistica.

72



El nivel de significacién empleado en todos los andlisis fue el
habitual del 5% (a = 0,05). Cualquier valor de probabilidad
inferior a 0,05 es indicativo de una relacion estadisticamente
significativa.

3.8.1. Calculo de la muestra.

Para detectar una diferencia en la tasa de supervivencia (SLE) a
los 3 afios entre los pacientes segin los valores prondsticos
analizados; y asumiendo un error tipo alfa de 0.05 y una potencia

estadistica del 70%, se estima necesaria una muestra de 106

pacientes para cumplir los objetivos del estudio (88).
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4. RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL.
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4.1. Estudio descriptivo de las caracteristicas demograficas, clinicas y
patoldgicas de la poblacién a estudio.

4.1.1. Grupo control.

Se incluyeron 32 voluntarios, clasificados en 2 grupos: Grupo
control 1 (deteccion de un poélipo adenomatoso en Ila
colonoscopia) y Grupo control 2 (sin hallazgos patolégicos en la
colonoscopia). Las caracteristicas demograficas y analiticas se
resumen en la tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas demograficas y analiticas del grupo control.

Grupo control 1 Grupo control 2
Total N % N %
12 100% 20 100%
Edad (afios)
<65 6 50% 11 55%
> 65 6 50% 9 45%
Sexo
Hombre 6 50% 9 45%
Mujer 6 50% 11 55%
Consumo de tabaco
No fumador 6 50% 11 55%
Ex - fumador 4 33% 7 35%
Fumador activo 2 17% 2 10%
CEA (ng/ml)
<4 11 91,6% 20 100%
>4 0 0% 0 0%
CA 19.9 (UI/ml)
<40 11 91,6% 20 100%
> 40 0 0% 0 0%
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4.1.2. Pacientes intervenidos de CCR (casos).

- Caracteristicas demogrdficas y antecedentes personales.

Se incluyeron 105 pacientes intervenidos de CCR estadios I-III con
una mediana de edad de 67 afios (rango 39 - 90). El 65% eran
hombres. 4 pacientes (4%) tenian un diagnostico previo de
enfermedad inflamatoria intestinal (EII), (2 Colitis Ulcerosa y 2
Enfermedad de Crohn). La gran mayoria eran no fumadores o ex-
fumadores (91,5%) y no consumian alcohol diariamente (86,7%).
En la tabla 6 se detallan las principales caracteristicas

demograficas de los pacientes.

Tabla 6: Caracteristicas demograficas de los pacientes.

Total N=105 % =100
Edad (afios)
<65 39 37%
> 65 66 63%
Sexo
Hombre 68 64,8%
Mujer 37 35,2%

Consumo de tabaco

No fumador 51 48,6%
Ex - fumador 45 42,9%
Fumador activo 9 8,6%

Consumo de alcohol

No consumidor 90 85,7%
Ex - consumidor 1 1%
Consumidor diario 14 13,3%
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- Caracteristicas clinicas y patoldgicas.

El principal motivo de consulta fue el sangrado (69,5%) y en el
30,5% de los casos (n = 32) se inici6 el estudio tras un resultado
positivo en el TSOH. La distribucién de la localizacién del tumor
primario fue: colon ascendente 39 casos (37,1%); colon
transverso 9 casos (8,6%); colon descendente 37 casos (35,2%) y
recto 19 casos (18,1%). De forma simplificada se agruparon las
distintas localizaciones en dos categorias: colon derecho (incluye
colon ascendente y colon transverso) y colon izquierdo (incluye
colon descendente y recto). En un paciente se diagnosticaron dos
tumores de forma sincronica, uno en cada localizacion.

En el andlisis sanguineo realizado al diagnostico se obervd que el
41% de los pacientes presentaba anemia al diagndstico segun la
clasificacion de la OMS (89). En cuanto a los marcadores
tumorales, el 33% y el 11,4% de los pacientes tenia un valor
elevado de CEA (CEA > 4 mg/ml) y de CA 19.9 (> 40 Ul/ml),
respectivamente.

Todos los pacientes fueron intervenidos de forma programada. En
el 64% de los casos la cirugia fue por via laparoscépica o
endoscopica (microcirugia endoscédpica transanal, en inglés
“TEM”) y en el 36% mediante laparotomia abierta. E1 26% de los
pacientes (n = 27) presentaron alguna complicacion quirdrgica.
Tras la cirugia se llevo a cabo el estudio anatomo-patolégico

de la pieza quirdrgica. La distribucién de los casos segun la

clasificacion TNM (72 edicion) fue la siguiente (tabla 7):
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- Tumor primario (T): T1 12 casos (11,4%), T2 22 casos
(21%), T3 58 casos (55,2%), T4a 7 casos (6,7%) y T4b 6
casos (5,7%).

- Nodulos linfaticos regionales (N): Nx 2 casos (1,9%), NO
78 casos (74,3%), Nla 4 casos (3,8%), N1b 10 casos
(9,5%), N2a casos 7 (6,7%) y N2b 4 casos (3,8%).

- Estadio tumoral: estadio I 31 casos (29,5%), estadio IIA 39
casos (37,1%), estadio IIB 5 casos (4,8%), estadio IIC 5
casos (4,8%), estadio IIIA 2 casos (1,9%), estadio IIIB 18
casos (17,1%) y estadio IIIC 5 casos (4,8%).

Tabla 7: Clasificacion TNM de los pacientes.

Total N=105 % =100
T
T1 12 11,4%
T2 22 21%
T3 58 55,2%
T4 13 12,4%
N
NO 78 74,3%
N1 14 13,3%
N2 11 10,5%
ESTADIO TUMORAL
I 31 29,5%
I1 49 46,7%
I 25 23,8%
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En todos los casos la histologia tumoral fue Adenocarcinoma. La
distribucion segun el grado histolégico fue: bajo grado 90 casos
(85,7%) vy alto grado 13 casos (12,4%). El 22,9% (n = 24) de las
piezas quirurgicas analizadas presentaban invasion linfética, el 2,9%
(n = 3) invasion venosa, el 13,3% (n = 14) invasion perineural, el
11,4% (n = 12) perforacién o abscesificacion tumoral y el 1,9%
afectacion microscopica del margen de reseccion (R1). La media de
numero de nddulos linfaticos regionales evaluados fue 13,15 y la
mediana 12, con un rango entre 0 y 32.

El 36,2% de los pacientes (n = 38) recibieron QT adyuvante. Al
analizarlo por estadio tumoral, la recibi6 el 36,7% de los pacientes
con estadio II (n = 18), el 80% con estadio III (n = 20) y ningun
paciente con estadio I. Los esquemas de QT administrados fueron:
capecitabina en monoterapia en 12 casos y un esquema basado en
oxaliplatino en 6 en el estadio II; 2 y 18 casos respectivamente en
el estadio III.

Durante el periodo de observaciéon, 19 pacientes (18,1%)
presentaron una recidiva tumoral, de los cuales 8 fueron éxitus. El
numero total de éxitus durante el estudio fue 11 (10,5%). En 4
pacientes se diagnostic6 un segundo tumor primario en otra
localizacién (no colorrectal). Las localizaciones mas frecuentes de
las recidivas tumorales fueron: pulmén (n = 6), higado (n = 2),
local (n = 2) y afectacion de 2 o mds 6rganos (n = 6). En 6 casos se
pudo realizar reseccion quirurgica de la recidiva (3 cirugias
pulmonares, 1 local, 1 hepatica y 1 de los dos 6rganos afectados).
En la tabla 8 se detallan las caracteristicas clinicas de los

pacientes.
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Tabla 8: Caracteristicas clinicas d