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PRESENTACIO

La present Tesi Doctoral esta estructurada seguint les directrius de la
normativa per a la presentacio de tesi doctorals com a compendi de
publicacions, aprovada per el Consell del Departament de Medicina de la
Universitat de Barcelona el 17 de maig de 1997.

Els estudis que formen aquesta Tesi Doctoral pertanyen a una mateixa
linia d'investigacid, dirigida a conéixer la incidéncia i caracteristiques del cancer
colorectal hereditari no poliposi a Espanya. Els resultats dels estudis han
aportat informacié rellevant i novedosa en aquest camp i han sigut recollits en 3
articles originals, publicats en revistes d’amplia difusié internacional amb un

factor d'impacte global de 29 punts.
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ABREVIATURES

CCR: cancer colorectal

CCHNP: cancer colorectal hereditari no poliposi
PAF: poliposi adenomatosa familiar

APC: adenomatous polyposis coli

DCC: deleted in colorectal cancer

ADN: acid desoxiribonucleotid

TGF-beta: factor de creixement tumoral beta
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1. Epidemiologia del cancer colorectal

El cancer colorectal (CCR) és una de les neoplasies més frequents als
paisos occidentals. Al nostre pais, el CCR és la segona neoplasia més frequent
en homes i dones darrera del cancer de pulmé i de mama, respectivament. Si
es consideren ambdos sexes conjuntament ocupa el primer lloc en incidéncia,
estimant-se en torn a 19.000 nous casos per any, i representa la segona causa
de mort per cancer'. La supervivéncia ha millorat en els Ultims anys, sent la
supervivéncia mitjana als 5 anys comparable a la dels paisos europeus (49,5%
per cancer de colon i 43% per a cancer de recte)?. Malgrat aquests avancos, a
Espanya el CCR causa aproximadament I'11% de les defuncions per cancer en
homes i el 15% en dones®. Les taxes brutes de mortalitat per cancer de colon i
recte 'any 2000 varen ser 24,50 (4.726 defuncions) i 8,93 (1.722 defuncions)
per 100.000, respectivament, en homes, i 19,97 (4.029 defuncions) i 5,72
(1.155 defuncions) per 100.000, respectivament, en dones®.

Els factors dietétics, hereditaris i I'estil de vida son factors etiologics
reconeguts en el desenvolupament de CCR. En quant a la dieta, les primeres
evidencies del seu efecte sobre el desenvolupament del CCR deriven de la
observacio d'importants diferéncies en la incidencia d’aquesta neoplasia entre
diverses arees geografiques (augment en relaci6 amb la dieta occidental).
Malgrat la constatacié d’aquest fet des de fa décades, encara no ha sigut
possible determinar de manera inequivoca quins aliments o nutrients en soén els
principals responsables. Tanmateix, diversos estudis mostren una associacié
inversa entre el consum de fibra, vegetals i fruita, i el risc de CCR*”, mentre
que es detecta una relacié directa amb el consum de carn vermella® i greixos®.

En quant a I'estil de vida s’estima que I'exercici fisic regular redueix el risc de
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CCR en un 40%", presentant el consum de tabac'’ i d’alcohol® una relacié
directa amb el risc de desenvolupar CCR.

El paper dels factors heredo-familiars en el desenvolupament del CCR
esta ben establert, de manera que en funcié d’aquesta caracteristica podem
classificar al CCR en 5 grups (figura 1): esporadic, familiar, cancer colorectal
hereditari no associat a poliposi (CCHNP), associat a poliposi adenomatosa
familiar (PAF), i altres (principalment el CCR desenvolupat en el context d’'una

malaltia inflamatoria intestinal)'? .

Esporadic

69%
Familiar

B CCHNP
/‘ PAF

B Altres
|

1% 1% 2%

Figura 1. Classificacié del CCR.

En la majoria de casos no existeix cap factor de risc associat, a excepcio
de que succeeix majoritariament en individus d’edat superior a 50 anys, motiu
pel qual s’anomena CCR esporadic. Per altra banda, en aproximadament el 3%
dels casos, aquest tumor apareix en el context d'una malaltia hereditaria, en
especial CCHNP, PAF o altres sindromes polipdsiques'. En un percentatge
menor de casos (inferior a I'1%), el CCR complica una malaltia inflamatoria
intestinal de llarga evoluci6. Per ultim, en una proporcié encara no ben definida

(10-30%), existeixen diversos graus d’agregacié familiar d’aquesta neoplasia,
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encara que sense arribar a complir els criteris establerts per a les formes
hereditaries esmentades préviament' ™.

Malgrat que la PAF i el CCHNP representen una proporcio reduida del
total de neoplasies colorectals, tenen una gran importancia des d’'un punt de
vista fisiopatologic, clinic i terapéutic’®>. En primer lloc, els coneixements
adquirits en relacié als factors que participen en el desenvolupament
d’aquestes malalties hereditaries han permés conéixer els mecanismes
implicats en el CCR esporadic, ja que alguns dels gens que es troben mutats a
nivell germinal a la PAF i al CCHNP també tenen un paper clau en aquesta
darrera situaci6’. En segon lloc, la identificacié dels gens responsables ha
permés establir el diagnostic presimptomatic dels individus portadors de
mutacions en aquests gens i, per tant, en risc de desenvolupar la malaltia, amb
la conseqlient repercussié en les estratégies de cribratge'®. Per ultim, el
diagnostic molecular d’ambdues formes de CCR possibilita I'adopcié de
mesures terapeutiques més radicals, diferents de les emprades a les formes
esporadiques, la qual cosa hauria de tenir un impacte favorable en el pronostic
d’aquests malalts.

Independentment de la naturalesa hereditaria o esporadica, el
desenvolupament del CCR contempla la seqiiéncia adenoma-carcinoma'. Aixi,
multiples estudis epidemioldgics i d’intervencié han permés caracteritzar la
historia natural d’aquesta neoplasia, la qual s’origina a la majoria de casos a
partir d’'una lesié premaligna, 'adenoma o polip adenomatés'’. Des d’un punt
de vista fisiopatologic, a la actualitat esta ben establert que existeixen dues vies
patogéniques ben diferenciades®. La primera d’elles, coneguda com a via

supressora o de inestabilitat cromosdmica, implicada en el desenvolupament
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de la majoria de tumors esporadics, comporta l'activacié de determinants
oncogéns (K-ras) i la inhibici6 de gens supressors (DCC, APC, SMAD4,
TP53)"°. L’acumul d’aquestes alteracions moleculars, independentment de
I'ordre en que s’han adquirit, és el responsable de la transformacié neoplastica.
A banda d’aquesta via, existeix un segon mecanisme que consisteix en
'acumul d’errors durant la replicacio de 'ADN com a consequéncia de la
preséncia de mutacions en gens responsables de la seva reparacié (hMSH?2,
hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH6)'?. Aquests errors s’acumulen de manera
predominant en fragments repetitius d’ADN (microsatel-lits) repartits al llarg de
tot el genoma, el que comporta I'aparicié de mutacions en diversos gens diana.
Aquesta via mutadora o d’inestabilitat de microsatél-lits esta implicada en el

CCHNP i en el 15-20% dels CCR suposadament esporadics'?.
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2. Cancer colorectal esporadic

El CCR esporadic és aquell que es desenvolupa en individus sense cap
antecedent familiar o personal de risc de CCR, i compren entre un 65% i 85%
dels casos de CCR, segons les séries'®'. En abséncia d’aquests antecedents,
I'edat és la condicié que més determina el risc de CCR, de manera que del total
de pacients amb CCR més del 85% sén diagnosticats després dels 60 anys'®
20 E| coneixement d’aquest fet és important a I'hora de dissenyar programes de
prevencio del CCR, al considerar-se als individus majors de 50 anys sense cap
altre factor de risc com a poblacié de risc mitja i tributaria de seguir programes
de cribratge (determinacié de sang oculta en femta anual o bianual, realitzacio

d’una sigmoidoscopia cada 5 anys o d’una colonoscopia cada 10 anys)'* ' 2"

23

2.1. Caracteristiques cliniques

L’edat de presentacié habitual del CCR esporadic oscil-la entre la sisena
i vuitena década de la vida, a diferéncia de les formes hereditaries en les que el
diagnostic sol ser abans dels 50 anys.

El CCR no sol donar simptomes fins a fases avancades, el que
condiciona que la majoria de pacients presentin tumors que han envait tota la
paret intestinal i/o han afectat els ganglis locoregionals. En funcié de la
localitzacio del tumor la forma de presentacié varia. Aixi, els tumors del colon
esquerre es manifesten en general en forma de rectorragia i/o canvis en el
ritme deposicional (restrenyiment o falsa diarrea), condicionats per la reduccio
de la llum del colon, podent arribar a presentar un quadre d’obstruccio

intestinal. Per altra banda, els tumors del colon dret acostumen a causar
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hemorragia oculta i els simptomes referits per el pacient son els atribuibles a
I'anémia cronica secundaria.

Una complicacio poc freqlent del cancer de colon, perd que empitjora el
pronostic és la perforacio intestinal, la qual provoca una peritonitis fecal o la
formacio d’'un abscés.

El cancer de recte pot comportar una sindrome anorectal, amb urgéncia
rectal, tenesme i diarrea amb moc i sang. No és infrequent 'emissié de femtes
acintades. Quan la seva extensié supera els confins de la paret rectal, el
pacient pot queixar-se de simptomes urinaris atribuibles a invasié vesical.

A més dels simptomes locals, el CCR causa sovint simptomes generals,
com asténia, anoréxia, perdua de pes o febre, i també poden aparéixer

simptomes secundaris a la preséncia de metastasi a distancia.

2.2. Caracteristiques moleculars

Estudis epidemiologics i d’intervencid han permeés conéixer la historia
natural del CCR, havent-se establert que 'adenoma o polip adenomatds es una
lesi6 premaligna que precedeix en la majoria d'ocasions a I'aparicié del
cancer®*, de manera que la seva extirpacio redueix o fins i tot anul-la el risc de
desenvolupar aquesta neoplasia’’. A banda de la seva importancia clinica, la
constatacié de la sequéncia adenoma-carcinoma ha sigut fonamental en la
caracteritzaci6 dels mecanismes moleculars que participen en el
desenvolupament del CCR'®. En aquest model seqiiencial, el desenvolupament
del CCR reflecteix I'activacié de determinats oncogens (K-ras) i la inhibicié de
diversos gens supressors (APC, SMAD4, DCC i TP53)" (figura 2). L'acimul

d’alteracions en aquests gens, independentment de l'ordre en que s’han
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adquirit, és el responsable de la transformacid i progressid neoplastica.
Aquesta via es coneix com supressora o d’inestabilitat cromosdomica, en
contraposicié a la via mutadora o d’inestabilitat de microsatél-lits, associada de

forma caracteristica al CCHNP.

APC |K-ras|SMAD4|TP53

Mucosa Adenoma Carcinoma
colonica

Figura 2. Model carcinogenétic implicat en el cancer colorectal esporadic

La preséncia de mutacions en el gen APC constitueix un fenomen
precog¢ i clau per al desenvolupament dels adenomes. Aquest gen participa en
la regulacié de la migracié cel-lular a través de la interacci6 amb els
microtubuls, de I'adhesié cel-lular mediada per B-catenina i E-cadherina, i de la
transduccio de senyal Wingless-Wnt dependent de B-catenina. Aixi, la pérdua o
mutacié6 d’APC, responsable de la degradacié de f-catenina, comporta
alteracions en la migracioé i adhesi6é de la cél-lula, aixi com un increment de
I'activitat transcripcional Tcf - c-Myc que indueix la proliferacio cel-lular®.

A banda de l'activacié de la via APC-B-catenina-Tcf, la progressié des

d’adenoma fins carcinoma requereix I'acumul d’altres canvis genétics o
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cromosomics. Entre les diferents mol-lécules implicades destaca el proto-
oncogen K-ras. La proteina codificada per aquest gen, p21, pot trobar-se en
dos estats funcionals segons el grau de fosforilitzacié. La forma activa (p21-
GTP) afavoreix l'activacié de la cascada MAP quinasa, que té per finalitat
promoure la sintesi de ADN. Aquesta funcié esta regulada per la seva activitat
GTPasa intrinseca, la qual afavoreix el retorn a la forma inactiva (p21-GDP). La
preséncia de mutacions en el gen K-ras comporta I'activacié permanent de p21,
el que incrementa la transduccié de senyal que resultara en un augment de
I'activitat proliferativa de la cél-lula.

Una alteracido cromosomica molt freqlient en el CCR és la preséncia de
pérdues alléliques en el brag llarg del cromosoma 18%°. L'observacié de
deleccions al-léliques en un determinat cromosoma és suggestiu de la
preséncia d’'un gen supressor, els quals habitualment requereixen la inactivacio
de les dues copies per a perdre la seva funcionalitat. Mitjangant analisis de
pérdua d’heterozigositat, ha sigut possible identificar dos gens, DCC i SMAD4,
els quals poden estar implicats en la patogénia del CCR. En relacié al gen DCC
—deleted in colon cancer-, s’ha comprovat que la manca d’expressio de la
proteina que codifica es correlaciona amb una menor probabilitat de
supervivéncia en malalts afectes de CCR. Per altra banda, el gen SMAD4
codifica una proteina que participa en la mediacié intracel-lular de la resposta al
TGF-p. Estudis realitzats amb animals deficients han demostrat que la pérdua
aillada de SMAD4 no indueix l'aparicié de tumors intestinals, perd que quan
aquesta s’associa a la péerdua d’APC es desenvolupen adenomes que
malignitzen facilment. TGF-f3 és una familia de petits polipéptids amb diverses

funcions en el creixement i desenvolupament cel-lular. La resposta de la cél-lula
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al TGF-P depén de receptors especifics localitzats a la superficie cel-lular (RI i
RIl). La preseéncia de mutacions en el gen RIl (presents en el 20% dels CCR) o
SMAD4, responsable d’alguns casos de poliposi juvenil, comporta que la
cél-lula s’escapi del control negatiu exercit pel TGF-B sobre la proliferacio
cel-lular®’.

El gen supressor TP53 esta localitzat al bra¢ curt del cromosoma 17. La
proteina codificada per aquest gen, p53, inhibeix el creixement cel-lular actuant
com a factor de transcripcio, de tal manera que promou la transcripcié de gens
que codifiquen proteines amb activitat supressora. Aixi, en el moment que es
produeix una lesio de I’ADN hi ha un rapid increment del nivells de p53, el que
comporta I'aturada del cicle cel-lular en fase G1 donant temps a la cél-lula per a
que repari el dany genétic. Quan la reparaci6 no és possible, p53 indueix
apoptosi. Les cél-lules amb mutacions o pérdues al-leliques de TP53 no poden
dur a terme aquestes funcions, per la qual cosa soén incapaces d’aturar el
procés neoplastic®®.

Per ultim, és important fer constar que probablement existeixen altres
gens involucrats en la patogénia del CCR esporadic. De fet, diversos estudis
han demostrat la preséncia de pérdues d’heterozigositat en altres cromosomes
(8p, 5q, 22q), el que suggereix la possible participacié d’altres gens supressors

avui per avui desconeguts® *°.
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3. Cancer colorectal familiar

Estudis de cohorts i de casos i controls indiquen que els individus amb
familiars de primer grau afectes d’'adenoma o CCR tenen un risc de desenvolupar
aquesta neoplasia superior al de la poblacié general, aixi com de patir-la més
precogment'®. Aquest subgrup, al que s’anomena CCR familiar per aixi distingir-
lo de les formes inequivocament hereditaries, representa el 25-30% del total de
casos de cancer de colon i de recte'* ",

L’edat de diagnostic del CCR i el nombre de familiars afectes soén les
variables que s’han vist associades a un major risc de presentar un CCR en els
diferents estudis®**°. La revisi6 de Burt"® analitza el risc de CCR tenint en

compte el nombre de familiars afectes i I'edat (Taula 1) i els agrupa segons el

risc associat (Taula 2).

Taula 1. Risc de cancer colorectal en funcidé del nombre de familiars afectes i

de I'edat de diagnostic del cas index.

Estudi OR pelrisc de  OR pel risc de CCR OR pel risc de CCR en
CCRamb 1 amb 2 familiars de  familiars en funci6 de l'edat
familiar de primer primer grau afectes de diagnostic del cas index

grau afecte

StJohnetal. | 1,8(1,2-2,7) 5,7 (1,7-19,3) <45 anys: 3,7 (1,5-9,1)
Fuchsetal. | 1,72(1,34-2,19)  275(1,34-5,63) <45 anys: 5,4 (1,9-14,6)

Ahsan et al. 1,74 (1,24-2,45) - <50 anys: 4,4 (2,2-8,5)
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Taula 2. Risc familiar de cancer colorectal

Situacio familiar

Risc acumulat de

CCR

Risc en poblacié general (EE.UU.)

Un familiar de primer grau® amb CCR

Dos familiars de primer grau amb CCR

Un familiar de primer grau amb CCR diagnosticat <50 anys
Un familiar de segon® o tercer® grau amb CCR

Dos familiars de segon grau amb CCR

Un familiar de primer grau amb adenoma colorectal

6%
2-3 vegades®
3-4 vegades®
3-4 vegades®
~1,5 vegades®
d

~2-3 vegades

~2 vegades®

@Familiars de primer grau: pares, germans i fills
PFamiliars de segon grau: avis, oncles i nebots
“Familiars de tercer grau: besavis i cosins

dncrement respecte al risc de la poblacié general

Aixi, s’ha descrit de manera constant que el risc de desenvolupar CCR

en individus amb familiars de primer grau afectes d’aquesta neoplasia és 2-3

vegades superior al de la poblacié general™. Un estudi prospectiu demostra

que el risc de CCR en individus amb un familiar de primer grau afecte de CCR

es, aproximadament, el mateix a I'edat de 40 anys que el de la poblacié general

a l'edat de 50 anys®".

La presencia de familiars de segon (avis, tiets i nebots) o tercer (besavis

i cosins) grau afectes de CCR també s’ha vist associada a un increment discret

del risc d’aquesta neoplasia®®.
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3.1. Caracteristiques cliniques

A banda de la historia familiar, fins el moment no existeix cap parametre
clinic que permeti identificar als individus amb CCR familiar. La importancia de
caracteritzar, mitjangant Ila realitzaci6 d’arbres genealogics i recollida
sistematica de tots els antecedents familiars de CCR o altres neoplasies
relacionades, els llinatges afectes de CCR familiar radica en la possibilitat de
poder oferir-els-hi mesures preventives especifiques. Aquestes mesures
inclourien, entre altres, programes de cribratge més agressius que els
proposats a la poblacié general (ja sigui per la periodicitat i/o I'edat d’inici dels

13,19, 37

mateixos) , consell genétic quan s’hagin caracteritzat els gens implicats, o

I'administracié d’agents quimioprofilactics.

3.2. Caracteristiques moleculars

A lactualitat, no es coneix el mecanisme responsable d’aquesta
agregacio familiar, encara que probablement constitueix un trastorn genétic
complex o multifactorial. En ell, la carrega genética (mutacions o polimorfismes)
definiria la susceptibilitat per a la transformacié neoplastica, mentre que els
factors ambientals modularien la mateixa. En quant a les anomalies genétiques
que podrien ser responsables d’aquesta entitat, existeixen multiples
possibilitats. Aixi, a banda de mutacions poc penetrants en els gens
responsables de la PAF i del CCHNP®, podrien estar implicats polimorfismes
de gens involucrats en diverses procesos intracel-lulars (metabolisme de
carcinogens, metilacié de 'ADN, modificadors microambientals, metabolisme

de farmacs, gens supressors de tumor i oncogens, entre d’altres), etc.
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4. Poliposi adenomatosa familiar

La PAF és una malaltia hereditaria autosomica dominant causada per
una mutacié germinal del gen APC (adenomatous polyposis coli), que es
caracteritza per la presencia de multiples polips adenomatosos coldonics amb
elevat risc de transformacio neoplastica. La seva incidéncia s’estima en un cas
per 10.000-20.000 habitants i afecta ambdds sexes per igual, representant
menys de I'1% del total de casos de CCR. Aproximadament un ter¢ dels casos
de PAF s6n deguts a mutacions de novo del gen APC, mancant en aquests

individus, per tant, historia familiar.

4.1. Caracteristiques cliniques

Des d'un punt de vista fenotipic, es caracteritza per la preséncia de
nombrosos polips adenomatosos (més de 100) distribuits al llarg del budell gros
(figura 3) i que acostumen a aparéixer a la segona década de la vida. Aquesta
malaltia presenta un alt potencial de malignitzacid, de tal manera que si no
s’efectua tractament quirurgic, la practica totalitat de malalts desenvoluparan un
CCR abans dels 50 anys. El diagnostic sol efectuar-se entre la segona i la
quarta decades de la vida. Sovint els pacients presenten manifestacions
extraintestinals, entre les que destaquen adenomes gastroduodenals,
hipertrofia pigmentaria de la retina o tumors desmoides, situacié que es coneix

com sindrome de Gardner'® 1324,
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Figura 3. Visié endoscopica de polips en la PAF

El tractament de la PAF és quirurgic, ja sigui mitjangant proctocolectomia
total amb reservori, o colectomia subtotal amb preservacié del recte i
anastomosi ileorectal’>. La selecci® d'una técnica quirurgica depen
fonamentalment de les manifestacions de l'individu o de la familia, recomanant-
se la colectomia total en la majoria de pacients i reservant la subtotal per
aquells casos en els que existeixen pocs polips en el recte i el fenotip familiar
és lleu, o per a les formes atenuades®. Tanmateix, alguns estudis suggereixen
que la localitzacié de les mutacions podria contribuir a decidir el tipus
d’intervencié. Aixi, estaria indicat realitzar una colectomia subtotal quan les
mutacions estiguessin localitzades en els codons 0-200 o posteriors als 1500,
mentre que altres autors recomanarien posposar la colectomia quan les
mutacions es troben entre els codons 1445 i 1580 degut a l'elevat risc de
desenvolupar tumors desmoides després de la intervencio*® 4.

En els darrers anys, s’ha demostrat que els adenomes del pacients amb
PAF presenten sobreexpressio de ciclooxigenasa 2 (COX-2), la isoforma
induible d’aquest enzim el qual participa en el metabolisme de les

prostaglandines42. Paral-lelament, s’ha observat que la utilitzacio

d’antiinflamatoris no esteroidals redueix el nombre de polips que presenten
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aquests pacients*’. Aquests resultats també s’han observat amb la utilitzacid
d’inhibidors especifics de COX-2**, mentre que estudis experimentals amb
ratolins deficients per a APC (APCY" o APC*"'®) i per a COX-2 han confirmat la
importancia patogénica d’aquest isoenzim i el potencial efecte beneficidés
d’aquests farmacs*?. No obstant, la utilitzacié d’inhibidors selectius de COX-2
esta limitada als pacients tractats quirurgicament amb preservacié del recte, per

tal d’evitar I'aparicié de nous polips en aquest segment42.

4.2. Caracteristiques moleculars

L’any 1991, mitjangant estudis de lligament genétic i posterior clonatge
posicional, va ser possible identificar el gen responsable d’aquesta entitat, APC
-adenomatous polyposis coli-, localitzat al brag llarg del cromosoma 54,

El gen APC juga un paper clau en la regulacié de la migracio cel-lular a
través de la interaccié amb els microtubuls, de I'adhesié cel-lular mediada per
B-catenina i E-cadherina, i de la transduccié de senyal dependent de la via
Wingless-Wnt. Aixi, la pérdua o mutacié d’APC, responsable de la degradacio
de B-catenina, comporta alteracions en la migracié i adhesié de la cél-lula, aixi
com un increment de [lactivitat transcripcional Tcf-c-Myc que indueix la
proliferacio cel-lular® *°,

La presencia de mutacions germinals en el gen APC ha permés el
diagnostic molecular de la malaltia i, consequentment, la seva aplicacié en el
cribratge familiar de la mateixa®. La distribucié de les mutacions en APC és
molt heterogénia, encara que la majoria introdueixen prematurament un codo
de finalitzacio, el que resulta en la sintesi d’'una proteina truncada. Per altra

banda, existeix una bona correlacid6 genotip-fenotip, de tal manera que la
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localitzacié de la mutacié condiciona I'espectre clinic de la malaltia*® *’. En
aquest sentit, s’ha descrit una variant anomenada PAF atenuada la qual es
caracteritza per un inici més tarda i un menor nombre de polips localitzats de
manera preferent en el colon dret, i que s’associa a mutacions en I'extrem 5’ o
3’ del gen APC. Els casos amb major nombre de polips habitualment s’associen
a mutacions entre els codons 1285 i 1465, el desenvolupament d’hipertrofia
pigmentaria de la retina a mutacions en els codons 542-1309, i I'aparicié de
multiples manifestacions extracoldniques a mutacions en els codons 1465,
1546 i 2621, tal i com es mostra a la Figura 4. Per ultim, els malalts en els que
no es possible detectar mutacions en APC (20-40%) presenten un fenotip molt
més lleu, tant pel que fa a les manifestacions extracoloniques com en relacio al
ndmero de polips en el colon*®. Aquests darreres dades, aixi com les
importants diferéncies fenotipiques entre les families afectes suggereix la
possible existencia d’altres gens implicats que exerceixin un paper

modificador*®.

PCF atenuada Hipertréfia pigmentaria PCF (severa) Manifestacions
(extrem 5%) de la retina (1285, 1465) extracoléoniques
\ (542-1309) // (1465, 1546, 2621)
Dominis
Heptad repeats Catenin binding 20 amino acid motif Basic Tubulin binding
Exons LIS T PO Td |

i L i i 1
T L] L] L] L]

Codons |
1 400 800 1200 1600 2000 2400 2800

Figura 4. Correlacié genotip-fenotip a la poliposi adenomatosa familiar
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Les tecniques emprades en el diagnostic molecular son l'analisi de
ligament i la prova de la proteina truncada. L’analisi de lligament es realitza en
families amb PAF mitjancant marcadors altament polimorfics del gen APC
(microsatél-lits) i permet establir I'haplotip lligat a la malaltia sense identificar la
mutacié causant. La técnica molecular que s'utilitza majoritariament per
detectar les mutacions germinals en els pacients de PAF i les seves variants es

la prova de la proteina truncada®.

4.3. Estratégia de cribratge

L’estrateégia recomanada per al cribratge de la PAF es basa en mesures
de consell genétic que inclouen la realitzacié de I'analisi mutacional del gen
APC i 'assessorament als familiars en relacié a risc que comporta la malaltia, la
importancia que té el seguiment i la transcendéncia que pot tenir el resultat de
la prova genética® *°. En els individus portadors de mutacions o en aquells en
els que no ha estat possible determinar la seva preséncia, el cribratge
contempla la practica d’'una sigmoidoscopia anual. Si s’estableix el diagnostic
de poliposi, a banda d’indicar el tractament quirurgic, cal fer un estudi
d’extensié que inclogui fibrogastroscopia, ortopantomografia i estudi del fons

d’'ull per tal de descartar la preséncia de manifestacions extracoloniques.
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5. Cancer colorectal hereditari no poliposi

El CCHNP o sindrome de Lynch és una malaltia hereditaria amb patro
autosomic dominant deguda a mutacions germinals en els gens reparadors de
'’ADN. Malgrat tractar-se de la forma de CCR hereditari més freqtent, en la
actualitat s’accepta que aquesta entitat representa entre I'1% i el 5% del total
de casos de CCR®" *2. S’ha de tenir present que existeixen importants
variacions en relaci6 a I'estimacio de la seva incidéncia fruit del limitat nombre
d’estudis poblacionals i, probablement, de diversitats geografiques. No obstant,
el factor més determinant per a les discordances en quant a la seva frequéncia
de presentacio és la dificultat per a establir-ne la seva definicio |,

consequentment, el seu diagnostic.

5.1. Caracteristiques cliniques

El CCHNP es caracteritza pel desenvolupament preco¢ de CCR,
habitualment abans dels 50 anys d’edat, localitzar-se preferentment al colon
dret, i tenir una elevada tendéncia a presentar neoplasies sincroniques o
metacroniques, bé en el propi colon i recte o en altres organs (endometri,

estdmac, sistema urinari, ovari, vies biliars, budell prim>*®%).

Menys
freqUentment, poden presentar-se tumors cerebrals (glioblastomes) o cutanis
(queratoacantomes, adenomes sebacis 0 adenocarcinomes sebacis),
combinacions que reben el nom de sindrome de Turcot i sindrome de Muir-
Torre, respectivament, i constitueixen variants del CCHNP®®.

Histologicament, el CCR presenta unes caracteristiques relativament
constants, donat que es tracten de tumors amb abundant preséncia de moc,

pobrament diferenciats i amb infiltracié limfocitaria'® °° °7.
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5.2. Criteris diagnostics
El diagnostic clinic de CCHNP s’estableix a partir de la historia familiar, i
la seva definicid es basa en els criteris establerts a la reunié6 d’Amsterdam®®

(Taula 3).

Taula 3. Criteris de Amsterdam

e Tres o més familiars afectes de CCR, un d’ells familiar de primer grau dels
altres dos, i

e Dos 0 més generacions successives afectes, i

e Un o més familiars afectes de CCR diagnosticat abans dels 50 anys d’edat, i

e Exclusio de la PAF en els casos de CCR.

Darrerament, s’han ampliat els criteris diagnostics per augmentar la seva
sensibilitat, donant més protagonisme a les neoplasies extracoloniques (criteris

d’Amsterdam 11)*° (Taula 4).

Taula 4. Criteris de Amsterdam Il

e Tres o més familiars afectes d’'una neoplasia associada al CCHNP (CCR,
cancer d’endometri, budell prim, uréter o pelvis renal), un d’ells familiar de
primer grau dels altres dos, i

e Dos 0 més generacions successives afectes, i

¢ Un o més familiars afectes de CCR diagnosticat abans dels 50 anys d’edat, i

e Exclusié de la PAF en els casos de CCR.
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5.3. Caracteristiques moleculars

El CCHNP és consequéncia de la preséncia de mutacions germinals en
els gens reparadors dels errors de replicacié de 'ADN. Fins al moment actual
es coneixen 5 gens que formen part d’'aquesta maquinaria reparadora: MSH2
localitzat a la regié cromosomica 2p16, MLH1 localitzat a la regié cromosdmica
3p21, PMS1 i PMS2 localitzats a les regions cromosomiques 2931 i 7q11,
respectivament, i MSH6 localitzat a la regid6 cromosodmica 2p16. Es coneixen
unes 300 mutacions germinals en aquests gens que predisposen a CCHNP, de
les quals un 59% és troben en el gen MLH1 i un 38% en el gen MSH2, éssent
rares les mutacions a la resta de gens®® **.

Des del punt de vista molecular, el malfuncionament del sistema de
reparacio d’errors de replicacié de 'ADN es tradueix en I'acimul de mutacions
somatiques a dos nivells. Per una banda, a nivell de microsatél-lits, que sén
petits fragments repetitius d’ADN distribuits al llarg de tot el genoma® ' i
majoritariament localitzats en ADN intronic i que, per tant, la seva afectacid
presumiblement no té un significat patologic. EI fenomen d’inestablititat de
microsatél-lits (figura 5) constitueix un marcador fenotipic del CCHNP'®, estant

present en més del 95% de CCR en pacients amb CCHNP, mentre que tan sols

el presenten un 15% dels tumors de pacients amb CCR esporadic’®.
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Figura 5. Analisi del fenomen d’inestabilitat de microsatél-lits
mitjangant el marcador BAT-26. El cas que es presenta correspon

a un tumor inestable.

Per altra banda, la segona consequéncia del malfuncionament del
sistema de reparacié d’errors de replicacio de 'ADN és I'afectacié d’unitats
repetitives de ’ADN incloses dins els marcs de lectura de diferents gens (TGF-
B, IGFRII, BAX, entre d’altres), alguns dels quals juguen papers fonamentals a

la regulacié del creixement, diferenciacié o mort cel-lular®” ®’

i, per tant, a
'oncogenesi.

En condicions normals, la reparacio d’aquests errors de replicacié de
'ADN (errors d’aparellament i petites insercions o delecions d’'una o dues
bases) s'inicia per la uni6 d’heterodimers MSH2-MSH6 al fragment danyat
(figura 6). Aquesta primera fase va seguida per un canvi conformacional

d’aquestes mol-lecules, el que facilita la unié del complex MLH1-PMS2.

Posteriorment, és produeix I'escissido de la cadena d’ADN afecta i la sintesi
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d’'una de nova. Quan s’han de reparar insercions/delecions més llargues,

probablement intervé el complex MSH2-MSH3°".

-

é
1
1

Figura 6. Mecanisme de reparacié dels errors de replicacié de ’ADN.

5.4. Estrategia per a la identificacié del CCHNP

L’estratégia diagnostica acceptada a 'actualitat per a la identificacié dels
pacients afectes de CCHNP consisteix en la deteccié del fenomen d’inestabilitat
de microsatel-lits en el si del tumor. Aquesta es basa en el fet de que més del
95% dels pacients amb CCHNP presenten aquesta alteracio’®. En aquest
sentit, la deteccidé d’inestabilitat de microsatél-lits a nivell del tumor tradueix una
deficiéncia en el sistema de reparaci6 de I'ADN i, per tant, fa sospitar
I'existéncia d’'una mutacio en els gens responsables.

Una alternativa a la deteccio del fenomen d’inestabilitat de microsatel-lits
seria la immunohistoquimica per a les proteines codificades pels gens

reparadors esmentats (figura 7). Aixi, la manca d’expressio d’alguna de elles és

50



indicativa de la preséncia de mutacions en el corresponent gen codificant. Per
altra banda, s’ha de tenir present que la falta d’expressio d’aquestes proteines
també pot ser deguda a mecanismes epigenétics, com és la metilaciéo de
promotors dels gens reparadors, principalment MLH1, mecanisme que
explicaria la preséncia d’'inestabilitat de microsatél-lits en alguns casos de CCR

esporadic.

Figura 7. Estudi immunohistoquimic d’expresi6 de proteines
reparadores d’errors de replicaci6 de I'ADN. El cas que es presenta

correspon a un tumor on hi ha manca d’expresié de MLH1.

Finalment, la prova diagnostica del CCHNP és la deteccié de mutacions
germinals en algun dels gens reparadors, la qual cosa es realitza mitjangant
teécniques moleculars diverses que inclouen SSCP (single-strand conformation

polymorphism), DHPLC o sequenciacio directa.
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Figura 8. Estudi de sequenciacié directa. El cas mostra una mutacié a

I'exd 11 de MSH2.

La majoria de pacients (45%-65%) que acompleixen els criteris
d’Amsterdam de CCHNP presenten mutacions germinals en alguns dels gens
reparadors de I'ADN®%. Malgrat aixd, en una proporcid no despreciable de
families que acompleixen aquests criteris o que tenen una marcada historia
familiar de CCR no és possible identificar aquestes mutacions®>®°.
Contrariament, families que no acompleixen els criteris d’Amsterdam poden
presentar mutacions germinals en aquests gens®® ®’. Aquestes situacions
indicarien que, per una banda, probablement existeixen altres gens
responsables de corretgir errors de replicacié de I'ADN desconeguts fins el
moment i que, per altra, els criteris clinics no son suficientment sensibles per a
detectar totes les families amb CCHNP.

Com s’ha comentat, el diagnostic clinic del CCHNP es basa en els
criteris d’Amsterdam |, pero la baixa sensibilitat d’aquests ha dut a establir uns
criteris menys restrictius que permetin identificar una proporcié major de

pacients afectes de CCHNP. Aquests criteris, establerts a Bethesda® (taula 5),

varen ser desenvolupats per identificar pacients amb una elevada probabilitat
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de patir un CCHNP, als quals estaria indicat determinar la preséncia del
fenomen d’inestabilitat de microsatél-lits en el si del tumor. En els pacients amb
inestabilitat de microsatél-lits hauria d’investigar-se la preséncia de mutacions

en els gens reparadors de ’ADN®.

Taula 5. Criteris de Bethesda

e Pacients amb CCR que pertanyen a families que acompleixen els criteris
d’Amsterdam

e Pacients amb dos neoplasies associades al CCHNP, incloent CCR sincronic
o metacronic i cancer extracolonic (endometri, ovari, gastric, hepatobiliar,
budell prim, uréter o pelvis renal)

e Pacients amb CCR i un familiar de primer grau amb CCR, neoplasia
extracolonica associada al CCHNP o adenoma colorectal; un dels cancers
diagnosticat abans dels 45 anys d’edat o 'adenoma abans dels 40 anys
d’edat

e Pacients amb CCR o cancer d’endometri diagnosticat abans dels 45 anys
d’edat

e Pacients amb CCR localitzat al colon dret i histoldgicament indiferenciat
diagnosticat abans dels 45 anys d’edat

e Pacients amb CCR tipus cel-lules en anell de segell (format per més del
50% de cél-lules en anell de segell) diagnosticat abans dels 45 anys de edat

e Pacients amb adenoma colorectal diagnosticat abans dels 40 anys de edat

S’ha suggerit que l'analisi previ de la preséncia d'inestabilitat de

microsatél-lits podria obviar-se en aquells pacients que acompleixen algun dels
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tres primers criteris de Bethesda (Taula 5)%°. En aquests pacients, donat la
major probabilitat de presentar mutacions en els gens implicats en el CCHNP,
podria efectuar-se I'analisi mutacional directament.

Recentment, el National Cancer Institute ha revistat els criteris de
Bethesda, proposant unes noves recomanacions per a la seleccio dels pacients
en els que s’hauria de descartar la preséncia de mutacions germinals en els
gens responsables del CCHNP. Aquests criteris es coneixen com Criteris de

Bethesda revisats’ (Taula 6)

Taula 6. Criteris de Bethesda revistats

e Pacients amb CCR diagnosticat abans dels 50 anys.

e Pacients amb CCR sincronic o metacronic o amb una altra neoplasia
associada al CCHNP (endometri, estbmac, ovari, pancrees, vies urinaries,
cervell, budell prim) amb independéncia de |'edat.

e Pacients amb CCR amb infiltracio limfocitaria, cél.lules en anell de segell o
creixement medular diagnosticat abans dels 60 anys.

e Pacients amb un o més familiars de 1er grau amb una neoplasia associada
al CCHNP diagnosticada abans dels 50 anys.

e Pacients amb dos o més familiars de 1er o 2on grau amb una neoplasia

associada al CCHNP, amb independéncia de |’edat.

5.5. Estrategia de cribratge
L’analisi genétic dels gens reparadors de 'ADN permet el diagnostic
presimptomatic dels familiars en risc'® 7" 2. Aixi, aquesta analisi mutacional

hauria d’oferir-se als familiars de primer grau (pares, germans i fills) d’'individus
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portadors d’'una mutacié germinal en alguns d’aquests gens. Amb aquesta
estratégia s’aconsegueix optimitzar la relacié cost-eficacia del cribratge del
CCHNP"®, de manera que el seguiment endoscopic pot centrar-se Unicament
en aquells membres portadors de mutacions.

El seguiment colonoscopic en el CCHNP esta dirigit a la identificacio i
resseccidé de polips adenomatosos, aixi com a la deteccié de carcinomes en

fases inicials del seu desenvolupament'®

. En els darrers anys s’ha demostrat
que la vigilancia periddica mitjangant colonoscopies millora el prondstic dels
individus pertanyents a families amb criteris de CCHNP, al haver-se demostrat
que la realitzacié en individus que pertanyen a families amb CCHNP d’una
colonoscopia cada 3 anys durant un periode de 15 anys s’associa a una
disminucio del 62% en la incidéncia de CCR (p=0,02) i del 66% en la mortalitat
global (p=0,003) en relacié amb la no realitzacié de cribratge”. L'intérval idoni
entre exploracions no esta ben establert, encara que el fet que alguns estudis
hagin descrit la aparici6 de CCR als dos o tres anys d’haver-se realitzat una

76 i la més rapida progresi6 des d’adenoma a

colonoscopia negativa
carcinoma en el CCHNP** justificaria un intérval d'1 6 2 anys entre
exploracions. Encara que sense evidéncies directes es recomana iniciar el
cribratge endoscopic a partir dels 20-25 anys o 10 anys abans de I'edat de
diagnostic del CCR en el familiar afecte més jove, escollint la opci6 més
precog16‘ 7,77
En quant a les neoplasies extracoloniques associades al CCHNP en
individus portadors de mutacions en els gens responsables, el registre de

cancer de Finlandia ha permés establir la seva incidencia: 60% per el cancer

d’endometri, 13% per al d’'estobmac, 12% per al d’ovari, 4% per al de vies
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urinaries, 3,7% per al cerebral, 3,3% per al de pelvis renal, i 2% per al de vies
biliars’®. Tant els individus que han desenvolupat CCR como els familiars en
risc tenen una major probabilitat de presentar una neoplasia extracolonica, el
que podria justificar el cribratge de les mateixes’®. Malgrat tot, a diferéncia del
que succeeix en relaciéo amb el CCR, no esta demostrada la eficacia d’aquestes

estratégies® 8 80

, encara que s’assumeix que el benefici podria ser major en
aquelles families en les que existeix una major agregacié d’una determinada
neoplasia extracolonica™. Al ser el cancer dendometri la neoplasia
extracoldnica més frequent, la majoria de grups recomanen la realitzacié d’'una
ultrasonografia pélvica anual o bianual a partir dels 25-35 anys d’edat® .

En resum, les recomanacions actuals en els pacients pertanyents a
families amb criteris de CCHNP contemplen la realitzacié de [l'analisi
mutacional dels gens hMSH2 i hMLH1"® °. En els individus portadors de
mutacions o en aquells casos en els que no és possible determinar-ne la seva
preséncia, estara indicat el cribratge endoscopic. A més, en funcié del

predomini de neoplasies d’un altre origen en el si d’'una determinada familia, és

convenient efectuar altres exploracions dirigides a descartar la seva presencia.

5.6. Tractament

Donat que els pacients amb CCHNP presenten un risc incrementat de
desenvolupar tumors metacronics'®, tenen una rapida progressio des
d’adenoma a carcinoma® i que en moltes ocasions el carcinoma s’origina en

lesions planes dificils de tractar endoscopicament®’

, alguns grups recomanen la
realitzacié d’'una reseccio extensa (colectomia total o proctocolectomia) per al

tractament de les neoplasies colorectals’®. L’edat, la preséncia de comorbilitat,
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la opini6é del pacient, aixi com la localitzacié del tumor sén factors a tenir en
compte en la decisié terapéutica’.

No existeixen dades que recomanin la realitzaci6 d'una colectomia
profilactica en pacients en risc o en portadors de mutacions en els gens

responsables del CCHNP'®.

5.7. Vigilancia post-reseccio

Es ben conegut el fet que després del tractament quirurgic del CCR en
pacients amb CCHNP existeix un elevat risc de lesions metacroniques, havent-
se observat que la meitat dels pacients sotmesos a una resseccié colonica
segmentaria presenten una segona neoplasia colorectal als 10 anys®. A més,
el risc de desenvolupar un carcinoma de recte en els pacients tractats
mitjangant colectomia total és del 12% després d’un periode de seguiment de
12 anys®. Aquesta situacié justifica la vigilancia endoscopica després de la
cirurgia®.

Finalment, és important assenyalar que, a l'actualitat, no existeixen
dades que demostrin la utilitat de les estrategies de quimioprofilaxi en el

CCHNP> %,
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JUSTIFICACIO | OBJECTIUS
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Justificacio general

El cancer colorectal és una de les neoplasies més prevalents als paisos
occidentals, sent la tercera causa de mort'. Des dun punt de vista
epidemiologic es pot classificar el CCR en 5 grups: esporadic, familiar,
hereditari no associat a poliposi (CCHNP), associat a poliposi adenomatosa
familiar (PAF) i associat a la malaltia inflamatoria intestinal)'>'. Actualment no
es coneix la incidéncia d'aquests 5 grups de CCR a Espanya ja que la majoria
d’estudis han estat realitzats als Estats Units o en paisos del nord d’Europa®.

El CCHNP és el tipus més frequent de CCR hereditari, oscil-lant entre I'1
i el 5% dels total de casos de CCR i les mutacions germinals en els gens
reparadors dels errors de replicacio de I'ADN, principalment MSH2 i MLH1,

8285 | a instauracid dels criteris

constitueixen la seva base genética
d’Amsterdam®® va ser cabdals per a definir el CCHNP i identificar la seva base
molecular. Posteriorment aquests criteris varen ser modificats per considerar-se
massa restrictius (criteris d’Amsterdam 11) *°. Després, I'any 1996, el National
Cancer Institute va proposar els criteris de Bethesda, els quals tenien com
objectiu identificar aquells pacients amb una major probabilitat de CCHNP i que
haurien de ser avaluats mitjancant estudi d’inestabilitat de microsatél-lits i/o
analisi genétic®. Aquests criteris han estat recentment revisats®, pero fins a
I'actualitat no s’ha avaluat el seu rendiment.

En relacié a la base molecular de la sindrome de Lynch o CCHNP se
sap que més del 90% de casos presenta inestabilitat de microsatel-lits, pel que
determinar si un tumor presenta aquesta alteraci6 pot ser una estratégia

adequada per a seleccionar els individus tributaris d’ulterior estudi genétic. Per

altra banda, la majoria de mutacions en els gens MSH2 i MLH1 comporten
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I'anul-lacié de I'expressio de les proteines codificades per aquests. D aquesta
manera, |‘abséncia d'expressio de les proteines reparadores de I'ADN
determinada mitjangant técniques immunohistoquimiques podria traduir la
presencia d’inestabilitat de microsatel-lits. Fins el moment actual no s’ha
realitzat cap estudi que compari ambdues tecniques en la deteccio d’individus
amb CCHNP i per tant no hi ha una estratégia definida per a identificar aquests
individus ni indicar quins serien tributaris d analisi genetic.

Per ultim, un altre aspecte a tenir present és que els pacients amb
antecedent de neoplasia colorectal tenen un major risc de presentar una
neoplasia sincronica o metacronica, situacié coneguda com a multicentricitat
tumoral, la qual cosa justifica la realitzaci6 de programes de vigilancia
postoperatoria'®. Poder identificar aquests individus de major risc pot tenir
importants implicacions cliniques, especialment en relaci6 a les mesures
preventives, ja sigui per a la administracié d’agents quimioprofilactics que
inhibeixin el desenvolupament i/o progressié de noves lesions, o per a la
realitzacié d’estratégies de vigilancia postresecci6 de CCR diferenciades en
funcid del risc personal de multicentricitat tumoral. Els estudis realitzats fins el
moment actual en aquest sentit s’han centrat en la recurréncia d’adenomes
després de la polipectomia, no existint dades en quant a factors predictius de

multicentricitat tumoral en pacients amb CCR.
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Justificacio i objectius de I'estudi 1

Frequency of hereditary non-polyposis colorectal cancer and other colorectal
cancer familial forms in Spain. A multicenter, prospective, nation-wide study

(European Journal of Gastroenterology and Hepatology 2004,16,1:39-45)

El CCR és la tercera causa de mort per cancer als paisos occidentals,
incrementant-se el seu risc en aquells individus amb historia familiar de CCR,
especialment en aquells que pertanyen a families amb trastorns hereditaris®.
El CCHNP és el tipus més frequent de CCR hereditari i esta causat per
mutacions germinals en els gens reparadors dels errors de replicacié de
'ADN® 8 Malgrat caracteritzar-se pel desenvolupament de CCR en edats
joves, tendéncia al desenvolupament de lesions colorectals sincroniques i
metacroniques i de neoplasies a altres organs, no hi ha cap fenotipus

16, 58, 84, 85

especific , i el seu diagnostic clinic es basa en la historia familiar,

concretament en el compliment dels criteris d’Amsterdam 11°°.
La frequéncia del CCHNP és incerta, oscil-lant entre I'1 i el 5% dels total
de casos de CCR. Aquesta variabilitat probablement és deguda a

inconsisténcies en els criteris emprats per al seu diagnostic®®®°

, aixi com
diferéncies en la poblacié estudiada'® %% % 991 En aquest sentit, és important
assenyalar que la majoria d’estudis han estat realitzats als Estats Units o en
paisos del nord d’Europa®, no havent-hi cap estudi que hagi avaluat la
incidéncia de CCHNP a Espanya.

Per altra banda, existeix un grup heterogeni i molt més nombrés de

pacients que presenten agregaciéo de CCR sense arribar a complir els criteris
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definitoris de cancer hereditari. D’aquest grup, anomenat CCR familiar® %4,

tampoc se’n coneix la seva incidéncia i caracteristiques a Espanya.

Per tant, el primer estudi d’aquesta Tesi Doctoral va anar dirigit a recollir
informacio clinico-epidemiologica del CCHNP i d’altres formes de CCR familiar
a Espanya en el si d'un estudi prospectiu, multicéntric, en poblacional general.
Els seus objectius especifics van ser:

1. Establir la freqiiéncia de CCHNP i CCR familiar a Espanya

2. Comparar les caracteristiques personals dels pacients amb CCR en
funcié de I'agregacié familiar

3. Avaluar la magnitud i caracteristiques de la historia familiar dels pacients
amb CCR

4. Avaluar limpacte de la utilitzacid dels criteris de Bethesda en el

diagnostic clinic del CCHNP
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Justificacio i objectius de I'estudi 2

Synchronous colorectal neoplasms in patients with colorectal cancer:
predisposing individual and familial factors (Diseases of Colon and Rectum

2004; 47:1192-1200)

La sequiéncia adenoma-carcinoma és la via patogenica més frequient en
el CCR, estant ben caracteritzada des del punt de vista epidemiologic, clinic,
patologic i molecular™ %. El risc de presentar una neoplasia sincronica o
metacronica es troba augmentat després de presentar una primera neoplasia
colorectal, situacid coneguda com a multicentricitat tumoral, la qual cosa
justifica la realitzacio de programes de vigilancia postoperatoria™.

Les caracteristiques associades a la multicentricitat tumoral en pacients

amb adenomes colorectals sén prou conegudes® %’

. Tanmateix, aquesta
situaci6 ha estat molt menys estudiada en pacients amb CCR. La
caracteritzacié d’aquests individus pot tenir importants implicacions cliniques,
especialment en relacié a les mesures preventives, ja sigui per a la potencial
administracié d’agents quimioprofilactics que inhibeixin el desenvolupament i/o
progressié de noves lesions, o per a la realitzacié d’estratégies de vigilancia
postresecci6 de CCR diferenciades en funci6 del risc personal de
multicentricitat tumoral.

El segon estudi d’aquesta Tesi Doctoral va anar dirigit a caracteritzar els

individus amb neoplasies colorectals sincroniques, una situacid sovint

associada al CCHNP. Els objectius especifics d’aquest estudi van ser:
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Determinar la freqliéncia de neoplasies colorectals sincroniques en
pacients amb CCR
Identificar les caracteristiques personals i familiars associades a aquesta

situacié de multicentricitat tumoral



Justificacio i objectius de I’ estudi 3

Accuracy of revised Bethesda guidelines, microsatellite instability and
immunohistochemistry for the identification of patients with hereditary

nonpolyposis colorectal cancer (JAMA 2005; 293:1986-1994)

Les mutacions germinals en els gens reparadors dels errors de replicacio
de I'’ADN, principalment MSH2 i MLH1, constitueixen la base genética del
CCHNP. L’incorrecte funcionament d’aquesta maquinaria reparadora comporta
'aparici6 de mutacions al llarg de tot el genoma i, més concretament, en
sequeéncies repetitives de nucleotids conegudes com a microsatél-lits. Aquesta

alteracié es coneix com el fenomen d’inestabilitat de microsatel-lits'> 16 %8,

L’establiment dels criteris d’Amsterdam 1°8

va ser cabdals per a definir el
CCHNP i identificar la seva base molecular. Tanmateix, des d’'un punt de vista
clinic aquests criteris de seguida es van demostrar massa restrictius, el que va
justificar la seva posterior modificacio (criteris d’Amsterdam 11)*°. L’any 1996 el
National Cancer Institute va proposar els criteris de Bethesda, els quals
pretenien identificar aquells pacients amb una major probabilitat de CCHNP i
que, consequentment, haurien de ser avaluats mitjangcant estudi d’inestabilitat
de microsatél'lits i/o analisi genétic®®. Posteriorment, a 'any 2004 aquests
criteris han estat revisats®, perd fins a I'actualitat no s’havia avaluat el seu
rendiment.

El fet de que més del 90% de casos de CCHNP presentin inestabilitat de

microsatél-lits suggereix que determinar si un tumor presenta aquesta alteracio

pot ser una estratégia adequada per a seleccionar els individus tributaris
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d’ulterior estudi geneétic. Per altra banda, la majoria de mutacions en els gens
MSH?2 i MLH1 comporten I'anul-lacié de I'expressié de les proteines codificades
per aquests. Aixi, 'abséncia d’expressio de les proteines reparadores de 'ADN
determinada mitjangant técniques immunohistoquimiques podria traduir la
preséncia d’'inestabilitat de microsatél-lits. Es important assenyalar, no obstant,
gue no sempre €s aixi ja que un gen mutat pot generar una proteina anomala
que sigui detectada per immunohistoquimica. Per altra banda,
excepcionalment, poden existir mutacions germinals en pacients amb tumors
que no presenten inestabilitat de microsatél-lits. Aquests fets han condicionat
que, fins a l'actualitat, no hi hagi una estratégia unica universalment acceptada
per a la identificacio dels individus afectes de CCHNP.

Aixi, el tercer estudi d’aquesta Tesi Doctoral va anar dirigit a establir
l'estratégia més efectiva i eficient per al diagnostic del CCHNP. Més
concretament, en el si d’'un estudi prospectiu i multicéntric, es va comparar el
rendiment diagnostic de I'analisi d’inestabilitat de microsatel-lits amb el de la
immunohistoquimica per a MSH2 i MLH1, bé directament o prévia selecci6
segons els criteris revisats de Bethesda, per a la identificacié de mutacions

germinals en els gens MSH2 i MLH1 en pacients amb CCR.
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Els resultats dels estudis que constitueixen la base de la present

Tesi Doctoral han sigut recollits en les seguents publicacions:

. “Frequency of hereditary non-polyposis colorectal cancer and other
colorectal cancer familial forms in Spain. A multicenter, prospective,
nation-wide study”.

Pifiol V, Andreu M, Castells A, Paya A, Bessa X, Jover R, for the
Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish Gastroenterological
Association.

European Journal of Gastroenterology and Hepatology 2004,16,1:39-45.

Factor d'impacte: 1,84

. “Synchronous colorectal neoplasms in patients with colorectal cancer:
predisposing individual and familial factors”.

Pifiol V, Andreu M, Castells A, Paya A, Bessa X, Jover R, for the
Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish Gastroenterological
Association.

Diseases of Colon and Rectum 2004; 47:1192-1200.

Factor d'impacte: 2,34

. “Accuracy of revised Bethesda guidelines, microsatellite instability and
immunohistochemistry for the identification of patients with hereditary
nonpolyposis colorectal cancer”.

Pifol V, Castells A, Andreu M, Castellvi-Bel S, Alenda C, Llor X, Xicola

RM, Rodriguez-Moranta F, Paya A, Jover R, Bessa X, for the
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Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish Gastroenterological
Association.
JAMA 2005; 293:1986-1994.

Factor d'impacte: 24,8
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Els resultats dels treballs que constitueixen la base de la present Tesi
Doctoral han sigut presentats en els congressos internacionals que es

relacionen a continuacio.

Pifiol V, for the Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish
Gastroenterological Association. “Incidence of HNPCC and other familial
forms: a nation-wide, population-based study from Spain”. 103 Annual
Meeting of the American Gastroenterological Association. San Francisco, maig

de 2002. Gastroenterology 2002; 122: A594.

Pifiol V, for the Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish
Gastroenterological Association. “Predisposing individual and familial factors
to synchronous colorectal neoplasms in patients with colorectal cancer: a
multicenter, prospective, nation-wide study”. 104™ Annual Meeting of the
American Gastroenterological Association. Orlando, maig de 2003.

Gastroenterology 2003; 124: A551.

Castells A, for the Gastrointestinal Oncology Group of the Spanish
Gastroenterological Association. Accuracy of revised Bethesda guidelines,
microsatellite instability and immunohistochemistry for the identification of
patients with hereditary nonpolyposis colorectal cancer. 106™ Annual
Meeting of the American Gastroenterological Association. Chicago, maig de

2005. Gastroenterology 2005; 128: A-62.
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ARTICLE 1

“Frequency of hereditary non-polyposis colorectal cancer and other

colorectal cancer familial forms in Spain. A multicenter,

prospective, nation-wide study”
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ARTICLE 2

“Synchronous colorectal neoplasms in patients with colorectal

cancer: predisposing individual and familial factors”.
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ARTICLE 3

“Accuracy of revised Bethesda guidelines, microsatellite instability and

immunohistochemistry for the identification of patients with hereditary

nonpolyposis colorectal cancer”
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La present Tesi Doctoral la formen tres estudis que pretenen
caracteritzar les diferents formes familiars de CCR a Espanya, fent especial
emfasi en conéixer les caracteristiques epidemioldgiques, cliniques i
moleculars del CCHNP, determinar el risc de patir una segona neoplasia
colorectal, i avaluar l'efectivitat de les diferents estratégies per identificar
portadors de MSH2/MLH1 en persones que acompleixen algun dels criteris de
Bethesda modificats.

La forga global dels estudis, enmarcats dins el projecte Epicolon, radica
en el gran nombre de pacients inclosos de manera prospectiva i seguint uns
criteris ben definits, i també en la informacid recollida respecte a
caracteristiques demografiques, cliniques, familiars i relacionades amb el
tumor. A més, el fet que el disseny de I'estudi sigui de base poblacional fa que
els pacients inclosos siguin representatius de la poblacié del nostre pais, el que
permet estimar de manera precisa la frequéncia de les diferents formes
familiars de CCR.

En el primer estudi d’aquesta Tesi Doctoral es demostra que un 2,5%
dels casos de CCR diagnosticats de novo a Espanya acompleixen els criteris
clinics de CCHNP (criteris d’Amsterdam), una xifra semblant a la d’estudis

38, 52 per altra banda, si es tenen en

realitzats a altres paisos occidentals
compte els criteris de Bethesda, els quals es varen desenvolupar per identificar
pacients amb alt risc de CCHNP, prop d'un 20% del total de CCR els
acompleixen i, consequentment, haurien de ser sotmesos a un estudi
molecular.

Els pacients que formen el grup de CCR familiar, definit com aquells amb

historia familiar de cancers relacionats amb el CCHNP perd que no compleixen
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els criteris d’Amsterdam, constitueixen un grup for¢ca important des del punt de
vista clinic i logistic. De fet, la freqiéncia de CCR familiar (27% en el present
estudi) és molt major que la de CCHNP. La comparacio entre els casos index
va evidenciar que els pacients amb CCR familiar eren més grans en el moment
del diagnostic i tenien menys historia personal de cancers relacionats amb el
CCHNP que els pacients pertanyents a families amb CCHNP, mentre que
tenien una major prevalenca de adenomes sincronics que els pacients amb
CCR esporadic. Encara que el CCR familiar representa un grup de pacients
molt heterogeni, aquestes diferéncies suggereixen uns mecanismes
carcinogenics diferents del CCHNP (via mutadora) i del CCR esporadica (via
supressora). La identificacid d’uns criteris clinics que permetessin diferenciar
els veritables casos de CCR familiar podrien contribuir a clarificar la base
molecular d’aquest trastorn, d’'una manera semblant a com els criteris
d’Amsterdam varen ser crucials per identificar els gens involucrats en el
CCHNP. També és important remarcar que una correcta caracteritzacioé clinica i
molecular d’aquest subgrup de pacients pot tenir una repercusio important en el
cribratge i vigilancia del CCR, ja que podria afavorir una aproximacié més cost-
efectiva.

En el segon estudi d’aquesta Tesi Doctoral es fa émfasi en la
importancia d’identificar pacients amb CCR i tendéncia a desenvolupar una
segona neoplasia colorectal, ja que sén pacients amb pitjor pronostic i que molt
probablement es podrien beneficiar de mesures preventives especifiques,
especialment d'una vigilancia postresecci® més intensiva i de tractaments

100

quimiopreventius dirigits”' En aquest sentit, es tracta de la primera

investigacié dirigida especificament a determinar les caracteristiques
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individuals i familiars associades amb la preséncia de neoplasies colorectals
sincroniques en pacients amb CCR, com a primer pas cap a intentar determinar
quins son els parametres que predisposen a la multicentricitat tumoral.

La multicentricitat del CCR s’ha analitzat préviament en altres estudis
que investigaven la recurrencia d’adenomes coldnics després de la
polipectomia endoscopica. En aquests treballs s’ha vist que la mida, el
component vellés, el numero i la localitzacié dels adenomes determinaven el

risc de lesions metacroniques® 97 1

. De manera complementaria a aquesta
informacio, els resultats del present estudi suggereixen que uns parametres de
facil obtencié, com sén I'antecedent personal d’adenoma colorectal i les
caracteristiques del tumor primari (la localitzacié proximal, I'estadi TNM Il i la
preséncia de component mucds), es correlacionen amb la multicentricitat
tumoral en quant a I'existéncia d’adenomes o carcinomes colorectals sincronics
en els pacients amb CCR.

El tercer estudi d’aquesta Tesi Doctoral avalua diferents estrategies per
a identificar portadors de mutacions en els gens MSH2/MLH1 en base a
'acompliment dels criteris revisats de Bethesda, la immunohistoquimica (IHQ)
per a proteines reparadores i la inestabilitat de microsatél-lits (IMS), aixi com
llur combinacié. La forga de I'estudi radica en diversos punts. A banda de que,
com s’ha assenyalat previament, es va realitzar en poblacié general i va
incloure un gran nombre de pacients (el major reportat fins a I'actualitat en
estudis de caracteristiques semblants), cal destacar que la IMS i la IHQ es
varen fer de manera sistematica, paral-lela i cega en tots els malalts, els

resultats varen ser avaluats en funcié de la preséncia de mutacions germinals i,

per ultim, I'analisi inclou una avaluacid de costos. Els resultats de l'estudi
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suggereixen que l'estudi de la IMS i la IHQ de proteines reparadores son
estratégies equivalents en termes d’eficacia i cost-eficacia, i que quan
qualsevol d’aquests métodes es realitza en pacients préviament seleccionats
d’acord als criteris revisats de Bethesda el seu rendiment encara és més alt pel
que fa a la identificacié dels pacients amb CCHNP associat a muactions dels
gens MSH2/MLH1. Malgrat tot, el relatiu baix nombre de mutacions
identificades, aixi com el significat indeterminat de les 3 corresponents a canvis
d’aminoacid, poden constituir un punt débil de I'estudi i, conseqlientment, haver
influit en els resultats. Tanmateix, val a dir que quan es consideren Uunicament
les mutacions inequivoques, no es modifiquen les conclusions de I'estudi tant
pel que fa a l'eficacia com a I'eficiencia dels criteris revisats de Bethesda, bé
sols o combinats amb l'estudi d'IMS o la IHQ.

Des que es va conéixer la base molecular del CCHNP®?: 62 102103

, S’han
dedicat grans esforcos a investigar l'estrategia més efectiva per a la
identificacié de portadors de mutacions en els gens MSH2/MLH1. Tot i aixi, no
hi ha una unica estratégia universalment acceptada, per la qual cosa s’utilitzen
diverses aproximacions que inclouen tant diversos criteris clinics com métodes
diagnostics'®. La variabilitat epidemiologica entre arees geografiques i les
diferents tecnologies emprades fa que les conclusions dels estudis siguin
heterogénies’®, tot i que que els nostres resultats suggereixen que els criteris
revisats de Bethesda soén els millors criteris clinics coneguts fins el moment
actual per a identificar els pacients en risc de CCHNP®®. De fet, el seu
funcionament, ja siguin sols o en combinacié amb la IMS i/o IHQ, el seu alt

valor predictiu en el model de regressid logistica respecte altres grups de

recomanacions, i la manca de benefici en termes d’efectivitat i eficiencia a
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I'incloure altres predictors independents recolzen I'is d’aquests criteris en la
practica clinica. Aquests resultats es veuen reforgats per les conclusions
obtingudes en estudis paral-lels realitzats en el si del projecte Epicolon, en els
que els criteris de Bethesda originals i revisats han estat comparats
directament, observant-se que I'ius d’aquests darrers permeten una aproximacio
més acurada i cost-efectiva que quan s'utilitzen els criteris originals (Rodriguez-
Moranta et al., en premsa).

Malgrat que les recomanacions actuals per la identificaci6 de CCHNP
aconsellen I'estudi d’'IMS com a técnica de cribratge'® " la IHQ s’ha proposat
com una aproximacié alternativa®® % % Degut a que la IHQ és senzilla de
realitzar i més assequible que l'analisi d’ADN a la practica clinica diaria, la
utilitzacié de la IHQ podria ser una técnica més util i rapida com a métode de
precribratge de tumors amb defectes de reparacié de 'ADN'®. En diferents
poblacions d’alt risc de CCR s’ha demostrat que ambdues técniques son
equivalents, sent la IMS i l'estudi de pérdua d’expressi6 de MSH2/MLH1
aproximacions adequades per a seleccionar els pacients tributaris d’estudi
genétic®. A més, la IHQ és la técnica d’eleccid per a dirigir I'estudi de
mutacions germinals al poder determinar quina de les proteines és la que es
troba alterada’® i, aixi mateix, pot ajudar a resoldre el problema de les variants
germinals de MSH2 de significat incert ja que la inactivacié somatica de MSH2
és un fet poc freqiient en tumors esporadics amb IMS® %7 Finalment, els
resultats d’investigacions recents suggereixen que l'avaluacié sistematica
d’altres proteines reparadores, com ara MSH6 i PMS2, pot contribuir a inclus

incrementar I'efectivitat de la IHQ®" "8,
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Malgrat l'alta correlacié entre mutacions germinals en els gens MSH2 o
MLH1 i la falta d’expressio de les corresponents proteines, en 'estudi es van
trobar alguns resultats discordants. De fet, 2 pacients amb mutacions de canvi
d’aminoacid tant a MSH2 com MLH1 varen mostrar pérdua d’expressio de la
proteina oposada. Aquests resultats varen encaminar-nos a determinar el
significat patogénic d’aquestes mutacions. Aixi, respecte a la del gen MLH1, la
mutacio Lys618Ala, encara que s’ha demostrat que segrega amb el fenotip de
CCHNP®: 19911 també s’ha observat en controls sans®'. En quant a la de
MSH?2, |la variant lle145Met s’ha detectat en altres families amb CCHNP, pero
estudis funcionals han fet aparéixer alguns dubtes respecte a la seva
patogenicitat”z. Per a minimitzar aquesta limitacio, es varen repetir els calculs
considerant aquestes 3 mutacions potencialment no patogéniques i, tot i que
les xifres varen variar discretament, els resultats no van canviar, reforcant les
conclusions de I'estudi.

Es important assenyalar que l'estudi d'IMS es va fer de manera
sistematica analitzant unicament el marcador BAT-26 enlloc d’utilitzar el panell
complet de 5 marcadors proposat pel National Cancer Institute’*®. L'us d’aquest
Unic marcador, una estratégia també emprada en estudis previs similars®" %
"4 " es justifica per la seva elevada sensibilitat, que arriba al 93-97%"'™ . De
fet, en la gran majoria de tumors, I'analisi de BAT-25 i BAT-26 és suficient per a
determinar I'estatus d’'IMS sense necessitar la referéncia d’ADN germinal, ja
que aquests marcadors son quasi-monomorfics en poblacié caucasica'® '1°.
Addicionalment s’ha demostrat en altres estudis que la utilitzacio unica de BAT-

26 era factible per al cribratge d’'individus amb CCHNP ja que aquest marcador

és capac de detectar tots els portadors de mutacions''’. De totes maneres
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encara hi ha certa controversia respecte aquest tema, ja que alguns estudis
han suggerit que BAT-26 pot no detectar alguns casos de defectes de
reparaci® de I'ADN, especialment aquells associats a MSH2'"®. Coneixent
aquesta limitacio es va dissenyar el present estudi amb la hipotesi de que la
realitzacio simultania de la IHQ contribuiria a identificar mutacions germinals en
els pacients amb tumors BAT-26 estables. Tanmateix, els resultats obtinguts
demostren que la combinaci6 d'IMS i IHQ no proporciona cap avantatge
respecte a cadascuna de les técniques realitzades individualment. Encara més
important, la realitzacio dels restants marcadors del panell de Bethesda no va
contribuir a identificar cap portador de mutacions addicional, ja que tots els
tumors estables pel marcador BAT-26 i que mostraven pérdua d’expressio
protéica varen ser també estables per a la resta de marcadors del panell.
Finalment, la freqiéncia de mutacions germinals a MSH2/MLH1 observades en
el present estudi (0,9%) és molt similar a 'observada en altres investigacions

de base poblacional utilitzant altres estratégies diagnostiques®’ 8 119

, el que va
en contra de la possible infravaloracié de la incidéncia de CCHNP com a
consequencia del métode de cribratge emprat. Tenint en consideracioé aquestes
circumstancies, I'analisi del marcador BAT-26 apunta a ser un métode simple,
rapid i segur per a la identificacié de la IMS quan I'objectiu final sigui unicament
seleccionar pacients que han de ser sotmesos a estudi genétic dels gens
MSH2/MLH1.

En els darrers anys, s’ha demostrat que la vigilancia del CCR en
portadors genétics de CCHNP és efectiva'®. A més, el cribratge en pacients

amb CCR diagnosticat de novo utilitzant els criteris de Bethesda originals i

'estudi d'IMS per a indicar el subseglent estudi genetic per CCHNP és cost-
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efectiu, especialment si es consideren els beneficis sobre familiars propers del
pacient”>. No obstant, hi ha molt poca informacié respecta a altres estratégies
de cribratge™'. En aquest sentit, no hi ha cap estudi que hagi avaluat
I'eficiencia dels criteris revisats de Bethesda o que hagi comparat la IMS i la
IHQ en quant a cost-efectivitat per a la identificaci6 de mutacions germinals de
MSH2/MLH1. Els resultats del present estudi suggereixen que la seleccid
clinica de pacients en base als criteris revisats de Bethesda en combinaciéo amb
la IMS o la IHQ és més eficient que qualsevol d’aquestes estratégies per
separat. De totes maneres, degut a la no despreciable variabilitat de costos
dels procediments medics en els diferents paisos i la minima diferéncia
observada entre ambdues técniques, la superioritat de la IHQ sobre la IMS no
es pot establir definitivament.

Com a conclusio d’aquest darrer estudi, es pot dir que els criteris revisats
de Bethesda constitueixen una aproximacio molt util per a seleccionar pacients
en risc de CCHNP. En pacients que acompleixen aquests criteris, tant la IMS
com la IHQ sén aproximacions equivalents i altament cost-efectives per a
seleccionar aquells pacients que haurien de ser sotmesos a un estudi genétic
per a I'eventual identificacié de mutacions germinals en els gens MSH2/MLH1.
Tenint en compte aquesta equivaléncia i que en la practica clinica la IHQ és
més assequible que l'analisi d’ADN, la utilitzacié de la IHQ pot ajudar a

identificar una major proporcié de pacients amb CCHNP.
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Els resultats obtinguts dels diferents estudis que componen aquesta Tesi

Doctoral permeten extraure les seguents conclusions:

Un 2,5% dels casos de CCR diagnosticats de novo a Espanya

acompleixen els criteris clinics de CCHNP (criteris d” Amsterdam).

La frequéncia de CCR familiar en el nostre medi és del 27%, mentre que
aproximadament un 20% del total de pacients amb CCR acompleixen els

criteris de Bethesda.

L’edat de presentacio del CCR és superior en els pacients amb CCR
familiar aixi com posseeixen menys antecedents personals de cancer
relacionat amb el CCHNP que els pacients pertanyents a families amb
CCHNP. Per altra banda, els pacients amb CCR familiar presenten una
major prevalenca d’adenomes sincronics que els pacients amb CCR

esporadic.

L’antecedent personal d’adenoma colorectal i les caracteristiques del
tumor primari (localitzacié proximal, estadi TNM Il i presencia de
component mucos) es correlacionen amb la multicentricitat tumoral, en
quant a I'existencia d’'adenomes o carcinomes colorectals sincronics en

els pacients amb CCR.
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La frequéncia de mutacions germinals en els gens MSH2/MLH1 en

pacients amb CCR a Espanya és del 0,9%.

La IMS i la IHQ de proteines reparadores sén estrategies equivalents en
termes d’eficacia i cost-eficacia per a identificar els pacients amb

CCHNP associat a MSH2/MLH1.

Fins a I'actualitat, els criteris revisats de Bethesda son els millors criteris
clinics coneguts per a identificar els pacients en risc de CCHNP. El
rendiment de la IMS i la IHQ per a la identificacié dels pacients amb
CCHNP associat a MSH2/MLH1 augmenta quan els pacients sén

préviament seleccionats d’acord als criteris revisats de Bethesda.

La combinacio de I'analisi d'IMS i la IHQ no proporciona cap avantatge
addicional per a la seleccié dels pacients amb sospita de CCHNP

respecte a cadascuna d’aquestes técniques realitzades individualment.

La seleccio clinica de pacients en base als criteris revisats de Bethesda
en combinacié amb la detecci6 d’IMS o la IHQ de les proteines
reparadores de I'ADN és més eficient que qualsevol d’aquestes

estratégies per separat.
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