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Justificacion y planteamiento de la tesis doctoral

El carcinoma colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas frecuentes en los paises
desarrollados. En Espafia, es la segunda causa de cancer en hombres, por detras del cancer
de prostata, y de las mujeres tras el cancer de mama (1,2). El estudio EUROCARE-5
(European Cancer Registry Study of Survival and Care of Cancer Patients) situa la
supervivencia media a los 5 afios del cancer de colon en el 57,1% y la del cancer de recto
en el 56,4% (3). Esta supervivencia depende fundamentalmente del estadio tumoral en el
momento del diagndstico. Los programas de cribado, que permiten la deteccion del CCR
en estadios precoces, junto con los avances en el tratamiento y el mayor conocimiento de

sus bases moleculares, han reducido la mortalidad del mismo (4,5).

El CCR es una enfermedad heterogéneay surge por la acumulacion secuencial de procesos
genéticos y epigenéticos (6-9). Se han descrito 3 mecanismos de carcinogénesis en el CCR
esporadico: la inestabilidad cromosémica (CIN), la inestabilidad de microsatélites (IMS)
y el fenotipo metilador (CIMP). La via oncogénica CIN, o via supresora, ocurre en el 70%-
75% de los casos y en ella coexisten tanto la activacion de oncogenes como el K-ras como
la inhibicidn de genes supresores (APC, DCC, TP53). Otra via mucho menos frecuente es la
IMS caracterizada por la alteracion del sistema de reparacion de errores durante la
replicacion del ADN, controlado por los genes MMR (mismatch repair), principalmente
MLH1, MSH2, MSH6 y PMSZ2. Los tumores desarrollados por esta via presentan cientos de
mutaciones en secuencias altamente repetitivas denominadas microsatélites. Se observa
en el 15% de los CCR esporadicos y en el 95% de los CCR hereditarios (sindrome de
Lynch)(10-12). Por ultimo, la via CIMP se caracteriza por una amplia hipermetilacion de
los islotes CpG en los promotores de genes supresores de tumores, provocando su
inactivacion. Se presenta en el 15%-20% de CCR esporadicos y se asocia a mal pronoéstico

(13-15).

El sindrome de Lynch (SL), también llamado CCR hereditario no asociado a poliposis
(CCHNP), es un sindrome genético con patron de herencia autosémico dominante. Se
caracteriza por mutaciones germinales en alguno de los genes MMR (MLH1, MSHZ, MSH6,
PMSZ2) y recientemente se le han asociado las deleciones en el extremo 3’ del gen EPCAM
al producir un silenciamiento epigenético del promotor del gen MSHZ (16,17). Los

pacientes afectos por este sindrome muestran una predisposicion a desarrollar diversos
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tumores, generalmente a edades tempranas. El mas frecuente es el CCR, pero también se
asocia a neoplasias extracolénicas como el cancer de endometrio, ovario, intestino
delgado, estomago, uréter, via biliar, pancreas y prdstata, entre otros (18,19). La sospecha
clinica del sindrome de Lynch se establece basandose en la historia personal y familiar, y
el diagndstico de certeza requiere la identificacion de la mutacion germinal en alguno de
los genes reparadores del ADN. Dada la complejidad y el coste de dicho procedimiento se
recomienda la realizaciéon previa de una técnica molecular de cribado sobre tejido
tumoral: el estudio de inestabilidad de microsatélites (IMS) y/o la inmunohistoquimica
(IHQ). El analisis de la IMS se realiza mediante la comparacion del ADN amplificado de
tumores frente al de tejido adyacente normal. La IHQ evalda la expresion nuclear de las
proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en el tejido tumoral (IHQ-MMR), que se
corresponden con el gen mutado (20,21). La eleccion de uno u otro método debe basarse
en la disponibilidad del centro ya que ambos han demostrado una eficacia equivalente
(22).LaIHQ posee, no obstante, la ventaja de dirigir el analisis genético al gen que codifica

para la proteina no expresada.

De todos los CCR, aproximadamente el 3% corresponden al SLy de ellos el 90% presentan
IMS. Sin embargo, la IMS no es exclusiva del SL, ya que existen casos de CCR esporadicos
con IMS debido al silenciamiento epigenético de MLHI mediante la hipermetilacién del

promotor de éste (23).

Desde hace unos aios, las sociedades cientificas recomiendan el cribado universal de SL
con IMS o [HQ a todos los CCR diagnosticados, ya que la identificacidon de estos casos es
coste-efectiva porque incrementa la tasa de diagnosticos precoces (de CCR y de tumores
extracoldnicos) mediante la adecuada vigilancia de los familiares portadores (24-28).
Ademas, la IMS es un factor predictivo de gran relevancia para determinar si procede el
tratamiento adyuvante del paciente con estadio II de CCR porque su presencia confiere
mejor pronostico (29-31). Al mismo tiempo, se ha objetivado que los tumores
colorrectales metastasicos con IMS tienen mejor respuesta y una supervivencia libre de
progresion mayor cuando reciben inmunoterapia que cuando son tratados con
quimioterapia convencional (30,93). A pesar de todo lo referido, la estrategia de cribado
poblacional ha sido implementada de forma irregular en los distintos hospitales (32,33),

y en los casos en los que se lleva a cabo, el estudio se hace en la pieza quirtrgica.
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La realizacion de la IHQ-MMR en las biopsias endoscépicas de CCR ofrece grandes
ventajas, ya que la deteccidn preoperatoria de los casos afectos de SL permitiria tomar
decisiones sobre la extension de la cirugia (colectomia vs reseccion segmentaria,
histerectomia profilactica o no). Ademas, en el caso del carcinoma rectal con respuesta
patoldgica completa tras la neoadyuvancia, no se dispone de tumor en el espécimen
quirurgico para poder realizar el estudio, y el tratamiento previo podria alterar la

expresion proteica de los genes reparadores del ADN.

Dada la importancia de la identificacion de los tumores con inestabilidad de
microsatélites, especialmente en el momento del diagndstico del CCR, hemos querido
realizar este estudio para evaluar la eficacia del analisis IHQ de las proteinas reparadoras
del ADN en las biopsias endoscépicas, comparando los resultados con los de la pieza

quirurgica correspondiente.

Existen sélo 5 estudios previos (34-38) que evaluan la utilidad de la realizacion de la IHQ-
MMR en las biopsias endoscdpicas y todos ellos demuestran una excelente correlacion
con laIHQ en el espécimen quirurgico. Esperamos obtener unos resultados reproducibles
a los publicados en la literatura aportando un mayor numero de casos. Asimismo,
queremos contribuir al diagnéstico del Sindrome de Lynch, previo a la cirugia del cancer
colorrectal, mediante el estudio IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en las biopsias

endoscdpicas, por todos los beneficios que supone.
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1.1 Generalidades del cancer colorrectal

1.1.1 Epidemiologia

El cancer es uno de los principales problemas de salud en la actualidad y en los ultimos
afios se ha incrementado su incidencia, alcanzando 19,3 millones de personas en el mundo
en 2020. También supone una de las primeras causas de muerte: casi 10 millones de
fallecimientos (Fig.1). Las estimaciones poblacionales indican que el nimero de casos

nuevos aumentara en las dos préoximas décadas hasta 29,5 millones al afio en 2040 (39).

A nivel mundial, el cancer colorrectal (CCR) es el tercero en incidencia en ambos sexos
después del cancer de pulmén y mama, con una estimacion global de 1.931.590 nuevos
casos en el afio 2020. Entre el 2007 y el afio 2017 la incidencia aument6 un 38% (40) y se

prevé una continuidad de esta tendencia al alza, sobre todo en paises desarrollados.

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3932 768 (39.5%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Liver
830 180 (8.3%)

Stomach
768 793 (7.7%)

Pancreas
466 003 (4.7%)
Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Data source: Globocan 2020 International Agency for Research on Cancer

Graph production: Global Cancer
Observatory (http://gco.jarc.fr)

Figura 1. Estimacion de la mortalidad por cancer a nivel mundial en el 2020 para ambos
sexos, todas las edades. Fuente: GLOBOCAN
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En Espaiia, el calculo de casos nuevos de CCR para el 2020 fue de 40.441 representando
asi el tumor mas frecuente diagnosticado globalmente. La incidencia comparada con otros
paises europeos, ocupa una posicion media, siendo mas elevada en hombres. En éstos, es
el segundo tumor mas frecuente, por detras del cancer de prostata y en mujeres, también
es el segundo por detras del cancer de mama. En relacion a la mortalidad, es la segunda

neoplasia responsable de mayor nimero de muertes en Espaia (1,2) (Fig. 2).
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Data source: Globocan 2020 International Agency for Research on Cancer

Graph production: Global Cancer Numbers g}} o et
Observatory (http://gco.iarcir)

Figura 2. Estimacion de la incidencia y mortalidad por cdncer en Esparia en el 2020 para
ambos sexos. Fuente: GLOBOCAN

La incidencia del CCR se incrementa de forma notable a partir de los 50 afios, de ahi que
el progresivo envejecimiento de la poblacién y la exposicion a riesgos ambientales sean
los principales factores que influyan en la evolucion del nimero de casos observados de
CCR en nuestro pais. La implementacion reciente de los programas de cribado también es

una circunstancia que determina la incidencia del mismo(41).

En Europa, el proyecto EUROCARE (European Cancer Registry Based Study on Survival
and Care of Cancer Patients), proporciona informacion sobre la supervivencia global de

los pacientes diagnosticados de cancer. Este estudio situa la supervivencia media a los 5
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afios del cancer de colon en el 57,1% y la del cancer de recto en el 56,4% (3). Esta
supervivencia depende fundamentalmente del estadio tumoral en el momento del
diagndstico. Los planes de cribado, que permiten la deteccion del CCR en estadios
precoces, junto con los avances en el tratamiento y el mayor conocimiento de sus bases

moleculares, han reducido la mortalidad del mismo (4,5).

1.1.2 Factores de riesgo

El CCR es el resultado de una combinacidn de factores genéticos y ambientales (6,7). Estos
factores pueden interaccionar en las diferentes etapas del desarrollo del cancer: durante
la transformacion de la mucosa coldnica normal en lesiones precursoras (adenomas),
durante el crecimiento de éstos y/o en la evolucién hacia carcinoma posteriormente, con
el transcurso de los afios. Varios estudios indican que, entre los factores ambientales, hay
algunos que podrian facilitar el proceso carcinogénico, mientras que otros actuarian como
elementos protectores. Esta evidencia apoyaria la modificacion de dichos factores para
reducir el riesgo de enfermedad realizando intervenciones de prevencion en la dieta o el

estilo de vida (42,43).

Otras circunstancias que influyen en el desarrollo del CCR, como la edad o el sexo, no son
modificables. Lo mismo ocurre con el riesgo en relacion con los antecendentes personales
(adenomas, enfermedad inflamatoria intestinal (EII)), los antecedentes familiares y los

sindromes hereditarios.

1.1.2.1 Edad

El factor mas relacionado con la incidencia del CCR sigue siendo la edad, ocurriendo la
mayor parte de los diagnosticos en mayores de 50 afios (Fig. 3). La mediana de edad en el
momento de la deteccion del cancer de colon es 68 y 72 afios en hombres y mujeres,

respectivamente; para los pacientes con cancer de recto es 63 afios para los dos sexos.
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0-19 20-44 45-69 70+
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Figura 3. Distribucion del cdncer colorrectal en Europa por edad. Fuente: European Cancer
Information System

Recientemente se esta observando un ligero descenso entre la poblacién mayor de 50
afios (posiblemente debido a los programas de cribado) frente a un aumento de la
incidencia entre individuos mas jovenes. En EEUU, en pacientes con edades de los 20 a los
49 anos, los diagnosticos se han incrementado un 26 % desde principios de los afios 90 al
2013 (de 8.5 por 100.000 en 1992 a 10.7 por 100.000 en 2013). Pero el aumento mas
significativo ha ocurrido en el grupo de edad de los 40 a los 49 afios (de 18.2 por 100.000
a 22.3 por 100,000), probablemente relacionado con factores de riesgo como la dieta y la

obesidad (44,45).

1.1.2.2 Factores de riesgo ambientales

DIETA

Existen muchos estudios que sefialan que la dieta puede contribuir a un incremento del
riesgo de CCR. Se ha visto que en inmigrantes procedentes de zonas con menor incidencia
de CCR, al adoptar los habitos dietéticos occidentales, tienen incidencias similares a las de
sus paises de acogida. A pesar de ello es muy dificil demostrar qué alimentos o nutrientes
pueden influir en el desarrollo del mismo porque no es posible aislar los diferentes

componentes de la dieta (42) .
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Dieta rica en grasas

Los ensayos clinicos aleatorizados (ECA) disponibles en la literatura ofrecen una
evidencia limitada con respecto al consumo de grasas y su relacion con el riesgo de CCR.
El estudio Women'’s Health Initiative, que incluye casi 50.000 mujeres postmenopausicas,
no pudo demostrar una reduccion en el riesgo de CCR al disminuir la ingesta grasa de la
dieta, incluyendo grasa animal, tras 8 afios de seguimiento (46). Lo que si se asocia a un

mayor riesgo es el hecho de padecer obesidad (47).

Carne roja y carne procesada

El World Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research (WCRF-
AICR) concluye que existe suficiente evidencia para relacionar su consumo con un
aumento del riesgo de CCR, aunque es marginalmente significativa (48). Esta asociaciéon
puede deberse a diferentes mecanismos. Por una parte, por los propios componentes de
la carne (como proteinas y hierro) y por otra por los compuestos generados durante la
coccion a altas temperaturas. Estas conclusiones estan basadas en estudios
observacionales y de cohortes con poblaciones heterogéneas pero han sido apoyados por
varios metaanalisis. No se dispone de suficiente informacién para discriminar si hay

mayor o menor riesgo segun el tipo de carne roja o procesada (49).

Fibra, fruta y verdura

La fibra (grano entero, integral) se asocia con una disminucién del riesgo de CCR. En un
metaanalisis de 25 estudios prospectivos, el consumo de 10 g de fibra total al dia se
relacioné con un riesgo menor de CCR. Por este motivo, se recomienda la elevada ingesta
de fibra en la dieta (50). Sin embargo, es mas controvertido el efecto protector de las
frutas y verduras. El estudio EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition) realiz6 un seguimiento a 521.448 participantes en un periodo de 13 afios y no
demostro una clara asociacion inversa entre el consumo de frutas y verduras y CCR (51).
Cuando éstas se incluyen en las cantidades diarias recomendadas dentro de una dieta
equilibrada se ha objetivado cierto beneficio, aunque no aumenta al incrementar su

consumeo.
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Leche y productos lacteos

La leche y los productos lacteos son un factor de proteccion frente al CCR debido a su alto
contenido en calcio tal y como muestra la ultima actualizacion de la revision del WCRF-
AICR (48). En un metanalisis de 19 estudios de cohortes se vio una asociacion
significativa con la reduccion del riesgo de cancer de colon y la ingesta de lacteos, aunque
este beneficio no se observa con el queso y otros productos. Por el contrario, no se

asociaron con una disminucion del riesgo de cancer de recto (52).

Pescado

Un aumento de 100 g/dia de pescado se asocia con un 11 % de disminucion del riesgo de
CCR pero cuando se analizan por separado el cancer de colon y el de recto los resultados

no son tan consistentes para este ultimo (48).

Micronutrientes

Los datos epidemiolégicos sobre los micronutrientes y el CCR son heterogéneos. La
ingesta de suplementos de acido félico no ha demostrado un efecto significativo sobre el
riesgo de CCR segin una revision sistematica reciente. En 15 estudios observacionales
prospectivos se ha objetivado una reduccion del riesgo del CCR en un 8% cuando se
realiza una dieta rica en calcio (53). Con respecto a los adenomas colorrectales se ha
evidenciado un efecto protector tanto en el consumo de calcio como en el de suplementos

de calcio, sobre todo para los adenomas avanzados (54).

Los datos obtenidos de estudios epidemiol6gicos y experimentales apoyan la potencial
capacidad de la vitamina D en la quimioprevencion del CCR, pero la evidencia de los ECA
no es concluyente. En cuanto a los suplementos de vitamina A, vitaminas del grupo B,
vitamina C y vitamina E, no han demostrado una asociacion consistente con la

disminucion del riesgo de CCR (55,56).
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ESTILO DE VIDA

Obesidad y sindrome metabdlico

La obesidad incrementa el riesgo de CCR en un 16% sobre todo la obesidad abdominal.
Asi lo puso de manifiesto un metanalisis reciente en el que se observd una asociacion
significativa entre el CCR y mayor circunferencia de la cintura (57), relacionada también
con el sindrome metabdlico (58). Lo mismo ocurre con la diabetes mellitus, que aumenta
de forma moderada el riesgo de cancer de colon frente a personas no diabéticas. En este
sentido, se recomienda prevenir las diferentes condiciones que conforman el sindrome

metabolico para llevar a cabo la prevencién del cancer.

Actividad fisica

Un estilo de vida sedentario se ha asociado con el riesgo de CCR, mas con el cancer de
colon que con el de recto. En un metanalisis de 21 estudios observacionales se ha
observado que el ejercicio fisico presenta una relaciéon inversamente proporcional con el

desarrollo de CCR, reduciendo el riesgo de cancer de colon proximal en un 27% (59).

Alcohol

La actualizacion reciente de la revision del WCRF-CUP (48) muestra asociaciéon dosis-
respuesta entre el consumo de alcohol y CCR, cancer de colon y cancer de recto. Un
consumo moderado (2-3 bebidas al dia) se asocia a un RR de 1.21 (IC del 95%, 1.13-1.28)
mientras que cuando el consumo es severo (4 o mas bebidas al dia) el RR aumenta a 1.52

(60).

Tabaco

El tabaquismo es un factor de riesgo para el desarrollo tanto de CCR como de pélipos
colonicos. En un metanalisis reciente de 30 estudios prospectivos se evidencia un RR en
los fumadores actuales frente los que nunca han fumado de 1.09 (IC del 95%, 1.01-1.18)
para el cancer de colony de 1.24 (IC del 95%, 1.16-1.39) para el de recto (61).
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1.1.3 Prevencion

1.1.3.1 Estratificacion del riesgo de cancer colorrectal

Aproximadamente el 75% de todos los casos diagnosticados de CCR son de tipo
esporadico, y los restantes se relacionan con la historia familiar y/o EII; de los casos
familiares, alrededor del 5% tienen un patrén de herencia mendeliano y se corresponden
con los sindromes hereditarios. De esta manera, estratificamos el riego de desarrollar un

CCR para poder ajustar los programas de cribado a cada grupo.

No Factores de riesgo Si

personal y/o
familiar
Evaluacién en Unidades Especificas
Factor de riesgo familiar Factor de riesgo personal
v
v v v l
>50 afos Sindromes Sindrome de Lynch CCR Adenomas/pélipos
polipésicos || CCR hereditario tipo X familiar serrados/poliposis/CCR

v
Cribado l Cribado | Vigilancia

Gastroenterol Hepatol. 2012;35:129-33

Figura 4. Estratificacion del riesgo de cdncer colorrectal. Fuente: Cubiella ] et al (41)

1.1.3.2 Cribado en la poblacion de riesgo medio

El objetivo de la prevencion secundaria es reducir la incidencia del cancer al diagnosticar
la enfermedad en estadios precoces o detectar lesiones precursoras. El hecho de tener
una historia natural bien establecida y una lesion premaligna facilmente tratable, el
adenoma colorrectal, hace que el CCR sea considerado tributario de un programa de
cribado poblacional. Suimplementacion es altamente coste-efectiva y es capaz de reducir

la mortalidad asociada a esta enfermedad (43).
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Las personas mayores de 50 afios sin factores de riesgo afiadidos, son los que se
consideran la poblacién de riesgo medio de CCR y es a ellos a los que van dirigidos los
programas de prevencion. Existen 4 grupos de pruebas diagnosticas de cribado: pruebas
en heces, pruebas endoscopicas, pruebas de imagen y biomarcadores en sangre periférica.
La ultima actualizacion del 2018 de la guia para el diagnostico y la prevencion del CCR de
la Sociedad Espafiola de Medicina Familiar y Comunitaria y la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia (41) (AEG), realiza unas recomendaciones sobre las diferentes

meétodos de cribado, que se resumen en la figura 4.

Los test de sangre oculta en heces (TSOH) determinan la Hemoglobina (Hb) fecal y hay
dos tipos: uno quimico o método de guayaco (SOHg) y uno inmunolégico (SOHi). Estan
basados en la friabiliad de los tumores y de los adenomas, que les ocasiona pérdidas de
sangre indetectables en las heces a simple vista. El SOHi tiene la ventaja de poder ser un
test cuantitativo, que precisa de una sola muestra y que no requiere restriccion dietética

ni de farmacos previamente.

Los metanalisis de ECA realizados por la US Preventive Services Task Force (USPSTF), la
Canadian Task Force (CTF) y la Cochrane revelan resultados similares con respecto a la
prevencion del CCR con SOHg. Todos coinciden en que es capaz de reducir la mortalidad
por CCR, pero no disminuye la mortalidad global. No disponemos de ECA bien disefiados
para evaluar la eficacia del SOHi en términos de reduccién de la incidencia y la mortalidad
del CCR, pero estudios recientes de tendencia temporal en areas geograficas donde se ha
instaurado el cribado, apoyan su efectividad. Lo que si se ha constatado es que el test de
SOHi tiene una mayor validez diagndstica del test para detectar neoplasia avanzada (62-

64).

El cribado con sigmoidoscopia flexible ha demostrado disminuir la incidencia y
mortalidad del CCR sobre todo en individuos mayores de 60 afios y con tumores de
localizacion distal. Cuando se compara de forma indirecta con el TSOH las diferencias no
son significativas, pero parece aportar mayor beneficio frente al cribado con SOH bienal.
En cuanto a la prevencion con colonoscopia, carecemos de evidencias de su efecto sobre
la incidencia y mortalidad del CCR. Hay 4 ECA en curso que analizan su validez. El estudio

COLONPREYV, propuesto por la AEG, compara la eficacia para disminuir la mortalidad a los
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10 afios de una colonoscopia unica contra el SOH bienal. Los resultados preliminares
reflejan que la colonoscopia diagnostica mas adenomas avanzados pero la tasa de
deteccion de CCR es similar en ambas pruebas (64). La colonoscopia es, hoy en dia, el test

de cribado menos aceptado, mas cara y con mas riesgos.

Tabla 1. Recomendaciones de las pruebas de cribado en la poblacién de riesgo medio. Guia
clinica de diagnéstico y prevencion del CCR (41)

PRUEBAS DE CRIBADO RECOMENDADAS PRUEBAS DE CRIBADO NO RECOMENDADAS

= Una sola determinacion de SOHi cada dos afios = Deteccién de ADN en heces
entre los 50 y los 75 afios de edad

= La sigmoidoscopia flexible si esta disponible, con = La colonoscopia
un intervalo entre ellas de 10 afios

= La colonografia TC (salvo colonoscopia
contraindicada o incompleta tras SOH positiva)

= Lacapsula endoscépica de colon (salvo
colonoscopia contraindicada o incompleta tras SOH
positiva)

= Biomarcadores en sangre periférica

1.1.4 Etiopatogenia

1.1.4.1 Historia natural

El conocimiento de los mecanismos implicados en la aparicion y desarrollo del CCR ha
sufrido un gran avance a lo largo de los tultimos afios. La historia natural del CCR consta
de una serie de etapas evolutivas, que se van solapando unas con otras, en las que las
células adquieren un comportamiento invasor, y que conduce en ultima instancia a la
formacién de un tumor. Este proceso se llama carcinogénesis y es una secuencia compleja
de eventos moleculares genéticos y epigenéticos (ambientales) que le van a conferir una
gran heterogeneidad al CCR y que es necesario entenderlos ya que tienen implicacién en

el diagnostico, tratamiento y pronostico de la enfermedad (6-9).

Gran parte de los CCR se originan a partir de lesiones benignas denominadas pélipos, que

son lesiones precursoras que surgen en la mucosa coldnica sana cuando existe una
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alteracion en el sistema que controla la renovacion celular epitelial. Estos pdlipos, a su
vez, presentan una proliferacion excesiva y una diferenciacion anormal, que puede
evolucionar al CCR. Esta transformacion puede durar afios y no todas estas lesiones
preneoplasicas crecen (algunos se mantienen estables e incluso regresan) y se convierten
en lesiones avanzadas con mas capacidad de transformacion maligna (65). De entre todos
los polipos, los adenomatosos son los mas frecuentes y los que mas se han involucrado en
la aparicion del CCR, seguidos de los adenomas serrados. Este modelo de carcinogénesis
implicado en el desarrollo del CCR y basado en la secuencia “adenoma-carcinoma” fue
descrito por Volgestein y cols. en 1990 y, a dia de hoy, es el modelo mas predominante

(66).

Desde el punto de vista molecular, en el CCR se han identificado tres vias de
carcinogénesis bien diferenciadas que permiten clasificarlo en distintos fenotipos: via de
inestabilidad cromosomica o via supresora, que es la mas frecuente; la via de inestabilidad
de microsatélites (IMS) o via mutadoray, por ultimo, el fenotipo metilador de las islas CpG
(CIMP) o via serrada. Debido a la heterogeneidad de la enfermedad, estas vias no son

excluyentes entre si.

1.1.4.2 Vias de carcinogénesis

Via de la inestabilidad cromos6mica

La inestabilidad cromoso6mica (CIN) es la via patogénica mas frecuente, estando presente
en el 70-75% de los CCR esporadicos, aunque también se encuentra en sindromes
hereditarios como la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) (67). La caracteristica
primordial de estos tumores es la alteracion en el cariotipo debido a la pérdida o ganancia
de cromosomas (aneuploidia) y como consecuencia de ello, una pérdida de

heterocigosidad (LOH o Loss Of Heterozygosity).

En esta via coexisten tanto la activacion de oncogenes como el KRAS y ¢c-MYC como la
inhibicién de genes supresores del crecimiento tumoral (APC, DCC, gen p53) (Fig. 4). El
acontecimiento que pone en marcha la via es la mutacion del gen supresor APC, y por ese
motivo también es conocida como via supresora. Esto provoca una sobreestimulacién de

la via denominada wingless (Wnt) y promueve la proliferacion celular, transformando

13




Introduccion

una mucosa coldnica normal en focos de criptas aberrantes. A continuacion, aparece la
mutacién en el oncogén Kras que favorece el crecimiento de adenomas pequefios y por
ultimo, hay una transformacion progresiva a adenomas avanzados y a carcinoma gracias

a eventos genéticos alterados en las vias SMAD 2/4 ,PIK3CA, P53, DCCy TFG- (9,67).

Inestabilidad cromosémica: activacién de oncogenes/inhibicion de genes supresores, aneiploidia,

pérdida de heterocigosidad
Microsatélites
SMAD 2/4 estables
K-ras
APC Adenoma

Epitelio Adenoma Adenoma e _
tubular : : Adenocarcinoma
normal intermedio avanzado

pequeiio V
R

PROGRESION

Figura 5. Via de carcinogénesis de la inestabilidad cromosémica. Imagen adaptada de
Ahnnen DJ.(68)

Via de la inestabilidad de microsatélites

La segunda via oncogénica en frecuencia se caracteriza por una alteracion del sistema de
reparacion de errores durante la replicacion del ADN, que esta controlada por los genes
de los microsatélites o mismatch repair (MMR). Este sistema esta formado por varios
genes, entre ellos MLH1, MSHZ2, MSH6, PMSZ2 y EPCAM, que ademas codifican proteinas que
son las que desempefian la funcion correctora. Los microsatélites son secuencias Unicas,
repetitivas de nucleétidos que en condiciones normales estan distribuidas a lo largo de
todo el genoma y que tienen tendencia a presentar inserciones o deleciones, que son
reparadas por los genes reparadores de errores. Si estos genes estan inactivos no se
expresa su proteina correspondiente, se produce una acumulacién de secuencias
repetidas de ADN durante su replicacion. Cuando afectan a microsatélites de oncogenes o
genes supresores del crecimiento tumoral los errores en el ADN contintan y se produce
asi el fendmeno de la inestabilidad de microsatélites (IMS). Esta circunstancia favorece la
generacion de miles de mutaciones por lo que esta via molecular también se denomina

via mutadora (11,69,70).
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Para llevar a cabo la reparacion de apareamientos errdneos estas proteinas deben
constituir heterodimeros, MSHZ con MSH6 que reconocen el error y MLH1 con PMSZ2 que
dirigen la reparacion. En cada uno de ellos hay una proteina dominante (MLHI1 y MSHZ) y
una dependiente (MSH6 y PMSZ2). Las primeras se expresan independientemente del
estado de su compafiera mientras que las segundas, no se expresan en ausencia de su
pareja (71). Mas del 90 % de los CCR son debidos a mutaciones en MLH1 sobre todo y
MSHZ2, en menor grado.

El fenotipo de la IMS esta presente en el 10-15 % de todos los CCR. Alrededor del 75 %
son de tipo esporadico si bien el resto son tumores de origen hereditario (el arquetipo es
el sindrome de Lynch). El SL representa el 3% de todos los CCRy en él existe una mutacion
a nivel germinal (presente en el ADN constitucional) de algunos de los genes del sistema
MMR. En contraposicion, en los tumores esporadicos la alteracion es epigenética y
solamente se encuentra en las células tumorales. En estos casos, la causa de la IMS es la
hipermetilacion de la region promotora de algunos de los genes del sistema de reparaciéon
del ADN (fundamentalmente el gen MLH1), que tiene como consecuencia la pérdida de

expresion proteica por la inactivacién de la transcripcién (10,72,73).

Inestabilidad de microsatdlites: alteracion en la reparacién del ADN

Otras mutaciones: TFG6B-RIl, IGF-2R,
caspasa 5, Bax, hMSH 3/6

Mutaciones en los genes

reparadores del ADN Microsatélites
inestables

S i Adenoma
Epitelio Adenoma Adenoma P A
tubular Adenocarcinoma

E 2 i s i avanza
normal U pequein intermedio avanzado
RDL %0 ' s o, 0] 0)¢ on. 55 1
(0} orr)er:

PROGRESION

Figura 6. Via de carcinogénesis de la inestabilidad de microsatélites. Imagen adaptada de
Ahnnen DJ.(68)
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Via serrada

Existe una tercera via de carcinogénesis descrita en el afio 1999, la via serrada, que es la
responsable del 15-20 % de los CCR. El mecanismo primordial de su oncogénesis es el
silenciamiento epigenético de genes supresores de tumores causado por la
hipermetilacion de las islas CpG (CIMP) en las regiones promotoras. Este es el motivo por
el cual también se la llama via metiladora o CIMP. A diferencia de las otras dos vias no
sigue la secuencia clasica adenoma-carcinoma sino que surge de otra lesion precursora:
los pdlipos serrados (incluye a pdlipos hiperplasicos, lesiones serradas sesiles, y

adenomas serrados tradicionales) (74-78).

Hay dos subtipos de via serrada en funcién del grado de metilacion:
a) Mutaciones en el gen BRAF (alto grado de metilacion). Es el primer acontecimiento
que ocurre seguido de cambios epigenéticos como la hipermetilacion de las islas
CpG y la inhibiciéon de la apoptosis fisiologica a nivel de las células epiteliales del
colon, promoviendo el desarrollo de IMS. Aparecen predominantemente en el

colon derecho y suelen surgir a partir de adenomas serrados sésiles.

b) Mutaciones en el gen KRAS (bajo grado de metilacion). La mutacion KRAS altera la
via RAS/RAF/MAPK y su lesidn precursora es el adenoma serrado tradicional. Son

mas frecuentes en el lado izquierdo.

1.1.5 Diagndstico endoscopico

La colonoscopia es la exploracion de eleccidn para diagnosticar el CCR, puesto que ademas
de detectar el tumor nos permite tomar biopsias para un estudio histolégico y descartar
la existencia de lesiones sincrdnicas en el resto del colon. La colonoscopia debe ser
completa y en el caso de no poder realizarse se recomienda practicar otras pruebas de
imagen como una colonografia por TC.

A dia de hoy, no existen guias clinicas en las que se indique el nimero dptimo de biopsias
que se deben tomar para diagnosticar un CCR, y esto es debido a la falta de estudios bien
disefiados que lo determinen (79). Solo hay un estudio prospectivo del afio 1993 con 70

pacientes que recomendaba la toma de 4 a 6 biopsias (80) para rentabilizar el diagnoéstico.
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Se han publicado posteriormente otros 2 trabajos retrospectivos y con escaso niumero de
enfermos, que concluyeron que la sensibilidad diagndstica era cercana al 100% cuando
se tomaban 6 (81) y 7 (82) biopsias respectivamente. En todos ellos se ha puesto de
manifiesto que la sensibilidad diagndstica incrementa con el niimero de biopsias extraido
y esto es debido a la heterogeneidad dentro del tumor y en muchas ocasiones, al

componente de adenoma en el mismo.

Ilustracion 1. Imdgenes endoscdpicas de cdnceres colorrectales.

Lesiones excrecentes, mamelonadas, irregulares, friables y ulceradas.

1.1.6 Clasificacion

1.1.6.1 Clasificacion anatomica

Los tumores situados distalmente al angulo esplénico se consideran izquierdos mientras
que los proximales a esta flexura son derechos. La lateralidad del tumor primario se ha
descrito en los ultimos afios como un factor pronostico importante en los pacientes con
CCR y con CCRm. Asi, se asocia a un peor prondstico los que tienen tumores en el colon
derecho, con peor respuesta al tratamiento, peor supervivencia libre de enfermedad y

supervivencia global (83).
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1.1.6.2 Clasificacion histoldgica

El adenocarcinoma (ADC) es, con diferencia, la forma mas frecuente representando mas
del 90 % de los CCR. Se definen por la invasion de la submucosa a través de la muscularis
mucosae. Aunque la mayoria de los casos son adenocarcinoma NOS, se pueden distinguir
ademas otros subtipos histopatolégicos con caracteristicas clinicas y moleculares
especificas. En el colon también pueden aparecer tumores no epiteliales como los
linfomas o los sarcomas. La clasificacion histolégica de la OMS para CCR es la mas

aceptada (84-86)(tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion histoldégica de los tumores colorrectales (mod.OMS 2010, 52)

TUMORES EPITELIALES TUMORES NO EPITELIALES

e Adenoma Lipoma
- Tubular Leiomioma
- Velloso Tu'm01? del estroma gastrointestinal (GIST)
- Tubulo-velloso Lelo.mlosarcoma
- Serrado Angiosarcoma

Sarcoma de Kaposi

e Neoplasia intraepitelial glandular (de alto o bajo Melanoma maligno

grado) asociada a EII Ganglioneuroma
Schwannoma
e Adenocarcinoma NOS Tum. células granulares
- Adenocarcinoma adenoma-like Perineuroma
- Adenocarcinoma serrado Linfomas

- Adenocarcinoma micropapilar

- Adenocarcinoma mucinoso

- Carcinomas de células en anillo de sello
- Carcinoma pobremente cohesivo

- Carcinoma adenoescamoso

- Adenocarcinoma medular

- Carcinoma indiferenciado

L4 Tumores neuroendocrinos
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Los adenocarcinomas se clasifican en:

a. Adenocarcinoma NOS: es el mas frecuente de los CCR y se origina en el epitelio

glandular de la mucosa con variabilidad en el tamafio y el porcentaje de las
estructuras glandulares (Ilustracion 2). En funcién de ello se subdivide en bien
diferenciados (>95% del tumor formado por glandulas), moderadamente
diferenciados (50-95 % del tumor formado por glandulas) y pobremente

diferenciados (5-50% del tumor formado por glandulas).

[lustracion 2. Adenocarcinoma convencional (NOS).

b. Adenocarcinoma mucinoso: se denomina asi porque mas del 50% de la lesién esta

formada por mucina extracelular. Suele estar situado en el lado derecho del colon,
se detecta en estadios mas avanzados y tiene con mayor frecuencia IMS

(Ilustracion 3).

[lustracion 3. Adenocarcinoma mucinoso.
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c. Adenocarcinoma de células en anillo de sello: se define por la presencia de > 50%

de células tumorales con mucina intracitoplasmatica que desplaza al nucleo y le
confiere el tipico aspecto de “anillo de sello”. Son tumores infrecuentes, pero con
mayor potencial de diseminacion.

d. Adenocarcinoma medular: es una variante rara que se asocia a IMS y el sindrome

de Lynch, pero tiene buen prondstico. Se caracteriza por una importante
infiltracién linfocitaria intraepitelial.
e. Carcinomas indiferenciados: son aquellos que tienen < 5% del tumor con

componente glandular (Ilustracion 4).

Ilustracion 4. Carcinoma indiferenciado.

1.1.6.3 Clasificacion segun el grado de invasion

Tras el diagndstico del CCR se debe realizar una estadificacion ya que la extension tumoral
condiciona el tratamiento y es el mejor medidor del prondstico a largo plazo. La
diseminacion del CCR se puede producir por contigiiidad, por via linfatica y por via
hematdgena, siendo las metastasis mas frecuentes las hepaticas, por el drenaje venoso del
sistema portal. Los canceres de recto tienen un drenaje directo a la vena cava inferior a

través del plexo hemorroidal por lo que pueden metastatizar de inicio en el pulmén.

Aunque se han utilizado desde hace afios diferentes clasificaciones para estadificar los
tumores colorrectales como la de Dukes o la de Astler-Coller, la clasificacién mas
empleada actualmente es la de la AJCC (American Join Committee on Cancer) basada en

el sistema TNM.
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El sistema AJCC/TNM tiene en cuenta el tamafio-extension tumoral (T), la presencia o
ausencia de afectacion linfatica regional (N) y la presencia o ausencia de metastasis a
distancia (M) (Tabla 3). Los estadios se clasifican en 5 categorias que se sefialan con
numeros romanos (del 0 al [V) y se establecen a partir de la combinacion de las variables

T,N y M (Tabla 4)(87).

Tabla 3. Clasificacion TNM del cancer colorrectal. AJCC 82 Ed. 2017

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx Tumor primario no ha podido ser evaluado

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Tumor limitado a la mucosa. In situ.

T1 Invasion de submucosa sin alcanzar la muscular propia

T2 Invasion de muscular propia

T3 Desde la muscular propia hasta los tejidos que rodean el colon sin alcanzar
peritoneo

T4a Afectacion del peritoneo visceral

T4b Afectacion de 6rganos vecinos

GANGLIOS REGIONALES (N)

Nx Ganglios no han podido ser evaluados

NO No evidencia de adenopatias regionales

N1 1-3 adenopatias regionales afectadas

N1a 1 adenopatia con metastasis
N1b 2-3 adenopatias con metastasis
N1c No hay adenopatias regionales positivas, pero si hay depdsitos tumorales en
subserosa o en tejido adiposo subseroso.
N2 >4 adenopatias regionales con metdastasis
N2a 4-6 adenopatias con metastasis
N2b =27 adenopatias con metastasis
METASTASIS A DISTANCIA (M)
MO No evidencia de metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
M1la Afectacion de un 6rgano a distancia (sin afectacién peritoneal)
M1b Afectacién de mas de un 6rgano a distancia (sin afectacion peritoneal)
M1c Afectacion peritoneal (carcinomatosis peritoneal con o sin afectaciéon de 6rganos
a distancia)
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Tabla 4. Clasificacion por estadios del cdncer colorrectal. AJCC 82 Ed. 2017

Estadio T N M
Estadio 0  Tis NO MO
Estadiol  T1,T2 NO MO
Estadio II
I1A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
IIC T4b NO MO
Estadio III
III1A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
I1IB T1-T2 N2b MO
T2-T3 N2a MO
T3-T4a N1 MO
I1IC T3-T4a N2b MO
T4a N2a MO
T4b N1, N2 MO
Estadio IV
IVA Cualquier T | Cualquier N Mila
IVB Cualquier T = Cualquier N = M1b
IVvC Cualquier T = Cualquier N Mlc

1.1.6.4 Clasificacion molecular de consenso

En el afio 2015 se formo6 un consorcio internacional de expertos con el fin de crear una
clasificacion que tuviera mayor aplicacidn clinica. De esta manera, el Colorectal Cancer
Subtyping Consortium (CRCSC) elabor6 la “Clasificaciéon molecular de consenso” (CMS)
teniendo en cuenta las vias de carcinogénesis, el estado mutacional de los genes BRAF,
KRAS y PI3KCA y las propiedades clinico-patologicas. Se definieron 4 subgrupos
moleculares categorizados de CMS 1 a 4 (Fig. 7): CMS1 o grupo de inestabilidad de
microsatélites inmune, CMS2, canoénico o epitelial, CMS3 o metabdlico y CMS4 o
mesenquimal. Casi un cuarto de los CCR no pudieron ser clasificados en niguno de los 4

subtipos (13,15,74).
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CMS2
Canonico
14% 37% 13% 23%

MSI, CIMP alto, SCNA alto MSI mixto, SCNA bajo, SCNA alto

hipermutacion CIMP bajo
Mutaciones BRAF Mutaciones KRAS

Infiltraciéon y Activacion WNT y Desregulacion Infiltracién estromal,

acitvacién inmune MYC metabdlica activacion TFG-f3,

angiogénesis

Peor supervivencia Peor SLPy SG
tras la recaida

Figura 7.Clasificacion molecular de consenso del CCR (adapatda de Guinney | et al. Nat Med

2015). SCNA: alteracién de niimero de copias somdtico. SLP: supervivencia libre de progresién. SP:
supervivencia global

1.1.7 Biomarcadores en el cancer colorrectal

Existen biomarcadores en el CCR con capacidad diagnéstica, prondstica y terapéutica en
cuya investigacion se ha progresado en los ultimos afios. Algunos de ellos son marcadores
relevantes del CCR localizado mientras que otros lo son del CCR avanzado. Vamos a

describir los mas significativos.
1.1.7.1 BRAF

La mutaciéon mas comun del gen BRAF es la V600E, en la que se sustituye valina por
glutamato en el codén 600 del cromosoma 7 y esta presente en el 8-10% de los pacientes
con CCR metastasico. Se relaciona con la via serrada de carcinogénesis. Es mas frecuente
en tumores pobremente diferenciados, con componente mucinoso, en el lado derecho, en

el sexo femenino, y se asocian a la presencia de carcinomatosis peritoneal (88,89).

La existencia de mutaciones en BRAF confiere mal prondstico a los pacientes con CCR
esporadico, ya que en ausencia de IMS (pacientes con BRAF mutado y MSS), se ha

demostrado una disminucion significativa de la supervivencia libre de enfermedad (SLP)
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y de la supervivencia global (SG). Asimismo, también hay estudios recientes que apoyan
el valor predictivo del BRAF y que muestran una pobre respuesta al tratamiento

adyuvante con anti-EGFR (8,90).

1.1.7.2 RAS

Los genes RAS (KRAS, NRAS, HRAS) son integrantes de la familia de las RAS-kinasas y su
mutacion es la mas frecuente (50 % de los pacientes) e importante por su relevancia
clinica en el CCR metastasico. Como factor predictivo, la propiedad fundamental de estos
tumores es la ausencia de respuesta al tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
EGFR (inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico) como

panitumumab y cetuximab(8,90).

1.1.7.3 Inestabilidad de microsatélites

La inestabilidad de microsatélites (IMS) esta presente en el 15 % de los CCR en estadio I,
en el 10 % de los estadios Il y en el 4 % de los pacientes con estadio IV. En numerosos
estudios la IMS se ha vinculado a un mejor prondéstico en los estadios Il y III (menor tasa
de recaidas y mayor SG) (8,90) que los tumores estables. Esto ocurre tanto en CCR
esporadico como familiar. Por el contrario, el prondstico no es tan bueno en los estadios
IV probablemente por la asociacidon de la mutacion BRAF. Ademas, la IMS tiene un valor
predictivo de respuesta al tratamiento adyuvante con fluoropirimidinas, demostrando en
diferentes series, que los tumores inestables en estadios II no responden a la
quimioterapia y por tanto no se benefician de ella (91,92). Hay dos estudios nuevos que
han puesto de manifiesto el posible poder predictivo del status MMR y la inmunoterapia,
de ahi que las guias NCCN recomienden su estudio en todos los pacientes con CCR

metastasico (30,93).

1.1.8 Tratamiento

1.1.8.1. Cirugia

La cirugia es el tratamiento de eleccion en los CCR localizados y su intencion es la

extirpacion del tumor con margenes de seguridad y de los ganglios locorregionales
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correspondientes. Se considera una cirugia 6ptima aquella que consigue un margen distal
de al menos 5 cm en el cancer de colon y de 1 cm en cancer de recto, y con una disecciéon
y estudio histolégico de al menos 12 ganglios para poder realizar una correcta
estadificacion (94). La reseccidon quirurgica se considera oncoldgicamente completa
(reseccion RO) cuando los margenes microscopicos son negativos; reseccion R1, cuando
la extirpacion tumoral macroscopica ha sido completa, pero los margenes microscopicos
son positivos o incompleta (reseccion R2), cuando la extirpaciéon tumoral macroscopica

ha sido incompleta.

La técnica quirurgica variara segun la localizacién del tumor primario, su vascularizacion
y el drenaje linfatico. La situacion pélvica y en parte extraperitoneal del cancer de recto
condiciona su abordaje y manejo. Asi, tras su estudio de extension con TAC y resonancia
magnética pélvica, en algunos casos esta indicado realizar un tratamiento previo con
quimioterapia y radioterapia para disminuir la tasa de recaidas locales. Este manejo
multidisciplinar del cancer de recto junto a la estandarizacion de la técnica quirurgica de
escision mesorrectal total propuesta por Heald, (95) ha conseguido disminuir la tasa de

recaidas locales de un 40% en las series historicas, a menos del 10% en la actualidad (96).

La cirugia minimamente invasiva (laparoscépica o robdtica) cuando es posible, ofrece
similares resultados en cuanto a la tasa de supervivencia global y tasa de recaida local,
con el beneficio de una menor agresion quirurgica, menor tiempo de hospitalizaciéon y

retorno mas precoz a la vida normal previa (97-99).

La cirugia tiene ademdas un papel importante en el tratamiento de las metastasis, que
estan presentes en el momento del diagndstico en un 20 % de los pacientes con CCR
(metastasis sincronicas) (100). La localizacién mas habitual es 1a hepatica (70%), seguida
por el pulmén y el peritoneo (21%). Aunque a lo largo de afos se planteaba el CCR
metastasico (CCRm) como una situacidn clinica terminal, la mejor seleccion de candidatos
ala cirugia hepatica, pulmonar y peritoneal, junto a la aparicion de nuevos farmacos, han
aumentado las tasas de supervivencia a 5 afos casi al 40% (100,101). A esto también ha
contribuido la creacién de comités multidisciplinares para la toma de decisiones

terapéuticas y la mayor participacidn de los cirujanos en el tratamiento del CCRm (102).
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1.1.8.2 Tratamiento adyuvante

En los afios 80 se demostro que la quimioterapia (QT) complementaria tras la cirugia del
cancer de colon con intencion curativa aumentaba la supervivencia de la enfermedad. Los
avances a lo largo de estas décadas en el estudio del CCR han permitido el aumento del
arsenal terapéutico. Actualmente disponemos de farmacos citostaticos de gran eficacia
como el 5-Fluoruracilo, las fluoropirimidinas orales (capecitabina), el oxaliplatino y el
irinotecan. Los ultimos en incorporarse al tratamiento del CCR han sido los farmacos
antiangiogénicos o anticuerpos monoclonales frente al factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (bevacizumab, aflibercept, regorafenib y ramucirumab) y los anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a EGFR (cetuximab y panitumumab). Estos nos han
permitido realizar terapias dirigidas en pacientes exclusivamente en aquellos pacientes

con perfiles moleculares donde estos farmacos son ttiles.

La QT adyuvante es de uso habitual en pacientes en pacientes con estadio Il de bajo riesgo
(T1-3,N1) con 3 meses de CAPEOX o 3-6 meses de FOLFOX, y en pacientes con estadio III
de alto riesgo (T4,N1-2 o cualquier T, N2) con preferencia por 6 meses de tratamiento con
FOLFOX (94). Su empleo en pacientes con estadio Il es mucho mas discutido a laluz de los
resultados del ensayo MOSAIC y la posibles secuelas de la quimioterapia basada en

oxaliplatino (103).

En el momento actual la QT adyuvnate se recomienda solo en los casos de estadios Il con
riesgo elevado de recurrencia: estabilidad de microsatélite, enfermedad avanzada (pT4),
invasion linfovascular, invasidon perineural, tumores pobremente diferenciados, tumor
budding, y menos de 12 ganglios linfaticos analizados, perforaciéon al diagndstico o

margen afecto (104,105).

La eleccion del esquema de QT dependera de la edad, el estado general del paciente, la
comorbilidad y de su voluntad entre otros, y la administracion del mismo debe ser en las
8 semanas tras la cirugia. Los regimenes de tratamiento mas utilizados son FOLFOX (5-

Fluoruracilo 6 5-FU, leucovorin y oxaliplatino), y XELOX (oxaliplatino y capecitabina).

La radioterapia adyuvante solo se contempla en tumores de recto que no se han irradiado

con intencion neoadyuvante y que presentan resecciones incompletas o margenes afectos.
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1.1.8.3 Tratamiento neoadyuvante

El tratamiento neoadyuvante en el cancer de colon previo a la cirugia se ha establecido
después de los resultados del ensayo FOXTROT en pacientes con cancer de colon T3 con
mas de 5Smm de invasion de la muscular o T4 en el estudio de TC. Una regresion histologica
se evidencid en el 59% de los pacientes que recibieron neoadyuvancia con una
disminucion en la tasa de resecciones incompletas. Con un seguimiento de 2 afios la tasa
de recaidas locales o sistémicas también fue menor en el grupo de estudio pero sin

conseguir una significaciéon estadistica (106).

En cuanto a la neoadyuvancia en el cancer de recto, en pacientes seleccionados de alto
riesgo (T3-T4 de tercio medio-inferior, con amenaza o afectacion de fascia mesorrectal, o
afectacion del aparato esfintérico) el objetivo es conseguir reducir la tasa de recaidas
locales y aumentar las resecciones quirdrgicas completas. Asi, tres estudios
randomizados (Intergroup 0147, NSABP R-03 y CAO/ARO/AI0-94) han comparado la
QT+RT preoperatoria con la postoperatoria en cancer de recto. En el estudio aleman (106)
aleatorizaron 799 pacientes con estadios II y III de cancer de recto a regimenes de 5FU
infusion continua concurrente con RT. Tras la cirugia, se administraban 4 ciclos mas de
5FU. Con una mediana de seguimiento de 4 afios, no se observaron diferencias en la
supervivencia global a 5 afios. Sin embargo, las toxicidades grado 3-4, la respuesta del
tumor, la tasa de preservacion de esfinteres y las recidivas pélvicas fueron favorables en

el grupo estudio (107).

1.2 Sindromes hereditarios de cancer colorrectal

El CCR tiene una etiologia heterogénea en la que influyen factores genéticos y ambientales.
Epidemioldgicamente, el CCR esporddico es el mas frecuente y aparece generalmente en
individuos mayores de 50 afios sin factores de riesgo personales asociados ni
antecedentes familiares de esta neoplasia (Fig. 8). En segundo lugar, en torno a un 25-
30 %, esta el CCR familiar que se presenta en personas que no cumplen criterios
diagnosticos para un sindrome hereditario, pero tienen una fuerte agregacion familiar sin

un patréon de herencia mendeliano. Cuando existe una alteracién genética bien definida
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por una mutacién germinal, surgen las formas hereditarias de CCR (principalmente el SL
y los sindromes de poliposis intestinal) que son las responsables de un 3-5 % de todos los
canceres. Finalmente, los tumores que aparecen en el contexto de una EIl de larga
evolucion, debido al efecto carcinogénico de la inflamacién mucosa, suponen < 1 %

(19,108).

69%

27%
1%
1% 2%

Riesgo medio (esporadico) [ CCR asociado a MUTYH
M Sindromes polipésicos CCR familiar
Sindrome de Lynch

Figura 8. Distribucion epidemioldgica de las formas de cdancer colorrectal /Tomada del
articulo original (A. Castells, Gastroenterol Hepatol 2016)

1.3 Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch (SL), también llamado CCR hereditario no poliposico (HNPCC), es
el mas frecuente de las formas hereditarias de CCR y tiene una herencia autosémica
dominante con una penetrancia del 80% (109). Las caracteristicas fundamentales de los
tumores coldnicos que se desarrollan en el SL son: aparicion temprana (generalmente <
50 afos), localizacion en el lado derecho, grado de diferenciaciéon bajo, componente
mucinoso o medular, infiltrado linfocitario y asociacion a lesiones sincrdnicas o
metacronicas (110). Este sindrome también predispone a la aparicion de neoplasias
extracoldnicas como el el cancer de endometrio, estdmago, ovario, intestino delgado,

pancreas, vias urinarias, via biliar y prostata, entre otros (111). Otro rasgo distintivo de
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esta entidad es la existencia de una aceleracion en la carcinogénesis, de manera que la

transformacion de un adenoma a un carcinoma ocurre en 2-3 anos.

A nivel molecular, en el SL hay una mutacion en la linea germinal de algunos de los genes
del sistema de reparacion de errores durante la replicacion del ADN o mismatch repair
(MMR), principalmente MLH1 (50%), MSH2 (40%), MSH6 (5-10%) y PMS2 (< 5%) (25).
Esto conduce a la existencia de un fenotipo mutador por la acumulacién de numerosos
fragmentos repetitivos de ADN o microsatélites (IMS). Ultimamente se ha detectado una
variante nueva caracterizada por un silenciamiento epigenético del promotor del gen
MSH?Z2 producida por deleciones en el extremo 3’ del gen EPCAM (16)(17). El tipo de gen
mutado se correlaciona con diferentes entidades clinicas. Los portadores de la mutacién
en el gen MSHZ tienen mayor riesgo de padecer canceres extracoldnicos que los
portadores de la mutacion en MLH1. Asimismo, las mutaciones en los genes MSH6 y PMSZ2
tienen menor penetrancia, por ello sus portadores suelen desarrollar el CCR en edades
mas avanzadas, a excepcion del cancer de endometrio en los portadores de MSH6

(112,113) (Tabla 5).

Tabla 5. Riesgo de neoplasias en el SL por genotipo comparado con la poblaciéon general.
Adaptado Guia NCCN 3.2019

MLH1 MSH2 MSHé6 PMS2
Riesgo en la
Tipo de cancer poblacién
general Riesgo Edad Riesgo Edad Riesgo Edad media Riesgo Edad
media de media de de media de
diagnoéstico diagnéstico diagnéstico diagnoéstico
CCR 4.5% 46-49% 43-45 aios 43-52% 44 afios 15-44% 51-63 ailos 12-20% 47-66 afos
Endometrio 2.7% 43-57% 49 afios 21-57% 47-48 afios 17-46% 53-55 aflos NE
Mama 13% 12-17% 53 aios 12% 52 afios 0-13% 52 afios NE
Ovario 1.3% 5-20% 44-47 aios 10-38% 43-44 afos 1-11% 44-48 afos NE
Gastrico <1% 5-7% 49-52 aios 0.2-16% 49-52 afios 0-5% 49-63 afios NE
Pancreas 1.5% 6% 52-57 afios NE NE NE
Vesicula 2.5% 2-4% 53-59 afios 4-17% 53-59 ailos 2% 53-71 ailos NE
Via biliar <1% 2-4% 50 aios 0.02 % 57 afios NE NE
Urotelial <1% 0.2-5% 52-60 afios 2-18% 52-61 ailos 0.7-7% 52-69 ailos NE
I. delgado <1% 0.4-11% 46-47 aios 1-10% 46-48 afios 0-0.3% 46-54 afos NE
Préstata 11.6% 0-17% 59 aios 30-32% 59 afios 0-5% 59 afios NE
Cerebro/SNC <1% NE NE NR NE

NE: No bien establecido; NR: no reportado
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1.3.1 Criterios de Amsterdam y Bethesda

El diagnostico del SL es complejo debido a que se trata de una enfermedad muy
heterogénea. Originariamente la sospecha diagndstica estaba basada en la historia
familiar de acuerdo a los “Criterios de Amsterdam”, establecidos por el Grupo
Colaborativo Internacional de Investigadores del HNPCC en el afio 90 para poder detectar
a individuos con SL (114). Estos criterios clinicos aseguraban el uso de la misma
nomenclatura a nivel mundial, pero eran demasiado restrictivos ya que excluian a familias
con pocos miembros o con tumores extracolonicos. Asi pues, en el afio 1999 se
desarrollaron los “Criterios de Amsterdam II” con el fin de aumentar la sensibilidad
diagndstica (115). En 1996 se elaboraron las “Guias de Bethesda”, que exponian las
diferentes situaciones clinicas en las que habia una sospecha de SL, y su objetivo era
seleccionar a los candidatos para el estudio de IMS y/o inmunohistoquimica (IHQ).
Finalmente se revisaron estas guias en el afio 2004 (116) (Tabla 6). A lo largo de los
ultimos afos también han aparecido modelos matematicos predictivos para calcular la
probabilidad de presentar una mutacion patogénica en los genes MMR, como el PREMM

126, el MMR predict o el MMR (117).

El valor predictivo positivo de los criterios de Amsterdam I para identificar pacientes con
SL es del 50% en tanto que el de los de Bethesda supone el 20%. Estos datos muestran
que no son suficientes para identificar al mayor nimero de individuos con esta

enfermedad (118).
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Tabla 6. Criterios clinicos del sindrome de Lynch

Criterios de Amsterdam I
1. Tres o mas familiares con CCR, uno de los cuales es familiar de primer grado de los otros dos.

2. Dos generaciones sucesivas afectadas
3. Uno o mas casos de CCR diagnosticado antes de los 50 afios.
4. Excluir el diagnéstico de Poliposis Adenomatosa Familiar.

Criterios de Amsterdam II

1. Tres o mas familiares con un cancer asociado al Sindrome de Lynch (CCR, endometrio, intestino delgado,
ovario, uréter, pelvis renal, cerebro, tracto hepatobiliar, tumores sebaceos de piel), uno de los cuales es
familiar de primer grado de los otros dos.

2. Al menos en dos generaciones afectadas.
3. Uno o mas casos de cancer asociado debe haber sido diagnosticado antes de los 50 afios.
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1.3.2 Métodos diagnésticos. Imnunohistoquimica e inestabilidad de microsatélites

1.3.2.1Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) analiza la expresion de las proteinas de los genes MMR
(MLH1, MSH2, MSH6 y PMSZ2) en el tejido tumoral mediante el empleo de anticuerpos. En
funcion de la proteina no expresada se podra deducir el gen alterado y asi dirigir la
investigacion hacia una variante patogénica concreta en la linea germinal (119).

Las proteinas MMR estan localizadas en el nucleo de la célula, particularmente en las
células del tercio inferior de las criptas de la mucosa y en componentes del estroma como
las células endoteliales o inflamatorias. La presencia de tincidén nuclear es el patrén
habitual en todos los tejidos y pone de manifiesto una expresion normal de las proteinas.
Cuando uno de los genes que codifican para estas proteinas tiene inactivados sus dos
alelos se produce una pérdida de expresion y hay una ausencia de tincidon nuclear en las
células tumorales. Para realizar una evaluacién adecuada, es necesaria la existencia de un
control interno que nos permita constatar la tincion indemne de las células adyacentes al
tumor. De esta manera, los casos en los que no hay una tincion nuclear en las células

tumorales ni en las células del estroma no se pueden interpretar (120).

Las proteinas implicadas en la reparacion de errores del ADN trabajan conjuntamente e
interaccionan entre si, constituyendo heterodimeros; MSH2 con MSH6 reconocen el error
y MLH1 con PMS2 dirigen la reparacion. En cada uno de ellos hay una proteina dominante
(MLH1 y MSH2) y una dependiente (MSH6 y PMS2). Las segundas estan subordinadas a
las primeras, de manera que si hay una mutacion en el gen MLH1 se perdera tanto la
expresion de la proteina MLH1 como la de PMS2 (Ilustracién 5); de igual modo, si existe
una mutacion germinal en el gen MSHZ habra una pérdida de expresion de las proteinas
MSH2 y MSH6 (Ilustraciéon 6). En cambio, cuando la mutacion afecta a los genes PMSZ2 o
MSHS6, solo hay una pérdida de expresion de las proteinas PMS2 o MSH6 (71,121,122).
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[lustracion 5. Tincién inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN en un
cdncer colorrectal. A, B. Pérdida de expresion de MLH1/PMSZ2 en las células tumorales.
C,D.Expresion conservada de MSHZ2/ MSH6.

[lustracion 6. Tincién inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN en un
cdncer colorrectal. A, B. Expresion conservada de MLH1/PMSZ2 en las células tumorales.
C,D.Pérdida de expresion de MSH2/ MSH6.
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1.3.2.2 Inestabilidad de microsatélites mediante PCR

Otro método de cribado del SL es el analisis de marcadores para el estudio de la
inestabilidad de microsatélites mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con
esta finalidad, se creo el “panel de Bethesda” (123) formado por cinco marcadores de
microsatélites: tres de repeticiones de dinucledtidos (D2S123, D5S346 y D17S250) y dos
de repeticiones de mononucleéticos ( BAT25 y BAT26). Este compara el patrén del tejido
tumoral con el del tejido sano (normalmente sangre). De cara a poder analizar el MSI a
partir de DNA tumoral sin necesidad de comparar con el DNA de sangre, se han
introducido marcadores de microsatélites mononucleotidicos para sustituir a los de
dinucleotidos del panel de Bethesda (124), dado que tienen patrones mucho mas
conservados entre individuos. De esta manera, existe un panel de 5 mononucleé6tidos
(BAT25, BAT26; NR21., NR24 y NR27) para cuando solo hay disponibilidad de tumor. En
funcion de las diferencias halladas clasifica los tumores en IMS alta, baja o estables. Se
define IMS alta (IMS-H) cuando dos o mas de los marcadores probados se encuentran
inestables en el tumor, IMS baja (IMS-L) cuando hay inestabilidad en un solo marcador y
estabilidad de microsatélites (MSS) cuando no estd alterado ninguno (123,125). En
algunos centros como el nuestro ha empleado también un panel de 8 marcadores de
microsatélites (NR27, NR21, NR24, BAT26, BAT25, D5S346, D2S123 and D17S250) (fig.
9) (126). Asi, se definen como casos IMS-Estable cuando ninguno de los marcadores
presenta inestabilidad; IMS-Baja inestabilidad (IMS-L) cuando el numero de los
marcadores que presentan inestabilidad es <30% (1-2 de los 8 marcadores con
inestabilidad); y IMS-Alta inestabilidad (IMS-H) cuando el nuimero de marcadores con

inestabilidad es 230% de los analizados (=3 de los 8 marcadores con inestabilidad).
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Figura 9. Panel de 8 marcadores de microsatélites (IMS alta en tumor)

El desarrollo de tecnologias de ultima generacion como la secuenciaciéon masiva (NGS),
que ofrece la oportunidad de abordar de manera simultanea el estudio de mutaciones de
varios genes en vez de un unico gen como la PCR, serd una alternativa futura para la

determinacion de la IMS (127).

1.3.2.3 Comparacion de inmunohistoquimica y la inestabilidad de microsatélites

Una de las grandes ventajas de la IHQ de las proteinas producidas por los genes del
sistema MMR es su alta sensibilidad y altisima especificifidad para detectar los defectos
en los genes alterados (119,128); al mismo tiempo, es una técnica coste-efectiva, sencilla,
rapida, precisa muestras pequefias para su determinacion y esta disponible en la mayoria
de los centros hospitalarios con un protocolo estandarizado. Ademas, a diferencia de la
PCR, puede ayudar a identificar el gen alterado y por tanto dirigir la estrategia hacia el
analisis de la mutacion germinal de ese gen, evitando el estudio del resto (128). Otro
beneficio de la IHQ es que no requiere de tejido sano adicional ya que se extrae del

adyacente al tumor; la PCR precisa la obtencién de sangre.

A pesar de lo expuesto anteriormente, la IHQ no esta exenta de limitaciones. Se han
descrito defectos de tincidn en MSH6 en pacientes con cancer de recto que habian recibido
neoadyuvancia con quimioradioterapia. Los autores recomiendan la realizaciéon de la IHQ

en las biopsias endoscépicas previas al tratamiento para salvar este obstaculo (129,130).

35




Introduccion

Por otra parte, la fijacion heterogénea del tejido, debida a la propia variabilidad
intratumoral y a los diferentes métodos IHQ, da lugar a una disminucion de la sensibilidad
de la técnica. Por este motivo, se aconseja que la evaluacion de la inmunohistoquimica se
lleve a cabo por patélogos con experiencia y en centros en los que la PCR esté disponible

para una mejor evaluacion del procedimiento (131).

Los primeros estudios que analizaron la sensibilidad de la IHQ y la IMS para predecir una
mutacién germinal, mostraron menor sensibilidad en la primera cuando se estudiaban
solo las proteinas MLH1 y MSH2 (85% IHQ, 93% IMS) (120). Series posteriores con
elevado numero de pacientes demostraron que la sensibilidad aumentaba (92-94%)
cuando las 4 proteinas eran examinadas (119,128,132). Con la intencion de ahorrar
costes, algunos autores propusieron la determinaciéon de solo dos proteinas para el
screening del SL, pero un estudio reciente recomienda el andlisis de las 4 proteinas para

evitar fallos en la deteccion de pacientes (133).

La PCR tiene el inconveniente de presentar una baja sensibilidad en los casos de
contaminacion del DNA del tejido tumoral con DNA del tejido sano, pudiendo dar lugar a
falsos negativos. Esto ocurre con mayor frecuencia en muestras pequeiias, en neoplasias

mucinosas y en tumores que han recibido neoadyuvancia (123).

Podemos resumir diciendo que la IHQ de las proteinas MMR y la IMS determinada por
PCR tienen una capacidad similar para deteccion de los tumores inestables en el SL y son
igualmente validas como test iniciales de screening. Se utilizara una u otra dependiendo
de la disponibilidad y de la experiencia de los centros (134).

Uno de los problemas actuales es la falta de estudios sobre el uso de la IQH/IMS en
pacientes con CCR metastasico (CCRm). Con la aparicibn de nuevas terapias
inmunolégicas la Agencia de Alimentos y Medicamentos estadounidense (FDA)
recomienda investigar la inestabilidad de microsatélites para realizar un tratamiento
personalizado. Paralainclusion en ECA en curso es suficiente con una de las dos técnicas.
Un estudio reciente sugiere que una de las posibles causas de resistencia al tratamiento
en los CCRm es el fallo en el diagnoéstico del status MMR, por eso los autores recomiendan
combinar los dos métodos en este grupo de pacientes para aumentar la sensibilidad y la

especificidad (135).
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1.3.3 Cribado universal. Algoritmo diagndstico

En los ultimos afios, diferentes Sociedades cientificas han propuesto el cribado universal
del SL, mediante el estudio [HQ y/o de la IMS en todos los casos de CCR y canceres de
endometrio, con el objetivo de aumentar el diagndstico en pacientes que no cumplen los
criterios clinicos (18,25,27,136) (Fig. 10). Cuando se detecta la alteracion del sistema
MMR por una de estas técnicas se debe confirmar la enfermedad con el test genético que

identifica la mutacidén en linea germinal.

La estrategia de cribado universal del SL esta basada en numerosos estudios que han
demostrado su eficacia y coste-efectividad a lo largo de afios, pudiendo efectuarse en la
practica asistencial. A pesar de ello se ha implementado de manera irregular en los
diferentes centros ya que existen dificultades como la falta de implicacion de algunos
profesionales, la ausencia de circuitos bien establecidos, y en algunos casos, la falta de

recursos econdmicos y personales (33).

En contraposicion al SL cuya mutacidn es a nivel germinal, los tumores esporadicos tienen
una alteracion epigenética solamente presente en las células tumorales. En estos casos, la
causa de la IMS es la hipermetilacion de la regién promotora de algunos de los genes del
sistema de reparacion del ADN (fundamentalmente el gen MLHI), que tiene como
consecuencia la pérdida de expresion proteica por la inactivacion de la transcripciéon
(10,72,73). Para diferenciar ambos escenarios se han establecido 2 tacticas: evaluar el
grado de metilacién del promotor MLHI en el tumor e investigar la presencia de la
mutacién somatica V60OE en el gen BRAF. La presencia de alguna de las dos interrumpe
el estudio genético ya que significa que se trata de formas esporadicas (115).

Las técnicas de secuenciacion masiva, que incluyen los genes MMR y BRAF, con
herramientas para determinar la IMS, han demostrado una sensibilidad mayor para
identificar el SL que el screening universal con IHQ y la determinacién del BRAF (100%
vs 89.7%) (137). Aunque las tecnologias NGS cada vez son mas baratas no hay estudios

de coste-efectividad para su uso en una estrategia de cribado del SL.
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Figura 10. Algoritmo diagndstico del Sindrome de Lynch. Modificado de Castro-Mujica et

al, Rev Gastroenterol Peru 2018 (138)
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1.3.4 Recomendaciones de manejo y seguimiento

Los pacientes diagnosticados de SL deben ser remitidos a una Unidad de consejo genético
para poder realizar un arbol genealégico y llevar un manejo y seguimiento adecuados,
tanto del caso indice como de los familiares afectos. Las recomendaciones de la American
college of Gastroenterology del 2015 sobre el manejo de los pacientes con SL se recogen

en la tabla 7.

Hay diversos estudios que han demostrado una disminucion de la incidencia de CCR del
62% y de la disminucion de la mortalidad global en un 65% cuando se llevan a cabo
controles con colonoscopia (139-141). Debido a la alta incidencia de cancer de
endometrio y ovario, también se debe hacer vigilancia ginecoldgica y considerar la
histerectomia con anexectomia bilateral profilactica en mujeres que ya han cumplido su
deseo gestacional (42,142,143). Otro tema ampliamente debatido es el de la cirugia
colonica profilactica. En pacientes con SL y CCR la colectomia subtotal incrementa la
expectativa de vida en dos afios frente a la reseccion segmentaria del tumor (71). Aun asi,
la guia clinica de la ACG la considera una recomendacion condicional con moderada
calidad de evidencia (25). Estudios posteriores demuestran que la colectomia en estos

pacientes es coste-efectiva (144).
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Tabla 7. Recomendaciones de manejo y seqguimiento del SL. Guia ACG 2015

Recomendaciéon

Colonoscopia:
Mutacion MLH1 o MSH2: anual o bienal, empezando entre los 20 a 25 afios
Mutacion MSH6 o PMS2: bienal empezando entre los 25 a 30 afios

La colectomia con anastomosis ileorrectal es el tratamiento de eleccién de
pacientes con CCR y SL no controlable por endoscopia.

La histerectomia y salpingooforectomia bilateral deben ofrecerse a mujeres
con SL portadoras que han cumplido su deseo gestacional, siendo la edad
optima entre los 40-45 afios de edad.

La deteccion del cancer de endometrio y de ovario debe ofrecerse a mujeres
en con SL mediante biopsia de endometrio y ecografia transvaginal anual,
iniciando entre los 30-35 afios de edad.

La deteccion del cancer gastrico y duodenal se puede considerar en pacientes
con SL mediante una gastroscopia basal con biopsia gastrica a la edad de 30-
35 afios, y el tratamiento de la infeccion por H. pylori cuando se encuentre.
Puede considerarse la vigilancia continua cada 3-5 afios si hay antecedentes
familiares de cancer gastrico o duodenal.

No se recomienda la deteccién mas alla de las recomendaciones basadas en la
poblacién para el cancer de vias urinarias, pancreas, prostata y mama, a
menos que haya una historia familiar de estos tipos de tumores.

No existe recomendacion para el uso habitual de aspirina en pacientes con SL
a pesar de que hay datos que sugieren que previene el CCR y los tumores
extracolénicos

Nivel de recomendacion y calidad
de evidencia
Recomendacioén fuerte.

Moderada calidad de la evidencia
para el cribado y muy baja
calidad de la evidencia para la
vigilancia anual y la edad de
inicio.

Recomendacién condicional.
Moderada calidad de la evidencia.

Recomendacion condicional. Baja
calidad de la evidencia.

Recomendacién condicional. Muy
baja calidad de la evidencia.

Recomendacion condicional. Muy

baja calidad de la evidencia.

Recomendacion condicional. Baja

calidad de la evidencia.

Recomendacién condicional.
Moderada calidad de la evidencia.
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2. HIPOTESIS
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Hipédtesis

El analisis inmunohistoquimico de las proteinas relacionadas con los genes reparadores
del ADN en las biopsias endoscopicas de los pacientes con cancer colorrectal muestra

unos resultados equiparables a los obtenidos en la pieza quirurgica.
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3. OBJETIVOS
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Objetivos

Objetivo primario:

Correlacionar la expresion inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN en
las biopsias endoscopicas y el espécimen quirurgico correspondiente en el cancer

colorrectal.

Objetivos secundarios:

-Investigar la frecuencia de la falta de expresién inmunohistoquimica de las proteinas
reparadoras del ADN (dMMR) en nuestra poblacion de estudio.

-Comparar la eficacia de la inmunohistoquimica y del analisis de la inestabilidad de
microsatélites mediante PCR, en la deteccion de las alteraciones del mecanismo de

reparacion del ADN.
-Determinar si la neoadyuvancia en el cancer colorrectal modifica el estatus MMR

-Determinar la relacidn entre la pérdida de expresién inmunohistoquimica y distintas

variables anatomo-patologicas
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4.1 Poblacion

4.1.1 Poblacién diana

Pacientes intervenidos de CCR en el Instituto valenciano de oncologia en los que se haya
realizado la IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en la pieza quirdrgica, y en los que

se disponga de la biopsia endoscdpica correspondiente.

4.1.2 Diseno del estudio

Se trata de un estudio retrospectivo, transversal y unicéntrico. A partir de una base de
datos prospectiva de cirugia que incluye a todos los pacientes intervenidos de CCR en
nuestro centro, se analizé de forma retrospectiva los datos correspondientes a todos los
individuos en los que se habia realizado la IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en

la pieza quirurgica, en el periodo comprendido entre febrero de 2011 y enero de 2020.

Posteriormente, en aquellos pacientes en los que habia disponibilidad de las biopsias

endoscOlpicas respectivas previas a la cirugia, se llevd a cabo el estudio [HQ en las mismas.

4.1.3 Criterios de inclusién v exclusién

Criterios de inclusion

Pacientes con diagnostico de CCR en los que se haya realizado la IHQ de las proteinas
reparadoras del ADN en la pieza quirdrgica. Para el objetivo primario ademas deberan
contar con tejido tumoral viable para su analisis, obtenido a través de las biopsias

endoscdpicas respectivas. Presencia de datos clinicos para el estudio.

Criterios de exclusiéon

Pacientes con diagnostico de CCR en los que no se haya realizado la IHQ de las proteinas

reparadoras del ADN (IHQ-MMR) en la pieza quirurgica.

Para el objetivo primario:
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- Pacientes con diagndstico de CCR e IHQ-MMR realizada en la pieza quirdrgica que no

cuenten con tejido de la biopsia endoscopica correspondiente.

-Pacientes con diagndstico de CCR e [HQ-MMR en la pieza quirurgica que cuenten con
tejido de la biopsia endoscdpica, pero en los que no haya tumor suficiente para realizar la

HQ.

-Pacientes con diagndstico de CCR e [HQ-MMR en la pieza quirurgica que cuenten con
tejido de la biopsia endoscopica, pero en los que haya defectos de fijacion y procesamiento
que no permitan realizar técnicas de [HQ o que tengan escaso material tumoral en la

muestra en los nuevos cortes realizados para IHQ.

- Pacientes con diagndstico de CCR e [HQ-MMR en la pieza quirurgica que cuenten con
tejido de la biopsia endoscdpica, pero en los que tras realizar la IHQ no sea valorable

porque el control interno (tejido normal) sea negativo.

4.2 Métodos

4.2.1 Algoritmo del estudio

- Serecopilo la informacion clinica de todos los pacientes integrantes del estudio y
de los datos anatomopatoldgicos relativos al tumor revisando las historias clinicas.
Cada individuo se identific6 mediante un codigo de paciente. Los datos se
almacenaron en una base de datos unica tipo excel para su posterior analisis y

procesamiento.

- Se identificaron los pacientes intervenidos de CCR con [HQ realizada en la pieza
quirurgica y posteriormente se seleccionaron aquellos de los que se disponia en
nuestro centro de material suficiente en las biopsias endoscopicas
correspondientes previas a la cirugia. En dichos casos se recuperd el bloque de

tejido/laminillas.

- Serealiz6 la técnica IHQ de las proteinas reparadoras del ADN (MLH1, MSH2, PMS2

y MSH®6) en las biopsias endoscdpicas.
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Se interpretaron las tinciones IHQ por los patélogos que se dedican al diagnostico
anatomopatoldgico de patologia gastrointestinal en nuestro Hospital. El estudio se
hizo de forma ciega, sin conocer el resultado de la IHQ de las piezas quirurgicas
correspondientes. Los casos que mostraron una ausencia de tincion nuclear en
presencia de tincion en tejidos no neoplasicos adyacentes, como el epitelio normal
de colon o células del estroma, se consideraron como falta de expresion de la

proteina.

Se revisaron los resultados obtenidos por dos patdlogos con 20 y 35 afios de
experiencia en patologia gastrointestinal. En los casos en los que no hubo
concordancia entre las biopsias endoscopicas y la pieza quirtrgica

correspondiente, se repitio el estudio.

Tras recopilar los datos sobre las variables de estudio se analizaron usando el
software R V.3.4.0. Se realizaron comparaciones de frecuencias de la [HQ en la
biopsia y en la pieza quirdrgica, asi como entre la IHQ y la IMS. Para ver la
distribucion de la pérdida de expresion de las proteinas reparadoras del ADN con

respecto a factores prondstico se utilizaron modelos de regresion logistica binaria.
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Base de datos prospectiva de los
pacientes operados de CCR

03/11-01/20 Objetivos secundarios

l Prevalencia de dAMMR

IHQ-MMR realizada en la
pieza quirurgica

Distribuciéon de dMMR respecto
a factores prondsticos

1’ Comparar la IHQ y la IMS en el
diagndstico del status MMR

Disponibilidad de la biopsia
endoscopica
correspondiente

l

Determinar la IHQ-MMR - Modificacién del status MMR
en las biopsias tras la neoadyuvancia
endoscopicas

Comparar la [HQ-MMR de

la pieza quirurgica con la Objetivo primario
de la biopsia endoscopica

Figura 11. Algoritmo del estudio

4.2.2 Consideraciones éticas

Larealizacion del estudio fue aprobada por el Comité ético de investigacion de nuestro
centro (N2 expediente CEIM: 2020-04) y se llevo a cabo en conformidad con el protocolo
y con la Declaracién de Helsinki sobre principios Eticos para la Investigacién Médica
incluyendo Humanos (Fortaleza, 2013). Conforme a las leyes espafiolas, este estudio se
considera como incluido dentro del marco de la legislacion de productos sanitarios, pero
también dentro del marco de la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica en el contexto

de estudios con muestras biologicas.
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Valoracién de seguridad

El desarrollo del estudio no alterd el diagnostico, terapia y seguimiento del paciente,
ya que se realizé mediante la practica clinica habitual. Al tratarse de un estudio sin

medicamentos, observacional, no se recogieron los parametros de seguridad.

Confidencialidad de los datos

La confidencialidad de los datos de cada paciente fue respetada en todo momento. Los
datos originales seran conservados en el Servicio de Anatomia Patolégica del IVO y sélo
tendran acceso a ellos los investigadores del estudio o en caso de inspeccion por parte de
las Autoridades Sanitarias Espanolas.

Los pacientes del estudio se identificaron mediante un codigo de paciente. El
investigador clinico fue la unica persona que pudo conocer los datos recogidos y
asociarlos a cada caso. Se garantiz6 en todo momento lo dispuesto en el titulo 1 del
Articulo 5 de la Ley 14/2017 de investigacion biomédica referente a la proteccién de

datos personales y garantias de confidencialidad.

Manejo de los datos v archivo de los registros

Los datos fueron recogidos por el investigador de forma retrospectiva y registrada en
una base de datos con accesos restringidos segun las funciones del investigador. Para
garantizar el anonimato de la identidad de las pacientes, aparecié un codigo en las bases
de datos donde figuraba la informacidn clinica referida y nunca su identidad. Cualquier
informacion que se obtenga a partir del proyecto, sera confidencial y quedara custodiada
por el investigador principal. Es posible que los resultados de las investigaciones sean
publicados en la literatura cientifica, pero no los resultados individuales. Si este fuera el
caso, laidentidad de los casos permanecera completamente confidencial y nunca formara

parte de una publicacion.

Consentimiento informado
Se obtuvo del CEIM la exencién de la obtencion del consentimiento informado porque
considero que se cumplian todos los requisitos contemplados en la legislacion actual para

que pueda emitirse la aprobacion en ausencia del mismo.
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4.2.3 Variables del estudio

Las principales variables del estudio estan recogidas en las tablas 8 y 9:

Tabla 8. Variables clinicas de los pacientes

Variables clinicas

Numero de identificacion
Fecha de nacimiento
Edad

Sexo

Fecha de cirugia
Inestabilidad de microsatélites

Hipermetilacion MLH1
BRAF

Localizacion del tumor

Metastasis al diagndstico
Tratamiento neoadyuvante

Tipo de tratamiento neoadyuvante

QT: quimioterapia; RT: radioterapia

Ndamero
DD/MM/AAAA
Numero
Mujer/Hombre
DD/MM/AAAA
Alta/estable
Si/no

Mutado/no mutado

Recto, sigma, colon descendente, colon
transverso, colon ascendente, ciego

Si/no
Si/no

QT/RT/ QT-RT
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Tabla 9. Variables anatomopatolégicas de los tumores

Variables anatomopatolégicas
En la pieza quirurgica
Tipo histologico Adenocarcinoma NOS
Adenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma de células en anillo de sello
Adenocarcinoma medular

Grado de diferenciacion Bajo grado (G1 /G2) y alto grado (G3/G4)
Invasion linfovascular no Si/no

extramural

Invasion perineural Si/no

Invasion vascular extramural Si/no

(EMVI)

TNM 72 y 8va edicion

Estadio I, 1A, 11B, IIC, IIIA, IIIB, IIIC, IVA, IVB, IVC

Expresion MLH1 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion MSH2 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion MSH6 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion PMS2 Pérdida de expresion/expresion conservada
En la biopsia endoscépica

Expresion MLH1 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion MSH2 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion MSH6 Pérdida de expresion/expresion conservada

Expresion PMS2 Pérdida de expresion/expresion conservada
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4.2.4 Estudio inmunohistoquimico MMR

La técnica de IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en las biopsias endoscopicas se
realizé en el Servicio de Anatomia patologica del Instituto valenciano de oncologia.

Se recupero6 el bloque de tejido fijado en formol e incluido en parafina y se corté en
secciones de 3 micras. Las muestras se desparafinaron durante 12 horas en estufa y se

montaron en portaobjetos para microscopio.

Se llevo a cabo la tincion de 4 proteinas (MLH1, MSH6, MSH2, PMS2) de forma
automatizada mediante el sistema de visualizacion EnVision FLEX (DAKO Omnis) junto
con anticuerpos primarios de DAKO prediluidos. Cada sesidon de tincién incluy6 una
muestra de control externo positivo para asegurar la calidad de los resultados. Los
anticuerpos utilizados fueron: MLH1 clona ES05, MSH2 clona FE11, MSH6 clona EP49 y
PMS?2 clona EP51.

La interpretacion de la tincion de las biopsias endoscopicas fue realizada por dos
patdlogos experimentados de forma ciega, es decir, que no conocian los resultados de la
inmunohistoquimica de las piezas quirurgicas correspondientes. Los controles internos
fueron los tejidos no neoplasicos adyacentes (células del endotelio vascular e
inflamatorias y tejido colénico normal). El resultado de la tincidon se clasifico en:
“expresion conservada” (positivo), “pérdida de expresidon” (negativo) y “no concluyente”.
Se considero pérdida de expresion de las proteinas cuando hubo una ausencia de tincion
nuclear en el tumor en presencia de tincién de tejidos no neoplasicos contiguos. Se
considero “expresidon conservada” cuando se observd tincion nuclear tanto en el tejido
tumoral como en los tejidos circundantes no tumorales. El resultado se asumi6 como “no
concluyente” cuando hubo una falta de tincion del control interno o no se pudo interpretar

debido a un patron de tincién inusual.
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Tabla 10. Panel de anticuerpos empleados

Anticuerpo Clona Fuente Huesped Dilucion

MLH1 ESO05 DAKO Agilent = Rat6n Prediluidos
MSH?2 FE11 DAKO Agilent = Rat6n Prediluidos
MSH6 EP49 DAKO Agilent = Conejo Prediluidos
PMS2 EP51 DAKO Agilent = Conejo Prediluidos

4.2.5 Estudio de inestabilidad de microsatélites

Para el andlisis de inestabilidad de microsatélites se analizaron los 5 marcadores
propuestos en la conferencia del National Cancer Institute (BAT 25, BAT 26, D25123,

D5S346, D17S250) y se utilizo la misma clasificacién de tumores:

o Estabilidad de microsatélites (MSS): si no se detecta inestabilidad en ninguno de
los marcadores

e Baja inestabilidad (MSI-L): cuando se detecta inestabilidad en uno solo de los
marcadores

e Altainestabilidad (MSI-H): cuando 2 o mas marcadores presentaban inestabilidad

La reaccidn de amplificacidn consiste en una PCR multiple utilizando los cebadores y las
condiciones descritas por Umetani et al (145). El cebador directo de cada pareja esta
marcado con un fluoréforo determinado para su posterior visualizacidon en un analisis de
fragmentos. Asi, BAT25 esta marcado con NED, BAT26 con 6-FAM, D2S123 y D17S250
con VIC, y D55346 con PET.

La determinacion de inestabilidad de microsatélites se realiz6 mediante analisis de
fragmentos en un equipo 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) comparando los
patrones de cada marcador a partir de una muestra de sangre periféricay de la muestra

tumoral utilizando para ello el software Gene Mapper (Applied Biosystems).
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4.2.6 Analisis de la hipermetilacion del promotor del gen MLH1

El analisis de la hipermetilacion del gen promotor de MLH1 se ha realizado con la técnica
MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
empleando el kit SALSA MLPA ME0O11 Mismatch Repair genes probemix (MRC HOLLAND)
y la enzima de restriccion Hhal con posterior electroforesis capilar en el Secuenciador
ABI3130x] (Applied Biosystem.) Los resultados han sido evaluados con el software
especifico Coffalyser ®. En el caso de obtenerse un resultado positivo se realiza el analisis
con ADN de Sangre periférica (si hay disponibilidad) para comprobar si la alteracion se

encuentra en linea germinal.

4.2.7. Andlisis del gen BRAF

Tras la extraccion de ADN se realiza el analisis del gen BRAF con el objeto de identificar la
presencia de la mutaciéon V600 en el exdn 15 del gen mediante el kit comercial Cobas®

BRAF Mutation Test CE-IVD (Roche Diagnostics, SL).

4.3 Analisis estadistico

Para valorar la correlacidon del resultado de la IHQ en la biopsia y en la pieza
quirurgica se usaron las pruebas diagndsticas de un test: sensibilidad, especificidad, valor
predictivo negativo y valor predictivo positivo. También se utilizé el indice de correlacién
Kappa. Se realizaron comparaciones de frecuencias utilizando la prueba chi-cuadrado
para las variables categoricas. Para las variables continuas, las diferencias entre las
medias se compararon mediante la prueba t de Student. Cuando la normalidad no fue
aceptada, las muestras se compararon utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Modelos
de regresion logistica binaria fueron planteados, valorando siempre sus condiciones de
aplicabilidad. Se utilizaron pruebas de 2 caras con un nivel de significatividad del 5%. Los

datos se analizaron usando el software R V.3.4.0.
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Calculo del tamaiio muestral

El calculo del tamafio muestral se basé en publicaciones anteriores (34-38). Se
plante6 un problema de diferencia respecto de una constante del porcentaje de pacientes
correctamente clasificados. Suponiamos un problema de dos colas, con un alpha (Error
tipo 1) de 0.05, Potencia de 0.8, un tamano del efecto de 0.05 y una constante de
proporciéon del 0.93 %. Con estas suposiciones queriamos observar diferencias de al
menos un 5% y necesitariamos al menos 144 pacientes. Afiadiendo una perdida potencial
de pacientes del 10%, al menos 160 pacientes seran necesarios. El calculo del tamafio

muestral se realiz6 mediante el software estadistico G*Power.
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5. RESULTADOS
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5.1 Descripciéon general de la muestra

Contabamos con una base de datos quirdrgica prospectiva de pacientes intervenidos de
cancer colorrectal en el Instituto valenciano de oncologia. Seleccionamos para el estudio
el periodo comprendido entre marzo del 2011 y enero del 2020 que incluia un total de
732 pacientes. En nuestro centro el screening universal del sindrome de Lynch en el
espécimen quirdrgico comenzo a realizarse en el afio 2014 y, con el paso de los afios, se
fue incorporando como wuna practica clinica habitual. Por este motivo, la
inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN en la pieza quirdrgica, solo
estaba disponible en 366 de los casos recolectados, y valorable, al menos en alguna de las

4 proteinas, en 361 de ellos.

De los 361 individuos que finalmente fueron incluidos en el estudio, el 54.30% eran
varones, mientras que el 45.70% restante eran mujeres. La edad media de los pacientes

estudiados fue de 65.37 afios (desviacion estandar: 15.27).

En relacién con la localizacion del tumor el 28.5% de los casos estaba localizado en el
recto, el 36.6% en el colon izquierdo y el 34.9% en el colon derecho. De todos ellos,
recibieron neoadyuvancia 102 pacientes, la mayoria neoplasias de recto, pero también
neoplasias localmente avanzadas de colon. En cuanto al tipo histolégico, el 90.3% fueron
adenocarcinomas, siendo el 71% bien diferenciados, el 25% moderadamente
diferenciados y el 3 % mal diferenciados. La segunda estirpe celular en frecuencia fue el
carcinoma mucinoso (8.9%), seguido por el carcinoma en anillo de sello (0.60%) y el

adenocarcinoma medular (0.30%).

Otras variables anatomopatoldgicas del tumor como la infiltracion linfovascular, la
infiltracién perineural, el tumor budding, la invasidn vascular extramural (EMVI) y los
grupos pobremente diferenciados (gemaciones tumorales), fueron recogidas, pero se
excluyeron del analisis posterior dado que no estaban disponibles en un elevado niimero

de individuos.

Las caracteristicas clinicas de la poblacion global del estudio y de los tumores se recogen

en la tabla 11 y en la figura 12.
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Tabla 11. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de la poblacién de estudio

Caracteristicas Total ‘
361 (100%)

Edad del diagnéstico

Media (desviacion estandar) 65.37 (15.27)

Mediana (IQR) 66.96 (57.31-74.97)
Sexo

Femenino 165 (45.70%)

Masculino 196 (54.30%)
Tipo histolégico

Adenocarcinoma NOS 325 (90.30%)

Adenocarcinoma mucinoso 32 (8.90%)

Carcinoma de células en 2 (0.60%)

anillo sello

Adenocarcinoma medular 1 (0.30%)

No disponible 1
Grado

Bien diferenciado (1) 240 (71.20%)

Moderadamente 87 (25.80%)

diferenciado (2)

Pobremente diferenciado 10 (3.00%)

(3)

No disponible 24
Localizacion

Recto 103 (28.50%)

Colon izquierdo
Colon derecho
Tratamiento neoadyuvante
No
St
Estadio
I
11
I11
v
No disponible

132 (36.60%)
126 (34.90%)

259 (71.70%)
102 (28.30%)

88 (24.80%)

85 (23.90%)

126 (35.50%)

56 (15.80%)
6
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Infiltracion linfovascular
No
St
No disponible
Infiltraciéon perineural
No
St
No disponible
Tumor Budding
No
St
No disponible

Invasion vascular extramural
(EMVI)

No
St
No disponible

Grupos pobremente
diferenciados

(gemaciones tumorales)
No
St
No disponible

THQ (expresion proteinas MMR)

Conservada
Pérdida

Inestabilidad de microsatélites
Alta
Estable
No disponible

151 (44.00%)
192 (56.00%)
18

165 (48.70%)
174 (51.30%)
22

138 (50.20%)
137 (49.80%)
86

210 (70.20%)
89 (29.80%)
62

142 (55.00%)
116 (45.00%)
103

320 (88.64%)
41 (11.35%)

38 (11.40%)
294 (88.60%)
29
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Sexo Localizacién del tumor
150
100
50 I
0
) Recto Colon Colon
 Hombre & Mujeres izquierdo derecho
Tipo histolégico Grado de diferenciacion
9%
No disponible
1%
Mal diferenciado .
Moderad.
diferenciado I
Bien diferenciado
= Adenocarcinoma m Anillo de sello I
Mucinoso 0 100 200 300

Figura 12. Caracteristicas de la poblacion de estudio
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5.2 Resultados de la inmunohistoquimica en la poblacién de estudio

En el 11.35% de los casos (41 pacientes) hubo una expresiéon inmunohistoquimica
nuclear patolégica (pérdida de expresion). Las alteraciones proteicas mas frecuentes
fueron en MLH1 y PMS2, presentes en 37 (10.2%) de los 361 pacientes. En 4 casos (1.10%)
coexistia la pérdida de expresiéon de MSH2 y MSH6. El 88.64% (320 pacientes) tuvieron

una inmunohistoquimica normal (expresion conservada). (Figura 13 y tabla 12).

En nuestra serie hay una coincidencia del 100% en la ausencia de expresidn nuclear de

ambos heterodimeros: MLH1 con PMS2 y MSH2 con MSH6.

IHQ de los genes MMR Distribucion de la falta de
expresion

40
IHQ 30
naI 20
10

0 4 4

= |[HQ normal = |HQ alterada MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

Figura 13. Expresion IHQ de los genes MMR

De los pacientes con la IHQ realizada en la pieza quirurgica, se excluyeron del estudio 5
individuos en los que ninguna de las 4 proteinas MMR fue valorable y, por consiguiente,
no cumplian los criterios de inclusion. De los 361 individuos restantes, se hallaron 4 casos
en los que la técnica se consideré “no valorable” en alguna de las 4 proteinas MMR, pero
concluyente en las demas. La distribucion de los “no valorables” en la pieza fue: 2 de ellos
por una expresion no valida en la proteina MLH1, 2 de ellos en la proteina MSH2 y los 4
en PMS2. De los 4 pacientes citados, disponiamos de la biopsia endoscopica
correspondiente en 3 de ellos. Tras realizar el analisis IHQ en la biopsia de dichos casos,
pudieron incluirse en la evaluacién comparativa posterior, al menos las proteinas

concluyentes.
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Tabla 12. Distribucién de la ausencia de expresion de las proteinas reparadoras del ADN

Expresion proteinas
reparadoras de ADN Total

MLH1
Conservada
Pérdida
No valorable

PMS2
Conservada
Pérdida
No valorable

MSH2
Conservada
Pérdida
No valorable

MSH6
Conservada
Pérdida

361 (100%)

322 (89.19%)
37 (10.20%)
2

321 (88.91%)
37 (10.30%)
3

355 (98.33%)
4 (1.10%)
2

357 (98.90%)
4 (1.10%)

Las caracteristicas generales de los 41 pacientes con la ausencia de expresion de las
proteinas reparadoras de ADN se recogen en la tabla 13. La IHQ en la pieza quirurgica
estaba disponible en todos los pacientes y en 16 de ellos estaba también en la biopsia
endoscodpica. La IMS estaba presente en 38 pacientes, de los cuales fue alta en 36 casos y
en dos fue estable. De los 36 pacientes con inestabilidad alta existia una hipermetilacién
del promotor del gen MLH1 y/o una mutacion del BRAF en 19 casos, por tanto, eran CCR
esporadicos. De los 17 restantes, 5 no acudieron a la Unidad de consejo genético; en 12
pacientes se llevd a cabo el estudio de la mutaciéon germinal, resultando no informativo
en 8 de ellos y detectando una mutacion en 4 individuos (2 del gen MLH1, 2 del gen MSH?Z2)
(Fig. 14).
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Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes con pérdida de expresion MMR

Caso Edad Sexo Localizacion e o IMS Hipermet MLH1 BRAF LTI
neoady alterada Gen
MLH1 bx- ND ND ND
MLH1 pz-
1 67 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ND
PMS2 pz
MLH1 bx- ND ND ND
MLH1 pz-
2 82 MA Colon derecho NO PMS2 bx- ND
PMS2 pz
MLH1 bx- ND ND ND
MLH1 pz-
3 73 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ND
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
4 77 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
5 72 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
6 79 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
7 77 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
PMS2 pz
MLH1 bx-
MLH1 pz-
8 65 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA ND WT NO UCG
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
9 80 MA Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
MSH2 bx-
MSH2 pz- Mutaciéon
10 60 MA Colon derecho NO MSH6 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT MSH2
MSH6 pz
11 75 MA Colon izquierdo NO MLH1 pz- ESTABLE ND ND ND
PMS2 pz
MSH2 bx-
MSH2 pz- Mutaciéon
12 86 FE Recto NO MSHG6 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT MSH2
MSH6 pz
13 75 FE Colon derecho NO MLH1 pz- ESTABLE ND ND ND
PMS2 pz
MLH1 pz- Mutaciéon
14 41 MA Colon derecho NO PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL WT MLH1
MLH1 pz- NO
15 74 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
MLH1 pz- NO
16 68 MA Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
MSH2 pz- NO
17 71 MA Colon derecho SI MSH6 pz ALTA NO HIPERMETIL ND INFORM
MLH1 pz- NO
18 80 MA Colon derecho SI PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL MUTADO INDICADO
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
19 56 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
PMS2 pz
MLH1 bx-
o MLH1 pz- NO
20 80 FE Colon izquierdo NO PMS2 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
PMS2 pz
MSH2 pz- NO
21 78 MA Recto NO MSH6 pz ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
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Caso Edad Sexo Localizacién Tto Proteina IMS Hipermet MLH1 BRAF Estudio
neoady alterada Gen
MLH1 pz- NO
22 67 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA ND MUTADO INDICADO
MLH1 pz- NO
23 60 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
24 62 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
PMS2 pz
MLH1 bx-
R MLH1 pz- Mutacion
25 38 FE Colon izquierdo NO PMS2 bx- ALTA NO HIPERMETIL WT MLH1
PMS2 pz
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
26 80 MA Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA HIPERMETILADA WT INDICADO
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
27 91 MA Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA WT INDICADO
MLH1 pz- NO
28 86 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL WT INFORM
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
29 84 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
30 84 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
N MLH1 pz- NO
31 67 FE Colon izquierdo NO PMS2 pz ALTA ND MUTADO INDICADO
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
32 72 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA ND MUTADO INDICADO
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
33 82 MA Recto SI PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL MUTADO INDICADO
MLH1 pz- NO
34 41 MA Recto SI PMS2 pz ALTA ND WT INFORM
35 62 FE Colon derecho NO hlgll\;[l;; I:)ZZ ALTA NO HIPERMETIL WT NO UCG
MLH1 bx-
MLH1 pz- NO
36 68 FE Colon derecho NO PMS2 bx- ALTA NV MUTADO INDICADO
PMS2 pz
MLH1 pz- NO
37 69 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA NO HIPERMETIL MUTADO INDICADO
38 76 MA Colon derecho NO hlgll\;[l;; I:)ZZ ALTA NO HIPERMETIL WT NO UCG
39 56 MA Colon izquierdo NO hlgll\;[l;; I:)ZZ ALTA NO HIPERMETIL WT NO UCG
MLH1 pz- NO
40 75 FE Colon derecho NO PMS2 pz ALTA HIPERMETILADA MUTADO INDICADO
41 80 MA Colon derecho NO MLH1 pz- ALTA ND WT NO UCG
PMS2 pz

Bx: biopsia; Hipermet: hipermetilacion; IMS: inestabilidad de microsatélites;ND: no disponible; No inform: no informativo; NV: no valorable;

Pz: pieza; Tto neoady: tratamiento neoadyuvante; UCG: unidad de consejo genético; WT: wild type
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Pacientes con IMS alta

= Hipermetilacion y/o mutacién BRAF
= No UCG

No informativo

= Mutacién gen

Figura 14. Estudios realizados en pacientes con IMS alta

5.3 Estudio inmunohistoquimico comparativo entre la biopsia
endoscoépica y la pieza quirurgica

De los 361 individuos intervenidos de CCR, con la inmunohistoquimica de las proteinas
reparadoras del ADN realizada en la pieza quirurgica, se recopilaron los datos de 154
pacientes en los que, ademas, habia disponibilidad de la biopsia endoscopica
correspondiente en nuestro centro y en la que el material era suficiente para el
diagndstico. Las caracteristicas clinicas y demograficas de estos pacientes se muestran en

la tabla 14.

De los casos incluidos 70 fueron mujeres (45,5%) y 84 fueron hombres (54,50%) y la edad
mediana del diagndstico fue de 67,75 afios. Con referencia al tipo histoldgico, el
adenocarcinoma era el mas frecuente con un 93,5 % de los individuos (70% bien
diferenciados, 26% moderadamente diferenciadosy 2,6% mal diferenciados); en segundo
lugar, estaban los tumores mucinosos. En cuanto a la localizacion tumoral la distribucién
era: el recto en un 22%, el colon izquierdo en un 40% y el colon derecho en un 38%. En la

tabla 14 se recogen las variables mencionadas de los pacientes y otras relacionadas con
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el tumor como el estadio, la infiltracidn linfovascular, la infiltracién perineural, el tumor

budding, la invasion vascular extramural (EMVI) y los grupos pobremente diferenciados

(gemaciones tumorales).

Tabla 14. Caracteristicas demogrdficas y clinicas del subgrupo de estudio

Variable ‘
154 (100%)
Edad del diagnéstico
Media (desviacion estandar) 66.35 (14.65)
Mediana (IQR) 67.75 (60.05-75.18)
Sexo
Femenino 70 (45.50%)
Masculino 84 (54.50%)
Tipo histolégico
Adenocarcinoma 144 (93.50%)
Mucinoso 10 (6.50%)
Grado

Bien diferenciado (1)
Moderadamente diferenciado (2)
Mal diferenciado (3)
No disponible
Localizacién
Recto
Colon izquierdo
Colon derecho
Tratamiento neoadyuvante
No
St
Estadio
I
II
I1I
I\
Infiltracidon linfovascular
No
St
No disponible
Infiltraciéon perineural
No

107 (70.90%)
40 (26.50%)
4 (2.60%)

3

34 (22.10%)
62 (40.30%)
58 (37.70%)

116 (75.30%)
38 (24.70%)

44 (28.60%)
37 (24.00%)
53 (34.40%)
20 (13.00%)

62 (40.50%)
91 (59.50%)
1

73 (48.00%
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St 79 (52.00%)

No disponible 2
Tumor Budding

No 65 (51.60%)

St 61 (48.40%)

No disponible 28
Invasion vascular extramural (EMVI)

No 81 (64.30%)

St 45 (35.70%)

No disponible 28

Grupos pobremente diferenciados
(gemaciones tumorales)

No 56 (47.90%)
St 61 (52.10%)
No disponible 37

En el grupo de los 154 pacientes con CCR, e [HQ hecha en la pieza quirurgica y en la biopsia
endoscopica, la técnica IHQ fue no valorable para las siguientes proteinas: 8 en MLH1 (2
pacientes en la pieza, 6 pacientes en la biopsia), 9 en PMS2 (3 pacientes en la pieza, 6
pacientes en la biopsia), 8 en MSH2 (2 en la pieza, 6 en la biopsia) y 6 en MSH6 (biopsia)
(tablas 15 y 16). Todos los casos de tincion no valida en la pieza se debian a un fallo en el
control interno (ausencia de tincion nuclear en las células del estroma adyacentes al
tumor) (Ilustracién 7) mientras que las no valorables de las biopsias endoscdpicas se
produjeron por ausencia de tejido tumoral en las muestras disponibles (Ilustracion 8).

Cada uno de ellos se eliminaron posteriormente del analisis comparativo.
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Tablas 15 y 16. Inmunohistoquimica no valorable en la biopsia endoscépica o en la pieza

quirtrgica
Caso Edad Sexo Localizacién Biopsia endoscopica
MLH1 PMS2 MSH2 MSH6
1 77 FE Colon derecho NV NV NV NV
2 57 MA Recto CSv CSv CSv CSv
3 68 MA Recto NV NV NV NV
4 83 MA Recto NV NV NV NV
5 48 MA Colon derecho NV NV NV NV
6 81 MA Colon derecho NV NV NV NV
7 81 MA Colon derecho NV NV NV NV
8 75 FE Colon derecho Pérdida Pérdida Csv Csv
9 62 FE Colon derecho CSsv Csv Csv Csv
CSV: conservada; FE: femenino; MA: masculino; NV: no valorable; ND: no disponible
TOTAL | IHQ NO VALORABLE
Biopsia Pieza
endoscOpica = quirdrgica
MLH1 | 154 6 2
PMS2 154 6 3
MSH2 | 154 6 2
MSH6 154 6 -

MLH1 PMS2
Pérdida Pérdida
NV NV
CSv CSv
CSv CSv
CSv CSv
CSv CSv
CSv CSv
NV NV
CSv NV

IHQ
VALORABLE
Total

146

145

146

148

Pieza quirurgica

MSH2
CSv
NV
CSsv
CSv
CSsv
CSsv
CSsv
NV
CSsv

MSH6
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv
CSsv

76




Resultados

llustracion 7. A. Caso de tincion inmunohistoquimica no valorable en la pieza quirtrgica de
la proteina MSHZ por fallo en el control interno. B. Expresion conservada de la proteina
MSH6

llustracion 8. Caso de tincion inmunohistoquimica no valorable en la biopsia endoscépica de
la proteina MSH6 por ausencia de tumor
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En la tabla 17 vemos los resultados de la expresidon de la proteina reparadora del ADN
MLH1 en la biopsia endoscopica y la pieza quirtrgica correspondiente de los pacientes
con CCR. De los 154 se excluyeron 8 con MLH1 no valorable (2 pacientes en la piezay 6
pacientes en la biopsia). De los 146 pacientes estudiados hubo concordancia entre
biopsia-pieza en 144 casos (98,63%), presentando una expresidon conservada en 130
individuos y una pérdida de expresidon en 14 individuos. En los dos casos restantes no
hubo coincidencia. En uno de ellos hubo una expresion conservada en la biopsia
endoscdpica mientras habia pérdida en la pieza respectiva (ilustracion 7) y en el otro a la
inversa, la expresion estaba conservada en la pieza y habia pérdida en la biopsia
(ilustracién 8). Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad de la biopsia
endoscolpica para la deteccidon de pérdida de expresion de MLH1 de 93.33% y 99.24%

respectivamente. El coeficiente Kappa de Cohen fue de 0.93.

Tabla 17. MLH1 en la biopsia endoscédpica y la pieza quirtrgica

MLH1 pieza
MLH1 biopsia CONSERVADA PERDIDA Total p-value
CONSERVADA 130 (99.24%) 1(0.76%) 131 (89.73%) <0.001
PERDIDA 1 (6.67%) 14 (93.33%) 15 (10.27%)
Total 131 (89.73%) 15 (10.27%) 146 (100.00%)
Indicador | Estimacion | I1C95%
Prevalencia 10.27 5.87-16.38
Pacientes correctamente clasificados 98.63 95.14-99.83
Sensibilidad 93.33 68.05-99.83
Especificidad 99.24 95.82-99.98
Valor predictivo positivo 93.33 68.05-99.83
Valor predictivo negativo 99.24 95.82-99.98
Razoén de probablidad positiva 122.27 17.27-865.54
Razoén de probabilidad negativa 0.07 0.01-0.45
Coeficiente Kappa de Cohen 0.93 0.82-1.00
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[lustracion 9. Tinciéon inmunohistoquimica de MLH1 y PMS2 en la biopsia endoscopica
(expresion conservada) y la pieza quirtrgica (pérdida de expresion) correspondiente.

A: MLH1 biopsia; B: PMS2 biopsia; C: PMS2 biopsia; D: MLH1 pieza; E: PMS2 pieza; F: PMS2 pieza

[lustracion 10. Tincién inmunohistoquimica de MLH1 en la biopsia endoscdpica (A: pérdida
de expresion) y la pieza quirtrgica (B: expresion conservada) correspondiente.
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En la tabla 18 vemos los resultados de la expresién de la proteina reparadora del ADN
PMS2 en la biopsia endoscépica y la pieza quirurgica correspondiente de los pacientes
con CCR. De los 154 se excluyeron 9 con PMS2 no valorable (3 pacientes en la piezay 6
pacientes en la biopsia). De los 145 pacientes estudiados hubo concordancia entre
biopsia-pieza en 143 casos (98,62%), presentando una expresidon conservada en 129
individuos y una pérdida de expresidon en 14 individuos. En los dos casos restantes no
hubo coincidencia. En uno de ellos hubo una expresion conservada en la biopsia
endoscdpica mientras habia pérdida en la pieza respectiva (ilustracion 7) y en el otro a la
inversa, la expresidn estaba conservada en la pieza y habia pérdida en la biopsia. Los
resultados mostraron una sensibilidad y especificidad de la biopsia endoscopica para la
deteccion de pérdida de expresion de PMS2 de 93.33% y 99.24% respectivamente. El
coeficiente Kappa de Cohen fue de 0.93.

Tabla 18. PMS2 en la biopsia endoscdpica y la pieza quirurgica

PMS2 pieza
PMS2 biopsia CONSERVADA PERDIDA Total p-value
CONSERVADA 129 (99.23%) 1(0.77%) 130 (89.66%) <0.001
PERDIDA 1 (6.67%) 14 (93.33%) 15 (10.34%)
Total 130 (89.66%) 15 (10.34%) 145 (100.00%)
Indicador | Estimacion | I1C95%

Prevalencia 10.34 5.91-16.49

Pacientes correctamente clasificados 98.62 95.11-99.83

Sensibilidad 93.33 68.05-99.83

Especificidad 99.23 95.79-99.98

Valor predictivo positivo 93.33 68.05-99.83

Valor predictivo negativo 99.23 95.79-99.98

Razoén de probablidad positiva 121.33 17.14-858.88

Razoén de probabilidad negativa 0.07 0.01-0.45

Coeficiente Kappa de Cohen 0.93 0.82-1.00
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En la tabla 19 vemos los resultados de la expresion de la proteina reparadora del ADN
MSH2 en la biopsia endoscdpica y la pieza quirdrgica correspondiente de los pacientes
con CCR. De los 154 se excluyeron 8 con MSH2 no valorable (2 pacientes en la piezay 6
pacientes en la biopsia). De los 146 pacientes estudiados hubo concordancia entre
biopsia-pieza en 100% de los casos, presentando una expresion conservada en 144
individuos y una pérdida de expresion en 2 individuos. Los resultados mostraron una
sensibilidad y especificidad de la biopsia endoscdpica para la deteccion de pérdida de

expresion de MSH2 del 100% en ambas. El coeficiente Kappa de Cohen fue de 1.

Tabla 19. MSHZ en la biopsia endoscdpica y la pieza quirurgica

MSH2 pieza
MSH2 biopsia CONSERVADA PERDIDA Total p-value
CONSERVADA 144 (100.00%) 0 (0.00%) 144 (98.63%) <0.001
PERDIDA 0 (0.00%) 2 (100.00%) 2 (1.37%)
Total 144 (98.63%) 2 (1.37%) 146 (100.00%)
Indicador | Estimacion | 1C95%

Prevalencia 1.37 0.17-4.86

Pacientes correctamente clasificados 100.0 97.51-100.0

Sensibilidad 100.0 15.81-100.0

Especificidad 100.0 97.47-100.0

Valor predictivo positivo 100.0 15.81-100.0

Valor predictivo negativo 100.0 97.47-100.0

Razoén de probablidad positiva ND ND

Razoén de probabilidad negativa 0.0 ND

Coeficiente Kappa de Cohen 1.0 1.0-1.0

ND: no disponible
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En la tabla 20 vemos los resultados de la expresion de la proteina reparadora del ADN
MSH®6 en la biopsia endoscdpica y la pieza quirdrgica correspondiente de los pacientes
con CCR. De los 154 se excluyeron 6 con MSH6 no valorable (6 pacientes en la biopsia).
De los 148 pacientes estudiados hubo concordancia entre biopsia-pieza en 100% de los
casos, presentando una expresion conservada en 146 individuos y una pérdida de
expresion en 2 individuos. Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad de
la biopsia endoscopica para la deteccion de pérdida de expresiéon de MSH6 del 100% en

ambas. El coeficiente Kappa de Cohen fue de 1.

Tabla 20. MSH6 en la biopsia endoscdpica y la pieza quirurgica

MSH®6 pieza
MSH®6 biopsia CONSERVADA PERDIDA Total p-value
CONSERVADA 146 (100.00%) 0 (0.00%) 146 (98.65%) <0.001
PERDIDA 0 (0.00%) 2 (100.00%) 2 (1.35%)
Total 146 (98.65%) 2 (1.35%) 148 (100.00%)
Indicador | Estimacion | I1C95%

Prevalencia 1.35 0.16-4.8

Pacientes correctamente clasificados 100.0 97.54-100.0

Sensibilidad 100.0 15.81-100.0

Especificidad 100.0 97.51-100.0

Valor predictivo positivo 100.0 15.81-100.0

Valor predictivo negativo 100.0 97.51-100.0

Razoén de probablidad positiva ND ND

Razoén de probabilidad negativa 0.0 ND

Coeficiente Kappa de Cohen 1.0 1.0-1.0

ND: no disponible
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Pacientes operados de cancer colorrectal con IHQ en la pieza quirtrgica y la biopsia endoscépica

(n=154)
/ IHQ no valorable \!
Biopsia endoscdpica Pieza quirurgica
MLH1 (n=6 MLH1 (n=2)
PMS2 (n=6) PMS2 (n=3)
MSH2 (n=6) MSH2 (n=2)
MSH6 (n=6) MSH6 (n=0)

Pacientes incluidos

Biopsia endoscdpica Pieza quirurgica

MLH1 (n=146) /! N MLH1 (n=146)

PMS2 (n=145) \, / PMS2 (n=145)

MSH2 (n=146) MSH2 (n=146)

MSH6 (n=148) MSH6 (n=148)

A
Expresion conservada en Pérdida de expresion en No concordancia biopsia-pieza

biopsia-pieza biopsia-pieza MLH1 (n=2)
MLH1 (n=130) MLH1 (n=14) PMS2 (n=2)
PMS2 (n=129) PMS2 (n=14) MSH2 (n=0)
MSH2 (n=144) MSH2 (n=2) MSH6 (n=0)
MSH6 (n=146) MSH6 (n=2)

Figura 15. Analisis comparativo de la IHQ de las proteinas MMR en la biopsia endoscépica y
la pieza quirurgica
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5.4 Respuestas patoldgicas completas tras la neoadyuvancia

De los 732 individuos del grupo general recibieron tratamiento con quimioterapia,

radioterapia o ambas previo a la cirugia del cancer colorrectal 102 pacientes (fig.16).

Tratamiento neoadyuvante

mSi mNo

Figura 16. Pacientes con tratamiento neoadyuvante

La localizacion tumoral mas frecuente de los pacientes que llevaron neoadyuvancia fue el
recto (72 casos), ya que es el tratamiento estandar, pero también hubo 22 canceres en el
colon izquierdo y 8 en el colon derecho. Los tumores de colon localmente avanzados se
benefician igualmente del tratamiento neoadyuvante. Los diferentes esquemas

terapéuticos se describen en la tabla 21.
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Tabla 21. Neoadyuvancia. Localizacion del tumor y tipo de tratamiento

Pacientes con tratamiento neoadyuvante
102 (100%)

Localizacién
Recto 72 (70.60%)
Colon izquierdo 22 (21.60%)
Colon derecho 8 (7.80%)
Tipo de tratamiento
QT 46 (45.10%)
QT+ RT 36 (35.30%)
QT-QT+RT 19 (18.60%)
RT 1 (1.00%)

QT: quimioterapia; QT+RT: quimioradioterapia;
QT-QT+RT: quimioterapia seguida de quimioradioterapia;
RT: radioterapia

En 6 (5,88%) de los 102 pacientes no se encontr6 tumor en la pieza quirurgica tras el

tratamiento neodyuvante; todos ellos pertenecian al grupo de cancer de recto (tabla 22).

Tabla 22. Respuestas patolégicas completas tras neoadyuvancia

N %
ypTONO 6 5.88
Resto 96 94.12
Total 102 100.00
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5.5 Inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN tras la

neoadvuvancia

De la serie de 154 pacientes, con la inmunohistoquimica realizada en la pieza quirtrgica
y la biopsia endoscopica, 38 (24.68%) habian recibido tratamiento con quimioterapia o
quimio-radioterapia previo a la cirugia. En este subgrupo de pacientes no era aplicable la
busqueda de una respuesta patologica completa debido a que la presencia de tumor en la
pieza quirdrgica era una condicién sine qua non para poder llevar a cabo el estudio [HQ y

compararlo posteriormente con el de la biopsia endoscopica.

La expresion de las proteinas reparadoras del ADN estaba conservada en la biopsia
endoscolpica en los 38 sujetos y tras la neoadyuvancia el estatus MMR se modific6 en un
solo paciente para las proteinas MLH1, PMS2 y MSH2. En este caso la expresion estaba
conservada en la biopsia endoscdpica mientras que en la pieza quirurgica resulté no

valorable. En la tabla 23 vemos las caracteristicas de los pacientes descritos.

86




Resultados

Tabla 23. Inmunohistoquimica de las proteinas MMR en la biopsia endoscépica y la pieza
quirtrgica tras la neoadyuvancia

1 79 FE Sigma sy Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
2 Colon Csv Csv Ccsv Ccsv csv Csv Csv Csv
49 MA derecho QT
3 60 MA Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Ccsv
4 66 FE Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
5 63 MA Recto csv Csv CsvV Ccsv QT csv Csv Csv Csv
6 73 FE Sigma Ccsv CsvV Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
7 72 MA Recto csv Csv Ccsv Ccsv QT-QT+RT csv Csv Csv Csv
8 64 MA Sigma csv CsvV Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
9 67 FE Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
10 63 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
11 57 MA Recto Csv CSV Csv Csv QT-QT+RT Ccsv Ccsv CcSv csv
12 67 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT RT csv Csv Csv Csv
13 Colon Csv Csv Ccsv Ccsv csv Csv Csv Csv
55 MA derecho QT
14 43 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv RT csv Csv Csv Csv
15 60 MA Ciego Ccsv Csv Ccsv CsvV QT csv Csv Csv Csv
16 54 MA Sigma Csv CSV Csv Csv QT Ccsv Ccsv CcSv csv
17 43 FE Sigma csv CsV Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
18 Colon Csv Csv Ccsv Ccsv csv Csv Csv Csv
68 FE izquierdo QT
19 83 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
20 65 MA Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
21 72 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT RT csv Csv Csv Csv
22 48 MA Recto Csv CSV Csv Csv QT RT Ccsv Ccsv CcSv csv
23 68 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
24 51 FE Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
25 77 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT RT NV NV NV Csv
26 54 MA Recto Csv CSV Csv Csv QT-QT+RT Ccsv Ccsv CcSv csv
27 50 FE Recto Csv CSV Csv Csv QT RT Ccsv Ccsv CcSv csv
28 77 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT-QT+RT csv Csv Csv Csv
29 55 FE Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv csv csv csv
30 44 FE Sigma Csv Csv Ccsv CS QT csv Ccsv Ccsv Ccsv
31 72 MA Recto Ccsv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
32 58 FE Sigma Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
33 66 FE Recto csv Csv Ccsv Csv QT-QT+RT csv Csv Csv Csv
34 Colon Csv Csv Ccsv Ccsv csv Csv Csv Ccsv
48 MA derecho QT
35 57 MA Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT-QT+RT csv Csv Csv Csv
36 40 FE Recto Csv CSV Csv Csv QT-QT+RT Ccsv Ccsv CcSv csv
37 66 FE Recto Csv Csv Ccsv Ccsv QT csv Csv Csv Csv
38 Colon Csv Csv Ccsv Ccsv csv Csv Csv Ccsv
51 MA derecho QT RT

CSV: conservada; FE: femenino; MA: masculino; NV: no valorable; QT: quimioterapia; QT+RT: quimioradioterapia; QT-QT+RT: quimioterapia seguida de

quimioradioterapia;
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5.6 Relacion de la inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras

del ADN con distintas variables clinico-patolégicas

Se plante6 un estudio para ver la asociacion estadistica entre la expresion tisular de las
proteinas reparadoras del ADN y la edad del diagnéstico, el sexo, la localizacién tumoral,
el tipo anatomopatolodgico, el grado de diferenciacidon celular y el estadio tumoral. El
objetivo era establecer una relacion pronostica entre el estatus MMR y las distintas

variables.

De los 361 pacientes incluidos el 11.35% de los casos (41 pacientes) tuvo una expresion
inmunohistoquimica nuclear patolégica (pérdida) mientras el 88.64% (320 pacientes)
presentd una inmunohistoquimica normal. La pérdida de expresion fue la variable

dependiente frente al resto de variables mencionadas que fueron las independientes.

La expresion conservada en las proteinas reparadoras del ADN aparecia en pacientes con
una edad mediana de 66,28 afios, predominantemente en el sexo masculino y con mayor
frecuencia en tumores del colon izquierdo. Respecto al tipo histolégico, mas del 90 %

correspondian a adenocarcinomas, en su mayor parte bien diferenciados.

En cuanto a los tumores con pérdida de expresion en las proteinas reparadoras del ADN,
en nuestra serie se presentaron con una edad mediana de 74,27 afios, eran mas frecuentes
en mujeres (61%) y los tumores localizados en el colon derecho (78%). El tipo anatomo-
patoldégico mas frecuente seguia siendo el adenocarcinoma convencional (65,8%), sin
embargo, el porcentaje de tumores mucinosos era muy alto (29,2%). En relacion al grado
de diferenciacion, predominaban los tumores bien o moderadamente diferenciados

(figura 17).
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Sexo Localizacion
100% 100%
60%
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Figura 17. Variables clinico-patoldgicas en relacion a la expresion IHQ-MMR
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Al comparar ambos grupos usando un modelo de regresion logistica binaria y analisis
univariado pudimos concluir que habia diferencias estadisticamente significativas en
todas las variables estudiadas (tabla 24). Con respecto a la edad, como el OR es de 1.043,
al aumentar en una unidad la edad aumenta un 4,3 % la probabilidad de sufrir pérdida;
en cambio, el género masculino la disminuye en un 50 %. Otras categorias en las que se
ha demostrado relacion significativa con el evento pérdida son la localizacién del tumor
en el colon derecho, los tipos histologicos de células en anillo de sello y mucinoso, el grado

3 de diferenciacion y el estadio tumoral IV.

Tabla 24. Asociacidn de la expresion inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del
ADN y distintas variables

Pérdida de expresion MMR

Total No Si OR 1C:95%

361 (100%) 320 (88.64 %) 41 (11.36%)
Edad del 1.043 1.014-1.076
diagnéstico
Media (DE) 65.37 (15.27) 64.63 (15.48) 71.16 (12.21)
Mediana 66.96 (57.31- 66.28 (56.38- 74.27 (66.61-
(IQR) 74.97) 74.13) 79.74)
Sexo
Femenino 165 (45.70%) 140 (84.85%) 25 (15.15% (linea base)
Masculino 196 (54.30%) 180 (91.84%) 16 (8.16%) 0.50 0.25-0.96
Localizacion
Recto 103 (28.50%) 99 (96.12%) 4 (3.88%) (linea base)
Colon izquierdo 132 (36.60%) 127 (96.21%) 5 (3.79%) 0.97 0.25- 4.03
Colon derecho 126 (34.90%) 94 (74.60%) 32 (25.40%) 8.43 3.19-29.09
Tipo AP
Adenocarcinoma 325(90.30%) 298 (91.69%) 27 (8.31%) (linea base)
Sl\gl‘l‘ginoso/ anillo 35 (9.70%) 21 (60.00%) 14 (40.00%) 7.36 3.33-16.08
No disponible 1 1 0
Grado
1 240 (71.20%) 220 (91.67%) 20 (8.33%) (linea base)
2 87 (25.80%) 77 (88.51%) 10 (11.49%) 1.43 0.62- 3.12
3 10 (3.00%) 7 (70.00%) 3 (30.00%) 4.71 0.96-18.46
No disponible 24 16 8
Estadio
I 88 (24.80%) 75 (85.23%) 13 (14.77%) (linea base)
1 85 (23.90%) 72 (84.71%) 13 (15.29%) 1.04 0.45-2.42
11 126 (35.50%) 112 (88.89%) 14 (1.11%) 0.72 0.32-1.64
v 56 (15.80%) 55 (98.21%) 1 (1.79%) 0.10 0.01-0.55
No disponible 6 6 0

P<0.05 (significativa)
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Valor
p

0.006

0.040

0.970
0.000

0.000

0.384
0.033

0.924
0.429
0.032
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Todas las variables del analisis univariante resultaron estadisticamente significativas por
lo que fueron incluidas en el estudio multivariado. En la tabla 25 vemos el resultado del

mismo.

Tabla 25. Estudio multivariado

OR IC 95% p.value

Edad 1.01965  0.99190 1.05896 0.248
Sexo (MA) 0.55598 | 0.23480 1.28759 0.173
Localizacion (Colon izquierdo) 0.64935 | 0.14235 2.96845 0.564
Localizacion (Colon derecho) 5.46359  1.86229 20.34150 0.004
Tipo AP (Mucinoso /Anillo Sello) 10.33757 2.28841 51.81158 0.003
Grado (2) 1.80222  0.65895 4.79843 0.24

Grado (3) 6.01515 | 091866 35.89224  0.05

Estadio (II) 0.56394 | 0.17563 1.68890 0.316
Estadio (III) 0.54421  0.18771 1.53022 0.251
Estadio (IV) 0.06227  0.00303 0.41319 0.016

El primer indicador con capacidad pronostica fue el tipo histolégico mucinoso/anillo de
sello (OR>1). De esta manera, los pacientes con este tipo anatomopatologico tuvieron una
mayor probabilidad de sufrir una pérdida de expresién de las proteinas reparadoras del
ADN que los pacientes con adenocarcinomas convencionales.

En el caso de la localizacion solo es estadisticamente significativa la localizacion en el
colon derecho (OR>1); entonces los pacientes con tumores en dicha ubicacién tenian
mayor probabilidad de sufrir el evento pérdida que los pacientes con neoplasias de colon

izquierdo o recto.

Otro predictor de pérdida de expresion proteica fue el grado 3 de diferenciacion tumoral.
Asi, los pacientes con tumores pobremente diferenciados tuvieron mas riesgo de sufrir
una pérdida de expresion de las proteinas reparadoras del ADN que los pacientes con
neoplasias bien o moderadamente diferenciadas.

Por ultimo, en relacion al estadio tumoral, solo fue estadisticamente significativo el
estadio IV; por tanto, estos pacientes tuvieron una mayor probabilidad de sufrir el evento

pérdida que los pacientes con los demas estadios.
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Las unicas variables que continuaron siendo estadisticamente significativas en el analisis

multivariante son la localizaciodn, el tipo AP, el grado y el estadio.

5.7 Andlisis comparativo entre la inmunohistoquimica y la inestabilidad de

microsatélites

El andlisis de marcadores de la inestabilidad de microsatélites mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) estaba disponible en un total de 332 pacientes de todos los
integrantes del estudio. En este grupo de pacientes se pudo comparar la IMS con la IHQ

de las proteinas reparadoras del ADN (tabla 26).

En 38 de los 332 individuos estudiados hubo una IMS alta (dos o mas de los marcadores
se encontraban inestables en el tumor), mientras que 294 la tuvieron baja o estable
(inestabilidad en un solo marcador o en ninguno). Del mismo modo, en este grupo
presentaron una expresion conservada de las proteinas reparadoras del ADN el 88,55%
(294 pacientes) y una pérdida en 11,45% (38 pacientes). Sin embargo, cuando
comparamos ambas técnicas, no hubo coincidencia en 4 casos; en 2 de ellos existia una
falta de expresion MMR con una IMS estable (Ilustraciéon 9, figura 18) y en otros 2 una IHQ
conservada con una IMS alta (Ilustracién 10, figura 19). La concordancia entre la [HQ y la
IMS fue del 98,8%. En estos 4 casos los resultados de la I[HQ fueron similares en la biopsia

y en la pieza quirurgica y discrepantes con la IMS.

Tabla 26. Comparacién entre los resultados de la IHQ y la inestabilidad de microsatélites

Inmunohistoquimica
IMS Conservada Perdida Total p-value
Estable 292 (99.32%) 2 (0.68%) 294 (88.55%) <0.001
Alta 2 (5.26%) 36 (94.74%) 38 (11.45%)
Total 294 (88.55%) 38 (11.45%) 332 (100.00%)

92




Resultados

Indicador Estimacién I1C95%
Prevalencia 11.45 8.23-15.37
Pacientes correctamente clasificados 98.8 96.94-99.67
Sensibilidad 94.74 82.25-99.36
Especificidad 99.32 97.56-99.92
Valor predictivo positivo 94.74 82.25-99.36
Valor predictivo negativo 99.32 97.56-99.92
Razoén de probablidad positiva 139.26 34.92-555.34
Razoén de probabilidad negativa 0.05 0.01-0.2
Coeficiente Kappa de Cohen 0.94 0.88-1.00

[lustracion 11. Tincién IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en un cdncer colorrectal
con pérdida de expresion MLH1 (A) y PMSZ2 (B) de un paciente con IMS estable (Fig. 17)

llustracion 12. Tincién IHQ con expresion conservada de las 4 proteinas reparadoras del
ADN en un cdncer colorrectal de un paciente con IMS alta (Fig. 18)
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Figura 18. Panel de 8 marcadores de microsatélites. Tumor estable en un paciente con
pérdida de expresion MLH1 y PMSZ2 (Ilustracion 9)
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Figura 19. Panel de 8 marcadores de microsatélites. Tumor con inestabilidad alta en un
paciente con expresion conservada de las 4 proteinas MMR (Ilustracién 10)
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El cancer colorrectal (CCR) constituye un problema de salud mundial ya que es una de las
neoplasias mas frecuentes en los paises desarrollados y la segunda causa de muerte por
cancer (39,40). Se trata de una enfermedad heterogénea que surge por la acumulacién
secuencial de procesos genéticos y epigenéticos (6-9). Uno de los mecanismos implicados
en la carcinogénesis del CCR es la alteracidon del sistema de reparacion de los errores
producidos durante la replicacion del ADN, que esta controlada por los genes MMR
(mismatch repair), fundamentalmente el MHL1, MSHZ, MSH6 y PMSZ. Dichas alteraciones
ocasionan los “tumores por inestabilidad de microsatélites” (IMS) que suponen el 95 %
de los CCR hereditarios (sindrome de Lynch) y el 15 % de los CCR esporadicos; en estos
ultimos es debido al silenciamiento epigenético de MLHI mediante la hipermetilacion del

promotor de este (10-12).

La identificacion de los tumores colorrectales con inestabilidad de microsatélites (dAMMR)
es importante por diferentes motivos, y especialmente, en el momento del diagnoéstico,

como ahora detallaremos.

Un aspecto esencial en la detecciéon de los tumores dMMR es su valor pronéstico y
predictivo. Diversos estudios han puesto de manifiesto que los tumores inestables tienen
un prondstico mas favorable que los estables, con menor porcentaje de metastasis
ganglionares y metastasis a 6rganos distantes (146,147). Por otro lado, la IMS es un factor
predictivo de gran relevancia para decidir la terapia adyuvante con fluoropirimidinas en
estadios II de CCR, ya que estos pacientes son resistentes al tratamiento y por
consiguiente, no se benefician del mismo (29-31). Al mismo tiempo, se ha objetivado que
los tumores colorrectales metastasicos con IMS tienen mejor respuesta y una
supervivencia libre de progresion mayor cuando reciben inmunoterapia que cuando son
tratados con quimioterapia convencional (30,93). La Food and Drug Administration

(FDA) ha aprobado el uso de nivolumab y pembrolizumab en estos pacientes.

Otro punto primordial en la busqueda de los tumores dMMR es el despistaje del sindrome
de Lynch (SL). En este sentido, las sociedades cientificas recomiendan desde hace unos
afios el cribado universal de todos los CCR diagnosticados, ya que la identificacién de estos
casos es coste-efectiva porque incrementa la tasa de deteccién precoz de CCR y de

tumores extracolonicos, mediante la adecuada vigilancia de los familiares portadores
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(24-28). El diagnostico de certeza del SL requiere la determinacion de la mutacion
germinal en alguno de los genes reparadores del ADN. Dada la complejidad y el coste de
dicho procedimiento se propone la realizacidon previa de una técnica de seleccién sobre
tejido tumoral: la expresién inmunohistoquimica de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y
PMS2 (IHQ-MMR) y/o el estudio molecular de inestabilidad de microsatélites (IMS)
(20,21). La eleccion de uno u otro método debe basarse en la disponibilidad del centro ya
que ambos han demostrado una eficacia equivalente (22). La IHQ posee, no obstante, la

ventaja de dirigir el analisis genético al gen que codifica para la proteina no expresada.

A pesar de lo expuesto anteriormente, la estrategia de cribado universal del SL se ha
implantado de forma heterogénea en los distintos centros y, en los casos en los que se ha
puesto en practica, el estudio inicial de inestabilidad de microsatélites en el tejido tumoral

se lleva a cabo en la pieza quirtrgica (148-150).

La realizacién de la inmunohistoquimica de las proteinas de los genes reparadores del
ADN en las biopsias endoscépicas de CCR previas a la cirugia aporta grandes ventajas. Uno
de los beneficios es 1a deteccion preoperatoria del SL ya que ayuda a la toma de decisiones
sobre el manejo terapéutico de estos pacientes. Cuando un individuo afecto de SL se
diagnostica de un CCR se debe tratar con una colectomia subtotal y no con una reseccién
segmentaria del colon (66,139). Asimismo, durante la cirugia se deberia realizar una
histerectomia profilactica en aquellas mujeres que ya hayan satisfecho su deseo

gestacional (136).

Otro motivo para efectuar la IHQ-MMR en las biopsias endoscopicas es, que en algunas
ocasiones, no se encuentra tumor en el espécimen quirurgico tras el tratamiento
neoadyuvante (34-38). En el cancer de recto localmente avanzado, el tratamiento
estandar es la quimioterapia y radioterapia seguidos de cirugia, por lo que en muchos de
los casos se observan respuestas patologicas completas (ausencia de tumor en la pieza
quirurgica). Ademas, hay estudios que sugieren que el tratamiento neoadyuvante podria
alterar el estatus MMR, posiblemente debido a la hipoxia y al estrés oxidativo que

producen los tratamientos (129,130,151).
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Por otra parte, las tinciones inmunohistoquimicas se efectian en cortes de tejido fijados
con formol e incluidos en parafina. Por ello, otra posible ventaja de determinar la IHQ-
MMR en las biopsias endoscopicas es su pequefio tamafio, de manera que permite un
mayor grado de fijacion, facilitando la técnica y aumentando la sensibilidad de la misma

(35,152).

Por todo lo referido con anterioridad y dada la importancia de la identificacion de los
tumores con inestabilidad de microsatélites, particularmente en el momento del
diagndstico del CCR, hemos llevado a cabo este estudio en el que hemos comprobado la
eficacia del analisis IHQ de las proteinas reparadoras del ADN en las biopsias
endoscopicas del cancer colorrectal, con unos resultados obtenidos equiparables a los de
la pieza quirurgica correspondiente. También evaluamos si en el grupo de pacientes que
recibieron tratamiento neoadyuvante hubo modificaciones en el status MMR vy, a

diferencia de lo publicado en la literatura, no encontramos cambios en ningun individuo.

En la serie global, es decir todos los sujetos intervenidos de CCR en nuestro centro con la
[HQ de las proteinas reparadoras del ADN realizada en la pieza quirturgica, la frecuencia
de tumores colorrectales con inestabilidad de microsatélites fue del 11.35%. La

concordancia diagndstica entre la IHQ-MMR y la IMS fue muy similar.

De modo adicional, identificamos las caracteristicas clinico-patologicas y moleculares de
los CCR con IMS; nuestros resultados indican que son diferentes a los tumores que surgen

por otras vias de carcinomatosis.

Con el presente trabajo queremos contribuir a la deteccién temprana de tumores
colorrectales inestables para mejorar el manejo terapéutico y aumentar la supervivencia
en estos pacientes o en aquellos con una predisposicion genética a desarrollarlo. Tras los
resultados obtenidos hemos elaborado un algoritmo diagndstico del SL en el que la
determinacion de la expresion I[HQ-MMR en las biopsias endoscdpicas sea el primer

escaldn en el diagndstico.
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Estudio inmunohistoquimico comparativo entre la biopsia endoscépica y la pieza
quirurgica

El objetivo principal de nuestro trabajo era comparar la IHQ-MMR de las muestras
endoscopicas y la pieza quirdrgica respectiva de 154 pacientes sometidos a cirugia de
cancer colorrectal, comprobando que la concordancia entre ambas fue del 99,3%. Estos
resultados estan en consonancia con los publicados previamente en la literatura e indican
que las biopsias endoscopicas son una fuente de tejido adecuada para el analisis

inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras del ADN.

Nuestro hospital es un centro oncolégico de referencia al que se remiten muchos
pacientes ya diagnosticados de CCR para realizar el tratamiento. La poblacion de nuestro
estudio procedia de una base de datos de cirugia por lo que disponiamos de la pieza
quirurgica de todos ellos. Sin embargo, en muchos de los casos la colonoscopia diagnostica
se habia llevado a cabo en otros centros, por tanto, no teniamos acceso a la biopsia
endoscolpica. Asi, de los 361 pacientes con la inmunohistoquimica de las proteinas
reparadoras del ADN realizada en el espécimen quirurgico, contdbamos con la biopsia
endoscolpica correspondiente, y ademas habia material suficiente para el diagndstico, en
154 de ellos. Fue en este grupo en el que se pudo efectuar el estudio. Los casos con una

IHQ no concluyente también se excluyeron del analisis.

Al igual que en publicaciones previas, en nuestro estudio, el analisis inmunohistoquimico
incluia el panel de las 4 proteinas MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) en el tejido tumoral.
Al examinarlas por separado hallamos una concordancia entre biopsia-pieza del 98,63%
en el caso MLH1, es decir, que solo hubo una discrepancia en los resultados en dos
individuos. De manera similar, en la proteina PMS2, hubo una coincidencia biopsia-pieza
en todos los casos, salvo en los dos mismos pacientes. En uno de ellos hubo una expresiéon
conservada en la biopsia endoscopica mientras habia pérdida en la pieza respectiva y en
el otro a la inversa, la expresidon estaba conservada en la pieza y habia pérdida en la
biopsia. Atribuimos esta discordancia a la heterogeneidad intratumoral presente en la
misma masa tumoral. Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad de la
biopsia endoscopica para la deteccion de pérdida de expresion de MLH1 de 93.33% y

99.24% respectivamente. Un inconveniente de nuestro estudio es que los datos de
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sensibilidad y especificidad toman como “patrén oro” la pieza quirtrgica y no la mutacién
germinal de los genes MMR, no analizados en la mayoria de los casos, debido a que la
poblacién de estudio procedia del cribado poblacional del SL y no de individuos con alta
sospecha clinica. Con respecto a las proteinas MSH2 y MSH6 no hubo discrepancia en los
resultados. Los resultados mostraron una sensibilidad y especificidad de la biopsia
endoscolpica para la deteccidon de pérdida de expresion de MSH2 del 100% en ambas. Otro
hallazgo a destacar en nuestra serie fue la coincidencia del 100% en la ausencia de

expresion nuclear de ambos heterodimeros: MLH1 con PMS2 y MSH2 con MSH6.

Los casos con una IHQ no concluyente se excluyeron del estudio comparativo. En nuestro
grupo hubo mayor porcentaje de IHQ-MMR no valorables en la biopsia endoscopica que
en la pieza quirurgica. Para la proteina MLH1, 6 casos no valorables en la biopsia frente a
2 en la pieza; para la proteina PMS2, 6 pacientes en la biopsia frente a 3 en la pieza; para
la proteina MSH2, 6 pacientes en la biopsia frente a 2 en la pieza; para la proteina MSH6,
6 pacientes en la biopsia frente a ninguno en la pieza. Una explicacion a estos hallazgos
podria deberse a que la técnica IHQ ya estaba realizada en el espécimen quirdrgico
mientras que en la biopsia endoscdpica se hizo con posterioridad con el material que
habia disponible. De este modo, al inicio del estudio, ya estaban excluidos todos aquellos
individuos con las tinciones no validas en las 4 proteinas MMR en la pieza quirurgica y
solo se incluyeron los que tenian al menos una proteina valorable. Todos los casos de
tinciones no validas en la pieza obedecian a un fallo en el control interno (falta de tincion
en el tejido sano adyacente). Sin embargo, en las biopsias el motivo principal de la IHQ no
valorable fue la ausencia de tumor en el material disponible. Hay dos posibles
justificaciones para estos resultados: que las muestras fueran escasas o que se hubieran

“agotado” porque se hubieran utilizado para estudios moleculares.

Hasta la fecha, existen muy pocos trabajos (34-38), y con menor nimero de casos que el
nuestro, que evaluan la fiabilidad de la [HQ-MMR en el tejido tumoral de las biopsias
endoscopicas, pero todos ellos demuestran una excelente correlacion de la [HQ con el
espécimen quirurgico. En la tabla 27 vemos la comparacion de nuestro estudio con otros
de similares caracteristicas publicados en la literatura. O’Brien et al. (34) compararon la
expresion de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en el tejido tumoral de las biopsias

endoscolpicasy de la pieza quirdrgica correspondiente en 53 pacientes con diagnéstico de
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CCR, hallando una pérdida de expresidon de alguna de las proteinas en 10 pacientes
(18.87%) y un grado de concordancia biopsia-pieza del 100%. Se trataba de un estudio
retrospectivo en el que el analisis inmunohistoquimico tanto en la biopsia como en la
pieza ya estaba realizado en el momento de inclusion de los pacientes, motivo por el cual
no hubo casos no valorables. Al igual que en nuestro trabajo, la interpretacion de los
resultados de la tincion fue cualitativa, asi, la existencia de tincién nuclear se consideré
como presencia de expresion, y la negatividad de la misma como ausencia de expresion.
Kumarashinge et al. (35) estudiaron la IHQ-MMR de las 4 proteinas en la biopsia y la pieza
tumoral correspondiente de 112 pacientes intervenidos de CCR. La IHQ estaba disponible
previamente en el espécimen quirurgico de 21 pacientes, de modo que, tuvieron que
llevarla a cabo en la pieza de los 91 pacientes restantes y en las 112 biopsias respectivas.
Encontraron 10 tinciones no concluyentes (IHQ no interpretable debido a un patrén de
tincion inusual o por ausencia de positividad del control interno) en el espécimen
quirurgico de 9 pacientes, mientras que todas las tinciones de las biopsias endoscoépicas
fueron valorables. En los casos en los que las tinciones de la pieza fueron adecuadas, el
grado de concordancia con la biopsia fue del 100 %. De forma similar, Warrier et al. (36)
en una cohorte de 33 pacientes con sindrome de Lynch (SL) y un grupo control
emparejado por edad, que cumplia criterios de Bethesda, mostraron una coincidencia del
100%. Es interesante destacar que en 2 casos de dicho estudio hubo discrepancia entre la
[HQ y la mutaciéon germinal MMR, pero ambos presentaban una expresion proteica
conservada en la biopsia endoscépicay en la pieza quirurgica. Estos hallazgos indican una
disminucion de la sensibilidad para la deteccion del SL mediante la [HQ (94.9%). Shia et
al. (37) realizaron la IHQ-MMR en 70 pacientes con canceres gastrointestinales (67 CCR)
tanto en la biopsia endoscopica como en la pieza quirtrgica, observando una discordancia
en el 4% de los casos para MLH1 y en el 3% para MSH6. En los individuos con expresion
conservada en la biopsia y pérdida en la pieza se asocid al volumen pequeiio de las
biopsias. En los casos con pérdida de expresion en la biopsia y conservada en la pieza se
atribuy6 a posibles errores en la toma de las muestras debido a la heterogeneidad
intratumoral y, en un paciente, posiblemente relacionado con la neoadyuvancia. Vilkin et
al (38) evitaron este problema incluyendo sélo 96 pacientes con cancer de colon, y
demostrando una concordancia del 93.2 %. En el resto de los casos (6.8%) las tinciones
de las muestras endoscopicas fueron fuertemente positivas mientras que las de la pieza

quirurgica mostro una tincion débil focal.

104




Discusion

Tabla 27. Comparacion de nuestro estudio con otros similares publicados en la literatura.

N Secuencia Concordancia Estudio dMMR N2patologos
THQ biopsia-pieza IHQ
Nuestro 145 Pieza 98% Cualitativo 11.35% 2 patélogos
estudio Biopsia @ MSH1/PMS2 (4
100% proteinas)
MSH2/MSH6
O’Brien 2018 53 Pieza I 100% Cualitativo = 2 patélogos
Biopsia (4
proteinas)
Vilkin 2015 96 Pieza 93.2% Cuantitativo 20.8% 2 patélogos
Biopsia @ (4
proteinas)
Warrier 2011 66 Pieza I 100% Cualitativo = 1 patdlogo
Biopsia (4
proteinas)
Shia 2011 70 Pieza I 94% MLH1 Cuantitativo 41.4% 1 patélogo
Biopsia 96% MSH6 (4
100% proteinas)
PMS2/MSH2
Kumarashinge 112 Pieza I 100% Cuantitativo 13% 1 patélogo
2010 Biopsia 4
proteinas)

I IHQ disponible previamente en la biopsia endoscépica y la pieza quirtrgica o realizada posteriormente en ambas

? IHQ disponible en la pieza quirtrgica y realizada posteriormente en la biopsia endoscépica

Uno de los problemas que plantea la interpretacion de las tinciones inmunohistoquimicas
es la heterogeneidad intratumoral que se define como la aparicion de subclones
tumorales con diferentes genotipos en la misma masa tumoral, y se estima que aparece
en torno al 5% de los canceres colorrectales (20,153,154). Este inconveniente es
tedricamente mayor en las biopsias endoscdpicas porque representan solo una pequefia
parte del tumor y el status MMR esta supeditado al lugar de donde se obtiene el muestreo,
de manera que podria haber resultados falsos positivos y falsos negativos si éste es
inadecuado. Otro asunto a tener en cuenta es el pequefio volumen de las biopsias, que
puede limitar la realizacion de la IHQ si no hay suficiente material tumoral disponible. A
dia de hoy, no existen guias clinicas en las que se indique el nimero 6ptimo de biopsias
que se deben tomar para diagnosticar un CCR y tampoco existen recomendaciones en
cuanto al tejido necesario para llevar a cabo un estudio molecular adecuado (79). Una
manera de evitar esta cuestion es obtener el mayor nimero de muestras posibles ante la
presencia de una tumoracion colorrectal; en nuestro centro obtenemos un minimo de 10
biopsias endoscopicas y de diferentes areas, intentando seleccionar las zonas con aspecto

infiltrante.
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La metodologia utilizada para el analisis [HQ también puede suponer otra dificultad.
Algunos de los estudios similares al nuestro emplearon un método cuantitativo para
establecer el grado de pérdida de expresion de las proteinas MMR. Nosotros, al igual que
O’Brien et al. y Warrier et al., utilizamos inicamente la presencia o la ausencia de tincion
lo que implicaba menor subjetividad en la interpretacién de los resultados y mayor
concordancia entre la IHQ-MMR de la biopsia endoscopica y la pieza quirurgica. La calidad
de la tinciéon IHQ esta determinada por varios factores como la preservacion del antigeno,
que depende de una adecuada fijacidon del tejido. Una de las ventajas que ofrecen las
muestras de las biopsias endoscopicas es que tienen una mayor relacién
superficie/volumen por lo que se fijan facil y rapidamente, produciendo asi una tincién
de mayor calidad (151). Aunque no existen guias clinicas para la manipulacién y fijacién
de especimenes, la existencia de protocolos estandarizados en cada institucion reduce el
riesgo de variabilidad en las tinciones IHQ (79). En nuestro laboratorio de Anatomia
patoldgica las piezas quirurgicas de CCR se fijan con formol durante 24h antes

procesarlas.

En nuestra opinidn la interpretacion de los resultados por dos patologos no ofrece mas

ventajas que la valoracidn realizada por un solo patdlogo con experiencia.

Algunas de las limitaciones de nuestro trabajo es que era un estudio retrospectivo, lo que
influyd en la seleccion de pacientes y en la recopilacion de los datos. También se trataba
de un estudio unicéntrico, sin embargo, hay que remarcar que el nimero de casos incluido

es superior a los publicados hasta ahora en la literatura.

Los resultados que hemos obtenido en el presente trabajo indican que los pacientes
portadores de mutaciones en los genes reparadores del ADN incluidos en el estudio se
hubieran beneficiado de la determinacidn de las proteinas reparadoras del ADN en las
biopsias, previas a la cirugia. Asi pues, en 4 individuos finalmente se detecté una mutacion
germinal, 2 en el gen MLH1y 2 en el gen MSH2. Hubo 5 pacientes con pérdida de expresion
de MMR, IMS alta, sin hipermetilacion del promotor del gen MLH1 y sin mutacion del

BRAF, que no acudieron a la Unidad de consejo genético (a pesar de haber contactado con
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ellos), y en los que quiza podria existir también una mutacion germinal. En todos estos
casos el sindrome de Lynch se detectd tras la cirugia. Si se hubiera identificado
previamente, en las biopsias endoscépicas del cancer colorrectal, el manejo terapéutico
de estos pacientes hubiera sido distinto, puesto que se les habria tratado con una
colectomia subtotal y no con una resecciéon segmentaria del colon (66,139). De los 4
pacientes con mutacion en los genes reparadores del ADN, 2 eran mujeres que ya habian
cumplido su deseo gestacional y por ello se les debia haber ofrecido una histerectomia
con anexectomia bilateral profilactica aprovechando la cirugia colorrectal (42,142,143).
A pesar delo dicho, al serla incidencia en la poblacion general del SL tan baja, no podemos
sacar conclusiones en nuestro trabajo con respecto al cambio de actitud terapéutica

puesto que necesitariamos un tamafio muestral mucho mayor.

Con las experiencias expuestas, parece evidente que el analisis inmunohistoquimico para
detectar individuos con dMMR deberia comenzar en las biopsias endoscépicas con la
finalidad de modificar el manejo terapéutico de estos pacientes; no obstante, para ello, es
necesario aunar esfuerzos y mejorar la comunicacion entre las diferentes especialidades
implicadas en el diagnéstico y tratamiento del CCR (digestologos, patdlogos, cirujanos,
oncologos y bidlogos moleculares). Es importante establecer circuitos agiles para que, una
vez detectada la falta de expresion de las proteinas MMR en las biopsias de CCR, exista
una adecuada coordinacion entre los diferentes departamentos para investigar la
presencia de una mutacion germinal y, de ese modo, que el paciente se pueda tratar de
forma Optima. A dia de hoy, en la Comunidad valenciana, las pruebas genéticas de cancer
hereditario estan sectorizadas por sindromes, repartidas en diferentes laboratorios de
referencia. Muchos centros estan solicitando el poder realizar el estudio en sus propios
laboratorios de biologia molecular ya que utilizan las mismas técnicas de secuenciaciéon
masiva que en los de referencia. Si fuera asi, se podria facilitar el estudio de la mutacion,
pero a pesar de ello, estos objetivos se podrian cumplir en centros con comités
multidisciplinares, con personal motivado y con los medios instrumentales necesarios.
Sabemos que en hospitales de primer y segundo nivel existen grandes obstaculos que
impiden alcanzar estas metas; no obstante, podria aplicarse en pacientes seleccionados,

en los que se pudiera demorar cierto tiempo la cirugia.

107




Discusion

Inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN tras la neoadyuvancia

Otro de nuestros objetivos fue determinar si el tratamiento neoadyuvante del cancer

colorrectal podia afectar a la tincion IHQ y por tanto modificar el estatus MMR.

Hay estudios que ponen de manifiesto que la neoadyuvancia se asocia a una disminucién
en la intensidad de la tincién y a un aumento de tinciones focales o no concluyentes (38).
Vilkin et al. (151) compararon la tincion IHQ (MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2) en 32
pacientes con cancer de recto antes y después del tratamiento neoadyuvante, frente a un
grupo control de 39 pacientes con cancer de sigma que fueron sometidos a cirugia
directamente. Se objetivd una mayor discordancia entre la IHQ de las biopsias
endoscopicas y la pieza quirdrgica de aquellos pacientes que habian recibido
neoadyuvancia (18,5%) frente a los que no (7,7%). Shia et al. hallaron una tincion leve en
la pieza quirurgica en 1 de los 7 pacientes que habian sido tratados antes de la cirugia y lo
atribuyeron posiblemente a la hipoxia y al estrés oxidativo que producen los tratamientos
(37). Por otra parte, se ha descrito la pérdida de expresion de MSH6 independientemente
de la expresion de MSH2 en CCR con estabilidad de microsatélites (MSS) después de la

terapia neoadyuvante (130).

En nuestro trabajo, de los 154 pacientes de los que disponiamos de la
inmunohistoquimica en la pieza quirurgica y la biopsia endoscépica, 38 de ellos (24.68%)
habian recibido tratamiento previo a la cirugia. A diferencia de lo publicado en la
literatura, en nuestra serie no hubo modificacion en el status MMR en la mayoria de los
pacientes. La expresion de las proteinas reparadoras del ADN estaba conservada en la
biopsia endoscdpica en los 38 sujetos y tras la neoadyuvancia el estatus MMR se modifico
en un solo paciente para las proteinas MLH1, PMS2 y MSH2. En este caso la tincion IHQ

en la pieza quirdrgica result6 no valorable.

Otro asunto relevante en pacientes con CCR que reciben neoadyuvancia es la ausencia de

tumor en el espécimen quirdrgico, que ocurre en algunos casos como respuesta al
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tratamiento y que apoya, por tanto, la determinacién de la IHQ-MMR en las biopsias

endoscopicas.

Uno de los criterios de inclusidn en nuestro estudio era la presencia de [HQ-MMR en la
pieza tumoral para poder efectuar el andlisis comparativo con la biopsia endoscopica. Por
logica, no se pudo evaluar el porcentaje de respuestas patoldgicas completas en este

grupo de pacientes con neoadyuvancia.

En nuestra serie global de 732 pacientes intervenidos de CCR a lo largo del periodo
estudiado recibieron tratamiento neoadyuvante con quimioterapia, radioterapia o ambas
un 14 % de ellos (102 pacientes). En 6 pacientes (5,88%) no se encontr6 tumor en la pieza
quirurgica; todos ellos pertenecian al grupo de cancer de recto. Es importante mencionar
que la biopsia endoscopica preoperatoria era la inica muestra en la que se podia realizar
la IHQ-MMR en estos casos. La introduccidn de la quimioterapia con o sin radioterapia
previa a la cirugia como tratamiento estandar de los canceres de recto avanzados, es la
responsable de respuestas patoldgicas completas (34-38). Después de los resultados del
ensayo FOxTROT, la neoadyuvancia en el cancer de colon se ha establecido en pacientes
con cancer de colon T3 con mas de 5mm de invasion de la muscular o T4 en el estudio de
TAC (106). En nuestro centro, desde hace unos afios, se realiza el estudio
inmunohistoquimico y molecular previo al tratamiento en los tumores de recto, pero no

en los tumores de colon.

Propuesta de algoritmo diagnéstico MMR

Con los resultados obtenidos hemos elaborado una nueva propuesta de algoritmo
diagndstico para la deteccidn de los tumores con inestabilidad de microsatalites en todos
los pacientes con nuevo diagnostico de CCR (fig. 20). Sugerimos llevar a cabo el estudio
[HQ-MMR en el tejido tumoral de las biopsias endoscopicas en el momento de realizar el
diagndstico histoldgico del cancer. Si la expresion de las proteinas reparadoras del ADN
estd conservada se puede considerar un CCR esporadico y solo cuando exista una alta
sospecha de SL, por criterios clinicos o anatomopatoldgicos, se haria la IMS en la biopsia
endoscodpica o la IHQ en la pieza quirdrgica. Cuando haya una pérdida de expresion de

MLH1/PMS2 se recomendara un analisis mutacional de BRAF y/o de la metilacion del
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promotor de MLH1 previo al estudio del gen correspondiente. Si la pérdida de expresion

en las biopsias afecta a las proteinas MSH2 /MSH6 se hara directamente el analisis del gen.

En los casos con la tincion IHQ no valorable proponemos efectuar la IMS en la biopsia

endoscopica o la [HQ en la pieza quirurgica.

Diagndstico de CCR

y

Expresién conservada MMR

!

Realizar la IMS en la
biopsia endoscépica o la
IHQ en la pieza quirudrgica
si hay una alta sospecha
por criterios clinicos o
histoldgicos de SL

Estudio IHQ-MMR en las
biopsias endoscépicas

Pérdida de la expresion MMR

IHQ: Pérdida de la
expresion de MLH1,
asociada o no a PMS2

l

IHQ no valorable

HQ: Pérdida de la expresion
de MSH6, o de MSH2, o
ambas MSH6 /MSH 2

Analisis de la metilacion del
promotor de MLH1 y/o de
la mutacién BRAF pV600E

Hipermetilacion de
MLH1 y BRAF mutado

!

Realizar la IMS en la

biopsia endoscépica

olalHQ en la pieza
quirdrgica

Analisis del gen MSH2

Metilacion normal de MLH1
y BRAF no mutado

CCR esporéadico

!

Analisis del gen MLH1

Figura 20. Algoritmo diagndstico para la deteccion de CCR con inestabilidad de

microsatélites
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Cribado universal del sindrome de Lvnch

Otro de nuestros objetivos fue investigar la frecuencia de la falta de expresiéon de las
proteinas reparadoras del ADN (dMMR) en la poblacion de estudio mediante técnicas de

inmunohistoquimica.

En nuestra serie, hubo una expresion inmunohistoquimica nuclear patolégica (pérdida de
expresion) en 41 pacientes (11.35%). Los estudios publicados en la literatura muestran
una frecuencia variable de tumores con pérdida de expresién de las proteinas
reparadoras, del 5 al 25%. Los resultados son dispares porque dependen de la edad de
corte, el area geografica y los métodos utilizados para el cribado. Pearlman R et al. en Ohio
encontraron una prevalencia de dMMR del 15.9% (n=3310) (155); Brennan B et al. del
16.9% (n=1612) en Australia (156); Li | et al. del 13.7% (n=2423) en China (157);
Korphaisarn K et al. del 14.9% (n=208) en Tailandia (158); Lopez-Correa E et al. del 21,3%
(n=202) en Brasil (159); Marabelli M et al. del 10.6% (n=482) en Italia (160). En cuanto a
las proteinas alteradas, MLH1 y PMS2 fueron las mas frecuentes en nuestro estudio,
presentes en el 90% de los casos con dMMR, al igual que en los trabajos mencionados; la
pérdida de expresion de MSH2 y MSH6 se encontro en el 10% de los pacientes.

En nuestro centro, el Instituto valenciano de oncologia, el cribado del sindrome de Lynch
en el espécimen quirurgico de individuos con cancer colorrectal comenz6 a realizarse en
el afio 2014. Con anterioridad a esa fecha los casos estudiados eran anecdoéticos (en el
contexto de ensayos clinicos). Nuestra serie incluia 732 pacientes operados de CCR en el
periodo comprendido entre marzo del 2011 y enero del 2020 pero la inmunohistoquimica
de las proteinas reparadoras del ADN solo estaba disponible en 361 de los casos
recolectados. La razon, como hemos mencionado, es el bajo porcentaje de investigaciéon
de dichas proteinas en la primera etapa del estudio. Asi pues, del 2011 al 2013 se estudié
la IHQ-MMR en el 7-11% de los pacientes, en el 2014 la tasa de determinacién aumenté
al 40% y en el 2016 al 80%. A partir del 2017, conociendo las implicaciones predictivas,

pronosticas y coste-efectivas, comenzo a efectuarse el analisis en el 100% de los casos.

Hampel et al. fueron los primeros en proponer el analisis generalizado de las proteinas

MMR en los nuevos casos de cancer colorrectal en el afio 2008 (161) pero no fue hasta el
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2014 cuando se incorporo a las guias NCCN (25,162). Actualmente numerosas sociedades
cientificas recomiendan el cribado universal del SL, mediante el estudio IHQ y/o de 1a IMS
en todos los pacientes con diagnéstico de novo de CCR. A pesar de ello, la adopcidn de esta
medida en la practica clinica habitual esta siendo lenta con tasas de cribado bajas, del 21
al 28% segun las series (148-150). Resultados extraidos de la base de datos nacional de
cancer de EEUU, muestran que entre 2010 y 2012 la IHQ-MMR se llevo a cabo solo en el
28,2% (43.143/152.993) y el 43,1% (7.422/17.218) de los casos nuevos de CCR menores
de 70 y 50 afios respectivamente (148). De manera similar, V. Kozak et al. evaluaron la
deteccion del SL en los pacientes diagnosticados de CCR en un hospital publico oncolégico
de Brasil a lo largo de 6 afios (2012-2018), y vieron que de 1.234 casos, solo 257 (20.8%)
tenia realizadalalHQy/ola IMS (150). En la misma medida, un estudio estimo6 que el 30 %
de los centros hospitalarios de Reino Unido no realiz6 cribado rutinario de SL en pacientes
con CCR menores de 50 afios en el afio 2016 (163). Los motivos que dificultan la estrategia
de cribado universal del SL son, entre otros, la ausencia de circuitos bien establecidos, la
carencia de recursos econdmicos y personales, o la falta de implicacion de algunos
profesionales (32,33). Hay que resaltar que, a diferencia de los estudios referidos,
nuestros datos muestran un analisis de la deficiencia en MMR en el 44.6% de los casos,
pero si tenemos en cuenta el ultimo periodo (a partir del 2017) la determinacién fue a
todos los pacientes con diagnostico de CCR. Muchos hospitales espafioles de tercer nivel,
siguiendo las recomendaciones para la determinacién de biomarcadores en el carcinoma
colorrectal de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica y de la Sociedad Espafiola de

Anatomia Patoldgica, realizan de forma universal el analisis de la deficiencia en MMR.

Relacién de la inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN con

distintas variables clinico-patolégicas

Los canceres colorrectales con inestabilidad de microsatélites presentan unas
caracteristicas clinico-patologicas que difieren de los tumores que aparecen como
consecuencia de otras vias de carcinogénesis (10-12). Asi lo indican los resultados que

hemos obtenido.
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En nuestro estudio, como hemos mencionado anteriormente, de los 361 pacientes con
cancer colorrectal el 88.64% (320 pacientes) presentd una expresion tisular conservada
de las proteinas reparadoras del ADN y el 11.35% de los casos (41 pacientes) tuvo una
expresion inmunohistoquimica nuclear patoldgica (pérdida). Cuando analizamos la
relacidn entre el estatus MMR y diferentes variables clinico-patoldgicas vemos resultados
bastante similares a los publicados. Observamos diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con tumores dMMR y los pacientes con tumores estables
en los siguientes parametros: la edad del diagndstico, la localizacién tumoral, el tipo
anatomopatologico, el grado de diferenciacion celular y el estadio tumoral. De este modo,
los tumores con inestabilidad de microsatélites aparecian preferentemente en pacientes
mas jovenes, localizados con mayor frecuencia en el colon derecho y con tipos histolégicos
de células en anillo de sello, mucinosos y con grado 3 de diferenciacion celular
(pobremente diferenciados). En nuestra serie también hallamos una relacién con el
estadio tumoral avanzado (estadios IV). Con respecto al sexo, aunque el porcentaje de
mujeres con tumores inestables era mayor (15% vs 8%), al realizar el analisis

multivariante no alcanzaban una significacion estadistica.

Hay numerosos trabajos que evaltan la asociacion entre los tumores dMMR y factores
clinico-patologicos. Bai et al. hallaron una pérdida de expresion de las proteinas
reparadoras del ADN en 131 de 738 pacientes con CCR Yy, la edad de inicio mas temprana,
lalocalizacion en el colon derecho y el grado 3 de diferenciacion celular fueron los factores
asociados con este tipo de tumores (164). Li et al. estudiaron a 1394 pacientes con CCR,
de los cuales un 7.6 % tenian dMMR. La delecion de las proteinas MMR se correlacion6
significativamente con la edad de los pacientes, la ubicacion del tumor, el tipo histologico,
el grado de diferenciacidn, el estado de los ganglios linfaticos y el estadio TNM (P<0,05),
pero no con el sexo (P>0,05) (165). Chikatani et al. revisaron las historias clinicas de 1.147
pacientes sometidos a reseccion de CCR en los que se habia realizado cribado universal
de SL mediante inmunohistoquimica para proteinas MMR. La prevalencia de CCR dMMR
fue del 5,2%. La edad (= 75 afios), la ubicacién del tumor (colon del lado derecho), las
caracteristicas histologicas principales (mala diferenciacion), el tamafio maximo del
tumor (= 65 mm) y el estadio (I/II) fueron variables independientes significativas

relacionadas con la dMMR (166). Maraqa B et al. encontraron que los tumores dAMMR
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tendian a presentarse en una etapa mas temprana, tendian a tener menos metastasis
ganglionares que los pMMR y que tenian una tasa mas baja de enfermedad en estadio III

en comparacion con los estadios I y II (167).

En nuestro estudio, al igual que en todos los trabajos citados, hay 3 caracteristicas que
coexisten en los tumores con inestabilidad de microsatélites: edad mas temprana,
localizacion en el colon derecho y tumores mal diferenciados. Sin embargo, también
observamos relacion significativa con los estadios tumorales avanzados, a diferencia de

lo revisado en la literatura, que la encontraron en estadios [ y II.

Andlisis comparativo entre la inmunohistoquimica y la inestabilidad de
microsatélites

Como hemos expuesto previamente, la deteccion del sindrome de Lynch comienza con la
realizacion de dos pruebas que se han mostrado igualmente validas como test iniciales
para identificar tumores con alteracion en el sistema de reparacion de errores del ADN:
el estudio de la inestabilidad de microsatélites (MSI) basadas en la reaccidn en cadena de

la polimerasa (PCR) o la inmunohistoquimica de las proteinas MMR (IHC)(134).

En nuestra serie, de los 361 pacientes con IHQ realizada en la pieza quirdrgica, un total de
332 pacientes tenian hecho el estudio molecular de la inestabilidad de microsatélites
mediante PCR. En este grupo de 332 individuos pudimos hacer el estudio comparativo
entre ambas técnicas. Aunque se hallo una IMSy dMMR en el 11,45 % de los pacientes con
CCR, la concordancia entre ellas fue del 98,8% ya que no hubo coincidencia en 4 casos; en
2 de ellos existia una falta de expresion MMR con una IMS estable y en otros 2 una [HQ
conservada con una IMS alta. En estos 4 casos los resultados de la IHQ fueron similares en

la biopsia y en la pieza quirurgica y discrepantes con la IMS.

En la revision bibliografica efectuada, la mayoria de los trabajos registran resultados
comparables a los nuestros. Loughrey M et al., objetivaron que de 593 casos de los que
disponian de resultados MSIy MMR IHC, 136 (22,9 %) tuvieron un MSI-alto (MSI-H) y 135
(22,8 %) mostraron dMMR [HC. La concordancia fue alta, con el 97,1 % de los casos de
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MSI-H que mostraban dMMR IHC y el 97,8 % de los casos con dMMR IHC que mostraban
un estado de MSI-H (168). Hissong E et al. encuestaron a 96 instituciones académicas y
no académicas para evaluar las practicas de deteccion del sindrome de Lynch y evaluaron
las tasas de discordancia entre la inmunohistoquimica y la PCR entre 809 canceres
colorrectales y solo encontraron 3 casos (0,4 %) con resultados discordantes. El 86%
realizé el cribado universal y solo el 20% emple6é PCR. En general, mostraron una
discordancia extremadamente baja entre los métodos que evalian el estado de
reparacion de los errores del ADN y sugerian que la inmunohistoquimica es el patrén de
deteccion preferido (169). Chen M et al. también compararon la IHC con la PCR en la
deteccion del estado de microsatélites en el carcinoma colorrectal y de un total de 569
muestras la tasa de coincidencia de los dos métodos fue del 91,92% (170). En el trabajo
de Li et al. que incluia 1394 pacientes intervenidos de CCR la concordancia total de la

inmunohistoquimica y la PCR fue del 98,7% (165).

Podemos resumir diciendo que la IHQ de las proteinas MMR y la IMS determinada por
PCR tienen una capacidad similar para deteccion de los tumores inestables en el SL y que

se utilizara una u otra dependiendo de la disponibilidad y de la experiencia de los centros.
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De la revision de los resultados obtenidos en nuestro estudio se han extraido las

siguientes conclusiones:

1. Las biopsias endoscdpicas de los tumores colorrectales son una fuente de tejido
adecuada para el analisis inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras del

ADN.

2. La correlaciéon entre la expresion inmunohistoquimica de las proteinas
reparadoras del ADN de las biopsias endoscdpicas y la pieza quirurgica respectiva

de pacientes con cancer colorrectal es excelente.

3. Los pocos casos en los que existe discrepancia entre el analisis
inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras del ADN de las biopsias
endosclpicas y el espécimen quirurgico son atribuibles a la heterogeneidad

intratumoral presente en un mismo tumor.

4. Las tinciones inmunohistoquimicas no valorables son mas frecuentes en las
biopsias endoscopicas y la causa principal es la ausencia de tumor debido a escasez

de las muestras.

5. Los resultados que hemos obtenido indican que los pacientes de nuestro estudio
que han sido diagnosticados de sindrome de Lynch (portadores de mutaciones en
los genes reparadores del ADN) tras la cirugia se hubieran beneficiado de la
determinacion de las proteinas reparadoras del ADN en las biopsias endoscopicas
en el momento del diagndstico del CCR, ya que su manejo terapéutico hubiera sido

distinto.
6. Proponemos un algoritmo diagnostico para la deteccion temprana de tumores

colorrectales inestables que comience por la determinacion de la expresion [HQ-

MMR en las biopsias endoscopicas.
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7.

10.

11.

Es importante establecer circuitos agiles para que una vez detectada la falta de
expresion de las proteinas MMR en las biopsias de CCR, exista una adecuada
coordinacion entre los diferentes departamentos para investigar la presencia de
una mutacion germinal y que se pueda tratar al paciente de forma 6ptima. Para
ello, es necesario aunar esfuerzos y mejorar la comunicacidn entre las diferentes

especialidades implicadas en el diagnodstico y tratamiento del CCR.

La prevalencia de la falta de expresion inmunohistoquimica de las proteinas

reparadoras del ADN en nuestra poblacion de estudio es del 11,35%.

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento neoadyuvante de los CCR con

quimioterapia y/o radioterapia no modifica el estatus MMR.

La IHQ de las proteinas MMR y la IMS determinada por PCR tienen una capacidad
similar para deteccion de los tumores inestables en el SL y que utilizara una u otra

dependiendo de la disponibilidad y de la experiencia de los centros.

Las caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares de los CCR con IMS son
diferentes a los tumores que surgen por otras vias de carcinomatosis. Estas
neoplasias aparecen a una edad mas temprana, predominan en el colon derecho y

son con mayor frecuencia tumores mal diferenciados y mucinosos.
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