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1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO




El céncer colorrectal es una enfermedad con una alta
incidencia en nuestro medio, y con una mortalidad elevada,
sobre todo en los estadios mé&s avanzados. Los cirujanos
tenemos que enfrentarnos a esta patologia frecuentemente,
tanto en cirugia electiva, COomo para tratar 3us
complicaciones agudas que necesitan c¢irugia urgente. A
pesar de todos los esfuerzos para conseguir un diagnéstico
en estadios cada vez mas precoces con la realizacién de
colonoscopia o enema opaco a todos los enfermos en los que
se sospecha una patologia coldnica, no se ha conseguido, en
los ultimos afios, disminuir la supervivencia a largo plazo

de esta patologia.

En nuestra practica quirdrgica hemos intentado
consegulr una mayor supervivencia, una disminucién de la
morbilidad de este tipo de cirugia y un mayor confort del
enfermo, lo que ha llevado a los cirujanos a investigar

nuevas formas de anastomosis y preparacién del colon.

Todos estos avances, sin embargo, no nos parecen
suficientes para afrontar una enfermedad gque supone la
segunda causa de muerte por céncer. Esto ha hecho que, al
desarrollarse y divulgarse los estudios de biologia
molecular en los tumores, nos hayamos sentide directamente
implicados, haciéndonos participes de estas

investigaciones.
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El interés de l¢s cirujancs se ha ido incrementando,
estando, en el momento actual, integrados en las
investigaciones de biologia molecular de los tumores en
equipos interdisciplinarics, para una mayor comprensidn de
la patologia, un avance mas répido que conduzca a una
mejoria en el tratamiento y consecuentemente una mayor

repercusién clinica.

Con los estudios de los genes implicados en la
carcinogénesis colorrectal pensamos que podremos determinar
aquellos canceres con mayor potencial de agresividad y que,
por tanto, se beneficiarian de un tratamiento adyuvante mas
agresive, al mismo tiempoc que los enfermos con tumores
resecados de forma curativa due no presenten estas
caracteristicas, podrian evitar los efectos secundarios de

este tipo de tratamientos.

El descubrimiento del gen o los genes implicados en
la eticlogia de la enfermedad permitiria, a su vez, un
diagnéstico més precoz. Aungue el diagnéstico del cancer
esporaddico en la poblacidn general en el momento de 1la
aparicién de la primera mutacidén genética es hoy en dia una
utopia, si creemos que, en familias predispuestas, este
tipo de diagnéstico tan precoz puede ser posible a medio

plazo.
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Como clinicos deseamos la curacidédn de todos nuestros
enfermos, pero sabemocs gue esto no es siempre posible. Para
ello es importante realizar un diagndstice preccz, pero los
métodos actuales no son totalmente efectivos. Nos hemos
dado cuenta gue este tipo de investigaciones abre un camino
bastante interesante gue podrad mejorar ambas cosas, tanto
el diagndstico precoz, como el tratamiento. Por ello
decidimos dedicar nuestro esfuerzo a este campo novedoso, y
entrar en un &area en el gue, hasta ahora, habiamos sido

meros observadores.

La posibilidad de ofrecer a nuestros enfermos nuevas
posibilidades de curacién ha motivado nuestro interés por
los estudios genéticos en el cancer colorrectal, y ha hecho
que nos sintamos directamente implicados v responsables de
contribuir a este tipo de investigaciones, puesto que los
cirujanos no podemos ser meramente espectadores en una
patclogia que nos atafie tan directamente. Por este motivo
hemos comenzado este estudio de pérdidas de heterocigosidad
(LOH} vy alteraciones de microsatélites en nuestros enfermos
afectados de cancer colorrectal, como primer pasc de una
investigacidén gue pensamos desarrollar a mas large plazo,
ya que los resultados obtenidos hasta ahora nos abren un

campo de impresionantes posibilidades.
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2. INTRODUCCION



2.1. INCIDENCIA:

El cancer colorrectal constituye la segunda
enfermedad maliigna mas frecuente en los paises
occidentales, después del pulmonar. Se estima que en 1992
en EE.UU. se diagnosticaron 156.000 nuevos casos de esta
patologia, ocurriendo 58.300 muertes por esta causa“”?. En
la Comunidad Europea la incidencia y mortalidad de esta
enfermedad es alta en los paises del Norte y Oeste, siendo
las tasas mas bajas las de los paises del Sur, esto es,
Italia, Espafa, Portugal y Grecia. La 1incidencia en los
paises Europeos es mas baja que la de Los Estados Unidos,
sin embargc la mortalidad global es més alta. Dentro de los
paises europeos los de mé&s baja mortalidad son los paises
mediterraneocs. Las tasas de supervivencia se han
incrementado en los ultimos afios, por el uso extendido de
la colonoscopia lo que ha permitido un diagnéstico méas

precoz, siendo la supervivencia a 5 afios del 40-52%.

En 1990 el numerc de nuevos casos de cancer
colorrectal en la Comunidad Europea fue de 169.400 (Fuente
Telescan: Telematics Services in Cancer, via internet). En
hombres hubo 80.200 nuevos casos, siendo el segundo en
frecuencia tras el céncer de pulmdn, y en mujeres 89,200
tras el cancer de mama. Fue la segunda causa de muerte por

céncer en hombres (47.000 fallecimientos), tras el de
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pulmén, y en mujeres constituyd la tercera tras el céancer

de mama y el de vejiga (51.500 muertes)
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Fig. I: Nimero de nuevos casos de cdncer en Europa en 1990.
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Fig. 2: Numero de fallecimientos por cdncer en Europa en 1990.
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La década de mas frecuente aparicidn, tanto de cancer

de colon como de recto, es la séptima (60-69 afios), v la

incidencia de la enfermedad tiende a aumentar con la edad

79.72) | La descrita para individuos por debajo de los 40

afios oscila entre

colorrectales

oe

el 2% vy el 4 de los tumores

(39,57,90,129, 166, 200}

La &lta prevalencia de esta ©patologia y su

incidencia, incluso en edades tempranas, ha supuesto que

la Medicina en general, y la Cirugia en particular, dedique

gran parte de la investigacidén al desarrollo de nuevas

posibilidades de diagndstico precoz y tratamiento para

aumentar la supervivencia de este tipo de enfermos, asi

como a intentar conocer la etiolegia intima de la

enfermedad.

2.2. LOCALIZACION:

La distribucién de los canceres segtn la localizacidn se

representa en la figura 3

40 « .
0 La mayoria de las lesiones se

localizan en rectosigma (68%), siendo los situados en colon

derecho y transverso,

el 27% de los canceres.
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fransverso
9%

descendente
5%

Fig 3: Distribucion de los carcinomas colorrectales

Se ha apreciadc un incremento en los cdnceres de localizaciodn
proximal, asi como una tendencia a la deteccidén de tumores
cada vez més pequefios y con menor afectacidn ganglionar. Esta
variacién en la localizacidén, puede gue corresponda a unha
mejora en el diagndstico precoz, aungue no se descarta 1la
posibilidad de que se trate de una distribucién diferente de

los tumores, c¢on mas tendencia a las localizaciones derechas.

En diversos estudios ge ha descrito diferente prondstico
de los tumores segun la localizacidn, siendo los canceres
coldénices proximales los de mayer supervivencia'®; sin
embargo, otros han presentado resultados contradictorics en
este sentido. En un estudic de Fielding (1988} del 5t Mary's

Large Bowel Cancer Project se relacioné el prondstico del

cancer con la localizacidn, evidenciandose una relacidn entre

Introduccion - 7



el cancer localizado en la flexura esplénica con un peor
prondstico, no apreciandose otra localizacién tumoral con una

diferente supervivencia.

2.3. ANTECEDENTES HISTORICOS:

6129  peazlizaron una

Faget en 173% y Lisfranc en 182
reseccién de recto mediante excisién perineal, y Reybard de
Lyon en 1833 realizé una reseccién exitosa de una tumoraciédn
céblica, por lo que fue criticado por la Academia de Medicina
de Paris'®. Las resecciones y anastomosis tenian una alta
mortalidad, por lo que fueron muy extendidas las técnicas
descritas por Paul, Mickulicz y Bloch que consistian en

lori Ko : & 162
exteriorizacién y reseccidn (12132368

Travers {1812)"%" es el piocneroc en el uso de suturas
para realizar anastomosis intestinales. Lembert (1826) 7Y
describid el tipo de anastomosis con la aposicién de las
serosas, y Billroth fue otro de los lideres en la cirugia con

anastomosis intestinales.

En las resecciones de recto, Czerny en 1884 fue el
primerc en realizar una amputacién abdomino-perineal®®. En
1908, Miles™! describié su modificacién de la operacion de

Czerny, haciendo énfasis en una diseccidn meticulosa y 1la
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extirpacién de la zona superior al tumor para dejar unos

margenes de seqguridad por diseminacidn del cancer,

En el siglo XX, la reseccidn de colon y anastomosis
primaria no llegé a ser realizada de una forma generalizada
hasta la era antibidética. De hecho, en muchos centros, 1la
reseccién del colon sigmoide y anastomosis sin colostomia de
proteccidén, no fue intentada hasta los afios 50. Dixon, entre
otros, fue uno de los primeros en defender la anastomosis

primaria sin colostomia®?®.

Durante gran parte de este siglo la cirugia del céncer
colorrectal se realizaba en 3 tiempos. Durante un primer
tiempo se ponia tratamiento al problema obstructivo con una
colostomia por encima del tumor. En un segundo tiempoc se
extirpaba el tumor y en una tercera cirugia se realizaba la
anastomosis., Con la mejora de las técnicas anestésicas y los
cuidados postoperatorios se ha logrado llevar a cabo la
anastomosis en dos tiempos (sobre todo en casos de cirugia
urgente con mala preparacién o dilatacién importante del
colon}, ¢ en un tiempo (en cirugia programada y en cascs de

cirugia urgente con lavado intraoperatorio).

Los Gltimos avances en este tipo de cirugia se han
realizado con el desarrollo de las suturas mecanicas. Estas
técnicas ya fueron descritas en 1%08 por Hltl y Fischer, pero
no es hasta el empleo de la grapadora STPU cuando se

generaliza su uso,
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En los dltimos afios la cirugia laparoscédpica ha tenido
una gran expansidn en el tratamiento quirdirgico de muchas
patologias, y por supuesto en el céncer de colon y rectoc. Sin
embargo no es una técnica estandarizada para este tipo de
cirugia en el momento actual, sobre todo porque se estan
describiendo complicaciones como el desarrollo de metastasis
en los orificios de colocacidn de los trdcares. La aparicidn
de este tipo de diseminacidén en la pared abdominal, aungue no
es nueva, si1 se ha incrementado alarmantemente con 1la
utilizacién de las técnicas laparoscdpicas. Los factores
predisponentes de este tipo de recurrencia, que aparece muy
precozmente tras la c¢irugia, no estd aclarada, aungque se

estan realizando estudios en este sentido.

2.4. CLASIFICACION:

La supervivencia estd determinada por la extensién
tumoral. Desde que, en 1930, Dukes describiera la primera
clasificacién para el <cancer de recto®®, se han
establecido otras diferentes siendo la mas wutilizada
actualmente la modificacién de Astler-Coller (1954)"“. 1La
clasificacidn propuesta por Dukes se basa en la relacién de
la invasién tumoral con el pronéstico de la enfermedad. Asi,
segun la profundidad de la invasién en la pared del colon, él

describid 3 estadiocos:
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* A: Carcinoma limitado a la pared del recto
* B: invasidn por continuidad a tejidos perirrectales,
sin invasidn linfatica.

* C: Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

La clasificacién que Dukes describidé no es muy precisa y
no incluye todas las posibles presentaciones del cancer
colorrectal, pero a pesar de ello se mantiene su nomenclatura
en las medificaciones realizadas posteriomente. La més usada

actualmente es la siguiente:

A: Tumor gue afecta a la pared sin 1llegar a la
muscularis mucosae.

Bl: Sobrepasa la muscularis mucosae sin llegar a la
serosa, sin afectacidédn ganglionar.

B2: Afecta a la serosa pudiendo sobrepasarla, sin
afectacidén ganglionar.

B3: Afecta a 6rganos vecinos,

Cl: Bl con afectacidén ganglionar.

C2: B2 con afectacién ganglionar.

C3: B3 con afectacidédn ganglionar.

D: Metastasis a distancia.

La supervivencia global y corregida descrita por Hawley
(1972) ®® segun el estadio de la enfermedad es para pacientes

con tumores coldénicos en estadio A de Dukes 82% vy 99.3%, B de
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Dukes 69% vy 84.4%, Cl de Dukes 59.6% y ©66.3% y C2 de Dukes
26.3% y 35.1% respectivamente. Estos hallazgos colinciden con
los descritos por Shepherd y Jones (1971) %", Murray y cols

(1975) "°* y Pihl y cols. (1980) 7%,

Tabla I: Correlacion entre estadios de Dukes y supervivencia a los 5 afios del

carcinoma colorrectal,

A 525 = 99.3%
B 692 84.4%
C 59.6% 66.3%
D 26.3% 35.1%

La c¢lasificacién TNM (T: extensién del tumor; N:
presencia de adenopatias positivas vy M: presencia de
metastasis), también es aplicable en los cénceres
colorrectales; sin embargo debido a su mayor complejidad y a
gue la clasificacién de Dukes se correlaciona bien con el
pronéstico, es poco utilizada hoy en dia para este tipo de
tumores. En las siguientes tablas se exponen las definiciones

de cada categoria y los estadiocs de esta clasificacidn.
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Tabla 1I: Definicion de las diferentes categorias de la clasificacion TNM.

TO No tumor demostrable pTis | Carcinoma in situ

T1 Clinicamente benigno o limitado a|pT1 Limitado a mucosa o
mMucosa o submucosa submucosa

T2 Limitado a pared muscular o serosa | pT2 fdem

T3 Envuelve todas las capas de la pared | pT3 idem

intestinal con extensién a estructuras

adyacentes u drganos sin fistulas.

T4 Presencia de fistulas pT4 fdem
T5 T3 o T4 con extension a oftros|pTS Idem
organos o estructuras
X Profundidad de la penetracion no|pTX Idem
especificada
NO No infiltracion de ganglios linfiticos | pNO fdem
N1 Ganglios linfaticos infiltrados pN1 idem
NX Estado de los ganglios desconocido  { pNX fdem
Mo No metistasis a distancia o|pMO fdem
ganglionares mas alla de la base det
mesocolon
Mt Evidencia de metastasis a distancia | pM1 fdem
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Tabla HI: Estadios tumorales segimn la AJCC (American Join Commitee on Cancer) y la
UICC (International Union Against Cancer).

y Coller y TNM se expone en la siguiente tabla.

La correlacidn de las

Tabla TV: Correlacion entre las clasificaciones del cancer colorrectal.

|
Estadio | T1 NO MO
™ NO MO
Estadio II T3 NO MO
T4 NO Mo
Estadio II T* NI Mo
Estadio IV T* Nt M

* Cualquier categoria

clasificaciones de Dukes,

Astler

[Dukes| - | A | B |C1 | c1 |[c2 | c2 | D
lAsnewouerl A A B1 B2 | Ci1 C2 C1 C2 -
TNM | TisNO | TINO | T2NO | T3NO [T2N1 | T3N1 |[T2N1 [T3N1 | M1

Introduccion - 14



En los estudios citados también se observa gue el grado
de diferenciacidén del tumor determina la supervivencia, de
forma que los tumores pobremente diferenciados tienden a
producir invasidén mas facilmente que los moderadamente y bien
diferenciados®”’, La determinacién de este grado de
diferenciacién depende del patdlogo, lo que hace que este sea
un parametro subjetivo vy, por tanto, susceptible de una
considerable variacién entre los diferentes observadores. Por
este motivo, esta variable se utiliza, sobre todo, de una
forma orientativa en 1la clasificacién de los canceres
colorrectales, sin ser un factor determinante gque modifique

la actitud terapéutica ante este tipo de tumores.

2.5 DIAGNOSTICO:

Los medios empleados para el diagnéstico de un cancer
colorrectal van a depender de la forma de presentacién del

mismo. Esta forma de presentacidn puede ser:

- aguda o urgente

- crdnica o electiva

Cuando la presentacién es crénica la sintomatologia va
a depender de la localizacidén del tumor. La forma urgente se
presenta cuando ocurre una de las complicaciones del cancer:

perforacidn, obstruccién o hemorragia. Habitualmente cuando
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el enfermo presenta una de estas complicaciones las técnicas
de diagndéstico que se emplean son las rutinarias para
determinar la presencia de un abdomen agudo y llevar a cabo
la laparotomia urgente para su tratamiento, siendo el

diagndéstico etioldgico confirmado durante la cirugia.

La proporcidén de pacientes gue se presentan al cirujano
con una de estas complicaciones dependen del tipo de practica
que cada uno realiza. Aquellos cirujanos que trabajan en una
¢clinica especializada sin departamento de urgencias tendran
pocas ocasiones de intervenir este tipo de pacientes, sin
embargo cuando se atiende una comunidad relativamente
importante con un servicio de urgencias, una cuarta parte de
los enfermos con céncer de colon se presentardn con este tipo

de complicaciones agudas‘'".

La presentacién crdénica de estos tumores ocasicna
diferente sintomatologia segin la localizacidén del tumor, asi
los mas distales presentan clinica fundamentalmente
obstructiva, por el calibre mds estrecho de esta porcién del
colon, asi como un contenido fecal menos fluido. Los
carcinomas del colon derecho tienden a ser mas friables vy
blandos cursando mas frecuentemente con hemorragias, aungue

estas consideraciones son de tipo general.
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2.5.1. SINTOMAS:

Las generalizaciones comentadas anteriormente para la
sintomatologia de los tumores con respecto a la locaiizacidn
no pueden tomarse de una forma taxativa, pudiendo presentarse

estos sintomas en cualguier localizacidn.

- Cambio en el habito intestinal: es prcobablemente el sintoma
mas frecuente, sobre todo en los de localizacidn
izguierda. Puede presentarse tanto estrefiimiento como
diarrea, aungue a veces la presentacién es tan

insidiosa gque el paciente no lo refiere.

-~ Dolor abdominal: puede variar desde un dolor célico central
a un dolor constante en uno de los cuadrantes
abdominales. El1 dolor constante puede indicar la
extensidén a &rganos adyacentes. Si1 el paciente tiene
una extensidn retroperitoneal el deolor se irradia a lsa

espalda.

-~ Sangrado: puede ser franco u oculte. Las lesiones mas
proximales producen mas sangrado y consiguientemente
mas anemia. FEn los tumores mads distales el sangrado
puede aparecer como una pequefia cantidad de sangre roja
con la deposicién que el paciente a veces achaca a

hemorroides.
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Expulsién de moco: mezclado con las heces o independiente
de ellas. Rara vez la cantidad de moco es profusa. En
grandes tumores vellosos rectales a veces se preduce
deshidratacién e hipocaliemia cuando la secrecidn es

abundante.

Pérdida de peso: la pérdida de i-2 kilogramos de peso puede
ser frecuente, aungue no suele ser el motivo de

consulta.

Masa abdominal: suele ser descubierta a la exploracidn por
parte del médico, mads que por el paciente. La
localizacidén depende del sitio del tumor e indica una

extensidén local avanzada del tumor.

Sintcmas relacionados con las metastasis en tumcres
primarios “silentes” pueden aparecer en el 5% de los

(41}

pacientes Los sintomas dependeran del Organc

afectado.

Otras formas de presentacidén menos comunes son los abscesos
y las fistulas. Una lesidén de descendente o sigma puede
producir una comunicacién colo-vesical. Los signos vy
sintomas (fecaluria y pneumaturia) son los mismos qgue
los producidos en las fistulas por enfermedad
diverticular. Muy ocasicnalmente se produce un trayecto
colo-cuténeo. OQOtras posibles fistulizaciones son con

otra zona del tracto digestivo. Cuando la fistula es
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gastrocélica aparece una diarrea importante con pérdida

de peso intensa.

2.5.2. EVALUACION:

El examen clinico completo es un paso fundamental en la
evaluacién de cualgquier paciente. En los enfermos con cancer
colorrectal no extendido la exploracidén no suele presentar
alteraciones. A pesar de ello, se pueden encontrar ciertos
signos, sobre todo abdominales, que pueden hacer sospechar
una patologia de dicha localizacién. En los tumores con gran
extensién, e incluso metéstasis, ademds de los signos
abdominales se detectan otros relacionados con los &érganos
afectados. La palpaciédn de una masa abdominal, una caquexia

severa, ictericia, etc, indican una enfermedad avanzada.

- Tacto rectal: es una de las exploraciones mas
importantes, sobre todo si el céncer es de localizacidn
rectal. Debe hacerse con el paciente consciente vy el colon
sin preparar. El1 75% de los tumores de los dos tercios
inferiores del recto son palpables mediante esta exploracién,
pudiendo determinarse la localizacidén, forma y afectacién del
tumor®'®, Otros tumores mas altos pueden ser palpables por
fuera de la pared del recto. Mediante el tacto rectal se

pueden obtener signos indirectos de tumores de localizacidn

mas alta, como el contenido de sangre en las heces, y que nos
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deben hacer sospechar la existencia de una patologia en el

colon.

2.5.3. PROCTOCOLONOSCOPIA:

Cada vez va siendo mas aceptada la idea de gque esta
prueba es la primera que debe ser realizada ante la sospecha
de un cancer colorrectal, habiendo superado al enema baritado
como primera exploracidén. La realizacidén de la colonoscopia
permite tanto una visidén directa de la lesidn , como la toma
de biopsia que confirma el diagnéstico. En tumores
estenosantes tiene el inconveniente de no permitir la
exploracién de todo el c¢olon pudiendo pasar desapercibidas
lesiones sincrénicas. Asimismo si existen pélipos pequefios en
el cclon, se pueden extirpar endoscédpicamente. La presencia
de lesiones cancerosas sincrdénicas se han descrito en el

5(116,156,174)

1.5%-8% de 1los caso , ¥ la incidencia de pdélipos

benignos sincrénicos en el 12%-62%4°4M4

2.5.4. ENEMA OPACO:

Aungue ha existido una controversia sobre las ventajas
del enema simple o con doble contraste, estd generalmente
aceptado gque la técnica de doble contraste es la indicada. La
lesién tumoral se aprecia mas cominmente como una estenosis,

describiéndose la tipica imagen en “corazén de manzana®”. Las
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estenosis carcinomatosas se diferencian de 1c¢s espasmos del
colon por ser lesiones constantes gue no se modifican con las
contracclones, ocupacidén de espacio en la luz intestinal {(més

frecuentes en el colon derecho) o defectos de replecidn.

La realizacién del enema baritado permite valorar toda
la extensién del colon, diagnosticando 1la existencia de
lesiones sincrdnicas asociadas. Sin embargo, existen una
serie de patologias en las que puede ser dificil hacer un
diagnostico diferencial: enfermedad de Crohn, marcada
enfermedad diverticular, lesiones isquémicas, lesiones por
radiacién y otro tipo de estenosis. Asimismo, si el colon no
estd preparado correctamente pueden producirse falsos
positivos. Incluso en las manos mas expertas el numero de
falsos positivos de la prueba es del 0.8% y el de falsos

negativos del 6.9% ‘"'

2.5.5. ESTUDIOS DE FUNCION HEPATICA:

Los estudics de funcidn hepatica se reailzan
habitualmente, pero los resultados anormales no siempre son
especificos para enfermedades metastasicas. Puede haber
incluso enfermos con funcién hepatica normal y presentar
metastasis. La alteracidén de estas pruebas (transaminasas,
fosfatasa alcalina, gammaglutamiltranspeptidasa) es
inespecifica puesto gque sélo indican que hay una disminucién

del tejido hepdtico normal al ser ocupado el higado por
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lesiones ocupantes de espacio, © comprimirse la via biliar,
Tarter y cols. encontraron que menos de la mitad de los
pacientes c¢on unos valores de funcidén hepatica elevadocs
preoperatoriamente tenian una enfermedad metastasica

demostrable en el higado en la laparotomia.

2.5.6. OTROS ESTUDIOS RADIOLOGICOS:

Para demostrar nddulos metastésicos 1intrabdominales,
sobre todo hepaticeos, 1a mejor prueba es la Tomografia
Computerizada (CT) abdominal. Es preferible a la ecografia,
puesto que no depende del observador, descubre lesiones méas
pequefias, valora toda la cavidad abdominal y es facilmente
comparable con otros CT posteriores., La realizacidn de esta
prueba no es esencial en el estudio preoperatorio, porque en
la mayotia de los pacientes la reseccién del tumor primario
estd indicada a pesar de la existencia de metéstasis, para
prevenir obstruccidén o sangrado. No hay gque olvidar que, en
los tumores tratados con intencidn paliativa, la reseccién es

la mejor paliacién.

- Ecografia endorrectal: La realizacién de ecografia
endo-rectal en los tumores de recto determina la profundidad
de la invasidén en la pared del c¢olon y las metadstasis
ganglionares regionales, por 1o que se estd extendiendo su

uso para la valoracién preoperatoria de lesiones rectales.
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Cuando se¢ detectan tumoraciones limitadas a la muccosa se

puede realizar una reseccidn transanal de la lesidn.

2.5.7. MARCADORES TUMORALES:

El marcador tumoral mas ampliamente utilizado en el
diagndstico y seguimiento del céncer colorrectal es el
antigenc carcinocembrionaric {(CEA). Fue descrito por Gold y
Freedman en 1965% % Sy elevacién no es indicativa de
enfermedad tumoral puesto que también puede elevarse en
pacientes con colelitiasis, hepatitis alcohdlica y crénica
activa, diverticulitis, pancreatitis, fallo renal, mastopatia
fibrogquistica y en fumadores. Es de gran interés en el
seguimiento de los enfermcs, porgue cuanhdce se realizan
reseccliones curativas los niveles bajan y una nueva elevacién
hace sospechar una recidiva tumoral. Una revisidn de wvarias
series ha indicado que unos niveles preoperatoricos elevados
de CEA se correlacionan c¢on una peor supervivencia

independientemente del estadioc de la enfermedad.

Otros marcadores tumorales como el antigeno carbohidrato
19-9 (CA 19-9), antigeno polipéptido tisular (TPA) y antigeno
carbohidrato 50 (CA 50) son de utilidad, sobre todo si se
determinan en conjunto, aumentando asi la sensibilidad de 1la

determinacisn.
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La determinacién de anticuerpos de CA 19-2 es mas
sensible gque otros marcadores, cuande se usan de forma
alslada, en todos lcs estadios de la enfermedad. En un
estudio de Alvarez y cols. se vio gue sus valores disminuian
rapidamente tras 7 dias de la reseccién y se elevaban poco
tiempo después de aparecer una recurrencia hasta 535.5
U/ml1®. La determinacién monoclonal de CA 19-9 debe ser
incluida en el diagnédstico y seguimiento postquirirgico del

adenccarcinoma colorrectal.

Niveles muy elevados de CEA y CA 19-9 parecen indicar
gue la masa tumoral no es resecable y, en ausencia de
metadstasis, suglere Iirresecabilidad debido a extensidn
locorregional ©  carcinomatosis debido a  diseminacidn

peritoneal M,

El marcador CA 50 tiene una tasa de falsos positivos
mayor gue la observada para el CA 19-9, aunque la

{15,111

sensibiiidad es similar Ambos antigencos son especificos

para el cancer colorrectal®.

El marcador TPA es muy Ssensible, pero poco especifico.
La determinacidén conjunta de CEA-TPA~CA 19-9 proporciona una
sensibilidad de hasta el 78% en estadic B y 91% en estadio C.
Sin embargo para alcanzar mejores resultados es necesario
afiadir la mediciédn de CA 50, llegando asi al 83% en estadio B

y 93% en estadio C*.
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2.5.8. PLOIDIA TUMORAL:

Los estudios sobre la ploidia fumoral mediante
citometria de flujo han determinado dque les tumores no
diplcides tienen un peor prondstico, asi los tumores en
estadios precoces de la clasificacidén de Astler y Coller
tienden a ser diploides, mientras que los mas tardics tienden
a ser aneuplcides. Las primeras publicaciones sobre
citometria de flujo en los tumores colorrectales, como la de
Gémez Alonso y cols. (1991)7*, indicaron gue los tumores
aneuploides tilenen un peor prondstico, mayor Iindice de
recidiva vy responden peor al tratamiento complementario.
Posteriormente otros estudios no han podido confirmar estos
hallazgos, probablemente al intreducir factores gque pueden
llevar a confusidén por la no uniformidad de las muestras,
teniendo 1los tumores un grado de Dukes mas avanzado,
predominio de localizacidén rectal, etc. Kckal y cols.
demostraron que ia aneupleoidia es un predictor independiente

de enfermedad metastasica‘®,

Los estudios mediante citometria de fluio valoran la
cantidad global de ADN gque tienen las células, sin poderse
diferenciar las alteraciones de cada cromosoma, por lo que si
existe una monosomia de unoc y una trisomia de otro, el
resultade global serd un tumor diploide, 1lo que puede

conllevar una infravaloracién del resultado.
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El papel exacto de estos resultados estd todavia por
determinar, una vez Jgue se avance enh el concocimiento de las

alteraciones genéticas en el cancer de colen.

2.6. TRATAMIENTO:

El tratamiento curativo de esta enfermedad sigue siendo
exclusivamente quirtrgico a pesar de los avances conseguidos
en otro tipo de terapias. Se realiza colectomia derecha,
transversa, izquierda, resecciones anteriores y amputaciones
abdominoperineales, sequn la parte afectada: con

linfadenectomia regional.

El objetivo del tratamiento quirdrgico del carcinoma de
colon es la reseccidén del tumor con un margen amplio,
realizande una excisidén de la zona tumoral, asi come de 1os
ganglics linfaticoes regionales, con atencién a la
vascularizacidén del segmento, y con la realizacidén de una
anastomosis sin tensidén. Determinar la distancia gque hay que
dejar en el margen de reseccidn puede ser problemitica.
Dependiendo del tiempo de la medicidén un margen de 5 cm.
medido “in situ”, puede ser reducido a 2 cm. en la pieza de
reseccién®® ., En los tumores rectales en los que se prefende
la conservacidén de esfinteres se permite gue la extirpacién

sea a 2-2.5 cm. del tumor para poder realizar este tipo de

cirugia con la misma garantia gue la amputacidén abdomino-
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perineal’. S8i este margen noc puede ser respetado sera
necesaric realizar una amputacidén abdomino-perineal, lo due
es mas frecuente en tumores situados en la parte distal del
tercio medico o en los de tercio distal (8 cm. del margen

anal) .

La utilizacidn de sustancias tumoricidas tdpicas para

evitar las recidivas locales parece ser efectiva.

El tratamientc guirtrgico de los canceres de colon
operados por alguna complicacidén aguda debe seguir los mismos
criterios oncoldgicos para la reseccidn que si se operaran de
forma programada. La diferencia fundamental en la cirugia de
estos tumores depende de la posibilidad de hacer anastomosis
primaria, con o sin colostomia de proteccién. La tendencia
actual es realizar lavado intracoperatoric ¢ utilizar
mecanismoes de proteccién interna de la sutura que eviten la

necesidad de colostomia de proteccién.

Actualmente se estan realizando colectomias por via
laparoscépica pura o asistida por una minilaparotomia. EL
inconveniente que plantea este tipoc de tratamiento es 1la
posibilidad de realizar una linfadenectomia amplia, aungque
sus defensores insisten en la posibilidad de su realizacidn,
siguiendo por lo tanto los principios clasicos de reseccién

oncoldgica, aungque este punto es bastante discutido.
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Las metastasis hepaticas del carcinoma colorrectal deben
ser tratadas quirurgicamente. Su tratamiento puede ser
realizado en el momento de la primera intervencidn, aunque en
cirugia de urgencia, cuando nc se ha podide evaluar
preoperatoriamente un estudio de la extensidn tumoral, es

preferible llievarlo a cabo en un segundo tiempo.

En general si se detecta un pequefio foco tumcoral en un
margen hepatico v no se palpa ninguna otra lesidn, debe ser
resecado. Cuando existen miltiples metédstasis bilobares no
estd indicada la extirpacién. Aungque la valoracidén de la
indicacidén segun el numerc de metéastasis no puede ser
estricta, esta aceptado que hasta un numero de 4-5 lesiones
pueden ser resecadas con un porcentaje de supervivencia a

largo plazo similar'®®°%°®%,

51 las lesicnes aparecen cComg un
ndédule principal y varios satélites alrededor de éste, se
considera como inica a efectos de reseccidn VY

supervivencia'''”,

31 se diagnostica una enfermedad unilobar ¢ un nédulo
solitario es preceptivo realizar una angiografia hepéatica, o
mas recientemente una TAC portografia, para wvalorar 1la
presencia de otras lesiones hepdticas y la relacién de éstas
con la vascularizacidn (sobre todo venosa; porta vy
suprahepaticas). Es aconseljable hacer una ecografia
intraoperatoria porque permite una mayer resolucidén de las
imagenes, los margenes del parénquima pueden ser determinados

facilmente v se pueden tomar biopsias de lesiones dudosas.
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El margen de seguridad que hay que resecar alrededor de
la lesién estéd relacionado con la supervivencia a largo
plazo. Para conseguir los mejores resultados hay que dejar un

(71, 186)

margen de al menos 1 cm. . Distancias menores conllevan

una menor supervivencia.

La tasa de supervivencia a los 5 afios después de su

reseccién es del 25%-33%, sin embargo sin reseccién es del 0%

{1,91,175,217)

Cuando el tumor se extiende a 6rganos de vecindad éstos
deben ser resecados. La reseccién de intestino delgado o
grueso, pared vesical, utero, trompas y ovarios, estdmago,
bazo, cola de pancreas, duodeno, higado y partes de la pared
abdominal infiltradas, puede ser realizada para tratamiento
con intencidédn curativa o para ofrecer una mejor paliacidn.,
Debido a las diferencias en la naturaleza biolédgica de las
necoplasias, ccasionalmente un tumor invadird localmente vy no
metatastizard hasta las ultimas fases del desarrollo tumoral.
Si este tumor locamente invasivo no se reseca, el paciente
puede cursar con sintomatologia durante large tiempo, vy
aparecer complicaciocnes Como obstruccidén intestinal,
sangrado, protrusién visible del tumor o dolor muy intenso.
Todas estas situaciones pueden ser prevenidas por una

actuacidén mas agresiva en la extirpacidén en el momento de la
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operacidén inicial, sin aumentar de una forma considerable la

nortalidad operatoria.

Los nédulos pulmonares scolitarics deben ser resecados.
La mitad de los nédulos pulmeonares solitarios de los
pacientes con historia de céancer de colon son metastasiceos de
ese tumor primario®® . No hay que olvidar que el céancer de
pulmén es la primera causa de cancer en el hombre y que en un
paciente pueden aparecer los dos tipos de tumores, sin ser
esta asociacidén una cointraindicacidén para la reseccién. En
la experiencia de McCormack y Attiyeh la supervivencia a los
5 afios es del 22% y ésta es mayor en los estadios A y B,

por lo que un ndédulo solitario pulmonar, como uUnica lesiédn

metastidsica de un cancer de colon, debe ser resecadc.

Los céanceres en estadio B2 o C deben recibir ademas
tratamiento coadyuvante, asi como los tumores resecados de
forma paliativa'’. Actualmente el tratamiento adyuvante
quimioterapico se compone de levamisol y 5-Fluoruracilo,
puesto que esta asociacidn se ha mostrado més efectiva que el

uso de levamisol de forma aislada‘®”.

El tratamiento de las metédstasis hepAticas, como ya se
ha indicado, es, siempre gue sea posible, quirdrgico. Cuando
las lesiones hepaticas no pueden ser extirpadas se pueden
tratar para intentar su control y su reduccién. Ademds de la
quimioterapia sistémica, en estos enfermos se puede emplear

la quimioterapia intraarterial para un tratamientoc mas
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directo de la lesidén. Actualmente se estédn intentando otros
procedimentos como el empleo de inmunoestimuladores previo al

tratamiento quimiocterapico, para mejorar la respuesta.

Fn los tumores c¢on infiltracidén 1linfatica, con el
tratamiento gquimioterdpico, se consigue un aumento tanto del
tiempce libre de enfermedad, como de la supervivencia. Sin
embargo, en aquellos en los que sélo existe invasién de la
pared intestinal noc se consigue un  aumento scbre la
supervivencia global, aungque si se incrementa el intervalo
libre de enfermedad'”®”’, Estos resultados en canceres de
estadio B hacen pensar que dentro de este grupo existen

determinados tumores asociados a un mayor riesgo.

El poder detectar un marcador del riesgo en estos
tumores podria determinar aquellios que se beneficiarian de
una terapia mas agresiva, en contra de esos otros gque por su
mejor prondéstico no necesitarian de estos tratamientos, con

lo cual se evitarian sus efectos secundarios.

En los canceres de recto se puede asociar al tratamiento
anterior la radioterapia local intraoperatoria para disminuir
la incidencia de recidiva local. En el resto de tumores de
colon la radioterapia es un tratamiento gue se esté
abandonando, puesto que s6lo intenta conseguir una
disminucién de las recidivas locales, sobre todo, en tumores
cuyc margen de resecabilidad no ha podido ser suficientemente

amplio.
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2.7. SEGUIMIENTO:

De todos 1los pacientes con carcinoma colorrectal un
tercio tendran una enfermedad irresecable en el momento del
diagnéstico, y dos terceras partes seran resecadas con
intencién curativa. El1 40% de aguellos enfermos gque son
resecados de forma curativa desarrcollardn una recidiva de la

enfermedad %143

. Con los nuevos tratamientos adyuvantes el
nimero de pacientes con enfermedad recurrente puede
disminuir, pero siempre existird un ntimero de pacientes en
los que la enfermedad recurrira. La identificacién precoz de
la recidiva puede detectar mas pacientes gque pueden ser

tratados mediante intervencidén quirirgica de intencidén

curativa.

La funcidén del seguimiento poestoperatorio en los
enfermos resecados con intencién curativa es la deteccidn de
la recurrencia tumoral en un estadio precoz, cuando todavia
pueda ser curable, y la deteccién y posible prevencién del
carcinoma metacroénico. Después de la reseccidén por carcinoma
colorrectal, casi todas las recidivas aparecen en los
primeros cinco afics. De los tumores que recurren, el 85% lo
hacen en 1los primeros 30 meses, y el resto en los
siguientes™® ., Por ello la vigilancia de los enfermos debe

extremarse en estos primeros afios tras la reseccidn. Los
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riesgos de aparicién de recidiva de enfermedad tumoral es
mayor cuande el tumor estd en un estadio avanzado en el
momento del diagnéstico; los tumores con estadio B & C, con
mayor grado de anaplasia, ploidia anormal e 1invasidn de

estructuras adyacentes, tienen m&s riesgo de recurrencia,

2.7.1. METODOS DE SEGUIMIENTO:

A. Historia y examen fisico: Sintomas tales como pérdida
de peso, fatiga, rectorragia, dolor abdominal o pélvico,
campiocs en el transito intestinal, etc, pueden indicar a

aparicién de una recidiva.

B. CEA: Una elevacidn del CEA después de uha reseccidn
con intencidén curativa suele significar recurrencia. La tasa
de incremento de la concentracidn de CEA puede ser de mayor
importancia que el valor absoluto. 3Sin embargo, al ser una
prueba inespecifica, sdélo una elevacidén confirmada mediante
otro test, serd significativa. Si la repeticidn revela unos
valores normales no estd indicado incrementar el seguimiento

y se podran realizar los controles rutinarios.

Otros marcaderes que han sido empleados en un intento de
aumentar la sensibilidad para detectar recidivas tumcrales
incluyen wvarias ©profteinas reactantes de fase aguda,
transferrira vy ceruloplasmina. Actualmente se determinan

otros antigenos tumorales para el seguimiento del cancer de
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colon, como el CA 19-9, CA 50 y el TPA. La determinacidn
seriada de variocs marcadores tumorales aumenta la

sensibilidad de la determinacién.

C. Proctosigmoidoscopia y colonoscopia: Es necesario
evaluar tanto la aparicidén de tumor en la linea de sutura,
como en el remanente cdlico. Se han demostrado lesiones
malignas metacrdénicas en el 8% de los enfermcs. Se aconseja
realizar una colonoscoplia anualmente durante los primeros

cuatro afios tras la intervencidn.

Esta técnica es preferida al enema opaco durante el
seguimiento, excepto para la valoracidén de compresiones
extrinsecas del colon que pueden ser determinadas mejor por

el enema baritado.

D. Estudios por imagen:

- Ecografia abdominal: Es una técnica répida, gue no
radia al enfermc y gque permite una visualizacidén aceptable
del higado, por lo que es de gran uso para el contrel de las
metastasis hepéticas. El inconveniente de la técnica es que
su fiabilidad depende del observador y de que no valora el
resto de la cavidad abdominal, sobre todo cuando existe una
cirugia previa. Su uso combinado con la TAC permite no
someter al enfermo a una radiacidén excesiva al mismo tiempo

gue se controla la aparicidén de nuevas lesiones hepaticas.
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En las intervenciones por metéastasis Thepaticas la
ecografia intraoperatoria determina si existen lesiones
intrahepéticas que no se hayan podido diagnosticar
preoperatoriamente, asi comg su relacidn con las venas porta
y suprahepaticas, con lo que la decisién de reseccidn puede
ser variada. Por este motivo se estd haciendo habitual vy
necesario la realizacién de esta prueba en todas las

resecciores hepaticas por tumor.

- Tomografia Computerizada: Es usada para detectar
metdstasis hepaticas, pulmonares y pélvicas, asi como valorar
la extensién de la enfermedad hepatica para resecar las
metastasis. Los cambios en la pelvis son més dificiles de
detectar por CT puesto que en los enfermos operados se
aprecian cambios postquirurgicos gque alteran la anatomia de
ia regién. Por ello es importante realizar una TAC en el

postoperatorio que sirva de control.

Cuando se aprecia una lesidén hepédtica, o en otra
localizacidén en la cavidad abdominal, la puncién-aspiracién
guiada con CT es un técnica muy Util para obtener una muestra
para el diagndstico citolégico. La combinacidén de CT con
angioporteografia es una técnica de imagen que estd ganando
una gran aceptacidén. Mediante esta prueba se resalta una
lesién més vascularizada, pudiendo apreciarse lesiones

pequefias gue pueden haber pasado desapercibidas en la TAC sin
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contraste portal, ademds de verse la relacién de los nédulos

con los vasos hepaticos.

- Resonancia Magnética Nuclear: El1 papel de esta prueba
es similar al dla TAC. En las recidivas pélvicas se suponia
mejor para su diagndéstico, sin embargo no estid totalmente

probado.

- Radiografia de Toérax: Las metéstasis pulmonares
ocurren en el 10% de los pacientes. Cuando son Unicas pueden

ser resecadas con una supervivencia a los 5 afios del 15% al

153 (30,136,150)

- Ecografia Endorrectal: Aunque se utiliza
principalmente en el estadiaje de las lesiones primarias es
bastante Gtil para el seguimiento de las recidivas locales de
los cénceres de recto en las resecciones en Jlas que se

realiza anastomosis.

E. "“Second-Logok”: Cuando se detecta wuna recidiva, 1la
reseccion quiruirgica ofrece los mejores resultados de
curacidén. Wangensteen propuso en 19249 la laparotomia
exploradora, en un intento de aumentar la tasa de curacién en
enfermos con metdstasis ganglionares en el momento de la

primera intervencion'?®® .

A estos enfermos se les realizaba
una segunda laparotomia a los 6 meses y al afio de la
operacidn. Obviamente el nUmero de enfermos reoperados sin

demostrar recidiva era alto. Sélo el 15% de los enfermos
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intervenidos por Wangensteen tenian recurrencia de la
enfermedad en el momento de la relaparotomia. Por elloc esta
idea se abandond hasta la determinacién del CEA. Cuando la
laparotomia “second-look” se realiza al detectarse niveles

zltos de CEA, la tasa de enconirar recurrencia es alta.

Actualmente existen técnicas por imagen que ofrecen una
valoracidén del abdomen suficientemente buena como para gue se
haya abandonado esta préctica. S6lo en casos muy concretos,
sobre todo en recidivas pélvicas, donde no se pueda
determinar si los hallazgos corresponden a una recidiva o a
cambios postquirtrgicos, y el diagndstico citolégice no sea
concluyente, estaria indicada la relaparotomia. En nuestro
Servicio somos partidarios de intervenir a todos los enfermos
con sospecha de recidiva y realizar su reseccidn siempre que
sea posible, tanto para ofrecer una posibilidad de curacién,

como una mejor paliacidén de la enfermedad.

2.7.2. PROTOCOLOS DE SEGUIMIENTO:

Los fines del seguimiento son la deteccién precoz de
neoplasias sincrénicas (si no se ha realizado colonoscopia
previamente a la cirugia), deteccién de enfermedad

metacrénica, identificacién de recurrencia local o diseminada

Introduccién - 37



del tumor original y la evaluacidén general del paclente y sus

familiares en 1os casos conocidos de tumor hereditario.

Cuando se reseca un tumecr con intencién curativa el
paciente puede ser observado segin varios modelos de
seqguimiento, incluyendc no realizarlo; hacer estudios segin
protocolos establecidos o seguimiento particularizado segun

el médico que trata al paciente.

No existe consenso sobre la frecuencia con la gue se
debe realizar, las técnicas que deben ser empleadas para
detectar la recurrencia o, inciluso, el beneficio derivado de
un diagnéstico precoz de la recidiva. Cuando el enfermo no es
sequido de forma sistematica debe ser avisado de 1la
posibilidad de aparicién de sintomas y la necesidad de
consultar cuando éstos ocurran. Para poder diagnosticar una
posible recidiva en un estadio potencialmente tratable lo
indicado es seguir protocolos de seguimiento. A causa de que
la recurrencia suele aparecer en los primeros dos afics tras
la reseccidn, la vigilancia debe ser mas estrechz en ese

pericdo de tiempo.

En la siguiente tabla se expone el protocolo de

seguimiento realizado en nuestro Servicio para los enfermos

operados de carcinoma colorrectal con intencién curativa.
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Tabla V: Protocolo de seguimiento del cancer colorrectal

1 X Xr X*
3 meses X X

6 meses X X X X
9 meses X

12 meses X X X X
18 meses X X

24 meses X X X X
30 meses X X

36 meses X X X X
42 meses X X

48 meses X X X X
54 meses X X

60 meses X X X X

*: CEA, CA 19-9, CA 50 y TPA.
Xr: en tumores rectales.
X*: si no se realizd preoperatoriamente.

A partir del guinto afio se realiza exploracién,
analitica, determinacidén de marcadores y ecografia abdominal
anualmente y cada dos afios CT abdominal, colonoscopia y Rx de

térax.

El mayor incremento en la supervivencia se consigue con
la deteccidén precoz de la enfermedad primaria. Para ello es

importante estudiar la enfermedad en los familiares de primer
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grado puesto que estd descrito que tienen una incidencia
mayor de padecer la enfermedad. Asi mismo sSe describen
alteraciones genéticas que pueden ser transmitidas de forma

familiar y que pueden ser causa del cancer colorrectal.

Con las técnicas de biologia molecular se pueden
identificar los individuos peortadores de una enfermedad
hereditaria, como la poliposis familiar adenomatosa y el
sindrome de Lynch, y se pueden tratar de forma profilactica
realizandose colectomias cuando comienza a desarroliarse la

enfermedad, y antes de que aparezca el carcinoma.

El paso futuro serd detectar aquellas alteraciones
genéticas que ocasionan el cancer de colon esporéadico vy
aguellas gque hacen que un tumor sea mas agresivo y con mayor
capacidad de metastatizar, de forma que los enfermos en los
gque se detecten estas alteraciones seran seguides de una
forma m&s estrecha y recibirédn un tratamiento coadyuvante mas
intenso, con el fin de prolongar su intervalo libre de

enfermedad y su supervivencia global.

2.8. FACTORES ETIOLOGICOS:

La diferente distribucién del cancer colorrectal en los
diferentes paises se supone debida a una serie de factores

ambientales, puesto que cuando emigran de poblaciones de baja
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incidencia a otras de alta, se ven afectados por un mayor

riesgc de padecer la enfermedad.

2.8.1. FACTORES DIETETICOS:

-~ Fibra: La baja ingesta de fibra en la dieta se
relaciona con mayor riesgo de padecer cancer colorrectal en
los paises desarrollados. Una alta ingesta produce una
reduccidn del tiempo del transito intestinal, por lo que se
reduce la exposicidn de la mucosa a potenciales carcindgenos.
Asimismo, la posibilidad de gque las bacterias intestinales
produzcan carcinomas estd disminuida, por un efecto de
dilucién de las mismas al ser la heces de mayor volumen®®® .,
Sin embargo, cuando se estudia el factor de proteccidn de la
fibra sobre cancer inducido experimentalmente, no se

#%  la ingesta de fibra es una idea

demuestra este efecto
atractiva y estd apoyada por ciertas evidencias, pero hay

pocas pruebas cientificas para demostrar estos hallazgos.

-~ Grasas Animales: La alta ingesta de este tipo de
nutrientes se correlaciona con una mayor incidencia de cancer
colorrectal. La implicacién de la grasa parece debida a que
favorece el desarrollc de una flora bacteriana con
microorganismos capaces de degradar las sales biliares a
carcinégenos. Asimismo esta dieta produce una mayor excrecién

de sales biliareg*® 1",
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-—- Otros Yactores Dietéticos: relacionados con mayor
riesgo son una ingesta baja de vegetales, exceso de alcchol,
alta toma de azucar, dieta depleccionada de potasio y baja

toma de calcic.

2.8.2. ACIDOS BILIARES:

Estos acidos pueden tener un efecto tédxico directo sobre
la mucosa. El1 A&cido deoxicdlico y el 1litocdlico se han
demostrado carcinogénicos. Se han encontrado receptores para
el Acido decoxicbdélico en un  tercio de los  tumores

(191
r

colorrectales asi como  receptores para el &cido

litocodlico™™ . Su efecto sobre la mucosa parece depender de
la cantidad de calcio presente en 1la dieta. Los Acidos
biliares vy las grasas pueden ser téxicos por @ ser
secuestradores del calcio. Las dietas pobres en calcio
producen una descamacidén y proliferacién celular y en estas
circunstancias los acidos biliares que no se hayan unidos al
calcio estan libres para causar una alteracidén en el ADN

celular, pudiendo provocar cambics neoplasicos® 1079,

2.8.3. COLECISTECTOMIA PREVIA:

Aungue no existen datos concluyentes, la cirugia biliar
puede aumentar el riesgo de padecer cancer colorrectal, mas

frecuentemente del colon derecho, en aquellos pacientes
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mayores de 60 afos, con un periode de latencia tras 1la

cirugla de al menos diez afios.

2.8.4. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS:

Los enfermos con colitis ulcerosa tienen un mayor riesgo
de padecer cancer colorrectal. Este riesge difiere segun los
estudios. Se ha estimado gque la incidencia acumulada de
cancer colorrectal en estos enfermos es de hasta el 35% a los
25 afios de aparecer los sintomas y aumenta hasta un 45%

cuando la enfermedad debuta antes de los 25 afiog?%,

La incidencia de céncer colorrectal en pacientes con
enfermedad de Crohn no es tan conoclda, aungue se estima que
tienen un riesgo de padecer cancer colorrectal 4 a 6 veces

mas elevado qgue en la poblacidn general.

La infeccidn por Schistosoma japonicum puede dar lugar a
carcinoma de colon en aquellos paises donde es endémico®®,
Otras enfermedades como diverticulosis o) granulomas

atebianos, tuberculoscs o sifiliticos no se han relacionado

con mayor incidencia de cancer,

2.8.5. RADIACION:

Aquellos pacientes que han sufrido radiacién pélvica

tienen de una a ocho veces mayor riesgo de padecer cancer
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colorrectal ™. E1 58% de estos tumores eran carcinomas
coloides, y este es un porcentaje significativamente mayor
que en los no irradiados. El periodo de latencia entre la
radioterapia y la aparicidén del tumor es al menos de diez

afios .

2.8.6. SECUENCIA ADENOMA-CARCINOMA:

La relacién entre la presencia de adenomas y la
posibilidad de desarrollarse un carcinoma en el colon esta
demostrada en la clinica y se aprecia de una forma clara en

las enfermedades polipdsicas hereditarias.,

La nomenclatura en relacidn con los adenomas ha sido
confusa en el pasado, principalmente porque los patdlogos y
los cirujanos los han clasificado de forma diferente., Para
eliminar esta confusidén terminolégica la OMS recomendé una

basada en la histologia‘*®:

1. Adenoma ftubular: Macroscdpicamente es pequefio, esférico y
pediculade. Su tamafio oscila entre 1lmm. y 5 cm. de
didmetro. Menos frecuentemente son pdlipos sésiles. Su
color es ligeramente més oscuro que el de la mucosa que
los circunda debido a pequefias hemorragias que
frecuentemente ocurren por pequefios traumas.

Microscédpicamente consisten en tiabulos epiteliales
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separados por lamina propia normal con crecimiento y ramas

horizontales a la muscularis mucosae?®,

2. RAdenoma velloso: Su tamafic suele ser grande y de aspecto
gsésil. Su consistencia es blanda vy sus bordes mal
definidos. Frecuentemente se extienden sobre una
considerable Area de pared intestinal. Su color es mas
oscuro qgue la mucosa de alrededor por las mismas razones
que los adenomas tubulares. Histoldgicamente consiste en
un corazén central de tejido conective gue forma numerocsas
ramas de vellosidades. Las células epiteliales que cubren
las vellosidades vy constituyen su superficie crecen

verticalmente hacia la luz del intestino.

3. Adenomas tubulo-vellosos: Es una forma intermedia de
adenoma que tiene elementos del patrdn tubular y del

velloso en diferentes grados.

Los adenomas heoplasicos verdaderos del colon suelen
malignizar con una frecuencia variables segin se describan
series de adenomas resecados endoscépicamente,
quirurgicamente o sean series de autopsias. Esta diferencia

estd determinada por el tamafioc del pdélipo!®*7%-14®

. Los pélipos
mencores de 1 c¢m. de diémetro no suelen tener focos de

degeneracién neopléasica.
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En una serie de 1856 pdlipos descrita en 1958 se

16}

encontré un porcentaje de cancer de 6.3%° En una serie de

o (153)

Muto y cols. de 1985 el porcentaje es de 8%

La posibilidad de degeneracién es la misma para los tres
tipos de adenomas. Clésicamente se ha descrito gue los
adenomas vellosos malignizan con mayor frecuencia, sin
embargo esto es debido a qgue alcanzan un mayor tamafio. La
formacidon del cancer depende, pues, del tamafic del pdélipo, no
del tipo histolégico. En la tabla VI se representa la
relacidon de. la degeneracidén tumoral con respecto al tamafio y

al tipo histolégico.

Tabla VI: Relacién entre la degeneracion carcinomatosa y el tamafio y el tipo histologico de
los pélipos.

7 2om. (%)

Polipo Tubular 76.6 19 37
Céncer SRS T B (¢ 34.7
Polipo Téb.velloso | 247 4638 285
Cancer 3.9 74 45
; ~ PdlipoVelloso | 14 25 T 60
i Cancer 9.5 103 | s
i ; i
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Aungue se reseguen los poélipos cuando el foco de
degeneracidn es muy peguefio, siempre existe riesgo de
extensidén tumoral en el momento de la extirpacidn. E1 10% de
los pédlipos resecados por endoscopla tilenen extensidn
linfatica en el momento de la reseccidén, En los velleosos
malignizados y resecados quirurgicamente este porcentaje

ascilende al 25%.

2.8.7. OTROS FACTORES:

* Cuando se realiza una derivacidn urinaria al colon
puede aparecer un céncer en el segmento de colon utilizado.
La localizacibn es invariablemente alrededor de la
anastomosis vy el tiempo de latencia es no mencr de veinte

~ 83,105,144,195,202, 7
afiog (83,105, 144,195, 202,215)

* Cirugia gastrica: Diversos estudios retrospectivos han
identificado un aumento de la mortalidad por céncer de colon
después de cirugia por tlcera péptica, aungue esta asociacidén
es controvertida®**” . E1 riesgo general tras cirugia
gastrica se dobla con respecto a sanos, pero difiere segln el
tipo de técnica guirdrgica. Un andlisis realizado en este
sentido refleja un riesgo 9.5 veces mayor en las mujeres
tratadas con gastrectomia Billroth I y una mortalidad B8 veces
mayor en mujeres con Ulcera duodenal tratadas con vagotomia y

(35)

pilloroplastia . Este riesgo puede ser debido a un cambio en

el metabolismoc de los Acidos biliares, Los enfermos
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vagotomizados desarrollan significativamente mas adenomas vy
carcinomas colorrectales que la poblacidén centrol, y esto
parece debido a un aumentc de los acidos deoxicolico vy

litocolico en la bilis de estos pacientes®!.

* Factores genéticos: existen unas enfermedades
hereditarias gque en su evolucidn desencadenan ia aparicidn
del céancer colorrectal. Asimismo se estan realizando estudios
de biologia molecular en cancer de colon y recto esporadicos
que estan permitiendo conocer una serie de genes implicados

en la aparicidén de este tipo de tumoraciones.

2.9. GENETICA DEL CANCER COLORRECTAL:

2.9.1. PREDISPOSICION HEREDITARIA:

El céancer colorrectal sigue siendo un enigma en su
etiologia. Durante afics se ha postulado su relacién con la
edad, la dieta y una predisposicién genética. Se estima que
el 5y el 10% de todos los canceres colorrectales tienen una

predisposicién hereditaria®®,

habiéndose descrito varios
sindromes polipésicos hereditarios. lLa clasificacién de estos
sindromes realizada por Morson en 19627 ge encuentra

resumida en la tabla VII.
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Tabla VII

Clasificacion de fos Sindromes Poliposicos

Neoplasicos
Poliposis Familiar Adenomatosa
Sindrome de Gardner
Sindrome de Turcot
Polipos Linfosarcomatosos
Pélipos Leucémicos

Inflamatorios
Colitis Ulcerosa
Enfermedad de Crohn
Otros

Hamartomatosos
Poliposis Colonica Juvenil
Sindrome de Peutz-Jeghers
Polipos Neurofibromatosos
Sindrome de Rubalcaba-Myrthe-Smith
Polipos Lipomatosos
Sindrome Cronkhite-Canada
Enfermedad de Cowden

Inclasificados
Pélipos Metaplasicos
Neumatosis Quistica Intestinal
Ademas de las enfermedades que cursan con pdlipos se han

descritc otras patologias hereditarias en cuyo curso se

desarrclla el céncer colorrectal.

Los canceres de colon hereditarios con mas incidencia se

encuentran englobados principalmente en:

- Poliposis Familiar Adenomatosa (FAP)
~ Sindrome de Lynch o cancer colorrectal hereditario no
polipésico (HNPCC). En este sindrome se describen dos formas

de presentacidn:

Introdiceion - 49



* Sindrome de Lynch T

* Sindrome de Lynch IT

la FAP y sus variantes, el sindrome de Gardner y el
sindrome de Turcot, son las enfermedades polipbdsicas mas
importantes desde el punto de vista del cirujano, puesto que
una intervencién guirGrgica temprana es crucial para prevenir

la transformacidén maligna.

La FAP es una enfermedad hereditaria con transmisidn
autosémica dominante, que presenta una penetrancia casi
completa y ocurre con una frecuencia de 1:7000 a 1:10.000
nacimientos®', se caracteriza por la presencia de
abundantes pdlipos (mds de cien) en el colon y recto que, en
su evolucidn, invariablemente malignizan y desarrcllan un
cadncer colorrectal normalmente antes de 1os 40 afios de edad
si no se ha realizade la colectomia. Dos c¢asos clinicos
comunicados a mediados del siglo XIX son probablemente las
primeras descripciones de este sindrome {Corvisart, 1847;

Chargelaigue, 1859) %%,

La etioclogia de 1la poliposis familiar adenomatosa
actualmente se encuentra bien determinada. Se origina por una
alteracidon genética en un gen supresor de tumoracién (gen
APC) 1lccalizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5g21)

113:223) " Hasta el 40% de los casos son nuevas mutaciones®¥ . La
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presencia de esta alteracidn puede determinar aquellos
individuos gque en el futurc desarrollaran la enfermedad, asi
como su ausencia caracteriza a los familiares sanos. La
deteccidn de esta alteracidén permite un seguimiento, un
diagnéstico y un tratamiento precoz de la enfermedad,

mejorando por tanto su supervivencia.

Aunque el numero de pdlipos debe ser mayor de cien para
poder diagnosticar clinicamente la enfermedad, puede haber
una considerable variacidn de caso a caso. Busgsey encontrd un

1¥7 . Los pbdlipos

rango de 157 a 3673 con una media de 98
también varian en tamafio, pero sdélc el 1% de ellos sobrepasa
el centimetro de didmetro. El tipo de pdlipo es tante sesil

como pediculado, y también se encuentra variacidén en la edad

de aparicién.

La distribucién de los pdlipos suele afectar a todo el
cclon; sin embarge, existe una predileccidn por la afectacidn
izquierda. Histolbégicamente los pélipos adenonatosos
descritos en este sindrome son iguales a aquellos vistos en
los pacientes sin poliposis. Frecuentemente el desarrollo de
sintomas sugiere que la transformacién maligna se ha
producido. Esta transformacidén puede ser Gnica o miltiple. En
un andlisis de 151 piezas quirtrgicas el 47.5% de ellas
tenian miltiples canceres, hallandose un paciente con siete

focos®?,
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La presencia de otros pdlipos en el resto del tracto
digestivo es menos frecuente, En el estdmago se han descrito

Y 9
adenomas en el B8.4% de los enfermos‘ &7,

sin embargo
estudios realizados en Japdén elevan la cifra al 36%(%200210
Los adenomas ducdenales parecen ser mas frecuentes qgue los
gastricos y distribuidos de una forma méas uniforme segin los
diferentes estudios realizados en diversas partes del mundo.
La incidencia descrita segun las series es del €1% al 100%
{26,97,156,159,203) 14 transformacién maligna de estos pélipos, sin
embargo, es desconocida, aunque existen evidencias, sobre
todo en el ducdeno, de gue puede ocurrir malignizacidn.

Pueden presentarse pdlipos en yeyuno e 1ileon, perc su

incidencia por el momento no es conocida.

El sindrome de Gardner actualmente no es considerado
come una entidad independiente, sinc como un grupo de
pacientes dentrc del espectro de la poliposis familiar
adenomatosa. Este sindrome se describe cuando, ademas de las
lesiones intestinales, aparecen asociadas lesiones cutaneas,
osteomas o tumores desmoides. Las lesiones cutdneas son
quistes epidermoides que se Ilcocalizan fundamentalmente en
cabeza, cuellc y brazos, pero pueden aparecer en el resto del
cuerpo'*”. La localizacién clasica de los osteomas es en
mandibula vy maxilar®?. El hallazgo mas comun es un
engrosamiento de la corteza Osea. Los tumores desmoides

ocurren mas frecuentemente en la pared abdominal, pero pueden

ger encontrados dentro del abdomen y la pelvis. Estos tumores
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se desarrollan con frecuencia antes de la enfermedad
pelipGsica, Se ha descrito gque la incidencia de tumores

2%(22,28,182)‘ Desde

desmoides en FAP oscila entre el 4% y el 1
que se conoce la asociacidén entre estos tumores vy la
aparicion de pélipos, todo enfermo en el gue se diagnostiguen

tumores desmoides deben ser invesf{igados para FAP.

El sindrome de Turcot fue descrito por Turcot en 1959
%% ¢ describe a la poliposis familiar asociada a tumores del
sistema nervioso central. Parece ser una identidad
independiente, inclusc los patrones de herencia difieren de
los de 1la FAP. Frecuentemente, puede ser saltada una
generacidén. BAlguncos autores han descrito la aparicidén de

sintomas neuroldgicos antes del desarrollo de los polipos™®.

Se han referido otras patcloglas asociadas a FAP, tales
como: enfermedades malignas periampulares, cancer de via
bhiliar, carcinoma tiroideo, anormalidades dentales,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentado de la retina y

otras.

En el sindrome de Lynch la aparicién del cancer se
produce en un c¢olon gue no presenta poliposis y  su
diagnéstico se basa en la incidencia familiar de la
enfermedad"*™%?'; los criterios clinicos establecidos por el
Grupo Colaborativo Internacional en HNPCC (Criterios de

Bnsterdam, 1991)%%2°" s5o0n los siguientes:
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- Al menos tres familiares deben haber padecido un
cancer colorrectal.

- Dos de ellos deben ser de primer grado.

- Deben estar afectadas dos generaciones sucesivas.

~ Al menos en un individuo de la familia, la aparicidn
del céncer debe haber sucedido antes de los 50 afios de
edad.

- No debe tratarse de una FAP.

- La presencia de otros adenocarcinomas define el
sindrome de Lynch II. Los tumores asociados suelen ser

endometriales, ovaricos y gastricos.

I localizacién de estos tumores es frecuentemente
proximal y se asociah a un mejor prondstico, 1o gque establece
un comportamiento diferente del sindrome de Lynch con

respecto a los canceres colorrectales esporadicos.

La existencia de formas  Thereditarias de céncer
colorrectal, asi como una mayor incidencia de historia
familiar en estos enfermos, ha hecho suponer gue existe un
defecto genetico causante del mismo, por lo que desde gue se
desarrolld la biclogia molecular en la década de los 70 se ha
dedicado un gran esfuerzo a la investigacidén a este tipo de
tumores. Asimismo la presentacidn del cancer esporadico se ha
supuesto relacionada con la presencia previa de adencomas, de
forma que en la mucosa normal del colon se producen adenomas

que crecen hacia la luz. De estos no todos progresan hacia
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carcinoma, per¢ se piensa que todos los tumcres provienen de

adenomas preexistentes que malignizan.

La alta prevalencia, la variacién de incidencia entre
poblaciones, la presencia de enfermedades genéticas due
cursan con esta enfermedad, la secuencia adenocma-carcinoma y
el facil acceso al estudio del c¢olon, han hechc de esta
patologia un buen modelo para el anadlisis genético,
habiéndose producido importantes avances en estos Ultimos 10
afios sobre las alteraciones genéticas que presentan, Asi, se
han analizado oncogenes, genes supresores de tumoracibdn, vy
ultimamente genes implicados en la correccidn de errores
replicativos del ADN que presentan alteraciones en esta

enfermedad.

2.9.2, GENES TUMORALES:

2,9.2.1 ONCOGENES:

Una caracteristica fundamental de las células cancerosas
es que cuando se dividen ambas células hijas resultantes son
cancerosas. Incluso muchos tumores pueden ser clonados a
partir de una sola célula que se divide indefinidamente para
producir un tumor. Esta relacién genética sugiere que el
fenotipo de la enfermedad estd determinado genéticamente vy
esta codificado por el ADN de la célula tumoral. Todos

aquellos agentes que producen tumores en animales de
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experimentacidén son mutdgenos y actuan dafiando el ADN

celular.

El descubrimiento de que ciertos virus, cuando se
inoculan a animales producen tumores, simplificdé las ideas
scbre el cancer, puesto que en algin lugar del genoma viral
deberia estar la instruccidén genética que diera a la célula
normal capacidades multiplicativas, caracteristicas de las

c¢élulas tumorales.

Los virus tumorales pueden ser de dos tipos segln sea su
genoma ADN o ARN. Invariablemente, la transformacién esta
asociada con la integracién del genoma viral en la célula del
huésped. Los wvirus tumorales transportan unos elementos
geneéticos llamados oncogenes, Jque son responsables de su

capacidad para transformar las células.

Las investigaciones sobre los virus ARN, o retrovirus,
produjeron el importante descubrimiento de gue sus oncogenes
provenian de células cuyo material genético es ADN. Durante
sus ciclos de infeccidn estos virus capturaban gJgenes
celulares del huésped que les proporcionaban propiedades de
transformacidn celular. La demostracidén de que los oncogenes
retrovirales en su origen proceden de c¢élulas eucariotas,
proviene de los estudios del virus originalmente descubierto

por Peyton Rous (virus del sarcoma de Rous). El virus
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transporta un locus genético especifice llamado src,

responsable de su habilidad para transformar células‘*'®.

El oncogén src integrade en el virus del sarcoma de Rous
se deriva de un gen celular normal , capturado e incorporado
al genoma virico. Sorprendentemente la mayoria de 1los
oncogenes virales tienen una contrapartida celular (proto-
oncogenes), es decir aparecen en las células de los
organismos superiores desempefando funciones normales de la
célula., En determinadas condiciones el proto-oncogén sufre
una alteracidén y origina un oncogén, es lo que se denomina
activacidén oncogénica. La generacidén de un oncogén representa
la ganancia de una funcidén, por expresarse una célula en la

que no lo hacia ¢ por sobreexpresarse.

Mas de 25 proto-oncogenes, han sido incorporados por
retrovirus y empleados como oncogenes. S5e ha establecido una
nomenclatura poer convenio para determinar 1los oncogenes. La
forma viral es dencominada con el prefijo “v” y el gen celular
con el prefijo “¢”. Aunque los retrovirus de esta clase no
parecen estar implicados en los cénceres humanos, estudios
sobre es tos virus han puesto de manifiesto una familia de
genes en el genoma humano que probablemente juegan un papel

directo en el desarrollo de la enfermedad.

En el contexto normal, los proto-oncogenes tienen una

funcidn importante en el control de la proliferacidén celular.
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La mayoria de estos genes codifican proteinas que participan
en la transferencia de seflales del crecimiento celular.
Algunos proto-oncogenes codifican factores de crecimiento'*?.
La activacién oncogénica produce en las células una
estimulacién autocrina para la multiplicacidén indiscriminada.
Otros proto-oncogenes producen los receptores de factores de

crecimiento y su  activacidén mantiene a la célula

constantemente activada para la replicacidn.

Una de la familias més conocida de oncogenes es 1la de
las kinasas, encontradas en la superficie de 1la membrana
celular. La gran cantidad de proteina kinasa oncogénica
indica que la fosforilacidn residuos amincacidicos (tirosina,
serina, treonina) son sucesos criticos en el control del
crecimiento celular. La activacidén de estos oncogenes se
manifiesta por una combinacién de mecanismos, incluyendo
socbreexpresidén del producto del oncogén, mutacicnes gue
incrementan su actividad enzimdtica vy «cambios en su

localizacién celular 3%,

Una segunda clase de oncogenes con una funcidén similar
es la familia ras. Codifican G-proteinas que regulan una

variedad de vias de la sefial de transduccién.

Varias proteinas de oncogenes actuan directamente en el
nicleo celular (proteinas nucleares), donde controlan la

expresidn de genes celulares requeridos para la
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proliferacién. La visidén méds actual es que estas proteinas
son sehales celulares de transduccidén o terceros mensajeros,
gue actuan transformandoe seflales para producir la respuesta

celular.

Las principales familias de oncogenes y sus mecanismos
de actuacién en el control del crecimiento celular se

encuentran representados en la tabla VIII

Tabla VIII; Familias de oncogenes.

sis Secretada “ Factor de crecimiento (PDGF)

erbE Membrana Receptor factor crecimiento epidérmico (EGF)
trk Membrana Receptor factor crecimiento nervioso (NGF)
src Citoplasma Protein tirosin kinasa

abr Citoplasma Protein tirosin kinasa

gsp Citoplasma Subunidad o de proteina G

ras Citoplasma GTP-GDP-binding protein

jun Nugcleo Factor de transcripcién (AP-1)

tos Nucleo Factor de transcripcion (AP-1)

myc Niucleo DNA-binding protein

erbB Nicleo Miembro de la familia de receptores esteroides
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Los modelos experimentales han demostrado que el céncer
es un fenémeno de miultiples pasos. El tumor resulta de varios
sucesos independientes gque ocurren secuencialmente en una
sola célula. Un simple oncogén no puede, por si solo,
transformar c¢élulas normales. La transformacidén celular
requiere de la actuacién de, al menos, dos oncogenes: un

- : 4 . 82,112
oncogén nuclear y otre citoplasmatico® 1%,

2.9.2.2. GENES SUPRESORES DE TUMORACION:

Ciertos tumores se producen por un mecanismo diferente:
pérdida de la funcién de un gen, que se denomina gen supresor
de tumoracién. Con el reconocimiento de que el gen
responsable del retinoblastoma (Rb) era un miembro de la
familia de los genes supresores, empezd otra carrera para
clonar nuevos genes. El gen Rb manifiesta su efecto
tumorogénico cuando se pierde su funcidén. Esta es una
caracteristica diferencial de estos genes supresores respecto

a los oncogenes anteriormente expuestos.

El gen Rb fue localizade en el cromosoma 13", En 1la
mayoria de los retinoblastomas el gen estaba ausente completa
¢ parcialmente. En otros casos el gen estaba presente, pero
los andlisis moleculares revelaron mutaciones puntuales que
hacian que se produjera una proteina aberrante. Introduciendo

una copia del gen normal mediante un vector en el interior de
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una célula transformada se pueden revertir las propiedades de
crecimiento, volviendo la célula a la normalidad,
evidenciando que el gen c¢lonado tiene actividad de gen
supresor de fumoracidn.

El descubrimiento del gen p53©#*

reveld qgue existen
genes con una funcidén opuesta a los oncogenes, inhibir el
crecimiento celular. La inactivacién del gen pb3 es el
defecto genético mads cominmente detectado en los tumores. El
gen es inactivado por delecidén o mutaciones puntuales en
ciertas regiones de la secuencia. Algunas de estas mutaciones
actian como dominantes al inactivar la “wild-type” p53, lo
que produjo una confusién inicial sobre el mecanismo de
actuacidén del gen. Estas proteinas mutantes son estables, se
acumulan con niveles altos y secuestran la proteina “wild-
type” en el citoplasma, donde no puede cumplir su funcidn

supresora.

Actualmente se sabe que los genhes suprescores de
tumoracién son aguellos gque, en su estado natural, controlan
negativamente la proliferacidén celular de forma que, cuando
estan mutados o ausentes, el mecanismo de multiplicacidn
celular escapa de su control, produciéndose divisiones
celulares incontroladas, dando paso al fenémeno tumoral. La
pérdida de funcidén supresora de tumcracidédn requiere la
inactivacién de ambos alelos, usualmente por delecidn del

cromosoma, mutacién puntual, o ambos; puesto gue si existe un
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alelo normal, en general, se produce suficiente proteina para

cumplir su funcidén reguladora.

2.9.2.3 GENES IMPLICADOS EN IA REPARACION DE LOS ERRORES

REPLICATIVOS DEL ADN:

Durante la replicacién del ADN se pueden producir
errcres. Existen uncs genes encargados de mantener la
fidelidad de este ©proceso reparandce las alteraciones
producidas durante el mismo. Estos genes son 1los genes
implicados en la reparacién del ADN gque se conservan desde

las bacterias hasta los humanos.

En bacterias los errores en la replicacidén son
reconocidos por la proteina mutS en un primer paso,
dirigiendo una reaccidén reparadora hacia la nueva cadena de
ADN sintetizada. Esta reparacidn reduce la tasa de mutaciones
espontaneas. E1 homéloge humano del muatS, hMSH2 (localizado
en el brazo corto del cromosoma 2}, es el que se ha propuesto
como realizador de funciones similares de reconocimiento de
errores replicativos. La pérdida de la funcién de hMSHZ puede
resultar en la ausencia de reconocimiento de las
alteraciones, permitiendo un incremento generalizado de
nutaciones espontaneas, gque pueden visualizarse en las
expansiones y contracciones de secuencias de ADN repetido
interdisperso (microsatélites), regiones muy proclives a
errores durante la replicacidén, por deslizamiento de 1las

hélices . E] mantenimiento de los errores replicativos en las
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células tumorales se produce como consecuencia de una funcidn
inadecuada de hMSH2 y hMLHI (homdlogo de mutl, situado en el
cromosoma 3). Recientemente, se han descubierto otros genes
también implicados en la reparacidén postreplicativa de

errores: hPMS1 y hpMgz (18:120,194,180,160)

2.9.3. ESTRATEGIAS DE ANALISIS GENETICO:

Los distintos tipos de genes 1mplicados en la
carcinogériesis, producen diferentes alteraciones en el
genoma. La investigacidén de cada una de ellas requiere
diferentes estrategias. Para la mejor comprensién de los
mecanismos genéticos de produccidn del cancer se exponen los
métodos utilizados para la identificacidén de los genes

implicados en el céncer colorrectal.

2.9.3.1. ANATLISIS DE LIGAMIENTO Y ESTUDIOS DE ASOCIACION:

En las enfermedades hereditarias se pueden realizar
estudiocs de ligamientc genético. Se basan en la medida del
gradc de cosegregacidn entre determinados marcadores

genéticos vy la enfermedad en familias informativas.

En los casos en dque aparece un marcador con clara
asociacién con la aparicién de la enfermedad, éste estd muy

préximo o en el sitio del gen causante de la enfermedad. Para
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aumentar la eficacia de la técnica suelen utilizarse varios

. . . 117
marcadores de localizacioén conocida para cada gen''”.

Por los analisis de ligamiento han podido determinarse
algunos genes responsables de canceres colorrectales

hereditarios:
- gen causante de la FAP: gen APC
~ genes implicados en la reparacién post-replicativa de

errores en el ADN: hMSHZ y hMLHI1.

2.9.3.2. ANALISIS DE PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD:

Knudson en 1971 postuldé un modelo para explicar las
mutaciones gque se dan en un mismo gen, tanto en las formas
esporadicas, como hereditarias de céancer. Segin ¢l deben
darse dos sucesos independientes: primerc las células
tumorales deben perder un alelo y posteriormente sufrir una
mutacidén en el otro o perderlo., Los loci donde se dan estos
procesos codifican probablemente genes supresores, ya que la
mayoria de los loci que codifican para estos genes sufien

pérdidas scmaticas durante la tumorogénesis‘®V.

En los carcinomas hereditarios la primera mutacidn se da
en la linea germinal y la segunda en el tejido somatico. En
los cénceres esporadicos ambas alteraciones se dan en células
somaticas. Esta caracteristica ha proporcionade otro método

para determinar la localizacién de genes cuya funcién debe
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perderse para que se desarrolle el tumor: el estudio de 1la
pérdida de material genético especifica del carcinoma. Los
estudios de pérdidas de alelos requieren la identificacidén de
marcadores polimérficos especificos del locus en el ADN de
células constitutivas. La defeccidn de un sola variante del
turmor (homocigoto o heterocigoto) cuando estidn presentes las
dos formas en las células constitutivas (heterocigotas), es

indicativa de una pérdida de material genético.

Los estudios de pérdidas de heterocigosidad especificas
de determinados cromosomas en l1las células tumorales, que
afectan a determinada regidén gendmica, han permitido
confirmar la implicacidén en el cancer colorrectal de genes
que se habian localizado por andlisis de ligamiento. La
pérdida de heterocigosidad (LOH) se ha usado para detectar la
presencia de genes supresores de tumoracidédn en una gran

variedad de tumores‘®.
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2.9.3.3. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES:

Se han descrito unos genes implicados en la reparacidn
postreplicativa del ADN. Las mutaciones de estos genes

preducen una inestabilidad generalizada del genoma.

Dentro del genoma humano existen unas cortas secuencias
de bases repetidas, gue se heredan de forma mendeliana y que
se denominan microsatélites. El1 genoma humano contiene
aproximadamente 50-100.000 copias con la secuencia (dT-dG/dA-
dC)n, siendo n de 10 a 609", Por su herencia de tipo
mendeliana forman parte de lo que se conoce como ‘“huella
dactilar genética” de todos los individuos; esto ha hecho que
se puedan emplear con fines de identificacidén de personas a

(67}
7

través de una muestra biocldgica para pruebas de

paternidad®®®, en Medicina Forense, etc.

Estas secuencias se mantienen constantes en poblacién
normal y son infrecuentes las alteraciones en el tamafic de
sus alelos, Son especialmente sensibles a deslizamientos de
la ADN-pclimerasa durante la replicacién, originandose en el
ADN bucles de insercién y/o delecidn (IDL) que contienen un
ntmero de miltiplos variable de la unidad de repeticiéon'*'®,
En  ausencia de estos mecanismos de reparacibn, los
nucledétidos mal apareados que contienen los 1IDL  pueden
fijarse al genoma en la siguiente ronda replicativa

produciendo el fendmeno de inestabilidad de microsatélites
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(inserciones y deleciones cue alteran el patrén de bandas del
ADN microsatelitifero correspondiente entre tejidos sancs VY
afectados de un mismo individuo). Este tipoc de alteraciones
fue descrito por primers vez por Peinado y cols. en 1992"°% y
pueden ser utilizadas para poner de manifiesto alteraciones
en los genes implicados en los mecanismos de reparacidn

postreplicativas (hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hPMSZ).

Por otro lado, se han identificado una serie de genes
que contienen microsatélites como un componente integral de

su estructura, como el DCC, pb3 y el gen del receptor de tipo

11 del TGF-B.

2.9.4 GENES IMPLICADOS EN LA POLIPOSIS FAMILIAR ADENOMATOSA:

En los enfermos con FAP se han detectado diferentes
alteraciones genéticas que pueden ser responsables de la
enfermedad. Para intentar explicar 1la secuencia en dque
ocurren estas alteraciones genéticas en el desarrollo de 1la
enfermedad, Volgestein v cols. en 1988 propusieron un mcdelo
de carcinogénesis colorrectal mediante el cual se deben
producir una serie de alteraciones genéticas sucesivas e
independientes para desencadenar el cancer colorrectal®®™® . La
acumulacién e interaccidn de las multiples alteraciones
genéticas determinan el fenotipo y comportamiento clinico de

las células tumorales, de forma gue con las primeras
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alteraciones se forma el adenoma y a medida gque se van
sucediendo otras alteraciones aparece el carcinoma, c©on
diferente grado de agresividad seguin sus caracteristicas
genéticas. Este modelo surgid tras la observacién de que el
90% de 1los carcinomas colorrectales contienen dos © mas
alteraciones genéticas, siendo menor del 10% aquellos tumores

2 : 78
que s6lo contienen una'’®.

El modeio propuesto 1implica tanto alteraciones de
oncogenes como de genes supresores de tumoracidn, pudiendo
tratarse de mutaciones, deleciones o metilaciones, mediante
las cuales se produce una ausencia de la regulacidén de la

divisidén celular.

El esquema propuestce para la carcinogénesis colorrectal
segun la progresidén de mucosa sana a carcinoma comienza por
una mutacidén de los genes supresores de tumoracidn APC y/o
MCC, dando lugar a la formacidén de un adenoma. Cuando esta
alteracidén se produce en la linea germinal la heredan los
descendientes que desarrollaran una mucosa hiperproliferativa
produciéndose la poliposis familiar. Tras la formacidn del
adenoma se produce otra alteracidédn de un oncogén (k-ras), gue
contribuye a la progresidén del adenoma. Alteraciones en genes
localizados en los CromosSOomas 17 V' 18 confieren
caracteristicas mas invasivas produciéndose el carcinoma.
Otras alteraciones genéticas posteriores aumentan la

agresividad tumoral apareciendo el carcinoma metastéasico.
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Fig. 4: Esquema de la secuencia adenoma-carcinoma
~- El primer gen descubierto implicado en el cancer
colorrectal fue el apc”’'’, 1llamado asi por ser el
responsable de la poliposis adenomatosa del colon. Herrera y
cols. al estudiar los miembres de familias con pcliposis
familiar adenomatosa identificaron delecién intersticial en
5q, afectandc la banda 5921®%. Bn 1991 se identificé el gen

APC, gque fue localizado en esta posicidn por Bodmer y cols,.

03 1123 on Estados Unidos.

en Gran Bretafla y Leppert y cols.
Este gen codifica una proteina de 2845 aminoacidos'®” que
interactia con una beta v probablemente una alfa-catenina que
residen baic la placa de unién adherencial?’’**  Ambas
interactian con una E-cadherina, una proteina integral de
membrana <que se ha implicado en la progresidn tumoral. La
proteina APC estd en la regidén basolateral del enterocito, vy

su concentracién aumenta a medida que las células migran del

fondo de la cripta a la luz intestinal.
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Se han detectadc mutaciones del gen APC en el 67-B0% de

las poliposis familiares adenomatosas' %,

-— En la misma posicidén 5g21, muy cercano al gen APC se
ha localizado €l gen supresor MCC (mutated in colorectal

Cancer) (106,107) .

El MCC es Dbastante semejante al APC, sin
embargo, existe una diferencia clave: los individuos con una
mutaciédn hereditaria en las células germinales en APC
desarrollan cientos de pédlipos coldnicos a una edad temprana,
y posteriormente pueden desencadenar un cancer colorrectal,
mientras que no se ha encontrado ninguna mutacién del gen MCC

en la linea germinal de enfermos con poliposis familiar*".

El gen MCC no parece ser el causante del FAP, pero una
posibilidad intrigante es que las proteinas del MCC y del APC
interactilen para formar un complejo bicldégicamente activo, de
manera que la mutacidén de un gen o de los genes pudiera ser

suficiente para inactivar el complejo'’™,

-— Los oncogenes de la familia ras se han relacionado
con el céancer colorrectal, habiéndose descrito activacién de
los mismos en el 39~71% de los carcinomas y en el 42% de los

adenomasg (11 ¢

» Yelacionandose con una alteracién temprana en
la formacidén de los carcinomas vy en la secuencia adenoma-
carcinoma. Esta activacién de K-ras y N-ras en los codones
12, 13 o 61 fue descubierta en 1987 en relacién con CCR y

adenomas avanzados®®. Una elevada expresién de ras ha sido
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relacionada con un comportamiento mas agresivo del tumor y

peor prondstice .

* K- ras'”’, uno de los miembros de la familia de los
oncogenes ras, situado en el brazo corto del cromosoma 12
(12p) ¥, codifica una G-proteina de 21kD implicada en la
transmisién de las sefiales a través de la membrana celular.
La alteracidn en el gen da lugar a una imposibilidad de la

proteina de hidrolizar GTP a GDP¥¥,

y, como GTP-ras es la
forma activa de la proteina, esto produce una estimulacidn
continua de la replicacidn celular. La mutacidén en K-ras
aparece como una simple sustitucién de un amincacido en los
codones 12, 13 o 61 del gen®®" ', las mutaciones en el codén
13 se han relacionado c¢on mutacicones mas débilmente

(15}
r

transformantes y las producidas en el 12 como més

agresivas'® ', Sin embargo en un estudio realizado para
determinar la supervivencia tras resecciones de metdstasis
hepaticas, no se ha podido demostrar esta relacidn, viéndose
gue ni la presencia de mutacidén K-ras, ni el cambio preciso
de un nucledtide son predictivos de menor agresividad
tumoral, no pudiendo, por tanto, ser utilizado como factor

prondstico't®,

* Dentro de la familia ras existe otro oncogén
relacionado con la génesis del céncer colorrectal, es el N-

ras situado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p)‘*®.
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* En el cancer colorrectal también parece estar alterado
el oncogén e-myc situado en el cromosoma 8", que codifica

L% que es inducida

una fosfoproteina celular de 62 ka“*
durante la proliferacidén celular. Varios grupos han descrito
una elevaclidn en los valores de RNA de c-myc en el 60-70% de

(56, 62)

los carcinomas MNiveles similares han sideo descritos en

los adenomas y se ha propuesto gue puede ser unc de los pasos

de la secuencia adenoma-carcinoma®’,

Aungque en algunos casos
esto sdlo podria ser un indicio del scobrecrecimiento celular
en comparacién con la mucosa normal, la sobreexpresitdn

genuina del gen parece ocurrir en una proporcién de los

casos.

* Menos frecuentemente se han observado alterados: c-sre

(62%), c-myb (9%) y c~erxbB-2 (4%) %PV,

-- El gen pb3 estd situado en el brazo corto del

> demostraron

cromosoma 17 {(17pl3pl2). En 1989 Barker y coils.'
que delecicnes en el brazo corto de un cromosoma 17 se
relacionaban con mutaciones en el alelo pb3 en el cromosoma
homéloge. El gen pb3 codifica una fosfoproteina celular de
53.000 Daltons'®™. El 95% de los canceres colorrectales con
pérdida de hetercocigeosidad en 17p contiene una mutacién
puntual. El WTp53 (wild type) forma un homodimero®? que se
une a secuencias de ADN especificas y parece actuar por

inhibicidén de la progresidén del ciclo celular. Este efecto se

pierde con una simple mutacién puntual en regiones altamente
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conservadas del gen pb3 vy el efecto es tipo-celular

especifico'™.

Las mutaciones producen un aumento de la vida media de
la proteina, que puede ser detectada inmunohistoquimicamente
en el niuclec de las células tumorales, observandose una
sobreexpresidén de la proteina nuclear pd3 en el 42-67% de los
canceres colorrectales, mientras que no se detecta en la

mucosa normal e

Recientes investigaciones parecen demostrar que este gen
presenta caracteristicas diferenciales con respectc a otros
genes suprescores de tumoracidén. Es probable que la proteina
p53 mutada se una al tipo WIp53 secuestrandola en un

oligomero biolégicamente inactivo™?,

Consecuentemente, para
producir ei efecto fenotipico sdlo es necesaria la mutacidn
de uno de los alelos del gen. Se ha relacionado 1a pérdida de

heterocigosidad del brazoe corto del cromoscoma 17 con uhna

menor supervivencia‘'®,

-— DCC (deleted in colorectal cancer): Este gen situado
en el brazo largo del cromosoma 18 (18Bg2l) fue identificado
en 1989. Codifica una proteina de aproximadamente 190.000
Daltons!® con una secuencia de aminodcidos homéloga a una
molécula de adhesidén de las células neurales®™, lo que

sugilere que el gen DCC tiene un papel en la interaccién
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célula-célula. Las alteraciones producidas a este nivel
pueden desencadenar una pérdida del control del crecimientoc
celular y puede ser, por tante, responsable de la alteracidn
en la adhesién celular, invasidén, motilidad vy capacidad
metastésica observadas en las células de los Ultimos estadios
de la tumorogénesis colorrectal. En estudios realizados en

lineas celulares epiteliales de rata se ha observado gue el
transforming growth factor B (TGF-B) produce una inhibicién

del crecimiento®, sin embargo las células tumorales son

{89}

resistentes a esta inhibicién Este efecto inhibitorio

¢, La reintroduccién

puede estar mediado por moléculas DC
del cromoscma 18 en estas lineas celulares produce un aumento
del efecto inhibitorio del crecimiento en 1las células de

U4 La disminucién de la inhibicién es un

cancer de colon
suceso importante en la pérdida de control del crecimiento

celular.

La presencia de delecilones en las fases avanzadas de la
carcinogénesis y el hecho de gue el gen DCC esté relacionado
con la codificacidn de una proteina de adhesién celular,
hacen suponer que su alteracién conlleva una mayor
agresividad del cancer colorrectal con la produccién de

metastasis a distancia® .
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2.9.5. GENES IMPLICADOS EN LOS SINDROMES DE CANCER

COLORRECTAL NO POLIPOSICOS (ENPCC)

Se han identificado cuatro genes cuya alteracidn parece
ser responsable del desarrcllo del HNPCC. Estos encargados de
la reparacidén del ADN aparecen implicados en, al menos, la
mitad de las series descritas de esta enfermedad. Las
estimaciones actuales sugieren gue el gen hMSHZ (2pl6)esta
afectado =n el 50% de los canceres, hMLH]1 (3p21-23}) en el

30%, hPMS1 (2g31-33) en el 5% y el hPMS2Z (7p) en el 5%

{18,463, 154,160}

Estas mutaciones se relacionan con el fenotipo de 1la
enfermedad en familias afectadas produciendo una herencia
dominante con alta penetrancia. Aunque la existencia de una
mutacidn puntual es un prerrequisito en estos individuos, la
gran variabilidad en la edad de aparicién y la aparicidén de
ftumores en diferentes 6rgancos sugieren que la mutacidn en la

linea germinal no es suficiente para la iniciacién del tumor.

Las alteraciones de estos genes se detectan por la
aparicidén de errores en la replicacién (RER) en el genoma de
las células tumorales, apareciendo el fenotipo RER+ en estos

canceres.

No se han detectado LOH del gen hMSH2, sin embargo la

LOH de los marcadores del cromosoma 3 es un suceso comin en
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los tumores derivados de familias en las que la
susceptibilidad al cancer es producida por mutaciones en
hMLH1, localizado en el cromosoma 3, por 1o gue este gen se
comporta en cuanto a su mode de acciédn come los genes

supresores de tumoracién®®.

2.9.6. GENES IMPLICADOS EN EL CANCER COLORRECTAL ESPORADICO:

Los g¢genes que se saben implicados en cénceres
colorrectales hereditarios han sido analizados en algunas
series de tumores esporédicos. Asi se han demostrado
alteraciones de todos los genes expuestos anteriomente en

estos canceres, con una frecuencia variable.

La implicacién real de cada gen en la aparicién de los
tumores esporadicos no es bien conocida, no existiendo
pruebas claras que hayan identificado la causa genética del
cancer no hereditario, de la forma indiscutible que se ha

conseguido para ios de incidencia familiar,

El caéancer de colon esporddico es definido como el que
aparece en un individuo sin historia de enfermedad en
familiares de primer grado vy sin evidencia de cancer
hereditario. Este grupo 1incluye aquellos con factores de
susceptibilidad hereditaria, tales como nuevas mutaciones,

aquellos con una historia familiar falsamente negativa, vy
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aquellos donde sucesos (como una muerte precoz) han prevenido
el desarrollo del cancer en sus familiares. Por ellc este
grupce de cancer esporadico es muy hetercgéneo haciendo
dificil sacar conclusiones claras de los estudios genéticos,

realizados hasta el momento.

Los genes que se han detectado alterados en estos

tumores son:

1. APC: Se han detectado LOH en el 20-40% de los céanceres

{183}

esporadicos y mutaciones hasta en el 60% de los

mismos 18,

2. ras: Existe una activacidén del oncogén ki-ras en el 40-50%
de los tumores ., Otros oncogenes implicados son c-myc, ©-

src, c-myb y c-erbB-2Z.

3, MCC: El 50% de los canceres tienen deleciones envelviendo

este gen,

4. p53: Se han detectado deleciones de 17p en 6-25% de los
adenomas colénicos y en 75% de los carcinomas®™®?2°® El tipo
de mutacién de pbh3 en algunos ftumcres humanos ha sgido
asociado con factores ambientales (88,167). A favor de esta
relacién en el céancer colorrectal se encuentra el hecho de

que las deleciones del gen son casi universales en los
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(102)
¥

canceres situados en el colon izquierdo que es la

. .. . . . 20
localizacién mas influenciada por ellos™”.

5. DCC: Se han observado deleciones en el 73% de los cénceres

v en el 11% de los adenomas‘*®.

6. Fenotipo RER+: Inestabilidad gendmica estd presente en el
16.5-28% de los tumores colorrectales estudiados y se asocia

128,193} Asi

mas frecuentemente a los de localizacién proximal'
mismo parecen estar relacionados con una mayor supervivencia,
aunque por los tamafics de las muestras no se consigue una
significacién estadistica. Los errores en la replicacidn se
han demostrado gque ocurren en estadios temprancos de la
oncogénesis colorrectal, tanto en estudics “in vitro”, como
“in vivo”™V. Los fenotipos RER+ indican una alteracién de

los genes hMSH2(®H120/16L.163) o pMrp] 8125189 dppiicados en la

reparacidén de ADN.
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3. PACIENTES Y METODO



3.1. PACIENTES INCLUIDOS EN EI ESTUDIO

En este estudio se han analizado un total de 100
tumores colorrectales esporadicos. Todos ellos corresponden
a enfermos con adencocarcinomas colorrectales diagnosticados
y tratados de forma correlativa en el Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario
de Getafe desde Febrerc 1992 hasta Diciembre 1993, tanto de
forma electiva, como urgente. Los criterios de exclusidén

han sido los siguientes:

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Tumores cclorrectales no adenomatosos.

~ Poliposis Familiar Adenomatosa.

- Tratamiento adyuvante previo.

- Pacientes con otro tipo de tumoracién previa o

sincrénica.

Tras el estudio anatomo-patoldégico se han excluido 2
de ellos por no tratarse de adenocarcinomas,
correspondiendo a una Enfermedad Crohn Yy una
Diverticulitis., Otros dos se han excluido por problemas con
la técnica de extraccidédn del ADN tumoral. Por todo ello,

por lo que el estudio de inestabilidad (RER) y pérdida de

Pacientes y Método - 79



heterocigosidad (LOH) de microsatélites y su analisis

estadistico se ha realizado a 96 pacientes.

El ADN analizado se obtuvo de tumores de pacientes
afectados (T) usando como contrel ADN de mucosa coldonica
normal (N} vy leucocitos de sangre periférica (8). La
muestra tumoral se tomd de la pieza quirdrgica en el mismo
quirdfano inmediatamente de la extraccién de la pieza. La
mucosa normal fue sacada de la misma pieza quirirgica en el
extremo mas distal a 1la tumoracidén vy con material
gquirGrgico diferente. Ambas piezas se introdujeron en una
solucidén antibidtica para su conservacidén durante el
transporte. La sangre se extrajo en la induccidn anestésica
(paciente no transfundideo) y se conservd en tubos de ensayo

con heparina de litio.

3.2. AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO

3.2.1. AISLAMIENTO DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

La obtencién de ADN gendmico humano se reallzé a
partir de muestras de 10-20 ml de sangre heparinizada. Para
la extraccidn de suero sanguineo se hizo una centrifugacién
a 1700g durante 15 minutos a 4°C. A continuacidén se afiadid
suerc fisiolbégico y se volvié a centrifugar con las mismas

condiciones.
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Posteriormente se realizd la rotura y eliminacién de
hematies y la recogida de glébulos blancos, para lc cual se
llevé a cabo una agitacién y lavados con agua bidestilada

segulidos de posteriores centrifugaciones.

A continuacién se procedid a la extraccién de
proteinas. Se incubaron los leucocitos aislados en tampén
de extraccidén de ADN I (Tris 20 mM pH 8,0 / MgCls 5 mM) en
hielo durante 10 minutos y se volvié a centrifugar a 3000g.
Se incubaron los leucocitos con tampdn de extraccién de ADN

IT (10mM de Tris~-ClH (pH 8,0) / 100mM EDTA (pH 8,0) /20

ug/ml RNAsa libre de DNAsa / 0.5% SDS) durante 1 hora a

37°C. Se afadi¢é Proteinasa K (100 ug/ml) y se incubaron

durante 12-16 horas.

A continuacidén se realizé la extraccién fendlica con
sucesivos lavados con fenol, fenol-cloroformo-iscamilico
(25:24:1) y cloroformo-iscamilico (24:1). El ADN extraido
se precipitd con 0.2 volUmenes de acetato aménico 10M Yy 2
volumenes de etanol absoluto. Tras dos lavados con etanol

al 70% se resuspendidé en T.E. pH 8.0.

Las estimaciones de la concentracién y pureza el ADN

obtenido se han realizado mediante espectrofotometria.
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3.2.2. AISLAMIENTO DE ADN A PARTIR DE TEJIDO

Se corté el tejido finamente «con  bisturi vy a
continuacidén se procedié a su total disgregacién afiadiendo
nitrégeno liquido y macerando hasta pulverizar el tejido,
Se afiadidé a continuacidn 10 volumenes de Tampdn de

extraccidén de ADN II.

A partir de agui el protocolo es comin al seguido para

el aislamiento a partir de sangre periférica.
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3.3. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

3.3.1. AMPLIFICACION MEDIANTE PCR DE LOS MICROSATELITES

En este trabajo hemos analizado c¢inco loci no
relacionados que contienen secuencias de dinucleétidos
repetidos (microsatélites) gque  representan diferentes
cromosomas para detectar 1inestabilidad gendmica en los

individuos analizados.
Los microsatélites estudiados han sido:

- AFM093xh3 localizado en el cromosoma 2 (D2S123)
- Mfd27 localizadc en el cromosoma 5 (D5S107)

- p53 localizade en el cromosoma 17 (TP53)

- Mfd152 localizado en el cromosoma 17 (D173578)

- SEZ289 localizado en el cromosoma 18 (D18S74E)

La unidad de repeticidn de estos microsatélites es el

dinucledétido CA.

En tedos los casos la amplificacidén se realizé en un
volumen final de 2% pl que contenia:

-para AFM093xh3, SE289, vy Mfd27: 200 ng de ADN de

tumor y mucosa coldnica normal y 400 ng de ADN de sangre.

~para TP53 y Mfdl52: 100 ng de ADN en todos los casos.
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La mezcla de reaccldn tenia:
i mM de cada cebador,
20 mM de Tris-HCl pH 8,55,
16 mM de (NH4)2504,
1.5 mM de MgClZ,
150 mg/ml BSA,
200 M de dATP, dTTP, d4dCTP vy 4GTP;

1 unidad de Tag polimerasa (BioTaq).

Cada mezcla de reaccidén fue cubierta con 50 pl de

aceite mineral (Mineral 0il, Molecular SIGMA Biology) .

Para todas las amplificaciones se han utilizado un

termociclador Perkin Elmer Cetus 480.0.

Amplificacién del microsatélite AFM093xh3

La secuencia AFM093xh3 (GDB Id: GO00~-161-681) se
encuentra 1localizada en el cromeosoma 2pl6, en el locus

D25123. Presenta 8 alelos entre 0.197 y 0.227 Kb.

Los cebadores utilizados y sus secuencias son:

AFM0S3xh3a: AAACAGGATGCCTGGCCTITA

AFMO093xh3m: GGACTTTCCACCTATGGGAC
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La amplificacién consta de 27 ciclos, cada uno cada
uno de 1os cuales con tres pasos:
desnaturalizacién: a 294°C durante 30 segundos:
reasoclacidn: a 55°C durante 20 segundos vy,

extensién a 72°C durante 15 segundos.

Al final de estos 27 cicles, se realizé una extensioén

adicional de 6 minutgos a 72°C.

Amplificacion del microsatélite SE2B9

La secuencia 8E289% (GDB Id: G00-188-776¢) se encuentra
localizada en el cromosoma 18gl2.2-gl2.3, en el locus
D18S74E. E1 tamafio del producto amplificado wvaria entre

0.122-0.140 Kb.

Los cebadores utilizados y sus secuencias son:

SEZ289: AGTAATGGTCCAGGCCCTGG

SE220: GACCGGAATATCTGATTATC

La amplificacidn consta de 27 ciclos, cacda uno de los
cuales con tres pasos:
desnaturalizacidn: a 94°C durante 30 segundos;
reasociacidén, a 55°C durante 90 segundos vy,

extensién a 72°C durante 15 sequndos.
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Al final de estos 27 cicleos, se realizd una extensisdn

adicional de & minutos a 72°C.

Amplificacién del microsatélite Mfd27

La secuencia Mfd27 (GBB Id: G00-177-304) se encuentra
localizada en el cromosoma 5gll.2-gl3.3, en el locus
D55107. Presenta 10 alelos con un tamafio entre 0.133 y0.155

Kb) .

Los cebadores utilizados y sus secuenclas son:

Mfd27GT: GGCATCAACTTGAACAGCAT

MIfd27AC: GATCCACTTTAACCCAAATA

L.a amplificacidén consta de una desnaturalizacidén
inicial a 94°C durante 3 minutos. A continuacidén se
llevaron a cabo 30 ciclos, cada uno de los cuales con dos

pasos:

desnaturalizacién a 94°C durante 50 segundos y

reasociacién y extensidn a 58°C durante 40 segundos.
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Amplificacidén del microsatélite TP-53

La secuencia TP53 (GDB 1d: G00-156-786) se encuentra
localizada en el cromosoma 17pl3.1 en el Ilocus TP53. El

tamafic del producto amplificado varia entre 0.103 y 0.135

Kb.

Los cebadores utilizados y sus secuencias son:

TP53.PCR15.2 (TP1l}: ACTGCCATCCCTTGCCCAATTC

TPS3.PCR15.1 (TP2): AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG

La amplificacién consta de una desnaturalizacidn
inicial a 94°C durante 10 minutos, y a continuacién 27
ciclos, cada uno de los cuales con tres pasos:

desnaturalizacidn a 94°C durante 30 segundos,
reasociacidén a 65°C durante 20 segundos vy,
extensidn a 72°c durante 15 segundos.

Al final de estos 27 ciclos , se realizd una extensidn

adicional z 72°C durante 6 minutos.

Amplificacion del microsatélite Mfdils?2

La secuencia Mfdlb2 (GDB Id: G00-128-654 se encuentra

localizada en el cromosoma 17pter-pl3.1, en el locus
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D178578. Presenta 11 alelos con un tamafic entre 0.148 vy

0.174Kb.

Los cebadores utilizados y sus secuencias son:

559: CTGGAGTTGAGACTAGCCT

560: CTATCAATAAGCATTGGCCT

La amplificacién consta de una desnaturalizacidn
inicial a 94°C durante 10 minutos y luego 27 ciclos, cada
uno de los cuales con tres pasos:

desnaturalizacién a 94°C durante 50 segundos,
reasociacién a 55°C durante 90 segundos vy,

extensién a 72°C durante 25 segundos.

Al final de estos 27 ciclos, se realizd una extension

adicional a 72°C a 6 minutos.
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3.3.2 DETECCION DE LA INESTABILIDAD DE LOS MICROSATELITES

MEDIANTE ELECTROFORESIS VERTICAL EN GELES DE ACRILAMIDA

Los productos resultantes de la amplificacidén mediante
PCR fueron separados en geles de poliacrilamida, no
desnaturalizantes, continuos y verticales., EI tampdédn de
recorrido estaba compuesto por Tris 90mM, Acido bérice 90

mM y EDTA 2mM, a un pH final de 8,2. Dependiendo del
microsatélite se cargaron entre 1 y 5 pnl de producto

amplificado con la cantidad necesaria de BCSX (Bromofenol

blue 0,25%, Xilen ciancol 0,25%, glicerol 30% y EDTA 30 mM).

En el caso de AFM093xh3 v SEZ289 las dimensiones de los

geles fueron 25x20x0.1 cm. La proporcidn de acrilamida fue
del 8%. Las electroforesis se hicieron a 300 V constantes,

durante 5 horas. En cada carril del gel de electroforesis

se cargarcon 5 pl de producto amplificado v 1 pl de BCEX.

En el caso de Mfd27 las dimensiones de los gedles

fueron 12x15x0.1 cm. La proporcién de acrilamida fue del
7%. Las electroforesis se hicieron a 200 V constantes,

durante 2 horas. En cada c¢arril de electroforesis se

cargaron 3 ul de producto amplificado v 0.6 pl de BCSX

Para el microsatélite TP53 las dimensiones de los

geles fueron 25x20x0,1 cm. La proporcidn de acrilamida fue
al 6%. Las electroforesis se hicieron a 250 V constantes
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durante 3 horas. En cada carril de electroforesis se

cargarcon 5 pl de producte amplificado y 1 pl de BCOX,

En al caso de Mfdl52, las dimensiones de los geles

fuercn 12x15x0.1 cm. La proporcidn de acrilamida fue al 7%.
las electroforesis se hicieron a 200 V constantes durante 2

horas y media. El cada carril de electroforesis se cargaron

5 ul de producte amplificado y 1 pl de BCS5X.

La deteccién de los fragmentos, una vez terminada la
separacidn, se realizd mediante tincidédn con plata (Bio-Rad
Silver Stain Kit, BIO-RAD). El tamafio de los fragmentos fue
estimado utilizando como marcador el pBR322Z digeride con la
enzima de restriccidn Mspl, gque presenta 16 fragmentos con

un tamafio entre 67 y 622 Kb.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

La significacidn estadistica de la hipdtesis nula de
no asociacidén entre las distintas variables de los aspectos
evaluados y la alteracidn de los patrones de los distintos
alelos analizados, fue estimada con un analisis de chi-

cuadrado.

Utilizande este estadistico para tablas de

contingencia, se ha comparado la distribucién de
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frecuencias de aparicidén de inestabilidad o pérdidas de

heterocigosidad entre los distintos tipos de tumores.
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4. RESULTADOS




En este trabajo se han incluidc 96 enfermos
consecutivos con cancer colorrectal esporadico: 53 de ellos
varones y 43 hembras, en los que se han analizado tanto la
inestabilidad, como la pérdida de heterocigosidad para cada

uno de los microsatélites especificados.

En primer lugar se exponen los resultados generales de
la muestra y posteriomente se especifican los resultados
para cada microsatélite y cromosoma analizados, teniendo en

cuenta diferentes aspectos:

- Sexo

- Edad

- Grado de diferenciacién
- Localizacién

- Estadio de Dukes

La relacidén de los casos, sus caracteristicas clinicas
y los resultados del anadlisis genético se expone en la

siguiente tabla.
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,;'h::.'i*ra;,;;;;'r.-'i 1 1. RER" B *vLoHF.___ 1
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| 8 M | 48 | Carcinoma{ B | Recto | € | | |
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Tabla IX (cont)
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_Tabla IX (cont.)

_____ T _ , — T L RER . T ~1OH —
N Sexo'f Edad Clas:ﬁcac Dif. |Localizacién | Estad. |Cr. 2p Cr Sq I Cr 17p Cr 18q Cr Zp lCr Sq ' Cr. 17p |Cr. I
Reg. | 1 ' hlstopat. Dukes _______________ L 118q
S R . : !Mde’? !'rpss |Mfd152 ISE289 | IMde? 'TPSS -!Mfdlsz !-SE'289_ l
RS ST T A 0931(]13 ......... 093xh3 :
| 86 | M | 54 | Carcinoma | M | Recto-Sigmal|l C2 | | [ X | | I | | | | |
| 871 H | 66 | Carcinoma | B | Sigma | B2 | | | | | I | . | i
I 88 1 H | 67 | Carcinoma | B |Recto-Sigmal C | | I | | I ] | | I |
| 8 | M | 75 | Carcinoma | M | Sigma 1 B2 | I | X | | | | | I l i
1 90 | M | 75 | Carcinoma| B | Recto | Bl | | | I I | | X |1 X | | |
l 91 | H | 73 | Carcinoma ] M| Reecto | C | | | | | | | | I X | I
1 92 | M | 64 | Carcinomal B | Recto | C | ! I | I ; i | | l I
1 93 | H I 57 jCarcinomal B | Ang hepat. | D | I | | | i | | | | I
| 94 | H | 50 | Carcinoma | B | Recto | D | | I | I I | | | | i
Il 95 | M | 71 | Carcinoma | M | Sigma | B2 | I I | | | I | | | |
| 96 | H | 69 | Carcinoma| B | Col.descen.| B | | | X | | | | | | | !
| 97 | H | 64 | Carcinomal ? | Recto | Bl | I | I | | | | |l X | I
] 98 | M | 48 | Carcinoma! M | Ciego | C | | | | I I | | | X | |
] 99 | M | 87 | Carcinoma] M| Recto | C | | | | I | | I | X | I
1001 M | 71 | Carcinoma | B | Colontrans. | D | I I [ X | x |1 | I X | l |
110t i H | 74 | Carcinoma | M | Ang hepat. | D | | X | | I | I | | | |
1102 | H | 66 | Carcinoma | M | Ciege | D | | | X | | | | X | | | i
11031 M | 77 | Carcmoma |l M | Recto | B3 1 | | | | | .S | X | |
F104 | M | ? | Carcinoma | 7 | ? I 7 | | | | | | | | | | |
| 1051 H | 63 | Carcinoma | M | Recto | C | I | | | | | | [ | |

l106 1| H | 49 | Carcmoma| B | Sigma | C2 | | | ] | | | ] I X | I

§108 | H | 49 | Carcinoma | M |Colonascen.! B2 I X | X | X | X | | | X | | |

F1091 M | 78 1 Carcinomal B | Reto | B | | X | | | x| | | | X | |

1101 M | 85 | Carcinoma | ? | Ang. esplén. | C | X | | | | | I | |

]

=3



4.1. RELACION ENTRE LA LOCALIZACION Y EL ESTADIO DE

Se ha
localizacidn

analizados.

Tablas X y XI Fig.

analizado

y

Los

el

resultados

DUXKES

ia

estadio

5:

de

posible

relacién

Dukes

obtenidos

de

los

entre

ta

tumores

se exponen en las

Derecho
Ciego 11 2 4 1 8
Colon ascendente 0 4 1 0 5
Angulo hepitico 0] 1 0] 2 3
Transverso ] i 2 2 5
Total derecho 1 8 7 5 21

Izquierdo
Angulo esplénico cj o0 1 0 1
Colon descendente 0 1 0 0 1
Sigma 3] 16} 9 6 34
Recto-Sigma 01 2 6 0 8
Recto 5110 10 2 27
Total izquierdo 8|1 29| 26| 8 71

Total 91 371 33| 13 92

Tabla XI
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DERECHO IZQUIERD. Total

Fig. 5: Distribucion de los estadios de Dukes en relacidn con la localizacidn de los tumores.

El andlisis estadistico de 1los detos no muestra
significacién (y¢’=2,58; gl=3; P=0.46). Si hacemos un
analisis mis detallado teniendo en cuerta las distintas
localizaciones gue pusde tener el tumor dentro del colon

derecho e izquierdo, tampoco encontramos diferencias
significativas (¢?=2.82; gl=24; P=1). No obstante, entre

los adenocarcinomas localizados en sigma encontramos un

alto porcertaje en estadio B de Dukes (46,875%).
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4.2. ANALISIS DE LA INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Un 38,54% de los pacientes muestran cambios en el
patrdén de microsatélites (fenotipo RER+ . En la figura 6 se
muestran geles en los que se aprecia inestabilidad en cada

uno de los microsatélites estudiados.

AFM093xh Mfd27 TPG&3 Mfd152 SE289

T N T N

Fig.6: Geles de electroforesis donde se muestra inestabilidad en cada uno de los microsatélites

En estos pacientes hemos analizado la posible relacién
entre la aparicién de inestabilidad y 1las diferentes

variables determinadas.

4.2.1. Sexo

La Tabla XII y la Fig. 7 muestran la distribucién

segin el sexo de los individuos RER+ y RER-
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Tabla X1I
0| RER+ | RER- | Total
HOMBRES | 22 31 53
MUJERES 15 28 43
Total 37 59 96

100
90
80
70
60

RER+
B RER-
M Total

40
30
20
10

HOMBRES MUJERES Total

Fig. 7: Distribucion de los fenotipos RER+ respecto al sexo

No existe relacidn estadisticamente significativa
entre el sexo y el fenotipo RER+ (¥°=11,12; gl=1;

P=0.2899)

4.2.2. Edad

Los resultados de las medias de edad de los pacientes
RER+ con respecto a los RER-, se exponen en la Tabla XIII

Tabla X111

HOMBRES | 67,1 | 69,1 | 68,3
MUJERES | 67,8 | 68,9 | 68,5
Total 674 | 69,0 | 68,4
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El anélisis de la muestra pone de manifiesto que no
existe relacidén estadisticamente significativa entre 1la
edad de los pacientes y la aparicién de inestabilidad de
los microsatélites (t=0,58; gl=89; P=Q,56). Sin embargo,
todos los pacientes menores de 47 afios presenfan fenotipo

RER+.

4.2.3. Grado de diferenciacidén

El grado de diferenciacidén de los tumores analizados

respecto al fenotipo RER+ se especifica en la Tabla XIV y

la Fig. 8:
Tabla XTIV
| "~ I'RER"|'RER | Total
POBRE 1 1 2
MODERADO | 17 17 34
BUENO 18 35 53
Total 36 53 | 89

80 1

80 4 RER+
70 1 | MRER-
a0 4 | @Total

40 ¢
30 4
20 +
10 }

POBRE MODERAD. BUENO Total

Fig. 8: Distribucion de los fenotipos RER respecto al grado de diferenciacion tumoral
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El fenotipe RER+ no se asocia significativamente a
ningun gradoe de dilferenclacién especlfico (y'=,29; gl=Z;

bP=0,31).

4.2.4. Localizacidn

Los datos de la localizacidn de los adenocarcinomas
gue presentan inestabilidad en micresatélites se exponen en

las Tablas XV vy XVI vy la Fig. 9:

Tabia XV
RER’ | RER’| Total
Derecho
Ciego 3 5 8
Colon ascendente 3 2 5
Angulo hepatico 2 1 3
Transverso 5 I 6
Total derecho 13 9 22
Izquierdo
Angulo esplénico 1 0 1
Colon descendente | 0 1
Sigma 12 22 34
Recto-Sigma 2 6 8
Recto 8 20 28
Total izquierdo 24 48 72
Total 37 57 94
Tabla XVI

RER"' | RER | Total
DERECHO 13 9 22
IZQUIERDO | 24 48 72
Total 37 57 94
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100

B RER+
H RER-
60 H Totai

DERECHO IZQUIERD. Total

Fig. 9: Distribucion de los fenotipos RER respecto a la lecolizacion del tumor

El 61,90% de 1los adenocarcinomas 1localizados en el
colon derecho presentan inestabilidad, mientras que
solamente un 31,28% de 1los 1localizados en el colon
izquierdo tienen esta caracteristica. Los tumores
localizados en el colon derecho muestran fenotipo RER' mas

frecuentemente que los localizados en el colon izguierdo
(x’=3,66; gl=1; P=0,05). En cuanto a la localizacién
especifica dentro del colon derecho o izguierdo no se
encuentra ninguna tendencia significativa (x’=12; gl=8;

pP=0,14).

4.2.5. Estadio de Dukes

Se ha analizado el numero de tumores con inestabilidad
en microsatélites en relacién con el estadio de Dukes (&,
B, C y D). Los resultados se exponen en la Tabla XVII y la

Fig. 10:
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Tabla XV

RER ‘| Total
A 3 6 9
B 13 24 37
C 13 20 33
D 8 5 13
Total 37 55 92
100
90 1 | mRER+
gg BRER-
60 W Total

A B c D Total

Fig. 10: Distribucion de los fenotipos RER respecto al estadio de Dukes

De esta forma, el porcentaje de tumores en los
distintos estadios de Dukes que presentan inestabilidad en
microsatélites es el siguiente (Tabla XVIII y Fig. 11

Tabla XVIII

61,63

| {mA mB mc OD

38,39

33,33 35,13

Fig. 11: Porcentajes de tumores con fenotipo RER" en los distintos estadios de Dukes

Resultados - 104



En los estadio A, B y C el porcentaje de fumores RER+
es muy similar, aungue va ascendiendo ligeramente. Un gran
porcentaje de los tumores en el estadio D presenta
inestabilidad en microsatélites. Sin embargo, este

rorcentaje, aunque es elevado, no alcanza la significacidn

(x°=3,04; gl=3; P=0.38).

4.2.6. Localizacién y estadio de Dukes

Se ha realizado un analisis conjunto de la
localizacidén y el estadio de Dukes de los adenccarcinomas

que presentaban fenotipo RER+ {(Tablas XIX y XX. Fig. 12):

Tabla XIX
Localizacién _ e Eatadio de Dukes | Total
_ Al B| C| D
Derecho
Ciego 1 0 | 1 3
Colon ascendente 0 3 0 0 3
Angulo hepitico 01 1 0 1 2
Transverso 0 1 2 2 5
Total derecho 1 5 3 4 13
lzquierdo
Angulo esplénico 0| O 1 0 1
Colon descendente 0 1 0 0 1
Sigma 01 6 2 4 12
Recto-Sigma 0 0 3 ] 3
Recto 2 l 4 0 7
Total izquierdo 21 8|10 4 24
Total 31 13|13 8 37
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Tabla XX

Localizacién | Estadio de Dukes | Total
_ |A[BJC[D|
DERECHO |1 |5 |3 |4/ 13
IZQUIERDO | 2 | 8 | 10| 4 | 24
Total 3113/13[8] 37
40

35

30 EIAIBICDDE]

25

20

16

10

5 b 18
o Lt || i 1 il

DERECHO 1IZQUIERDO Total

Fig. 12: Distribucion de los tumores con fenotipo RER” respecto a la localizacion

y el estadio del tumor.

El andlisis estadistico de estos resultados no pone de
manifiesto ninguna tendencia significativa que relacione el
fenotipo RER+ con una localizacién del tumor y un estadio

de Dukes determinado. Este resultado se mantiene tanto si

tomamos los datos generales (y°=1,44; gl=2; P=0.48), como

si analizamos la localizacién concreta del tumor (x°=32,27;

gl=24; P=0.11).
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4.3. ANALISIS DE LA PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH)

En la figura 13 se muestran geles en los que se

aprecia LOH en cada uno de los microsatélites analizados.

AFMA893xh MFfd2T TPE3

Fig. 13: Geles de electroforesis donde se muestran pérdidays de heterocigosidad.

4.3.1. CROMOSOMA 2: Microsatélite AFMO93xh

S6lo existe un caso de LOH en una paciente de 82 arfios
con un adenocarcinoma localizado en recto-sigma, pobremente
diferenciado y en estadio C de Dukes. Este caso supone un
porcentaje de un 1,04% de LOJH para el microsatélite

AFM093xh localizado en una zona prdxima al gen hMSH2.

4.3.2. CROMOSOMA 5g: Microsatélite MEd27

Se han identificado 9 tumores con ©pérdida de

heterocigosidad (LIH) en el microsatélite Mfd27 localizado
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en el cromosoma 5g. Este valor supone el 9,37% de los

individuos analizados.

4.3.2.1 Sexo

En la Tabla XXI y la Fig. 14 se muestran los datos

observados de 1las pérdidas de heterocigosidad para el

microsatélite Mfd27 en relacidén con el sexo del paciente:

Tabla XXI
" {LOHerS | NOLOH | Total.
HOMBRES 5 48 53
MUJERES 4 39 43
Total 9 87 96

100 ¢
90 1 [WMLOHcr5
80 1 | mNO LOH

B Total

HOMBRES MUJERES Total

Fig. 14: Distribucion de la LOH en el cromosoma 5q con respecto al sexo

Estos datos muestran que no existe relacién entre el

sexo y la LOH en el cromosoma 5gq (c?=0,01; gl=1; P=0,920)
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4.3.2.2. Edad

Se puede observar que la media de edad de los
pacientes con LOH del cromosoma 5q es significativamente
superior a la de los individuos que conservan ambas copias

t= 3,20; gl=89; P=0,02) (Tabla XXII).

Tabla XXII
LOH cr S | NO LOH | Total
HOMBRES | 78,0 672 | 683
MUJERES 76,0 67,7 68,5
Total 77,1 67,4 68,4

4.3.2.3 Grado de diferenciacién

Los niveles de diferenciacién de los tumores con LOH

para el cromosoma 5q se muestran en la Tabla XXIII y en la

Fig. 15:
Tabla XXII1
POBRE 1 1 2
MODERADO 3 31 34
BUENO 5 48 53
Total 9 80 89
90 ¢

80 - LOHcr§
70 + |ENOLOH
60 + |ETotal

50 +
40 +
30 4
20 4
10 -

POBRE MODERAD. BUENO Total

Fig. 15: Distribucion de los tumores con LOH en el cromosoma 5q respecto

al grado de diferenciacion
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El analisis

estadistico

de los

datos

pone de

manifiesto gue no hay ninguna relacidn entre el grado de

diferenciacién y la LOH en el cromosoma 5g () “=3,59; gl=2;

P=0,1l06) .

4.3.2.4.

Localizacidon

La localizacidén de los carcinomas

gue presentan LOH

para el cromosoma 5g se muestran en la Tablas XXIV yv XXV vy

en ia Fig. 16:

Tabla XXIV
 LOHcr5| NOLOH | Tatal |
Perecho
Ciego 2 6 8
Colon ascendente i 4 5
Angulo hepatico 0 3 3
Transverso 1 5 6
Total derecho 4 18 22
Izquierdo
Angulo esplénico 0 1 1
Colon descendente 0 i 1
Sigma 2 32 34
Recto-Sigma 0 8 8
Recto 3 25 28
Total izquierdo 5 67 72
Total 9 85 94
Tabla XXV
"LOHcr5 | NO LOH | Total
DERECHO 4 18 22
I1ZQUIERDO 5 67 72
Total 9 85 94
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100
90 ELOHcrs

80 WNO LOH
70 B Total

DERECHO IZQUIERD. Total

Fig. 16: Distribucion de la LOH para el cromosoma 5q respecto a la localizacion del tumor

Un 18,18% de los tumores de colon derecho presenta LOH
para el cromosoma 5q, mientras que solamente un 6,94% de
los tumores de colon izquierdo han sufrido esta alteracién.
Este resultado demuestra una tendencia diferencial entre el

colon derecho e izquierdo aunque la diferéncia no alcanza
la significacién (x°=1, 33; gl=1; P=0,25), debido
probablemente al tamafio muestral. De manera anadloga cuando

se considera la localizacién exacta del tumor las

diferencias no resultan estadisticamente significativas

(x?=5,13; gl=8; P=0,74).

4.3.2.5, Estadio de Dukes

Se ha analizado la posible relacidén entre el estadio
de Dukes y la pérdida de heterocigosidad para el cromosoma
5q. Los resultados se muestran en la Tabla XXVI y en la

Fig. 17:
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Tabla XXVI1

. |'LOHer5 | NOLOH | Total
A 0 9 9
B 5 32 37
C 1 32 33
D 3 10 13

Total 9 83 92

100
90 ELOHcr5

B NO LOH
W Total

A B C D Total -

Fig. 17: Distribucion de la LOH en el cromosoma 5q respecto al estadio de Dukes tumoral

El porcentaje de tumores en los distintos estadios de
Dukes que presentan LOH en el cromosoma 59 es el siguiente

(Tabla XXVII

Tabla XXVII

%

A 0
B 13,51
C 3,03
D 23,07

El analisis de los datos pone de manifiesto que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre

la distribucién de las pérdidas de heterocigosidad en los

distintos estadios de Dukes (x2=5,87; gl=3; P=0,11)
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Localizaclidn v estadio de Dukes

Cuando se analizan conjuntamente la localizacién y el

estadic de Dukes de los adenocarcinomas que presentan LOH

para el cromosoma 5g se obtienen lcs resultados gque se
resumen en las Tablas XXVIIT y XXIX y en la Fig., 18:
Tabla XXV111
Localizacion Estadio de Dukes | Total
Al B{CI| D
Derecho
Ciego 0 i 0 1 2
Colon ascendente 0 1 0 0 1
Angulo hepatico 0 0 0 0 0
Transverso 0 0 1 0 1
Total derecho 0 2 1 1 4
Izquierdo
Angulo esplénico 0 0} 0 0 0
Colon descendente 0 0 0 0 0
Sigma 0 1 0 1 2
Recto-Sigma 0 0 0 0 0
Recto 0 2 0 | 3
Total izquierdo 0 3 0 2 3
Total 0 5 1 3 9
Tabla XXIX
Localizacion | Estadio de Dukes | Total
A[B|C|D
DERECHO 01211 1 4
IZQUIERDO | 0} 3 | O | 2 5
Total 01l 51113 9
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.IEA“ EE ®C OD mTotal

(i

DERECHO IZQUIERDO Total

O 2N W R I ON®®®

Fig. 18: Distribucion de los tumores con LOH en el cromosoma 5q respecto al estadio de

Dukes y la localizacion del tumor.

De este andlisis no se desprende ningun
estadisticamente significativo. Se ha considerado tanto la
localizacién general (colon izquierdo y derecho) (y°=1,44;
gl=2; P=0,49), como la localizacidén especifica del tumor

(x*=10,0; gl=8; P=0,26).

4.3.3. CROMOSOMA 17p: Microsatélites TP53 y Mfd1l52

Se han identificado 19 pacientes que muestran pérdida
de heterocigosidad en el microsatélite TP53 -localizado en
una secuencia intrénica del gen TP53- y 33 pacientes
LOH para el microsatélite Mfdl152 -situado en una regién
adyacente a dicho gen-. Hay 6 adenocarcinomas que presentan
LOH para ambos microsatélites. Un 47,92% de los pacientes

analizados presentan LOH para el cromosoma 17p
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4.3.3.1. Sexo

En la Tabla XXX y en la Fig. 19 se muestran los datos
de pérdida de Theterocigosidad observados para los

microsatélites TP53 y Mfdl52 en relacidén con el sexo:

Tabla XXX

o 1 LOH er17 | NO LOH | Total
HOMBRES 26 27 53
MUJERES 20 23 43
Total 46 50 96
1:2] B LOH cr 17

go . |ENOLOH

70 4 W Total

HOMBRES MUJERES Total

Fig. 19: Distribucion de los tumores con LOH en 17p respecto al sexo del paciente

Estos datos demuestran que no hay relacién entre la

LOH del cromosoma 17p y el sexo de los pacientes analizados

(x*=1,83; gl=1; P=0,96).
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4.3.3.2. Edad

No se ha registrado ninguna diferencia significativa
entre las edades de los pacientes con adenocarcinomas con
LOH en el cromosoma 17p y los gque conservan ambas coplas

(£t=1,60; gl=89; P=0.11) (Tabla XXXI)

Tabla XXX1
LOH cr 17 | NO LOH | Total
HOMBRES 69,0 27 68,3
MUJERES 72,4 23 68,5
Total 70,5 50 68,4

4,3.3.3. Grado de diferenciacidn

En la Tabla XXXII y en la Fig. 20 se muestran 1los
grados de diferenciacién de los tumores de los pacientes
con LOH del cromosoma 17p v de aguéllos gque conservan las

dos copias:

Tabla XXXII
LOH er 17| NO LOH | Total
POBRE 2 0 2
MODERADO 16 18 34
BUENO 24 29 53
Total 42 47 89
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90 -
+ |@LOHcr 17
B NO LOH
B Total

80

70 +
60 4

POBRE

MODERAD.

BUENO

Total

Fig. 20: Distribucion de los LOH del cromosoma 17p respecto al

grado de diferenciacion del tumor

No hay relacidén entre la LOH del cromosoma 17p y un

grado de diferenciacidn determinado(x2=2,32; gl=2; P=0,31).

4.3.3.4.

Localizacidn

Los datos de la localizacién de los adenocarcinomas

que presentan LOH para el cromosoma 17p se encuentran en

las Tablas XXXIII y XXXIV y en la Fig.

Tabla XXXIII
L LOH cr17{ NOLOH | Total
Derecho
Ciego 4 4 8
Colon ascendente 3 2 5
Angulo hepitico 0 3 3
Transverso 3 3 6
Total derecho 10 12 22
Izquierdo
Angulo esplénico 0 1 1
Colon descendente 0 1 1
Sigma 19 15 34
Recto-Sigma 2 6 8
Recto 14 14 28
Total izquierdo 35 37 72
Total 45 49 94
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Tabla XXXIV

o ¢ v LOHer 17| NO LOH | Total
DERECHO 10 12 22
IZQUIERDO 35 37 72
Total 45 49 94

100

80 1 mLOHcr 17
®NO LOH
B Total

80
70
60
50

30
20
10

DERECHO IZQUIERD. Total

Fig. 21: Distribucion de la LOH en 17p respecto a la localizacion del tumor

Se ha analizado las LOH con respecto a la
localizacién concreta del tumor (x?=7,51; gl=8; P=0,48) vy
con respecto a la localizacidén general en el colon derecho
o 1izquierdo (x2=0,01; gl=1; P=0,97), no encontrandose

diferencias significativas en ninguno de los casos.

4.3.3.5., Estadio de Dukes

Los resultados de los tumores con LOH para el
cromosoma 17p en relacidn con el estadio de Dukes se

resumen en la Tabla XXXV vy en la Fig. 22:
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A

B 18 19 37

C 16 17 33

D 7 6 13
Total 44 48 92

100 -
90 + (HELOHcr17

80 + |ENOLOH

70 1 | MTotal
60 v
60 ¢

30 +
20 +
10 +

A B Cc D Total

Fig. 22: Distribucion de las LOH en 17p respecto al estadio de Dukes del tumor

El porcentaje de tumores en los distintos estadios de
Dukes que presentan LOH en el cromosoma 17p es el siguiente

(Tabla XXXVI

Tabla XXXVI
W
A | 3333
B | 48,64
C | 48,48
D | 53,84

No puede establecerse relacién entre la pérdida de una

copia del cromosoma 17p y el estadio de Dukes en el que se

encuentran el tumor (y°=0,96; gl=3; P=0,81

Resultados - 119



4.3.3.6. Localizacidén y estadio de Dukes

ha realizado un andlisis conjunto de la
localizacidén y el estadio de Dukes de los adenocarcinomas
que presentan LOH en el cromosoma 17p. (Tabla XXXVII vy

XXXVIII y Fig. 23):

Tabla XXXVII
Localizacién | ol
Derecho
Ciego 0] 2 210 4
Colon ascendente 0 2 1 0 3
Angulo hepatico of ol o] o 0
Transverso 0 0 1 1 2
Total derecho 0 4 4 1 9
Izquierdo
Angulo esplénico o o] oo 0
Colon descendente 0 0 0 0 0
Sigma 2 7 5 5 19
Recto-Sigma 0 0 1 0 1
Recto 1 6 6 1 14
Total izquierdo 3| 14| 12| 6 35
Total 3118 16} 7 44
Tabla XXXVIHI
Localizacion | Estadio de Dukes | Total
A BLCID
DERECHO 01441 9
IZQUIERDO | 3 | 14112 | 5 35
Total 3|118[16}| 7 44
45 +
40 -
35
30 4
25 +
20 4
18 +

10+
54
0 4

DERECHO IZQUIERDO Total

Fig. 23: Distribucion de la LOH en 17p respecto a la localizacion y estadio tumoral
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Teniende ern cuenta las des variables no se obtiene
ninguna tendencia de los tumores con una determinada

localizacidén vy estadio de Dukes a suflrir pérdidas en este

cromosoma (y‘=1,04; gl=3; P=0,79).

4.3.4. CROMOSOMA 18q: Microsatélite SE289

Hemos encontrade 17 pacientes que muestran pérdida de
heterocigosidad {(LOH) en el microsatélite SEZ289 localizado
en el cromoscma 18g. Este valor supone el 17,71% de los

individuos analizados.

4.3.4.1. Sexo

En la Tabla XXXIX y en la Fig. 24 se muestra el sexo
de los paclentes con tumcres gue han sufrido pérdida de

heterocigosidad en el cromosoma 18qg:

Tabla XXXIX
LOH cr 18 | NO LOH | Total
HOMBRES 11 42 53
MUJERES 6 37 43
Total 17 79 96
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100 ¢
90 + BLOHcr 18

80 + | ENOLOH
W Total

HOMBRES MUJERES Total

Fig.: 24: Distribucion de los tumores con LOH en 18q respecto al sexo del paciente.

Estos datos demuestran que no hay correlacidén entre el

sexo del paciente y la pérdida de una copia de este

cromosoma (%°=0,36; gl=1; P=0,540).

4.3.4.2. Edad

No se ha registrado ninguna diferencia significativa
entre las edades de los pacientes con adenocarcinomas con
LOH en el cromosoma 18q y los que conservan ambas copias

(t=0,41; gl=89; P=0,68) Tabla XL):

Tabla XL
| |LOHecr18 | NO LOH | Total
HOMBRES 65,1 69,1 68,3
MUJERES 71,3 68,0 68,5
Total 67,4 68,6 68,4
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4,3.4.3. Grado de diferenciacién

En la Tabla XLI y la Fig. 25 se muestran los grados de
diferenciacién de los tumores en relacién con las LOH de

este cromosoma:

Tabla XLI
~ [LOH cr 18] NOLOH | Total
POBRE 1 1 2
MODERADO 8 26 34
BUENO 8 45 S3
Total 17 72 89

80 ¢
80 + BLOHcr 18
70 1 ENO LOH

60 1 B Total

40 -
30 -
20 4
10 +

POBRE MODERAD. BUENO Total

Fig. 25: Distribucion de la LOH en 18q respecto al nivel de diferenciacion tumoral

No se puede observar ninguna relacién entre la pérdida
de material en este cromosoma y el grado de diferenciacién
que tiene el tumor (xz=2,22; gl=2; P=0,32). No obstante, se
constata el porcentaje de tumores con LOH aumenta cuanto
menos diferenciadas estdn las células del adenocarcinoma,
pero, como ya se ha indicado, no de forma estadisticamente

significativa.
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4.3.4.4.

Localizacién

En las Tablas XLII y XLIII y la Fig.

26 se muestran

las diferentes localizaciones de los tumores con LOH en el

cromosoma 18g y de los

alteraciédn:

tumores

Tabla XLII

que no presentan esta

_ | LOHer18 |

| Total

Derecho |

Izquierdo

Total

Ciego

Colon ascendente
Angulo hepético
Transverso
Total derecho

Angulo esplénico
Colon descendente
Sigma
Recto-Sigma
Recto

Total izquierdo

D e e et N

—
QLN B

[T

Nowwmoe

i

34

28
72
94

Tabla XLIII

|LOH cr 18| Ni

Total

DERECHO
IZQUIERDO

5 17
12 60
17 77

100

80 LOHcr 18
80 4| @NOLOH
70 M Total

DERECHO

IZQUIERD.

Total

Fig. 26: Distribucion de la LOH en 18q respecto a la localizacion del tumor.
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Un 22,72% de los tumores de colon derecho presenta
para el cromosoma 18gq, mientras que un 16,66% de
tumores de colon izquierdo muestra esta alteracidén. No
existen diferencias estadisticamente significativas en la

incidencia de la LOH del cromosoma 18qg entre el colon

derecho y el izquierdo (¢?=0,11; gl=1; P=0,740).

4.3.4.5, Estadio de Dukes

Se ha analizado el estadio de Dukes en relaciédn
las LOH del cromosoma 18g. Los resultados se muestran en la

Tabla XLIV y el la Fig. 27:

Tabla XLIV
— |LOHer 5 NOLOH | Total
A 0 9 9
B 9 28 37
C 5 28 33
D 3 10 13
Total 17 75 92

100
90 4 |BLOHcrs

80 { [ @NO LOH

70 + | B Total
60 +
§0 4

30 1
20 +
10 4

A B c D Total

Fig. 27: Distribucion de la LOH en 18q respecto al estadio tumoral.
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De esta forma, el porcentaje de tumores en los
distintos estadlos de Dukes gue presentan LCH en el

cromesoma 18g es el siguiente (Tabla XLV) :

Tabla XLV
Yo
A 0
B | 24,32
C {1515
D | 23,07

Como se puede observar la LOH en el cromoscma 189 no

puede relacionarse con un estadio determinado. Esto se
confirma con el analisis de chi-cuadrade (yx=3,3; gl=3;

P=0,34).

4.3.4.0. Localizacidén v estadic de Dukes

Por #Wiltimo se ha hecho un anélisis conjunto de 1la
localizacién vy el estadic de Dukes de los adenccarcinomas

que presentan LOH para el cromosoma 18g (Tablas XLVI vy

XKLVII v Fig. 28:
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Tabla XLVI

L Al B] C| D | Total
Derecho
Ciego 0 1 0| O 1
Colon ascendente 0 1 0 0 1
Angulo hepatico of o] o] 1 1
Transverso 0 0 0 1 1
Total derecho 0 2 0 2 4
Izquierdo
Angulo esplénico 0] 0 0 0 0
Colon descendente 0 0 1 0 1
Sigma 0| 4 1 1 6
Recto-Sigma 0 1 1 0 2
Recto 0 1 3 0 4
Total izquierdo 0| 6 6 1 13
Total 0 8 6 3 17
Tabla XLVII
L |A] B | C| D | Total
DERECHO 0] 2012 4
IZQUIERDO [ 0 | 6 [ 6 | 1 13 -
Total 0| 86| 3 17

16 +| WA EB H Total

B

DERECHO IZQUIERDO Total

Fig. 28: Distribucion de la LOH en 18q respecto al estadio y la localizacion del tumor.

El tratamiento estadistico indica gque aunque no se
alcanza la significacidén, probablemente por el tamafio
muestral, los valores son muy cercanos a la significacidn
(x’=4,96; gl=2; P=0,08). Los tumores con LOH en el
cromosoma 18g en estadio C de Dukes se acumulan en el colon

izquierdo.
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4.4. ANALISI DEL TIPO ¥ ___________ EN 1.0S

DISTINTOS ESTADIO DE DUKES

Se han analizado las alteraciones presentes en los
distintos estadiocs de Dukes., Un 74% de los tumores
presentan algun tipo de alteracidn (inestakilidad de
microsatélites, LOH en los cromosomas 2, 5, 17 y 18 o ambas
cosas), mientras que el 26% restante no muestra ninguna

alteracion de las descritas.

Es interesante analizar el numero de alteraciones gque
presentan los tumores en los distintos estadios de Dukes.
El resultado de este andlisis se muestra en la Tabla

XLVIIT:

Tabla XLVIII
Est. Dukes | N°ind. | . N°de alteraciones (%)
0 1 > Total
A 9 3 6 0 6
(33,33) { (66,66) | (0} { (66,66)
B 37 9 15 13 28
(24,32) | (40,54) | (35,13) { (75,67)
C 32 9 13 10 23
(28,12) | {40,62) { (31,25) | (71,88)
D 13 t 5 7 12
(7,69) | (38,46) | (53,84) | (92,3)
Total 91 22 39 | 30 69

Es dificil analizar el papel de las alteraciones en la
evolucidn de los tumores en los estadios B y C. El anadlisis

va a centrarse, por tanto, en los estadios A v D.
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4.4.1. ANALISIS DE LOS TUMORES EN ESTADIO A

Un 33,33% de los tumores en estadio A muestra fenotipo
RER', un 33,33% LCH en el cromescma 17 y el 33,33% restante

no presenta ninguna alteracidn de las analizadas.

Un aspecto interesante es la media de edad de los

pacientes gue presentan una u otra alteracidn (Tabla XLIX):

Tabla XLIX
Alteracién | Media de edad
RER' 42,3
LOHcr. 17 78,6
Ninguna 68,3

El pequefio tamafio muestral puede gultar valor a la
significacidén del resultado, perc se muestra una clara
tendencia a gque la edad de aparicidn del tumor sea mas

femprana en los pacientes con tumores RER'.

Se han analizado el resto de las variables y no se han
detectado otros datos de interés. Un 77% de los tumores
estaban bien diferenciados y el restc moderadamente. Esto
se correspende con la relativa poca agresividad de los

tumores en estadico A de Dukes,.
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En cuanto & la localizacién, todes los tumores menos
unc se  encontraban en el celon  lzgulerdo. E1 0 tumor

localizado en el colon derecho presenta fenotlipo RER+.

4.4.2. ANALISIS DE 1LOS TUMORES EN ESTADIO D

En este estadio se produce una gran acumulacidn de
mutaciones, de forma gue se pueden encontrar tumores gue
presentan inestabilidad en unos loci vy pérdidas de
heterccigosidad en otros. Se ha realizado el analisis con
respecto a la extensién local del tumer, denominandola
segun estadios de Dukes. En la Tabla L se especifican los
estadics locales del tumor, las metastasis gque ha producide

vy el tipc de alteraciones presentes.

Tabla L

Est.local Metastasis RER" LOH
A Hepatica + cr. 5y 17
B2 Hepatica - cr.17
B2 Hepatica + -
B2 Hepatica + cr. 5
C2 Hepat./Penton. + cr.17
C2 Hepatica - cr. 5y 17
C2 Hepatica + cr.18
C2 Hepatica + cr.17y 18
C2 Hepatica - cr. 18
C2 Hepatica - -
C2 Hepatica + cr 7
Cc2 Hepatica + -
C2 Hepatica - cr.17
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4.5. ASOCIACION DE ALTERACIONES

Se ha estudiado la relacién entre los distintos

estadios de Dukes vy la presencia de las distintas

alteraciones en los tumcres, representindcola en la tabla

LI.

Tabla LI
Estadio | Pacientes Nuomero de alteraciones (%)

Total Ninguna <1 >1

A 9 6 3 6 0

(66.6) | (333) { (66.6) (0)

B 37 28 9 15 13
(75.67) | (24.32) | (40.54) | (35.13)

C 32 23 9 13 10
(71.87) | (28.12) | (40.62) | (31.25)

D 13 12 1 5 7
(92.3) | (7.96) | (38.46) | (53.84)

Total 96 71 25 40 31
(73.95) | (26.04) | (41.66) | (32.29)

d
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La frecuencia con gque las distintas alteraciones

genétlicas se relaciconan entre si esta representada en la

tabla LII.
Tabla LII

Pacientes | Alteraciones asociadas
10 RER+, LOH 17
8 LOH 17y 18
2 LOH17y5
2 RER+, LOH 17y 5
2 RER+, LOH 17y 18
1 LOH 17,18y 5
1 RER+, LOH 5
1 RER+, LOH 17,18y 5

En la siguiente tabla se representa la frecuencia de

aparicidén de cada alteracidn, segun sea Unica o multiple

asoclada a otras.

Tabla LIII
Alteracion Unica (%) Multiple (%)
RER+ 19 (51.35) T (48 64)
LOH Cr 17 20 (43.47) 26 (56.52)
LOH Cr 18 6 (33.3) 12 (66.6)
LOHCr 5 2(22.2) 7(77.7)
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5. DISCUSION



En este estudic se han determinado tanto la
inestabilidad de lc¢s microsatélites AFM093, {(cromoscma &),
Mfd27 {cromosoma 5), TP53 y Mfdl52 (cromosoma 17) y SEZ89
(cromosoma 18), como la pérdida de heterocigosidad de los
mismos, Se han elegidc estos microsatélites por su
localizacidén prdéxima a genes 1implicados en canceres
colorrectales de origen hereditaric. El microsatélite
AFM093xh3 localizade en 2plé se encuentra proximo al gen
hMSH2 (gen implicado en la reparacidn postreplicativa del
ADN)} vy localizado en 2p2l. Peltomaki vy cols. en 1993 (164}
demostrarcon que el marcador D235123 estaba ligado a un locus
HNPCC, donde posteriomente se identificdé el gen MSHZ2. EIL
microsatélite Mfd27 (5ql1.2-13.3) se encuentra localizado
préximo al gen APC (5g2l). Este locus fue descrito por
Weber y cols. en 1990'“"*’, El microsatélite PT53 (17pl3.1)
y Mfdl52 (1l7pter-pl3.1) se encuentran uno en el interior
del gen pS3 (17pl2-pl3.3) y otro adyacente a dicho gen. El
microsatélite SEZ89 (18gl2.2-~gl2.3) estd prodximo al gen DCC

(l8g2l-gter).

La existencia de LOH en estos microsatélites implica
una alta probabilidad de LOH de los genes situados en su
proximidad, puestce gque la delecidén en general suele
implicar wuna secuencia larga y nc un solo gen. Estos
microsatélites pueden ser utilizados como marcadores de
pérdidas de heterocigosidad en genes préoximos.

La inestabilidad de microsatélites es un concepto gque

implica la alteracidén de 1los mecanismos reparadores del
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ADN. Cuando existe una alteracién en el ADN durante la
replicacisén, actuan los mecanismos reparadores encargados
de mantener la fidelidad del proceso. Si estos mecanlismos
estadn alterados, los errores se perpetuaran. Cuando se
producen este tipo de fallos pueden ser detectados
facilmente a nivel de los microsatélites. Estos son cortas
secuencias de pares de Dbases repetidas con un tamafio
determinado en cada individuo. Durante la replicacidn
pueden formarse bucles de insercidn gque modifican su
longitud. Si los mecanismos reparadores estan intactos,
estos fallos son corregidos, si, por el contrario, estéan
alterados se detecta un patrén de microsatélites diferente
entre el tejido normal y el tumoral (fenotipo RER+). Los
genes que se han implicado en este mecanismo reparador

postreplicativo hMSH2, hMLH1, hPMS1 y hpmMgz't1e0.leo.1eti

En los individuos estudiades no existlia ninguno <on
poliposis familiar adenomatosa © sindrome de  Lynch
diagnosticado clinicamente. La evaluacién a la que ha sido
sometida la serie intentando descubrir la posible relacidn
de la aparicidon del céancer colorrectal con alguna de las
variables Dbioldgicas y clinico-patoldégicas analizadas

(tabla IX) ha puesto de manifiesto que:

- La edad media de la muestra 68.4 afios (rango 16-93)

no difiere con la estimada para esta enfermedad'’®’?,
siendo el 2.08% de los individuos menores de 40 afios y el

10.41% menores de 50, poniendo de manifiesto gue este tipo

Discusion - 134



de tumcres se manifiesta con una mavor frecuencia a partir

de la séptima década de la vida.

- No existe correlacidn entre el cancer colcerrectal
esporadico vy el sexo del paciente, azngue ha sido
ligeramente superior el numero de varones afectados. Es
decir, no hay una incidencia diferencial entre hombres vy

mujeres.

- La distribucién de los tumores a lo largc del colon

tampoco difiere de otras series''":

- Colon derecho: 22.82%
- Colon izquierdo: 329.13%

-~ Recto: 38.04%

- Los tumcres de la muestra se distribuyen de forma
desigual respecto al estadic de Dukes, con bajas tasas en

los estadios A y D.

~ Un aspecto interesante ha resultadco del analisis del
estadio de Dukes del tumor respecto a su localizacidn
(tablas X y XI y fig.7). Aunque los andlisis estadisticos
no arrcjan un resultadc significative, se observa una mayor
frecuencia de tumores en estadio B entre los localizados en
sigma (47.06%). La explicacidon de este alto porcentaje
puede ser una cuestidn meramente clinica, vya gue los

tumores localizados en sigma presentan sintomatologia antes
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que los de otras localizaciones, con lo que el enfermo

consulta antes al especialista.
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5.1. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

En nuestra serie se han detectade 37 tumores con
inestabilidad de microsatélites, es decir, fenotipo RER+.
Esto representa el 38.54% de los casos, porcentaje mayor a
lo encontrade en otras series descritas anteriormente en
las gue la inestabilidad oscila entre el 8% y el 28% de los

126,193, 2180 No obstante, es necesaric tener en cuenta

tumores'
que las series de tumores <colorrectales esporadicos
previamente analizadas eran cortas, y algunas incluian

lineas celulares.

En estos tumores con fenotipo RER+ se han analizado
las relaciones entre inestabilidad c¢on respecto las
diferentes variables Dbiolbégicas vy clinico-patoldgicas

incluidas en el estudio.
Sexo

En relacidén con el sexo no existen diferencias
significativas con respectc a la inestabilidad, a pesar de

que hay un porcentaje ligeramente menor de mujeres que

presentan fenoctipo RER+.
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Edad

No hemos detectado en este estudio relacidn entre la
inestabilidad v la edad de aparicidén del tumor, siendo la
media de los inestables 67.4 afios y la de los estables 69
afios. Sin embargo, llama la atencién que el 60% de los
pacientes mencres de 50 afios v el 100% de los menores de 40
presentan fenotipo RER+. Seria por tanto deseable realizar
una vigilancia més estrecha de estos individuos, ya que
entre ellos pudiera encontrarse algun HNPCC, puesto gque
entre las caracteristicas de estos se encuentra la edad

temprana de aparicién'’?' ',

Estadio de Dukes

En el sindrcme de Lynch sSe ha descrito que la
inestabilidad de micresatélites {(fenotipo RER+) se observa
en estadios tempranos de la enfermedad"®’. Los datos de
nuestro estudio en base al estadiaje parecen confirmarlo,
puesto que el 33.33% de los tumores de estadio A son RER+ y
este porcentaje se mantiene los estadics B y C,
incrementandose en los tumores D hasta el 61.53%, aungue
las diferencias observadas entre ellos no son
significativas. Esto hace suponer gue la alteracién de los
mecanismos de reparacion del ADN puede ser una via de
iniciacién de estos tumores colorrectales esporddicos. El

alto porcentaje de tumores en estadio D que presentan
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inestabilidad puede tener su explicacidén en el hecho de que
éstos estan muy modificados genéticamente y en ellos se

acumulan muchas mas alteraciones que en los demas.

Grado de diferenciacién

Aungue no se ha detectado relacién estadisticamente
significativa en cuanto a la aparicidén de fenotipoc RER+ vy
el grado de diferenciacidén, puede cobservarse que entre los
tumores moderadamente diferenciados hay una alta incidencia
de tumores con esta caracteristica (tabla XIV y fig. 9). En
general, 1los tumores RER+ de nuestra serie tienden a tener
un bajo grado de diferenciacidén. Este coincide con los
datos publicados para los tumores HNPCC con fenotipo

RER+<137) .

Localizacidn

Existe una relacidn c¢lara entre la presencia de
errores de replicacidn (fenotipc RER+}] vy la localizaciédn
del tumor: Hay un numero mayor de tumores con inestabilidad
de microsatélites localizados en el colon proximal que en
localizaciones distales. Asi el 61.90% de los cénceres de
colon derecho presentan fenotipo RER+, cifra
significativamente diferente de la que muestran los tumores

de colon izquierdo dque muestran este fenotipo (34.28%)
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(p=0.05). Esto puede supcner gue la génesis de ciertos
tipos de cancer esporadico de colen derecho esta
relacionada con la alteracién de los mecanismos reparadores

de errores replicativos.

El analisis de la localizacidn especifica del tumor
dentro del colon derecho e izguierdo no establece ninguna
tendencia diferencial (tabla XVI). En el colon derecho 1la
mayoria de los tumores de esta serie con fenotipo RER+ se
localizan en el colon transverso, mientras que en el colen
izquierdo los tumores con inestabilidad se acumulan en el
colon sigmoide. Estos resultados son coincidentes con las
localizaciones mas frecuentes de los tumores en cada

porcidén del colon.
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5.2. PERDIDAS DE HETEROCIGOSIDAD:

Se han analizado las pérdidas de heterocigosidad en
los loci interiores o© cercanos a genes gue han sido
implicados en los sindromes hereditarios, detectédndose
pérdida de heterocigosidad en el cromoscma Z2p en el 1.04%
de los casos, 9.37% en el creomoscma 5g, 47.91% en el

cromosoma 17p y 17.7% en el cromoscma 18qg.

El interés de este andlisis es el estudio de las
frecuencias de peéerdidas de estos alelos en el cancer
colorrectal esporadico. Fearon y cols. establecieron un
modelo de tumorogénesis para la FAP y el HNPCC'™, vy se ha
supuestc que en el cancer esporadico 1los sucesos eran
coincidentes, sin embargo en esta serie se han hallado
diferencias con el modelo, sobre todo en el orden de
aparicién de las pérdidas de heterocigosidad en la

evolucidon del tumor.

Cromosoma 2: hMSH2

La pérdida de heterocigosidad en la regidén del
cromosoma Zp donde se encuentra localizado el gen MSH2 no
se habia descrito hasta ahora. Aungue la LOH para el
marcador utilizade es muy baja (1.04%}, el interés de
reseflarla aqui es debido a que, en otras series analizadas

en nuestro laboratorio, se han encontrado también pérdidas
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de heterocigosidad de este locus. Este hecho, aungque se
produzca con baja frecuencia, sugiere que el gen MSHZ puede
segulr un comportamiento analogo al de los genes supresores
en su forma de herencia, como se ha descritc para el gen

hMLH1 del cromosoma 3%°'.

Por estar presente la pérdida de heterocigosidad en un
solo individuo de la serie no se pueden exXtraer

conclusiones en relacidédn con las variables analizadas.

Cromoscoma 5: APC

Las pérdidas de heterocigosidad detectadas en el
cromosoma bg se relacionan con el gen supresor de
tumoracién APC. Este gen se ha demostrade dque esté
implicado en 1la etiocologla de los canceres cclorrectales
polipdsicos hereditarios!”'", de forma gque, mediante la

deteccién de alteraciones en este gen, se pueden

identificar los individuos portadores de la enfermedad.

En este estudic sobre cancer colorrectal esporadico ha
aparecide un 9.37% de pérdida de heterocigosidad, cifra muy
alejada de la resefiada por Kinzler gque detectd mutaciones
en el 60% de los carcinomas colorrectales esporadicos''®® vy
por Sclomon que describié LOH en el 20-40% de estos

1103,183)

tumores A pesar de la infravaloracidn de resultados
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que se puede producir deblde a la distancia existente entre
el marcador y el gen, estos datos no permiten considerar al
gen APC como causa determinante del origen del céancer
colorrectal esporadico con este porcentaje de tumcres

afectados.

Las pérdidas de heterocigosidad del cromosoma b5g no
muestran relacién con el sexo del paciente ni con la
localizacidén y el grado de diferenciacién tumoral (tablas

XXI, XXIII, XXIV y XXV).

Por el contrario, al analizar la relacidédn entre la LOH
en el cromosoma 5 y la edad, hemos encontrado que la media
de edad de los pacientes con LOH en 5g es superior (77.11
afilos, rango 66-93) a la de los pacientes gque no muestran
pérdidas en ese cromosoma. Ademas, parece existir una
tendencia diferencial en los tumcres localizados en el
colon derecho a perder méds frecuentemente una copia del
cromeosoma 5g (en un 18,18% de los casos) que los situados
en colen izguierde, donde se producen las pérdidas en un

6,94% de los casos.

Al distribuir los tumores por estadios de Dukes las
diferencias en pérdidas de heterocigesidad para 5gq no son
estadisticamente significativas. No obstante, la ausencia
de LOH en tumores en estadios A apoya la idea de que las
alteraciones en esta regidn cercana al gen APC no scn las

responsables de la aparicién del <cancer <colorrectal
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esporadico. En los tumores estadio D de la serie aparecen
LCOH de 5g en el 23.07%. La ausencia de LOH en estadio A Y
la presencia de ellas en el estadio D indica que este
evento puede estar implicado en la adquisicidén de
caracteristicas de agresividad tumoral. Llama la atencidn
la distribucién de las LCH del cromosoma 59 en los estadios
B y C {(tabla XXVI). La menor presencia de éstas en los
tumores C indica gque la evolucidén del tumor nc es una
progresién continua del estadio B al C y posteriormente al
D, puesto gue no se aprecia una acumulacién de
alteraciones. Mas bien parece gque aquellos tumores en 1los
gue aparece una pérdida de 5g adquieren la posibilidad de

producir metédstasis a distancia.

Cromosoma 17: pb3

Se ha detectado un 47.91% de LOH del cromoscma 17p en
los tumores de la muestra. Las LOH de este cromcsoma son
independientes del sexo, la edad V el grado de

diferenciacién del tumor (tablas XXX, XXXI y XXXIT).

Fl porcentaje de tumores con LOH en el cromosoma 17 es
similar a 1lo largo de todo 1 colon, sin existir
diferencias en relacidn con la localizacidn tumoral. Aungue
existe mayor numero de tumores con LOH en 17p en el colon

izquierdo, este resultado no es significativo, puesto gue
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hay un mayor numero global de tumores de esta localizacidn.
Se ha descrito una distribucién de las deleciones casi
universal en el colon izquierdo''™, por lo que se piensa
gue este gen esta influenciado por carcindgenos exdgenos
(20) . El resultadoe de este estudic no contradice la posible
influencia de factores exbdgenos en las alteraciones génicas
en esta localizacidén, puesto gque nuestra muestra es de un

drea geografica con menor incidencia de cancer de colon que

otros paises desarrollados y una dieta diferente.

EFs de destacar 1la distribucidén de 1las pérdidas de
heterocigosidad en 17p segln los estadios de Dukes. En
todos los estadios se encuentra un porcentalje de LOH alto,
que va del 33.3% en estadio A a 53.84% en el estadio D.
Esta distribucién indica que, aunque existen pérdidas
alélicas en lcos distintos estadios, una parte importante de
tumores presenta esta alteracidn desde las primeras etapas,
lo que implica que la perdida de 17p no parece relacionarse
con la adquisicidn del potencial invasivo, sino que incide

en el proceso mismo de la tumorogénesis.

Cromosoma 18: DCC

En el cromosoma 18 se observa un 17.7% de pérdidas de
hetercocigosidad en esta serie. Estas LOH no parecen mostrar

relacién con el sexo del paciente (tabla XXXIX). La media
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de edad de los individuos con LOH es de 67.43 anos,
distribuyéndose las LOH de una forma similar a lo largo de
todo el ceolon (tabla XL). Por otra parte, las LOH de este
cromosoma no parecen guardar relacidén con el grado de

diferenciacién tumoral {(tabla XLI).

En enfermos con tumores estadio A de esta serie nc se
han detectado LOH en 18g. Aungue no existen diferencias
estadisticamente significativas en las LOH de los Tumores
en los distintos estadios de Dukes, la ausencia de LOH en
los tumores en estadio A puede indicar que esta alteracidn
aparece de forma tardia en la carcinogénesis, comoc han
apuntado diversos estudios'?*!’?, donde la pérdida de
funcidén en el gen DCC confiere al tumcr caracteristicas de

agresividad con la posibilidad de producir metastasis.

En el resto de estadios de Dukes ocurre algo similar a
1o comenftado con las LOH en 5g. E1l 23.07% de lcs tumcres
estadio D presentan LOH en 18g. En los estadios B y C las
LOH son més altas para el primero, pudiende indicar gue
éste subgrupo de tumores con LOH en cualquiera de los

estadios es el que se comporta de forma mas agresiva.
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5.3. ALTERACIONES GENETICAS Y ESTADIOS DE DUKES

Después de comentar los resultadeos de errores de
replicacién y pérdida de heterccigosidad de cada cromosoma
de forma independiente es necesario realizar una serie de
consideraciones globales sobre lo hallado en los diferentes

estadios de Dukes,

Estadio A:

Un 9.37% de los tumores de la serie se encuentran en
estadio A. En base a las diferentes variables analizadas
los <tumores en este estadio se caracterizan, de modo
general, por su baja agresividad relativa, buen grado de
diferenciacion Y localizacidén mayoritaria en colon
izguierdoc. En los enfermos estadic A de Dukes se pueden
distinguir tres grupcs en funcién de las alteraciones

genéticas gue presentan:

- Sin alteraciones genéticas: 3 enfermos
- Con fenotipc RER+: 3 enfermos

- Con LCHE en 17p: 32 enfermos

No se ha demostrado ninguna otra alteracidn en los
tumores de estadio A y ningtn individuo presenta mas de uha
alteracidén. En los tres casos en los que no se ha detectado

ninguna ancmalia, no debe descartarse la posibilidad de que
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presenten otras mutaciones en genes gue no se han

investigado en este trabajo.

Estos resultados refuerzan la idea de que existen dos
diferentes vias en el c¢rigen del cancer colorrectal
esporadicc. Una via estaria representada por los tumores
RER+, con alteracidéon de genes implicados en la reparacidn
del ADN, lo gque 1llevaria a una Iinestabilidad genética
generalizada que, finalmente, afectaria a genes (onccgenes
y/0 genes suprescres) implicados en la regulacién del ciclo
de diwvisién <celular, con la consigulente progresién

tumoral.

Por otra parte, se encontrarian los cAnceres
colorrectales esporadicos gque presentan, en su crigen,
pérdidas de heterocigosidad para 17p. A partir de este
suceso, la acumulacidén de otras alteraciones secundarias

irdn asociadas a la progresién tumoral.

Como ya se indicé al hablar de la inestakilidad de los
microsatélites, la media de edad de 1los enfermos RER+
tiende a ser més baja que el resto y los resultados en los
individuos de estadio A lo confirman. En este sentido, cabe
destacar que la media de edad de los enfermos con tumocres
RER+ (42.33 anos) de este estadio es sensiblemente inferior

a la de los enfermos con LOH del cromosoma 17p (78.66

afios}.

Discusion - 148



La localizacidén de los tumcres de estadlo A es
fundamentalmente en el colon izquierde. Esto probablemente
se debe a la dificultad de diaghosticar tumcres poco
avanzados en el colon derecho. El utnico enfermo en este
estadio con localizacidn proximal tiene fenotipo RER+, 1lo
que apoya la tendencia de esta localizacidén en los tumores

inestables.

Estadio D

La serie analizada presenta 13 individuos que en el
momento del diagnéstico vy extirpacidén del tumor se
encontraban en estadio D de Dukes. En estos enfermos se ha
investigado la extensidn local del tumor ({(clasificandola en
estadios de Dukes), la localizacidn de las metdstasis y las

alteraciones genéticas gue presentan (tabla L).

De estcs tumores, el 92.3% presentan alguna de las
alteraciones genéticas analizadas en este trabajo. Es
importante destacar que 7 de ellos se presentan mas de una
alteracibén genética. En 11 aparecen o inestabilidad de
microsatélites o LOH del cromecsoma 17p, alteraciones que
segin los resultados expuestcs anteriomente parecen estar

en el origen del desarrollc del tumor.
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Los tumores en estadio A presentan una alteraciodn,
como ya Se ha expuesto, sin embargo la mayoeria de los D
tienen mas de una. Las alteraciones diferenciales son las
que deben conferir al tumor caracteristicas de mayor
agresividad Y el desarrollo de metastasis. Fstas
caracteristicas parecen estar relacionadas con los

cromosomas 18g y 5q.

El gen DCC (localizade en el cromosoma 18qg) se sabe
que codifica una proteina de adhesién celular'™ . Las
alteraciones de este gen pueden desencadenar una pérdida
gel control del crecimiento celuiar vy  puede ser, en

parte, respocnsable de Ja alteracién en la adhesidn

celular, invasidén, motilidad y metastasis.

La funcién de la proteina codificada por el gen APC
(mapeado en 5g) no es bien conocida. Sin enmbargo, se sabe
gue interactia con cateninas gque residen bajo la placa

adherencial 't/ 18

y, a su vez, éstas actlan con una
proteina integral de membrana dgue se ha implicado en la
progresion tumcral. La existencia de alteraciones en los
cromoscomas 5q y 18g en los enfermos de estadio D, hecho que
no se ha encentrado en ningun tumor A de la serie, parece

apoyar la hipbtesis de que ambos genes actian en el

mecanisme de progresién tumoral.

Otro dato que apoya estos hallazgos son los cambios

hallados en el enfermo con un tumor estadio D cuya invasion
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local sélo afecta hasta la muscularis mucosae {(localmente
consideradc como A). En este tumor aparecen 3 alteraciones
genéticas diferentes (tabla L). La presencia de alguna de
estaes alteraciones parece haberle conferido capacidades
metastatizantes, independientemente de la progresidén local

del tumor.

Cuando se analiza el numero de alteracicnes de 1los
tumores en relacidén con el estadio de Dukes llama la
atencién la existencia de una progresién de dichos cambios
del estadic A al D (tabla LI). Comc ya se ha expuesto los
cambios en el estadio A son Unices y en el D tienden a ser

mittiples.

Estadios B y C

Los estadicos B y C aparecen como un grupo unico en
cuanto a porcentaje de alteraciones (tabia ©LI). Esta
agrupacidédn puede deberse a la hetercgeneidad de ambos
grupos, en los gque existen tumores con diferentes grados de
agresividad. Efectivamente en la clinica, se observa que
tumores de menor estadico pueden comportarse como mMaS
agresivos y viceversa, sin gque se hayan podido detectar las
causas determinantes del mejor o peor comportamiento de

estos tumores.
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En lcs tumcres de esta serie en estos estadios se
mantienen el fenotipo RER+ y la LOH de 17p Como
alteraciones méas frecuentes, tanto Unicas como asociadas a
otras. Cuando aparece mas de una alteracidn, en ambos
estadios, se encuentra LOH en 184g vy en 5g acompanando a la

alteracién fundamental.

Segun los hallazgos en los estadics tumorales més
extremos, la mayor agresividad tumoral puede venir dada por
una acumulacidn de alteraciones genéticas de los tumores
aungue, como ya se ha discutido, es pesible gue alguna
alteracidén concreta determinante de agresividad tumoral
(LOH en 5gq vy 18g). Para confirmar estas hipdtesis seré
necesario reallzar un seguimiento mas prolongado de los
enfermos, de manera que los datos de supervivencia
diferencial, recidivas, etc, delimiten gqué tipc de variable
genética guarda relaclidén con el pecr prondstico de los
tumores. Si esto llega a ser demostrade proporcionard un
marcador de agresividad tumoral para discriminar aquellos
tumores que requieren un tratamiento adyuvante més

agresivo.
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5.4. VALORACION GLOBAL DE RESULTADOS

Un 73.95% de los tumores de la muestra presentan algun
tipe de alteracidén genéticaz en los marcadores analizados,
confirmandose la idea de que la etiologia del céncer

colorrectal esporéddico es genética.

Segun los resultados de este trabajo existen dos
formas alternativas, genéticamente diferentes, de

producirse el cancer colorrectal esporadico.

Por un lado, un porcentaje de individuos de la serie
parecen desarrcllar la enfermedad debido a una
inestabilidad de su genoma, probablemente por alteracidén de
los genes implicados en la reparacidn postreplicativa del
ADN. Estos son los pacientes RER+ gue, en general, se
corresponden con i1ndividuos més Jovenes v canceres de
localizacidn preximal. Estos datos se corrcboran con los

(128193 Llama la

hallazgos descritos en o©otras series
atencidn que las caracteristicas de localizacidén del tumor,
edad del paciente y fenotipo RER+, coinciden en gran medida

con las que presentan los enfermeos con sindrome de Lynch.

La temprana edad de aparicidn del ftTumor en algunos
individuces hace pensar que en ellos la predisposicién

genética es muy importante. Estos enfermos pueden
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corresponder en algin caso, a pacientes con sindrome de
Lynch no diagnosticado en la familia por tener una historia
falsamente negativa de cancer colorrectal hereditaric, o
ser portadores de mutaciones “de novo”. Aun asi, los datos
de prevalencia de este sindrome no permiten suponer, gue un
numero significativo de tumores RER+ de esta serie
pertenezcan enmascaradamente, a portadecres de tal
enfermedad hereditaria. Por ello hay que suponer gue la via
de alteraciones en genes de reparacién estéd implicada
directamente en la etiologla del <céncer <colorrectal

esporadico.

La otra via de aparicién del cancer colorrectal
esporadico es la LOH del cromosoma 17, gue implica al genh
p53. El hecho de que los individuos en estadio A con esta
alteracién tengan una edad media mas alta apoya la teoria
de que este gen estd relacionado con <carcindgencs
ambien£ales, per lo que el tilempo necesario para la

apariciéon del tumor es mas prolengado.

La localizacién proximal de los tumores RER+ se debe a
que en el colon derecho por sus caracteristicas, como heces
mas liquidas y transito mas elevado, es menos susceptible a
la accidn de los carcindgencs ambientales gque el izguierdo.
Por ello, los tumores gque aparecen en esta localizacidn se
deben fundamentalmente a caracteristicas intrinsecas del
paciente (inestabilidad gendémica, mutaciones en linea

germinal, etc.), mas que a una accidon exdgena.
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Segun se representa en la tabla LIII de resultados,
las alteraciones que aparecen mas frecuentemente asociadas
son las LOH del cromosoma 18g v 5g. Esta caracteristica,
unida a gue no apérecen en ninguin tumor en estadio A apoyan
la teoria de que son alteracicnes que aparecen durante la
progresidon del céancer, confiriendo mayor agresividad al
tumor. Cuando se alcance un mayor tiempc de seguimientoc de
los tumores con estas alteraciones se podra confirmar 1lo
que ahocra se apunta como una fuerte posibilidad. Estos
hallazgos pueden transformarse en los marcadores de mayor
agresividad de los tumores y se pcdra diferenciar aquellos
enfermos que necesitaran una terapia adyuvante mas
agresiva, asi como los que no la regueriran, pudiendo

evitarse efectos secundarics.

La existencia de alteraciones ¢genéticas diferentes en
el origen de los canceres colorrectales esporadicos, Junto
a la presencia de alteraciones secundarias que pueden
determinar un comportamiento diferenclal de agresividad
tumoral, podrian estar reflejando que este cancer es un
conjunto de enfermedades que en su desarrollo producen un

tumcr colorrectal.

En poco tiempo se requerira estudio genético de todos
los tumores, tantc para valorar su prondstico, como su
etiologia. Asi, en las formas que pueden ser familiares se

estudiara de una manera mas directa a todos los pacientes
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pudiéndose hacer un diagnéstico diferencial Y un

tratamiento profilactico de la enfermedad.
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6. CONCLUSIONES



PRIMERA

FEl 73.95% de los tumores de la serie presentan
alteraciones genéticas en alguno de los marcadores
analizados, haciendo patente que la etiologia del cancer

colorrectal es genética.

SEGUNDA

Parecen existir dos vias genéticas alternativas en la
génesis del céancer colorrectal esporadico: 1inestabilidad

genétmica vy alteracidén de genes supresores {(comc el p53).

TERCERA

El fenotipo RER+ se asocla en el cancer colorrectal

esporadico a tumores de localizacidon proximal e individuos

jovenes.
CUARTA

Determinadas alteraciones genéticas, sobre todo 1la
pérdida de 5 vy 1l8q, parecen conferir al tumor

caracteristicas de agresividad, por 1lo que pueden ser

marcadores de mal prondstico.
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