55 -

WL o
OO AUTONDA Facultad de Medicina
L)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
SUBDIVISION DE ESPECIALIZACIONES MEDICAS
ESPECIALIDAD EN CIRUGIA GENERAL
HOSPITAL ESPANOL DE MEXICO

INESTABILIDAD MICROSATELITAL EN CANCER COLORRECTAL:
PREVALENCIA DE 5 ANOS EN EL HOSPITAL ESPANOL DE MEXICO
] TESIS )
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE ESPECIALISTA EN CIRUGIA GENERAL
PRESENTA:

Dr. Pablo Armando Avila Pontdn

TUTOR DE TESIS
Dr. Angel Fernando Rodriguez Villanueva
Servicio de Cirugia de Colon y Recto, Hospital Espafiol de México

Ciudad de México, Julio del 2019.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS
A mis papas Carmen y Armando, por darme los fundamentos para ser quién soy.
A mi hermana Anais, el mejor ejemplo de responsabilidad.

A mis maestros Fernando Rodriguez y Aurelio Carrera, por su paciencia,
ensefianza y formacion.

A mis amigos Michelle, Catalina, Mariana, Armando, Rodrigo, Alejandro y Mabel
por compartir estos 4 arios conmigo.



iNDICE

Antecedentes cientificos (marco tedérico)...................... pg. 4-15
Justificacion ... pg. 16
ODJEtiVOS ... pg. 16

a. General

b. Especificos
Hipotesis de trabajo ... pg. 16
Metodologia.........ouieii i pg. 17-23

Tipo de estudio

Universo de trabajo

Obtencién de la muestra

Seleccion y/o asignacion de participantes

Criterios de seleccion

Variables

Escalas de medicidn

Técnicas y proceso de recoleccidon de datos

Instrumentos de medicion

Analisis estadistico

Consideraciones éticas

Recursos humanos y materiales
. Recursos financieros

n. Cronograma

Resultados y DiSCUSION... ......ciiiiiiiiiiiae pg. 24-35
CONCIUSIONES. ... e pg. 36-38
Bibliografia. ..o .. pg. 39-42

3TATTSQ@T0 Q00



1. Antecedentes Cientificos (marco tedrico):

CANCER COLORRECTAL E INESTABILIDAD MICROSATELITAL

El cancer de colon es el tercer tipo de cancer mas comun a nivel mundial y la
cuarta causa de muerte relacionada con el cancer. Aporximadamente 70% de los
carcinomas colorrectales (CCR) son esporadicos, 25% familaires y el 5%
hereditarios, siendo el Sindrome de Lynch la principal causa.j1]

Los microsatélites son secuencias repetitivas presentes en el acido
desoxirribonucleico (ADN) y constituidos por unidades de repeticién en tandem. Se
considera que hay alrededor de medio millon de microsatélites distribuidos a lo
largo del genoma. Estas regiones donde se encuentran los microsatélites son
dificiles de replicar y las enzimas encargadas para la sintesis del ADN pueden
resbalar y originar pequefios bucles, a causa de inserciones o deleciones de
algunos nucledtidos, en la nueva cadena sintestizada. En condiciones normales,
las células poseen el sistema de reparacion de apareamientos erroneos o
mismatch repair (MMR) el cual es capaz de reconocer y reparar estos errores y
mantener la integridad del genoma. [1,8]

El cancer aparece como resultado de la acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que permite el crecimiento neoplasico de las células. Sin embargo, la
tasa de mutacion presente en las células no puede explicar la cantidad de
alteraciones genéticas que se encuentran en la mayoria de los canceres humanos.
Se propone que la falla en el sistema de control de fidelidad de replicacion del
ADN podria dar lugar a una inestabilidad gendmica intrinseca a la célula que
favorece el aumento de hasta entre 100 a 1000 veces mas, el acumulo de estas
mutaciones e inducir el desarrollo tumoral. 27 La inestabilidad gendmica mas
estudiada es la inestabilidad microsatelital (IMS) descrita en pacientes con cancer
de colon esporadico y en pacientes con cancer colorrectal hereditario no
polipésico (CCHNP). Esta inestabilidad resulta en un fenotipo mutador y es

consecuencia de defectos como mutaciones hereditarias en linea germinal o



silenciamiento transcripcional por metilacion en alguno de los genes implicados en

el sistema MMR. [3]

1.1 INESTABILIDAD MICROSATELITAL EN LA CLINICA.
-Enfermedades hereditarias

Cancer colorrectal hereditario no polipdsico o Sindrome de Lynch

Es un sindrome autosémico dominante que representa, aproximadamente el 2-3%
de los CCR. El 50-90% de los individuos con CCHNP presenta tumores con una
elevada IMS. §4 |Estos pacientes presentan una mutacion en linea germinal de
alguno de los genes del MMR. Alrededor de un 78% desarrollara cancer de colon
o recto, a una edad media de aproximadamente 42 afos y también presentan
riesgo de desarrrollar cancer en otros 6rganos, como el endometrio, los ovarios, el

estdmago, el intestino delgado y el sistema biliar. [s5, 24]

En un 60-80% de los tumores primarios, se originan en el lado derecho del colon,
suelen ser poco diferenciados y presentar un componente mucinoso con ceélulas

en anillo de sello.

Sindrome de Muir-Torre

Es una enfermedad autosémica dominante con penetrancia variable que
desarrolla tumores de glandulas sebaceas junto con otros canceres, como cancer
colorrectal. Los tumores que suelen presentar IMS suelen también cumplir los
criterios de Amsterdam. Se han encontrado mutaciones en linea germinal de

hMSH2 y hMLH1 en familias con este sindrome. [1,9]

Sindrome de Turcot

Es una enfermedad hereditaria que cursa con el desarrollo de tumores
colorectales y tumores celulares, en 2 subgrupos diferentes. El primer grupo
presenta mutaciones germinales del gen APC, muestra un fenotipo de poliposis
adenomatosa familiar y desarrolla meduloblastomas. El segundo grupo posee



mutaciones germinales en genes del sistema MMR, muestra un fenotipo de
CCHNP y desarrolla gliomas. [1,9]

1.2 DIAGNOSTICO DE IMS

El diagnostico temprano del CCR tiene como objetivo disminuir la morbilidad y
mortalidad, mediante el cirbado, deteccion y elminiacion posterior de los tumores
en estadios iniciales. Las pruebas de cribado son fundamentales en los grupos de
alto riesgo para el desarrollo de esta neoplasia. Se ha establecido una serie de
criterios que interna implanar unas pautas para poder estandarizar el diagndstico y
el seguimiento de individuos con CCHNP. En 1990, se consensuaron los criterios
denominados de Amsterdam. Estos permiten determinar en funcion del historial
familiar, qué individuos presentan mayor riesgo de tener un cancer de colon tipo
CCHNP vy por lo tanto, se recomienda realizar estudios de complemento
diagnostico. En 1999 se realizo una revision de estos criterios, Amsterdad Il, los

cuales incluyen los canceres extracolénicos comunes en pacientes con CCHNP.
[1.8]

CRITERIOS DE AMSTERDAM 1 [11]

1. Tres o mas familiares con cancer colorrectal verificado histolégicamente: uno
de los familiares ha de ser familiar en primer grado de los otros dos. Debe

excluirse la poliposis adenomatosa familiar

2.El cancer colorrectal ha de involucrar al menos a dos generaciones

3.Uno o mas casos de cancer colorrectal diagnosticados antes de los 50 afios de
edad




CRITERIOS DE AMSTERDAM Il [11]

1. Tres o mas familiares con cancer asociado al CCHNP (cancer colorectal,
cancer de endometrio, gastrico, de intestino delgado, de vesicula biliar, de ovario,
de utero, de pelvis renal o transicional del ureter) verificado histolégicamente: uno
de los familiares ha de ser familiar en primer grado de los otros dos. Debe

excluirse la poliposis adenomatosa familiar

2.El cancer colorectal ha de involucrar al menos a dos generaciones

3.Uno o mas casos de cancer colorectal diagnosticados antes de los 50 afios de
edad

Ya que los criterios de Amsterdam Il no son muy sensibles, se establecieron unos
criterios menos restrictivos que permiten identificar una mayor proporcion de
pacientes con Sindrome de Lynch. Estos criterios, acordados en Bethesda,
intentan identificar a los pacientes con elevada probabilidad de CCHNP, para
quienes estaria indicado determinar la presencia de IMS en el seno del tumor. [e]

Las guias revisadas de Bethesda desciben los cirterios individuales de seleccion
de pacientes que se recomienda un analisis de IMS y/o la expresion de MMR del
ADN en el tejido tumoral de la siguiente manera: [11]

1. El paciente es diagnosticado con cancer colorrectal antes de los 50 afios.

2. El paciente tiene cancer colorectal u otro tumor relacionado con CCHNP
(gastrico, intestino delgado, endometrio, ovario, urotelial, renal, tracto biliar,
pancreas) sincronico o metacronico, sin importar la edad.

3. El cancer colorectar muestra morfologia asosciada con IMS (infiltracion de
linfocitos, reaccion linfocitica Crohn like, diferenciacion de células
mucinosas o signet-ring, carcinomas pobremente diferenciados con patron
de crecimiento medular) y es diagnosticado antes de la edad de 60 afos.

4. Cancer colorrectal con 1 o mas familiares de primer grado con tumores
relacionados con CCHNP. Uno de los canceres debe haber sido

diagnosticado antes de los 50 afios de edad.




5. Cancer colorrectal con dos o mas familaires de primer o segundo grado con
tumores relacionados con HNPCC, sin importar la edad.

Los patdlogos pueden contribuir significativamente para la seleccion de los casos
para realizar analisis de IMS al identificar 1 de los tres primeros lineamientos. El
analsis en casos que demuestran caracteristicas histopatologicas sugerentes en
pacientes entre los 50-60 afos de edad identifican un gran numero de IMS-A, de
hasta un 57%. 7]

1.3 ANALISIS DE IMS EN CANCER COLORRECTAL Y LA INTERPRETACION
DE RESULTADOS

IMS es un tipo de mutacion que ocurre en pequefios segmentos de ADN que
consiste de repeticion de nucleotidos generalmente de 100-200 pares de bases de
longitud. Las secuencias de nucleotidos dentro de los elementos repetitivos
incluyen repeticiones de mononucleotidos de adenina (A) o repeticiones de
dinucleotidos citosina- adenina (CA). Durante la replicacion de ADN, estas
secuencias repetitivas pueden aumentar o disminuir en longitud. Estos cambios en
longitud se conocen como inestabilidad microsatelital. En células con un sistema
de reparacion de aparemientos errébneos o missmatch repair (MMR) deficiente
como ocurre en pacientes con cancer colorrectal hereditario no poliposico
(CCHNP), estas mutaciones no son reparadas y persisten en las celulas tumorales
mutadas. La expansion clonal de celulas con este tipo de mutacidn en tumores
ocasiona una poblacién celular altamente homogénea permitiendo que la mutacién
sea facilmente detectada con el método de PCR en el ADN del tumor. Los
marcadores de inestabilidad microsatelital recomendados por la National Cancer
Institute (NCI) consiste en 2 marcadores de repeticiones de mononucleotidos:
BAT25 y BAT26; y 3 marcadores de repeticiones de dinucleotidos: D2S123,
D5S346 y D17S250. [g]



N I N 1

Fig 1. IMS detectada en mucosa colonica en pacientes con colitis ulcerativa. N, normal; |,
mucosa colonica inflamada. Los primers usados en los paneles izquierdo y derecho fueron
D17S250 y D2S123, respectivamente. [2]

La identificacion de IMS en tumores indica una deficiencia severa en el MMR,
resultado directo de la perdida de una de las proteinas de MMR del ADN.
Generalmente hay una perdida de alguna proteina especifica en las células
tumorales, ya sea por pedida de la expresion genética o por mutaciones geneticas
que tienen como resultado proteinas truncadas. Las proteinas MMR del ADN
consisten en hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS2, hMSH3 y hMLH3. El método mas
eficiente y actualmente el mas usado para derteminar cual de estas proteinas no
se expresa en un tumor es la inmunohistoquimica (IHC). La IMS se detecta en el
tejido canceroso de casi todos los pacientes con HNPCC. Sin embargo, es
importante saber que aproximadamente el 15% de los canceres colorrectales

pueden tener un status positivo para IMS. (10

Los resultados del analisis de IMS usando el panel propuesto por la NCI de 5
marcadores se reportan como IMS-alta (IMS-A) si se demuestra en al menos 2 de
los 5 marcadores o el 40%, IMS-baja (IMS-B) si solo un marcadores es positivo
presentando diferentes prevalencia de mutaciones como en K-ras y se considera

estabilidad microsatelital (EMS) si no se detecta en ninguno de los 5 marcadores.
[12]



Se han propuesto recientemente nuevos paneles de marcadores microsatelitales,
usados por algunos laboratorios. Un pequefio estudio de 11 casos de IMS-A en
cancer de colon, se utilizo el MSI Analysis System (Promega Corp.) el cual incluye
marcadores para repeticiones de 5 mononucleotidos y 2 pentanucleotidos,
mostrando completa concordancia con el panel de la NCI. Todos los canceres con
IMS —B dada por el panel de NCI resultaron EMS al ser analizados por el Promega
MSI Analysis System. [g]

La confirmacién diagnéstica de HNPCC requiere de identificacion de una mutacion
germinal por ADN de sangre periférica en uno de los genes de MMR del ADN. En
contraste, la hipermetilacion somatica del promotor de hMLH1 que lleva a la
pérdida de expresion, es la principal anomalia que casua IMS en tejidos con

tumoraciones esporadicas. [13]

1.4 ANALISIS DE IMS (PCR) E INMUNOHISTOQUIMICA: UNO, EL OTRO O
AMBOS?

Para interpretar los resultados de inmunohistoquimica es importante entender la
bioquimica del sistema de reparacion de apareamientos erroneos del ADN (MMR).
Los genes MMR del ADN codifican las proteinas MutS hMSH2, hMSH3 y hMSHG6 y
las proteinas MutL hMLH1, hPMS1, hPMS2 y hMLH3. [14, 34, 351 La estabilidad del
MMR del ADN requiere de la formacién de heterodimeros especificos de MutS y
MutL. Estas proteinas se degradan si no pueden formar heterodimeros estables, lo
cual ocurre en tejido tumoral de HNPCC, pues una de las proteinas criticas es
faltante. La proteinas hMSH2 intercatua ya sea con hMSHG6, formando un complejo
MutS-alfa o con hMSH3 formando un complejo MutS beta. Los heterodimeros de
MutL incluyen el MutL- alfa (hnMLH1 y hPMS2) el cual parece ser el responsable de
la mayoria de la reparacion, y el MutL- beta (hnMLH1 y hPMS1) el cual parece no

tener significancia en la reparaciéon de ADN. [14,15,23,30]



De esta forma por ejemplo, si la deficiencia primaria del gen MMR del ADN
ocurriera en hMSH2, la inmunohistoquimica revelaria perdida de la expresiéon de
hMSH6 y hMSH3 por que estos genes se degradan en la auscencia de hMSH2.
En contraste si la deficiencia primaria fuera en hMSHG6, la expresion de hMHS2 se

conserva por que este puede formar heterodimeros estables con hMSH3. [25,26,27]

Esto nos da con la inmunohistoquimica para hMLH1, hMSH2 y hMSH6 una
sensibiliad de 92% y una especificidad del 100% para detectar tumores con un
MMR deficiente. [32Estos hallazgos apoyan la nocibn de que los
inmunomarcadores para IMS y proteinas de MMR deben realizarse para identificar
efectivamente pacientes que puedan tener HNPCC y que pueden tener indicacion

para realizarse un analisis germinal. [2s, 33]

Fig 2. MSH2 400x. Ausencia de expresion de la proteina en un adenocarcinoma mucinoso.
Control interno positivo en células estromales y linfocitos. [5]

La mayoria de los canceres colorrectales con pérdida de proteinas MMR muestran
IMS aunque existen excepciones. De la misma forma, casi todos los tumores IMS-
A muestran pérdida de proteinas principales de reparacion del ADN, también con
excepciones. Una limitante de la inmunohistoquimica incluye tumores que
ocasionalmente muestran resultados no satisfactorios, lo cual dificulta el analisis

de los mismos con posibles falsos positivos o falsos negativos. [17,18,28]



El consenso al cual se ha llegado en cuanto a analizar un cancer de colon en la
busqueda de HNPCC es que se debe emplear una combinacion de analisis de
IMS e inmunohistoquimica como primera linea, esto nos da un resultado mas

acertado. [19, 29]

1.5 hMSH6 EN CANCER COLORRECTAL ESPORADICO Y HNPCC

Mutaciones germinales de hMSHG6 se asocian con una minoria de los casos de
HNPCC mientras que las mutaciones somaticas del mismo se pueden presentar
en cancer esporadico IMS-A ya que la regidén codificante del gen hMSHG6 contiene
secuencias blanco para mutaciones de tipo IMS, lo que casua una mutagenesis
durante la progresion del cancer por deficiencia primaria de proteinas MMR .[3s, 40]
La mayoria de los tumores con mutacion hMSH6 con HNPCC son EMS o IMS-B,
sin embargo, este se debe analizar y considerar si las alteraciones en hMLH1 y
hMSH2 se excluyeron del diagnéstico, aun cuando el analisis de IMS y la

inmunhistoquimica sean negtivas pero existe alta sospehca. [37,39]

1.6 ANALISIS DE IMS Y EXPRESION DE PROTEINAS MMR EN POLIPOS
COLONICOS

La IMS puede ser una caracteristica molecular de adenomas coldnicos y pélipos
hiperplasicos en casos esporadicos, asi como en pacientes con CCHNP.
Generalmente la IMS es raramente detectable en podlipos que no tienen una
displasia de alto grado. 31, 41, 46]

Algunos adenomas en CCHNP menores a 0.7cm tienen una perdida detectable de
proteinas MMR aun en la ausencia de displasia. La IMS fue demostrada en un
80% de los adenomas en CCHNP, incluyendo MSI-A en el 53% y MSI-B en 27%.
Estos datos indican que el defecto en el MMR del ADN se encuentra desde las
etapas tempranas para el desarrollo de adenomas en CCHNP por lo que se

recomienda la inmunohistoquimica y analisis de IMS en adenomas grandes con



alto grado de displasia en pacientes jovenes (menores a 50 afios de edad) para
identificar a aquellos con sospecha de CCHNP. [42, 45, 48]

En el cancer colorrectal esporadico y en los pélipos, el mecanismo mas frecuente
de la IMS es el silenciamiento del gen hMLH1 por la metilacion de su promotor,
esto asociado con la ausencia parcial o completa de la expresion de hMLH1 que
puede ser demostada con la inmunohistoquimica. En estudios como el de
Samowitz et Al. Se han reportado un bajo porcentaje de IMS en adenomas
colonicos esporadicos, siendo el 80% EMS y el 18% IMS-B. Aunque no existe un
consenso en cuanto a que polipos deberian estudiarse se debe tener en cuenta
gue aquellos con mas probabilidad de presentar una deficiencia de MMR son los
adenomas largos con un alto grado de displasia y los adenomas serratos. 45, 47]

1.7 INTERPRETACION E INTEGRACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS
DE IMS EN CANCER DE COLON EN LA PRACTICA CLINICA

La principal indicacion para realizar el analisis de IMS de cancer de colon es la
evaluacion de un paciente por HNPCC. Dado que a un paciente con IMS-A
seguramente se le recomendara realizarse un analsis germinal es importante
contar con asesoria genética. La prueba de IMS se lleva a cabo en tejido tumoral
e identifica mutaciones somaticas mientras que las pruebas germinales buscan
mutaciones heredadas que afectan a cierto gen que esta presente en todas las
células corporales. Por eso mismo estas pruebas se llevan a cabo en células
sanguineas. [43)La identificacion de la mutacion germinal en los genes de MMR del
ADN confirman el diagnostico de HNPCC y puede usarse también para el

escurtinio de familiares que pueden ser portadores de la mutacion. [44]

Los genes de MMR del ADN mas comunmente afectados por mutaciones
germinales en HNPCC son el hMLH1 y el hMSH2 (40% de los casos cada uno) ,
seguidos por el hMSHG6 con el 10% y hPMS2 con el 5%. Existe una alta corelacién



entre el estatus de IMS-A y la pérdida de expresion de 1 de las 4 proteinas MMR
del ADN. (35

Por lo tanto, tras determinar que un tumor es IMS-A se prefiere la
inmunihistoquimica para encontrar la proteina especifica que no se expresa en el
tejido tumoral y asi el gen que codifica esa proteina puede ser evaluado

especificamente por el analisis germinal. [36]

La significancia de la IMS-B no esta bien establecida. Sin embargo, se sabe que
algunos tumores de pacientes con HNPCC, con mutaciones de hMSHG6, pueden
mostar perdida de la proteina de MMR del ADN mientras que el tumor unicamente
muestra IMS-B o hasta EMS. En la mayoria de los casos que el tumor muestra

IMS-B, no se encuentra una anromalidad en los genes principales MMR del ADN.
[49]

El status de IMS-A esta presente también en un porcentaje de adenocarcinomas
colonicos esporadicos con caracteristicas clinicas especificas. Los canceres
colorectales esporadicos IMS-A se asocian con la perdida de expresion de hMLH1
causado por la hipermetilacion del promotor y no por mutacion del gen. [a9]
Samowitz et al. Reportaron una relacion entre IMS en el marcador BAT26 y un
mejor prondstico disminuyendo aproximadamente el 60% la muerte atribuible al
cancer IMS positvo y los EMS. [51

En cancer de colon estadio lll, la presencia de IMS definida por delecién del
marcador BAT26, se asocia con un menor numero de metastasis a ganglios
linfaticos lo cual también es un factor prondstico que mejora la supervivencia
comparada con tumores EMS. Estos pacientes se reportan con un incremento de
supervivencia a 5 anos 72% vs 35% y un incremento en el periodo libre de

enfermedad de 66% vs 39%. [s, 16, 50]

Varios estudios muestran que la deficiencia de MMR en los tumores con IMS
también puede tener implicacion para la terapia tumoral ya que los tumores con

IMS pueden mostrar una mayor resistencia a agentes quimioterapéuticos como



cisplatino, doxorubicina y 5-fluorouracilo. En une studio por Parc et. Al se
evaluaron pacientes quienes presentaron una reseccion curativa T3NOMO de
cancer de colon y no recibieron terapia adyuvante. Los pacientes con IMS,
definidos como aquefios sin expresion de hMLH1 o hMSH2 tuvieron una mejor
supervivencia y un mayor periodo libre de enfermedad que aquellos con EMS, por
lo que proponen que el prondstico de pacientes con MSI-H T3NOMO es bueno y

no se deberia recomendar el uso de quimioterapéuticos. [52]

Diferentes estudios presentan resultados contradictorio mostrando un peor
descenlace con quimioterapia adyuvante incluso sugiriendo que se adequiere
resistencia a los farmacos citotoxicos empleados sin obtener ningun beneficio de
estos.[so) Son necesarios estudios que permitan aclarar el impacto de la
quimioterapia en indivicuos con carcinomas colorectales con IMS-A para

seleccionar aproximaciones terapéuticas apropiadas para estos pacientes. [16, 17, 18]

Otros estudios de supervivencia parecen indicar que los individuos con CCHNP
tienen mejor pronostico que los indivicuos con enfermedades esporadicas pero
también presentan un mayor riesgo de hasta 5 veces mas de tener tumores
metacronicos. Se asocia también a una reducida probabiliad de metastasis en los
nodulos linfaticos, aunque no ha sido confirmado y se necesesitan de mas

estudios. [19, 20, 21, 22]



2. Planteamiento del problema:

3. Justificacion: El cancer colorectal es el tercer cancer mas comun en hombres y

mujeres al igual que la tercer causa de muerte relacionada a cancer por lo que el

estudio sobre la presencia de inestabilidad microsatelital nos permitira ofrecer un

tratamiento mas adecuado, asi como identificar casos en los que se debe realizar

escurtinio en la familia del paciente de manera dirigida o mas temprano en la vida.

4. Objetivos:
-General: Detectar la incidencia y prevalencia de pacientes con diagnostico de

cancer colorrectal que presentan inestabilidad microsatelital, lo que traduce

mutacion en los genes de reparacion de errores de emparejamiento.

-Especificos:

Conocer las caracteristicas clinicas de pacientes diagnosticados con cancer
colorrectal como edad, sexo, localizacion, grado histologico y estadio clinico
al momento del diagndstico.

Identificar y describir las indicaciones para estudiar la presencia de
inestabilidad microsatelital en pacientes con cancer de colon y recto, en
aquellos que se sospeche sindrome de Lynch y en quienes se recomienda
escurtinio por alto riesgo.

Evaluar la importancia de identificar la presencia de inestabilidad
microsatelital para ofrecer un adecuado tratamiento, asi como probable
necesidad de estudios genéticos familiares.

5. Hipotesis del trabajo: No es necesario el planteamiento de una hipétesis por el

tipo de estudio que se realiza.



6. Metodologia:
a) Tipo de estudio:

- Investigacion epidemioldgica: parte de la investigacion socio-médica;
analiza el proceso de salud-enfermedad en comunidades, poblaciones o
regiones. Orientado a identificar fenomenos de grupo respecto a la
incidencia, prevalencia, factores de riesgo, asociaciones causales; control,
erradicacion de enfermedades, impacto de intervenciones y vigilancia

epidemioldgica entre otros.

- De acuerdo con la intervencion del investigador:

o Observacional o no experimental: se limita a observar y analizar el
fendmeno de interés en cuanto a la forma, cantidad y oportunidad en
que los individuos sujetos a estudio se relacionan o exponen a
ciertos factores. No interviene en la decisidon de los sujetos respecto
de su exposicién a factores determinados.

- De acuerdo con la relacion entre las variables estudiadas:

o Descriptivo: se estudia una sola poblacion, es conocido el problema

y solo se quiere medir.
- De acuerdo con el numero de mediciones del fendmeno estudiado:
o Longitudinal: se mide la misma variable o variables de estudio en dos
0 mas ocasiones. Implica un seguimiento del fenémeno para estudiar
la evolucion en el tiempo y se da por hecho la comparacion de los

valores entre cada medicion.

- De acuerdo con el momento en que se capta la informacién del estudio:



o Retrospectivo: la informacion se generd antes de comenzar el

estudio y con fines ajenos al mismo.

b) Universo de trabajo: el universo es la poblacion con la que se trabaja
(comunidad, grupo de edad, archivo clinico, etc.), de la cual se puede seleccionar
la muestra y esta conformado por elementos denominados unidades de muestreo.
Describiran las caracteristicas de la poblacion y para la cual seran validos los
resultados.

Hay que precisar los limites de tiempo, lugar y persona de donde se tomaran las
unidades de observacion: se revisaran los expedientes desde el 2014-2018
(tiempo) de los pacientes con cancer colorrectal que fueron diagnosticados por
histopatologia (persona) en el Hospital Espanol de México (lugar). El tipo de

universo es finito, ya que esta constituido por un numero limitado de unidades.

c) Obtencion de la muestra: la muestra puede tener las mismas caracteristicas
que el universo y, en esta circunstancia ser representativa del universo o de la
poblacidn. En este protocolo de investigacion y en la mayoria de los estudios
clinicos una adecuada definicion del universo de estudio (que esta claramente
delimitado), permite realizar un censo de la poblacion, (lo que significa que quede
incluida la totalidad de los sujetos que componen el universo). Es el caso en éste
protocolo y por lo tanto no hubo obtencidén de muestra.

d) Seleccion y/o asignacion de participantes o unidades de observacion: no
aplica para éste protocolo de investigacion.

e) Criterios de seleccion (inclusion, exclusiéon y eliminacién): la definicion de
unidades de observacion. Especificacion del elemento tipico del que se obtendra
la informacién sobre cada una de las variables que se estan estudiando y sus
caracteristicas relevantes, es decir; los sujetos que participaran en el estudio.

- Criterios de inclusion: definicion de las caracteristicas bioldgicas,
psicoldgicas y sociales que deben tener los sujetos, para ser incluidos en el



estudio y que permitan elaborar una definiciébn correcta y precisa de la
entidad nosologica, fendmeno o proceso, motivo de la investigacion.
o Pacientes del Hospital Espafiol de México
o Pacientes tratados del afio 2014-2018
o Pacientes con diagnostico histopatolégico de cancer colorrectal
o Pacientes que cuenten con expediente clinico completo:
= Reporte de patologia
= Grado histologico
= Historia clinica con sintomas principales y datos completos del
paciente

- Criterios de exclusion: definicion de las caracteristicas cuya existencia
obligue a no incluir un sujeto como elemento de estudio antes de que se
inicie, ya que podrian modificar, alterar o sesgar los resultados de la
investigacion, son caracteristicas que los hacen inelegibles.

o Se excluyo a los pacientes con patologia postiva para adenoma o
displasia sin llegar a presentar cancer colorrectal. De un total de 157
pacientes se excluyéo a 20 pacientes con reporte histopatologico
externo al hospital Esparol de México.

- Criterios de eliminacion: caracteristicas que presenten los sujetos durante el
desarrollo del estudio y que obligue a prescindir de ellos, su mayor utilidad
estd en los estudios longitudinales, por ejemplo: surgimiento de alguna
complicacion, desercion voluntaria, expedientes incompletos.

o Se eliminé a los pacientes que no contaban con expediente clinico
completo. Se encontraron 157 pacientes con cancer colorrectal, de
los cuales 137 se encontraban completos, se eliminaron 20
pacientes.

f) Variables (independiente, dependiente y de control):

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL INDICADOR ESCALA DE
MEDICION
GENERO Condicién organica que | 1.Masculino Cualitativa
diferencia a los humanos en | 2.Femenino Nominal
masculino y femenino. Dicotémica
EDAD Anos cumplidos que tiene el | Edad en afios Cuantitativa
paciente desde su nacimiento. Discreta
REPORTE DE | Documento que contiene el | 1.Adenocarcinoma Cualitativa
PATOLOGIA diagnostico que se determind | 2.Linfoma Nominal
mediante el analisis de células | 3.Carcinoide
y tejidos en el microscopio,
contiene informacién sobre el
tamano, forma, apariencia de
la muestra, y estado de la
enfermedad o normalidad.




DIFERENCIACION Caracteristica tumoral | 1. Poco diferenciado | Cualitativa

TUMORAL reportada por patologia que | 2. Moderadamente Nominal
describe el grado de | diferenciado
diferenciacion  del  cancer | 3. Bien diferenciado
colorectal, aunado a | -Invasor
caracteristicas tumorales que | -Ulcerado
influyen en el tratamiento y | -Mucinoso
pronostico.

INMUNOHISTOQUIMICA | Documento que contiene el | 1.Estabilidad Cualitativa
diagnéstico que se determind | microsatelital Nominal
mediante el analisis de células | 2.Inestabilidad
y tejidos en el microscopio con | microsatelital
marcadores -MLH-1
inmunohistoquimicos -MSH-2
especificos para genes de | -MSH-6
reparacion del ADN. -PMS-2

PCR PARA KRAS/BRAF | Documento que contiene el | 1. KRAS mutado Cualitativa
diagnéstico que se determind | 2. KRAS no mutado | Nominal
mediante marcador especifico | 3. BRAF mutado
de PCR para mutacién de gen | 4. BRAF no mutado
KRAS o BRAF.

LOCALIZACION Localizacién anatomica del | 1. Ciego Cualitativa

TUMORAL cancer colorrectal al momento | 2. Ascendente Nominal
del diagnéstico. 3. Transverso

4. Descendente

5. Sigmoides

6. Rectosigmoideo
7. Recto

8. Sincrénico

CRITERIOS DE | Presencia de antecedentes | 1. Cuenta con Cualitativa

AMSTERDAM familiares que cubren los | criterios Nominal
criterios de Amsterdam para | 2. No cuenta con
sospecha de HNPCC. criterios

SINTOMA PRINCIPAL Alteracion del organismo que | 1. Sangrado Cualitativa
pone de manifiesto la | 2. Oclusion Nominal
existencia de una enfermedad | 3. Anemia
y sirve para determinar su | 4. Dolor abdominal
naturaleza. 5.Hallazgo incidental

6. Cambios en
habito intestinal

7. Pujo y tenesmo
rectal

8. Pérdida
inexplicable de peso

g) Escalas de medicién y unidades de medida: mencionadas en el cuadro de
variables.

h) Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos: la técnica de
recoleccion de datos socio-demograficos se llevd a cabo revisando los
expedientes en el archivo clinico del Hospital Espafiol de Meéxico. No se
necesitaron recursos materiales (material y/o equipo especial), no se utilizé



material biolégico, no se utilizaron técnicas de laboratorio, no se hizo uso de
animales y no es un estudio en humanos.

i) Instrumentos de medicién: no se utilizo ningun método de medicién objetivo.
Los datos recolectados son basados en resultados de histopatologia y pruebas
especificas.

j) Analisis estadistico: se realizo estadistica descriptiva con obtencién de
frecuencias para variables cualitativas y media y desviacion standard para
variables cuantitativas.

k) Consideraciones éticas del estudio: éste protocolo de estudio no
compromete la salud y el bienestar del sujeto investigado bajo ninguna situacién
por lo que no requiere carta de consentimiento informado y conserva la
confidencialidad. Fue aprobado por el comité de ética del Hospital Espaiol de
México.

- Investigacion sin riesgo: emplea técnicas y meétodos de investigacion
documental retrospectivos y en el que no se realiza ninguna intervencion o
modificacion intencionada en las variables fisioldgicas, psicologicas vy
sociales de los individuos que participan en el estudio.

I) Recursos humanos y materiales:

- Recursos humanos: personal que participara en el desarrollo del trabajo,
incluyendo categoria, descripcion de la actividad de cada uno, horario o
tiempo destinado a la investigacion y una secuencia descriptiva de las
actividades que realizaran.

o Dr. Angel Fernando Rodriguez Villanueva
= Médico adscrito del servicio de Cirugia de Colon y Recto del
Hospital Espafiol de México.
= Asesor de tesis.
= Tiempo destinado: 4 horas por semana.

o Dr. Pablo Armando Avila Pontén
= Residente de 4° afo del servicio de Cirugia General del
Hospital Espafiol de México.
= Responsable de la tesis.
= Tiempo destinado: 20 horas por semana.

o Dra. Daniela Mabel Notabile
» Residente de 2° afo del servicio de Cirugia General del
Hospital Espafiol de México.
= Responsable de la recoleccion de datos.
= Tiempo destinado: 10 horas por semana.



o Dra. Lucia Escobedo Berumen
= Especialidad en Pediatria Hospital Espafiol de México.

= Maestra en Ciencias de la Salud.
= Apoyo en analisis estadistico.
= Tiempo destinado: 2 horas por semana.

Recursos materiales: materiales que se utilizaran para el desarrollo de la
investigacion.

o Expediente clinico de los pacientes que cuentan con reporte
histopatoldgico con diagnostico de cancer colorrectal.

m) Recursos financieros: no se requiere financiamiento para el desarrollo de
este protocolo de investigacion por ser retrospectivo, no hay conflictos de interés.



n) Cronograma:

PERIODOS
FASES

Tiempo: Especificar dias, semanas o meses segun sea
conveniente, para cada una de las actividades.

FEB
2019

MARZO
2019

ABRIL
2019

MAYO
2019

JUNIO
2019

JULIO
2019

1. Fecha de inicio

2. Verificacion de laboratorios,
gabinetes, quiréfanos, bioterios,
etc. y equipos necesarios para
la investigacion

3. Acopio de materiales y
reactivos

4. Obtencion de la muestra(s) de
estudio o sujetos

5. Estandarizacién de
metodologias y técnicas

6. Estudio piloto (cuando sea
pertinente)

7. Realizacion de las
observaciones y/o experimentos

8. Acopio y organizacion de los
datos

9. Analisis de los datos

10. Elaboracion y seleccion del
material grafico (tablas,
cuadros, graficos, fotografias,
videos, etc.

11. Interpretacion de los
resultados

12. Experimentos u observaciones
complementarias

13. Elaboracién del informe
escrito

14. Presentacion oral y revision
del trabajo escrito

15. Realizacion de correcciones

16. Presentacion del informe final
escrito del trabajo (Tesis en
original y 2 copias)

17. Remision del articulo para
publicacion

OTROS




7. Resultados y Discusion
Estadisticos descriptivos.

Tabla 1. Frecuencia por ano.

Grafica 1. Interpretacion de la frecuencia en porcentaje, por ano.

Media = 2016.124
Desviacion tipica = 1.3797
40.0 N=137
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Al realizar este estudio de prevalencia se presenta en esta grafica el numero de
casos diagnosticados de carcinoma colorrectal en los anos revisados (2014-2018).
Observando en general una distribucion balanceada en numero de casos por afio,
unicamente observando un 10% menor en el ano 2014. Los demas afos

presentan de 26-31 casos cada uno.

Tabla 2. Frecuencia por género.

Frecuencia Porcentaje
Mujer 69 50,4%
Hombre 68 49,6%
Total 137 100%

Grafica 2. Interpretacion de la frecuencia en porcentaje, por género.

Porcentaje
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R= Dentro de la interpretacion se muestra la distribucion por género en la
poblacion (N), de 137 pacientes, 69 fueron mujeres y 68 fueron hombres,
representando 50.4 y 49.6% respectivamente.

Estos resultados no causan ninguna sorpresa ya que la incidencia de cancer
colorectal es relativamente igual entre hombres y mujeres. Se estima por la
Asociacion Americana de Cancer que para el 2019 se habran diagnosticado

51,690 hombres y 49, 730 mujeres unicamente en los Estados Unidos. [33]



Tabla 3. Valor minimo y maximo y media de la edad.

EDAD 67.511+14.38
MIN:35
MAX:97

Dentro de la interpretacion se muestra la variable de la edad en la poblacion (N), la
cual cuenta con un numero total de 137 pacientes. Se muestra el rango minimo y

maximo de la variable. La edad promedio fue de 67 afos.
La edad es un factor de riesgo bien conocido para el CCR. La linea de tiempo para
la progresion desde una lesidn premaligna temprana al cancer varia de los 10 a 20

afnos. La edad media de diagnoéstico del CCR es de 68 afnos. [35]

Tabla 4. Frecuencia y porcentaje de inestabilidad microsatelital. (N:137 )

INESTABILIDAD MICROSATELITAL

N:137

Frecuencia  Porcentaje
Positivo 11 8.02%
Negativo 126 91.97%

Grafica 3. Interpretacion del porcentaje de IMS N:137
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Tabla 5. Frecuencia y porcentaje de inestabilidad microsatelital. (N:86 )

INESTABILIDAD MICROSATELITAL

N:86

Frecuencia  Porcentaje
Positivo 11 12.79%
Negativo 75 87.20%

Grafica 4. Interpretacioén del porcentaje de IMS N:137
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En la tabla y grafica 4 se muestra la frecuencia y porcentaje de pacientes con
inestabilidad microsatelital en la poblacion original de 137 pacientes, mientras que
en la tabla y grafica 5 se muestra unicamente a los pacientes a los que se les
realizo inmunohistoquimica en busca de las proteinas de reparacion del ADN
MLH1, MSH2, MSH 6 y PMS2.

Como lo muestran dichas tablas, si incluimos a todos los pacientes con
diagnostico de CCR el 12.79% (11 pacientes) presentaron IMS, el porcentaje
unicamente en los que se realizo inmunohistoquimica aumenta al 12.79%. Ambas
cifras continuan dentro del porcentaje publicado en la bibliografia, presentandose
en un 5-15% de los casos. [11]



Tabla 6. Frecuencia y porcentaje de las proteinas de reparacion de ADN en
los casos positivos para IMS.

N= 86
MLH 1
POSITIVO 91.9% (78)
NEGATIVO 8.1%(7)
MSH 2
POSITIVO 96.5% (83)
NEGATIVO 3.5%(3)
MSH 6
POSITIVO 95.3% (82)
NEGATIVO 4.7% (4)
PMS 2
POSITIVO 93%(80)
NEGATIVO 7%(6)

En la tabla 6 el valor positivo se refiere a la presencia de la proteina, mientras que
el valor negativo demuestra la falta del mismo. Aunque la NCI propone un panel
compuesto por 5 marcadores, en el Hospital Espanol de México unicamente se
deterninan las cuatro proteinas: MLH1, MSH2, MSH 6 y PMS2. En todos los casos
encontrados los pacientes tienen al menos dos marcadores negativos lo que
trancribe a una IMS alta (50% de los marcadores). Para poder diferenciar estos
casos de CCHNP de los casos esporadicos seria necesario identificar una
mutacion germinal por ADN de sangre periférica en uno de los genes de MMR del
ADN. 14

En cuanto a frecuencia las mutaciones germinales en CCHNP en los genes de
MMR son el MLH1 y el MSH2 en el 40% de los casos, seguidos por el MSH 6 en
un 10% y el PMS2 con el 5%. En el caso de nuestro estudio el MLH1 se encontro
negativo unicamente en el 8% y el MSH en el 3.5%. 8]

En el 4% de los casos encontrados se localizo mutacién de la proteina MSH6, la
cual se encuentra en minoria en los casos de CCHNP, pero se ha observado una
mayor prevalencia en CCR esporadico. Aunque el CCR esporadico también se
asocia con la pérdida de expresion de MLH1 causado principalmente por
hipermetilacion del promotor y no por mutacion del gen. [15]



Por ultimo el PMS2 lo encontramos faltante en un 7% de los casos, representando
un valor aumentado de lo que se encontro en la literatura. Debemos considerar
que nuestra poblacién con IMS no es muy grande y probablemente esta es la

razon de la variacion en los porcentajes comparativamente.

Tabla 7. Frecuencia de mutacion de las proteinas de MMR del ADN en los
pacientes con iMS.

MLH 1 MSH 2 MSH 6 PMS 2

1 - + + ;
2 - + + -
3 - + - +
4 - + - +
5 - + -
6 + + - -
7 + = - +
8 - + + -
9 - - + +
10 - + + -
11 - - +

En esta tabla se observa como negativo la proteina mutada o faltante. En los 11
casos descritos la mutacién mas frecuente fue en MLH1, el cual es necesario para
la creacion del MutL- alfa junto con PMS2, siendo este heterodimero el cual
parece ser el responsable de la mayoria de la reparacién del ADN.

La inmunohistoquimica para MLH1, MSH2 y MSH6 nos da una sensibilidad del
92% y una especificidad del 100% para la deteccion de tumores con MMR
deficiente. [13]

Tabla 8. Porcentaje y Frecuencia de proteinas de MMR mutadas.

%

MLH 1- MSH 2 18 % (2)
MLH 1- MSH 6 18% (2)
MLH 1- PMS 2 45% (5)
MSH 2- MSH 6 9% (1)

MSH 6- PMS 2 9% (1)




Gréfica 5. Interpretacion del porcentaje de proteinas de MMR mutadas.
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Como se menciona previamente la estabilidad del MMR del ADN requiere de la
formacion de heterodimeros especificos de MutS y MutL. Al faltar una de estas
proteinas, estas se degradan. En el 45% de los casos reportados se muestra una
falta del MutL-alfa (MLH-1 y PMS-2) mientras que observamos un 18% tanto para
MLH-1 / MSH2 y MLH-1 y MSH-6. Solo se presento un caso en donde faltan las
proteinas MSH 2/ MSH 6 y uno con MSH 6 / PMS 2 (9%).

En la literatura, las caracteristicas histologicas asociadas con los tumores con IMS
son la presentacion en colon derecho, la edad <50 afos, infiltrado linfocitico
infiltrante y los subtipos medulares y mucinosos. 40 En este estudio el 35% de los
pacientes positivos para IMS por IHC se presentaron en el colon derecho y otro
35% en el recto sigmoides. En cuanto a la edad unicamente 4 pacientes (35% )
con IMS eran menor a 50 afios de edad. El 72% si reporta infiltrado linfocitico (8
pacientes) y comopreviamente se comento solo hubo dos casos con subtipo

Mmucinoso.



Tabla 9. Variables cualitativas estudiadas.

N=137
LOCALIZACION TUMORAL
1. Ciego 8.2%(11)
2. Ascendente 9.5%(13)
3. Transverso 5.8%(8)
4. Descendente 6.6%(11)
5. Sigmoides 42.3% (58)
6. Rectosigmoideo 5.1%(7)
7. Recto 19% (26)
8. Sincronico 2.1%(3)
CRITERIOS DE AMSTERDAM

1. Cuenta con criterios
2 No cuenta con criterios

SINTOMA PRINCIPAL AL DIAGNOSTICO

1. Sangrado

2. Oclusion

3. Anemia

4. Dolor abdominal

5.Hallazgo incidental

6. Cambios en habito intestinal
7. Pujo y tenesmo rectal

8. Pérdida inexplicable de peso

95.6 % (131)
4.4 % (6)

12.4%(17)
13.9%(19)
14.6%(20)
15.3% (21)
14.6% (20)
12.4%(17)
8% (11)

8% (12)

MUTACION KRAS

Positivo 19.7% (27)
Negativo 80.3%(110)
REPORTE DE PATOLOGIA

Adenocarcinoma 97.1% (133)
Linfoma 1.5% (2)
Carcinoide 1.5%(2)

Se muestran los porcentajes y frecuencias de variables cualitativas observadas.
De nuestra N total de 137 pacientes se observo una mayor prevalencia en
localizacion en sigmoides con un porcentaje del 42%. Seguido por el recto en el
19% vy el colon derecho (ciego y ascendente) con 17.7%. En un 5.1% se
encontraron tumores en la unidn rectosigmoidea y unicamente en tres ocasiones
se observo la presencia de CCR sincronico. Siendo dos casos en ascendente y
sigmoides y uno en ciego y descendente. El colon transverso tuvo un porcentaje
de 5.8%, lo cual respresenta 8 pacientes.

En cuanto a los antecedentes heredofamiliares, se encontraron 6 pacientes con

criterios de Amsterdam completos, los cuales deberian ser estudiados a fondo



para descartar sindrome de Lynch (CCHNP). De este 4.4% unicamente 2
pacientes presentaron inestabilidad microsatelital. El resto podria aun beneficiarse
de un estudio germinal o PCR.

El CCR puede presentarse clinicamente de distintas maneras, principalmente
dependiendo de su localizacion y posteriormente de su tamafo. El sintoma mas
frecuente al momento del diagndstico fue dolor abdominal con 15.3% (21
pacientes), sin embargo no es un porcentaje elevado comparado con el sangrado
12.4%, oclusion intestinal 13.9%, anemia 14.6% o cambios en el habito intestinal
12.4%. Es importante observar que en un 14.6% (20 pacientes) el diagnostico fue
un hallazgo incidental en pacientes asintomaticos. La pérdida de peso y el pujo y
tenesmo rectal estuvo presente en 8% de los pacientes.

En cuanto a la presencia de mutacion del gen K-RAS de los 137 pacientes, 27
presentaron mutacion en este por PCR. Esto es equivalente a un 19.7%.

Los diagndsticos histopatolégicos de CCR fueron en un 97.1% (133 pacientes) de
adenocarcinoma, mientras que solamente un 1.5% (2 pacientes) presentaron

algun tipo de linfoma o un tumor carcinoide respectivamente.

Los resultados en cuanto a localizacion tumoral son congruentes con los descrito
en la literatura, siendo la localizacion mas frecuente en el colon izquierdo,
principalmente en el sigmoides. Otras localizaciones varian segun la poblacion. Si
se toma en cuenta que el tratamiento para el cancer de recto suele tener un
distinto manejo diagndstico y terapéutico, el porcentaje encontrado puede tomarse
como una cifra independiente en cuanto a su presentacion clinica. [e]

Por los objetivos de este estudio se buscaron de manera intencionada los
antecedentes heredo-familiares. Aunque unicamente se constato que seis
pacientes contaron con criterios de Amsterdam completos, solo dos presentaron
inestabiliad microsatelital. Es importante tener en cuenta que a pesar de esto, no
todos los pacientes con CCHNP cuentan con los criterios de Amsterdam, sin
embargo, los pacientes que cuentan con ellos deberian ser estudiados para

corroborar un diagndstico adecuado, y en caso de ser necesario permanecer en



vigilancia por la probabilidad de presentar algun otro tipo de cancer o en su
defecto los riesgos para sus descendientes. [9]

Como antes se menciond, los criterios de Amsterdam no son del todo especificos
y es dificil contar con la informacidn completa en los expedientes clinicos en
busqueda de los criterios de Bethesda. Seria de suma importancia el crear un
habito para su interrogatorio al momento del diagndstico. [11,12]

Pensando en el principal sintoma, o el sintoma inicial del paciente al momento del
diagndstico, sobre todo en casos avanzados, las presentaciones clinicas pueden
variar incluyendo anemia por deficiencia de hierro, sangrado transrectal, dolor
abdominal, oclusion intestinal, perforacibn o cambio en los habitos intestinales.
Debido al aumento en el enfasis del escrutinio, el CCR es frecuentemente
diagnodsticado antes de presentar sintomatologia. Ademas de que dependiendo de
su localizacién el CCR derecho se asocia mas a sangrado y diarrea mientras que
el CCR izquierdo son de diagnodstico tardio y suelen presentarse con oclusion

intestinal. 5

Tabla 10. Presencia de mutaciones en gen K-RAS o BRAF

Columnal Frecuencia Porcentaje

BRAF 1 0.7

KRAS . 109 79.6

negativo

KRAS postivo 27 19.7
137 100

En esta tabla se muestra el porcentaje de pacientes con mutacion del gen K-RAS
positivo (19.7%) y en el gen BRAF (0.7%) con unicamente un paciente. Ensayos
clinicos controlados en pacientes con CCR y gen K-RAS mutado fueron
resistentes a la terapia anti-receptor de tirosina quinasa y con valor de mal
prondstico en caso de BRAF. Este estudio aunque tampoco diagndstico, sirve
como ayuda junto con otros factores para seleccionar pacientes elegibles para una
terapia determinada. 4]



Algunas de las recomendaciones para el estudio molecular del CCR sugieren la
busqueda en RAS para pacientes que estan siendo considerados para tratamiento
con terapia anti-EGFR, incluyendo los codones 12 Y 13 del exon 2; 59 y 61 del
exon 3y 117 y 146 del exon 4 de KRAS y NRAS. [52]

La mutacion puntual en BRAF V600 debe hacerse en conjunto con la busqueda de
inestabiliad microsatelital en el MMR para estadificacién prondstica, aunque no es
necesario si no hay una IMS-A con pérdiad de MLH1. En el caso encontrado en
este estudio, el paciente postivo para mutaciéon de BRAF no presentd perdida de
las proteinas de reparacién del ADN, contando con estabilidad microsatelital.

Los adenocarcinomas del colon y recto representan el 95% del CCR, estos en su
mayoria se desarrollan de un adenoma. El adenocarcinoma puede también
presentarse con variantes como el mucinoso, el cual se compone en
aporximadamente un 60% de moco el cual presenta un peor pronostico al tener
una diseminiacibn mas rapida y agresiva. El adenocarcinoma mucinoso se
presenta en un 10-15% de todos los CCR. 131 En nuestro estudio encontramos un
porcentaje de 6% con 8 pacientes de los cuales presentaron adenocarcinoma.
(Tabla 11.)

Otra variante es el adenocarcinoma con células en anillo de sello el cual se
presenta unicamente en el 1%, siendo también mas agresivo y con menor
respuesta a tratamiento. En nuestro estudio solo un paciente fue encontrado por

histopatologia con este subtipo de CCR. 3]

Tabla 11. Frecuencia y porcentaje de adenocarcinoma mucinoso.

ADENOCARCINOMA

Mucinoso 8 6.01%
No Mucinoso 125 93.98%
Total 133 100%

Sin embargo exiten otros tipos menos frecuentes como los linfomas, tumores del
estroma, leiomiosarcomas, tumores carcinoides y melanomas. Como los casos
encontrados en este estudio los tumores carcinoides se presentan en el 1% del
CCR vy son derivados de células neuroendocrinas. Los linfomas representan



<0.5% del CCR y son unicamente el 5% de todos los linfomas. Suelen presentarse
en etapas tardias de la vida y son mas comunes en hombres que en mujeres. El
caso encontrado fue en un hombre de 82 afios. Aunque existen otras extirpes que
se asocian tipicamente con IMS como el carcinoma indiferenciado, el cual es un
tumor epitelial sin diferenciacion glandular, escamosa ni neuroendocrina, en los

pacientes observados no se encontro ningun caso como estos. [1]

Tabla 12. Frecuencia y porcentaje de grado de diferenciacion.

Frecuencia Porcentaje
Validos BIEN 21 16.0
MODERADO 98 74.8
POCO 12 9.2
Total 131 100.0

Los grados de diferenciacion histologica del adenocarcinoma son bien
diferenciado, cuando mas del 95% del tumor forma glandulas, moderadamente
diferenciado cuando forma glandulas del 50-95% y pobremente diferenciado
cuando es menor al 50% la formacion de glandulas. 1]

En referente a el grado de diferenciacion tumoral en los pacientes estudiados se
encontro una mayoria en adenocarcinoma moderadamente diferenciado con un
74.8% (98 pacientes), seguido de adenocarcinomas bien diferenciados con un
porcentaje de 16% (21 pacientes) y los adenocarcinomas poco diferenciados con
9.2% (12 pacientes).



8. Conclusiones

Es evidente que el rol de la inestabilidad genomica en la iniciacion del cancer y su
progresion esta creciendo con mayor visidn hacia las implicaciones biologicas y
clinicas de estadificar el CCR de acuerdo a la presencia o ausencia de una
deficiencia en el MMR. Cada vez queda mas claro que el antecedente genotipico
de cada tumor determina sus capacidades proliferativas, invasivas y metastasicas
como también su respuesta a la quimioterapia. El estudio en busca de IMS por
inmunohistoquimica o PCR como escurtinio podria dar informacion prondstica
importante en pacientes con tumores con deficiencia de MMR ya sea por
mutaciones hereditarias o esporadicas.

Por lo regular las mutaciones en las proteinas reparadoras del ADN ocurre en
secuencias repetitivas y la identificacion de estos genes es valiosa para crear
nuevos tratamientos y podria formar la base para la seleccion personalizada para
terapia relacionada a cancer en el futuro.

La IMS es un marcador claro y definitivo de un grupo de canceres que incluye
CCHNP y canceres esporadicos con caracteristicas bien definidas. La
determinacion de la presencia de la IMS en tumores colorrectales tiene, hoy,
claras implicaciones diagndsticas y prondsticas. En estudios futuros se debe
aclarar si los tumores con IMS son suceptibles de responder a tratamientos
especificos. De cualquier forma, una evaluacion conclusiva de la significancia
prondstica requeiere estudios prospectivos largos, utilizando métodos de
diagnostico para IMS estandarizados y criterios de inmunohistoquimica, asi como
una distincion importante para separar los tumores con IMS-A por CCHNP de los
esporadicos. Por ultimo, también se requiere de independencia de sesgos de
distraccion tales como el grado tumoral, estadio, edad y tratamiento del paciente.
En este estudio también se describen variables que hablan de caracteristicas
clinicas, anatomopatolégicas y moleculares de pacientes diagnosticados de CCR
analizando también su localizacion y tipo histolégico. Al tratarse de un estudio
descriptivo de prevalencia la informacién tomada de las historias clinicas ha
supuesto pérdidas que pueden introducir sesgos que limiten la validez de los



resultados obtenidos, especialmente en los antecedentes heredofamiliares. Esto
disficulta saber especificamente los pacientes que merecen un mayor estudio, la
exactitud de pacientes que presentan CCHNP y por ende el numero de casos
esporadicos.

Si tenemos en cuenta que los pacientes incluidos no representan la distribucion
poblacional sino probablemente una infrarrepresentacién de los casos con IMS y
una sobrerrepresentacion de los casos con EMS, la generalizacion de los
resultados puede verse limitada. De cualquier forma, el conocimiento de las
caracteristicas de las pérdidas en la captacion permite limitar los sesgos.

En cuanto a la edad de los casos, su rango y media es similar en hombres y
mujeres (67 afnos) y coincide con otros estudios de este tipo, en los que la media
se situa en torno a unos 70 anos.

La frecuencia de adenocarcinomas mucinosos concuerda con la bibliografia
existente en la que se situan entre 5 y 15%. Por el grado de diferenciacion,
diversos trabajos muestran una mayor proporcion de tumores pobremente
diferenciados en las zonas proximales, algo no visto en nuestro estudio, sin
embargo, la frecuencia de adenocarcinomas mucinosos con una pobre
diferenciacion si es consistente con trabajos previos. Esto se asocia a un leve
empeoramiento del prondstico, incluso si se ajusta por el estadio en el momento
de diagndstico.

Sobre los marcadores genéticos, KRAS aparece mutado en torno a 19.7% de las
muestras, por debajo de lo descrito en donde se encuentran valores desde el 30 al
50%. El porcentaje de muestras tumorales con IMS fue similar al sefialado por
otros autores en torno a 5-15%. Si bien existe evidencia previa de que tanto la IMS
como la mutacion KRAS son mas frecuentes en zonas proximales, en nuestro
estudio se observaron diferencias significativas. Esto puede estar marcado por un
sesgo en la seleccion de casos de a quienes si se le realizdé IHC o PCR para RAS
usalmente solciitados en casos con estadios mas avanzados o asociados a tipos
tumorales caracteristicos.

Es justamente la realizacion de estos estudios de manera rutinaria en aumento lo

que permitio realizar esta investigacion en busqueda de su prevalencia en un



hospital privado de la ciudad de México, el Hospital Espafiol. Los resultados aun
continuan siendo parciales y sesgados por los criterios clinicos seguidos, lo cual
impide un analisis adecuado con su relacion con las demas variables y plantea
nuevamente el interés de generalizar los analisis moleculares con fines de
investigacion para lograr mejoras en el conocimiento y la prediccion clinica.

Por ultimo es importante mencionar la importancia que esta tomando el conocer el
status de IMS-A sobre todo en pacientes con CCR que han progresado posterior a
tratamiento con fluoropirimidina, oxaliplatino e irinotecan. Se ha demostrado que
los pacientes con CCR metastasico son menos propensos a responder a la
quimioterapia convencional y por eso los avances en el estudio de inmunoterapia
presentan una nueva brecha en el tratamiento con medicamentos como
Nivolumab y Pembrolizumab que han presentado respuesta en hasta 28%.[531 Es
por todo esto que la NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
recomienda el estudio universal para defectos en MMR e IMS en todos los
pacientes con cualquier historia de CCR e infromar sobre el uso de inmunoterapia

en la enfermedad metastasica.
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