TRABAJO FIN DE GRADO

UNIVERSIDAD CATOLICA
DE MURCIA

FACULTAD DE CIENCIAS DE SALUD
GRADO DE MEDICINA

“Caracterizacion molecular del cancer colorrectal

primario y sus metastasis”

Autor: Mateo Eduardo Belando Pardo

Director: Dr. Pablo Conesa Zamora

Murcia, mayo de 2021












TRABAJO FIN DE GRADO

UNIVERSIDAD CATOLICA
DE MURCIA

FACULTAD DE CIENCIAS DE SALUD
GRADO DE MEDICINA

“Caracterizacion molecular del cancer colorrectal

primario y sus metastasis”

Autor: Mateo Eduardo Belando Pardo

Director: Dr. Pablo Conesa Zamora

Murcia, mayo de 2021






TRABAJO FIN DE GRADO

UNIVERSIDAD CATOLICA
SAN ANTONIO

DEFENSA TRABAJO FIN DE GRADO

DATOS DEL ALUMNO

Apellidos: Belando Pardo Nombre: Mateo Eduardo

DNI: 48694005-S Grado en Medicina

Facultad de Medicina

Titulo del trabajo: Caracterizacidon molecular del cancer colorrectal primario y sus

metastasis.

El Dr. Pablo Conesa Zamora tutor del trabajo resefiado arriba,
acredito su idoneidad y otorg6 el V. © B. © a su contenido para ir a Tribunal de

Trabajo fin de Grado.

En Cartagena, 17 mayo de 2021

Fdo.: Pablo Conesa Zamora






ABREVIATURAS . ...t e e e e anas 11
RESUMEN. ... e e et et e e et e e e e eana s 13
ABSTRACT ettt ettt e e e e e s e e e e s s st e e e e e an s e a b b ae e e e e e e nnrrareeaeeaaans 15
1. INTRODUGCCION......oiiitieiecieieee et e ettt st en e ete e e eee s 17
2. MATERIAL Y METODOS... ..ottt et 19
2.1. PoDbIacion de eStUdIO.........ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
2.2. Variables de referencia...........cccccuvviiiiiiiiiii 19
2.3. Preservacion y seleccion de tejido..........ccuuvevieeiiiiiiiiieie e 19
2.4. Extraccion de ADN y analisis mutacional............cccccceviiiiiiiieee i, 20
2.5. ANAIISIS StAdISTICO. ... ..uuviiiiiiiiiiiiiie e 20
2.6. BUSQUEda de datOS.......ccuvvuiriiiiiiiiie e 20
3. RESUIAUOS. ...ceiiiiiiiiee e 21
3.1. Caracteristicas del estado mutacional en relacion al sexo.................... 21

3.2. Caracteristicas del estado mutacional en relacion a la edad de
[0 = Vo |10 1S 1 [ o 1RSSR 21
3.3. Caracteristicas del estado mutacional del tumor primario en relacion a
SU [OCANZACION. ...ttt e e 22
3.4. Caracteristicas del estado mutacional en relacién a la
supervivencia/letalidad...............coooiiiiiii e 23

3.5. Concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario

frente @ SU METASTASIS........cooii i 23
4. DISCUSION ..ottt ettt ettt ve et ese s en s 25
5. CONCLUSIONES.......oiii ittt e e e e as 28
6. BIBLIOGRAFIA. ..ottt re et n e, 29

7. TABLAS . .. 32






ABREVIATURAS

CCR: cancer colorrectal.
CCRm: cancer colorrectal metastasico.
EGFR: factor de crecimiento epidérmico.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.






RESUMEN

Introduccion: el cdncer colorrectal es uno de los méas prevalentes en todo
el mundo y la determinacién del estado mutacional en los oncogenes
KRAS/NRAS/BRAF tiene importancia en la respuesta a los tratamientos anti-
EGFR. EIl objetivo es observar las diferencias que existen entre las distintas
variantes a nivel molecular que presentan tanto los tumores como sus
metéstasis y que estdn implicadas en su manejo terapéutico. Material y
meétodos: estudio transversal en el que se han analizado un total de 30
pacientes con cancer colorrectal avanzado y con edad de diagnéstico superior
a 40 afios. Se utilizaron como test estadisticos Chi? y la prueba exacta de
Fisher para variables categodricas. Resultados: en relacion al sexo no se
hallaron diferencias significativas entre las mutaciones de la via RAS y del
oncogen BRAF (p=0'1584), tampoco se encontraron respecto a la edad
(p=0113), la localizacion del tumor primario (p=0'6876), o Ila
supervivencia/letalidad (p=0°2076). En cuanto a la concordancia del estado
mutacional entre el tumor primario frente a su correspondiente metastasis si se
observo un alto grado de concordancia de la mutacion KRAS (p=0’003), no
siendo asi para la mutacién del oncogen BRAF(p=0'6545). Discusién: los
resultados obtenido coinciden en su mayoria con los de otros trabajos pese a
no arrojar diferencias estadisticas significativas, esto puede deberse al tamafio

reducido de la muestra trabajada. Conclusiones: Los hallazgos obtenidos en el

presente trabajo, junto con los obtenidos por otros estudios del mismo tipo,
sugieren la necesidad de realizar analisis biomoleculares tanto tumores
primarios como en sus metastasis, especialmente sobre el estado mutacional
de BRAF, debido a posibles discrepancias que pueden afectar al grado de

respuesta a tratamientos dirigidos.

Descriptores/ palabras clave: cancer colorrectal, metastasis,

KRAS,BRAF,NRAS, oncogen, concordancia, biomarcadores.






ABSTRACT

Introduction: colorectal cancer is one of the most prevalent in the world. The
objective is to observe the differences that exist between the different variants
at the molecular level that both tumors and their metastases present and that

are involved in their therapeutic management. Aim_and Methods: a cross-

sectional study in which a total of 30 patients with advanced colorectal cancer
and with an age of diagnosis over 40 years were analyzed Chi2 statistical tests
and Fisher's exact test were used for categorical variables. Results: in relation
to sex, no significant differences were found between mutations of the RAS
pathway and the BRAF oncogene (p = 0.1584), in relation to age, no significant
differences were found between the mutations of the RAS pathway and the
oncogene BRAF(p = 0'113), In relation to the location of the primary tumor, no
significant differences were found between the mutations of the RAS pathway
and the BRAF oncogene (p = 0'6876), in relation to survival/lethality, no
significant differences were found between the mutations of the pathway RAS
and BRAF oncogene (p = 0'2076) and In relation to the concordance of the
mutational state present in the primary tumor against its metastases, a high
degree of concordance of the KRAS mutation was observed between the
primary tumor and the metastases generated (p = 0'003), but not for the
mutation of the BRAF oncogene(p = 0.6545). Discussion: the results obtained
mostly coincide with those of other studies despite not showing significant
statistical differences, this may be due to the reduced size of the sample
worked. Conclusions: The findings obtained in the present work, together with
those obtained by other studies of the same type, suggest the need to perform
biomolecular analysis of both primary tumors and their metastases, especially
on the mutational status of BRAF, due to possible discrepancies that may affect
the degree of response to targeted treatments.

Descriptors/ Key words: colorectal cancer, metastasis, KRAS,BRAF,NRAS,

oncogene, concordance, biomarkers.






1. INTRODUCCION.

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial con
aproximadamente 8 millones de muertes anuales a nivel mundial® siendo, en el
afo 2018, el cancer colorrectal (CCR) el tercero en incidencia en ambos sexos
después del cancer de pulmén y mama, sin embargo, el CCR represento el
tumor mas frecuente diagnosticado en Espafia en el afio 2019 en ambos sexos,
siendo el segundo en varones después de préstata y el segundo en mujeres
después de mama.

El CCR predomina en personas mayores siendo la edad media de
presentacion entorno a los 70 afos, la mayoria de los pacientes tienen més de
50 afios en el momento del diagndstico, pero puede aparecer en personas mas
jovenes, afectando a hombres y mujeres casi por igual. En relacion a la
mortalidad, de acuerdo con la ultima informacion proporcionada por el Instituto
Nacional de Estadistica en diciembre de 2018, correspondiente al afio 2017, el
CCR fue el segundo tumor responsable de mayor nimero de muertes en
ambos sexos?3.

La mayoria de los CCR se producen esporadicamente y se caracterizan
por un proceso de carcinogénesis secuencial que implica la acumulacion
progresiva de mutaciones en un proceso que dura una media de 10-15 afios
siendo la supervivencia a 5 afios de los pacientes con enfermedad localizada
temprana, cuando es posible la resecciéon quirdrgica, de hasta el 90%*. Sin
embargo, en el momento del diagndstico entre el 15-25 % de los pacientes con
CCR presentan metastasis a distancia y hasta la tercera parte de los que no, la
desarrollard entre los 3 y 5 afios siguientes al diagndstico, esto significa que
mas del 50% desarrollara metastasis durante el transcurso de la enfermedad,
lo que supondra una reduccion la tasa de supervivencia a 5 afios por debajo
del 10%. La aparicion de metéastasis supone, por tanto, el factor prondstico
desfavorable mas determinante de la enfermedad®’, siendo el higado es el
principal lugar donde se producen apareciendo hasta en el 30% de los casos®.

En los Ultimos afios, gracias a las pruebas genéticas y el avance en
farmacos bioldgicos como terapias dirigidas, la supervivencia de los pacientes
con cancer colorrectal metastasico (CCRm) ha mejorado enormemente®.
Dentro de estos avances, destacan las terapias bioldgicas dirigidas frente al

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) ya que la linea de sefializacion
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EGFR tiene un papel clave en la proliferacion y supervivencia de las células del
CCR!!. Sin embargo, existen diversas caracteristicas genéticas que a menudo
indican resistencia a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR?®, entre las mas
estudiadas se encuentran las mutaciones de los biomarcadores, BRAF, KRAS
y NRAS?!?, La expresiéon de estas mutaciones supone un marcador prondstico
negativo que predice la resistencia a la terapia tanto citotoxica como anti-
EGFR811,

Nosotros pretendemos identificar las distintas caracteristicas que
presentan estos tipos principales de marcadores biomoleculares que suponen
una resistencia al tratamiento anti-EGFR, presentes tanto en el tumor primario
como en las metastasis generadas por éste ya que, como expone Schlicker A.
et al. estas mutaciones pueden ser discordantes entre ambos, aunque se suele
tomar el analisis del tumor primario para la eleccién del tratamiento debido a las
dificultades existentes en la obtencién de las muestras metastésicas en la

practica clinica®®.
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2. MATERIAL Y METODOS.
2.1. Poblacion de estudio.

En este estudio transversal se consultdé la base de datos del
Departamento de Biologia Molecular del Hospital Santa Lucia, perteneciente al
Complejo Hospitalario Universitario de Cartagena (Espafa). Los pacientes
analizados en esta serie fueron un total de 30, integrados por aquellos
pacientes con CCR avanzado, con y sin metéstasis, de edad al diagndstico
superior a los 40 afios e intervenidos quirdrgicamente en el periodo de tiempo
comprendido entre 2001 y 2019 a los cuales se les hubiera realizado un
analisis biomolecular del tumor primario o cualquiera de sus metastasis en
busca de mutaciones de los oncogenes KRAS, NRAS y BRAF.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
Clinica del propio hospital y se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes previo a la realizacion de la cirugia para el uso de informacion
médica y muestras de tejido necesarios para la investigacion en base a lo
establecido en la Ley Organica 3/2018 de Proteccion de Datos Personales y
Garantia de los Derechos Digitales.

Se excluyeron a todas aquellas personas con CCR avanzado menores
de 40 afios y a aquellas a las que no se les hubiera realizado un analisis

biomolecular de ninguna de las muestras obtenidas.

2.2. Variables de referencia.

Las variables recogidas para este estudio fueron: el sexo, la edad de
diagnéstico, estado actual del paciente respecto a la supervivencia
(vivo/fallecido), localizacion del tumor primario de aquellos en los que estuviera
disponible, estado mutacional del tumor primario para KRAS/NRAS y BRAF y
estado mutacional de la metastasis para KRAS/NRAS y BRAF de aquellos

pacientes que la tuvieran dsiponible.

2.3. Preservacion y seleccion de tejido.
Las piezas obtenidas durante el proceso de extirpacion quirargica o las
biopsias realizadas, en ambos casos tanto del tumor primario como de las

metastasis, fueron preservadas en formol e incluida en parafina.
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El tejido seleccionado para la realizacion de los analisis moleculares fue
aquel que mostré una mayor area de tejido tumoral con el fin de enriquecer el

ADN obtenido en aquel proveniente de células tumorales.

2.4. Extraccion de ADN y andlisis mutacional.

Para la extraccién del ADN de las muestras de tejido y su posterior
analisis mutacional se usoé la del equipo automatizado Idylla© de Biocartis© con
los kits correspondiente para el andlisis de mutaciones de los oncogenes
KRAS/NRAS y BRAF basada en la extraccion de ADN para, posteriormente,
realizar una amplificacion con sondas fluorescentes y deteccion cualitativa de

dichas mutaciones mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2.5. Analisis estadistico.

Las variables cualitativas o categdricas se expresaron como frecuencias
absolutas y relativas, y las comparaciones entre ellas se realizaron mediante la
prueba exacta de Fisher o la prueba Chi? de Pearson. Los andlisis han sido
realizados mediante el programa para analisis epidemiolégicos para datos
tabulados EPIDAT 3.1.

2.6. Busqueda de datos.

La busqueda bibliografica se realiz6 mediante las bases de datos

Pubmed, Cochrane Library y Scopus.
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3. RESULTADOS.

Para este estudio han sido analizados un total de 30 pacientes
diagnosticados de CCR avanzado, 11 de los cuales presentaban a su vez
metastasis, a los cuales se les realizaron pruebas de analisis molecular al

tumor primario y/o metastasis.

3.1. Caracteristicas del estado mutacional en relacion al sexo.

Las caracteristicas del estado mutacional en relacion al sexo se

representan en la tabla 1 y la mutacion de KRAS/NRAS frente a BRAF en
relacion al sexo se representan en la tabla 2.
De los 30 pacientes analizados, el 56’67% fueron hombres y el 43,33% fueron
mujeres. De los hombres, el 30% presentaba mutacion para KRAS, el 6'67%
presentaba mutacion para NRAS, el 3'33% presentaba mutacion para BRAF y
el 16'67% no presentaba estado mutacional para ninguno de los tres
biomarcadores. En relacion a las mujeres, el 23’33% presentaba mutacion para
KRAS, el 3'33% presentaba mutacion para NRAS, el 13'33% presentaba
mutacion para BRAF y el 3'33% no presentaba estado mutacional para ninguno
de los tres biomarcadores. No se hallaron diferencias significativas para esta
asociaciéon (p= 01797).

En cuanto a la relacion de las mutaciones de la via RAS (KRAS/NRAS)
frente a BRAF entre el sexo masculino y femenino, el 45'83% de los hombres
presentaban mutacion para KRAS/NRAS frente al 33'33% de las mujeres
mientras que el 417% de los hombres presentaba mutacion para BRAF frente
al 16'67% de las mujeres. Sin embargo, no se hallaron diferencias estadisticas

significativas (p=0'1584)

3.2. Caracteristicas del estado mutacional en relacion a la edad de
diagnéstico.

Las caracteristicas del estado mutacional en relacion a la edad de
diagnéstico se representan en la tabla 3 y estado mutacional KRAS/NRAS
frente a BRAF en funcion del pico de edad de diagndéstico se representa en la
tabla 4.

De los 30 pacientes analizados, el 20% de los diagnosticados eran menores de

50 aios, el 13'33% de los diagnosticados tenian entre 50 y 59 afios, el 40% de
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los diagnosticados tenian entre 60 y 69 afos, el 20% de los diagnosticados
tenian entre 70 y 79 anos y el 6'67% tenian 80 afios o mas cuando fueron
diagnosticados. No se hallaron diferencias significativas para esta asociacion
(p=0'6733).

En cuanto a la relacion del estado mutacional KRAS/NRAS frente a
BRAF en funcién del pico de edad de diagnostico marcado a los 60 afios, el
16% de los menores de 60 afos presentaban mutacion para KRAS/NRAS
frente al 64% de 60 aflos 0 mas que presentaban dicha mutacion. Los menores
de 60 afios que presentaban mutacion para BRAF fueron el 12% frente al 8%
de los pacientes de 60 afios 0 mas que presentaban dicha mutacion. Sin

embargo, no se hallaron diferencias estadisticas significativas (p=0'113).

3.3. Caracteristicas del estado mutacional del tumor primario en relacién a su
localizacion.

Las caracteristicas del estado mutacional del tumor primario en relacion
a su localizacion se representan en la tabla 5.

De los 30 pacientes analizados, el 14’'81% presentd el tumor primario
localizado en el ciego, un 11,11% correspondiente a mutacion KRAS y 3'7% no
presentaba ninguna mutacién de la via RAS o BRAF. El 18’52% present6 el
tumor primario localizado en el colon ascendente, un 14’81 correspondiente a
mutacion KRAS y un 3'7% presentaba mutacién para BRAF. Solo el 3'7%
presentdé el tumor primario localizado en colon transverso, identificandose
mutacion para KRAS. El 14’81% presentd el tumor primario localizado en el
colon descendente, un 7°41% correspondiente a mutaciéon KRAS, el 3'7% para
NRAS y otro 3'7% para BRAF. Y el 48'15% de los pacientes presento el tumor
primario localizado en colon sigmoide, de los cuales el 18'52% correspondi6 a
mutacion KRAS, en el 3'7% se identifico la mutacion NRAS, un 7'41% para
mutacion BRAF y en un 18’52% de los pacientes no se identificé ninguna de las
3 mutaciones. No se hallaron diferencias significativas para esta asociacion
(p=0'6876).
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3.4. Caracteristicas del estado mutacional en relacion a la
supervivencia/letalidad.

Las caracteristicas del estado mutacional en relacion a la
supervivencia/letalidad se representan en la tabla 6 y las mutaciones de la via
RAS (KRAS/NRAS) frente a BRAF en relacion a la supervivencia/letalidad se
representan en la tabla 7.

De los 30 pacientes analizados, el 51'72% presenté mutado el oncogen
KRAS, de los cuales, el 13'79% sobrevivié frente al 37°93% que fallecié. El
10'34% presenté mutado el oncogen NRAS, de los cuales, el 3'45% sobrevivid
frente al 6'9% que fallecio. ElI 17°24% presenté mutado el oncogen BRAF, de
los cuales, el 10'34% sobrevivio frente al 6’9 que fallecio. Y el 20'69% de los
pacientes analizados no presentd mutado ninguno de los 3 oncogenes,
obteniendo la misma tasa de fallecidos que de supervivientes. No se hallaron
diferencias significativas para esta asociacion (p=0’1808)

En cuanto a la relacion del estado mutacional de la via RAS
(KRAS/NRAS) frente a BRAF en relacion a la supervivencia/letalidad, el
78°'26% de los pacientes presentd mutacion en la via RAS, de los cuales, el
21'74% sobrevivieron frente al 56’52% que fallecieron. El 21'74% de los
pacientes presentd mutado el oncogen BRAF, de los cuales, el 13°04%
sobrevivié frente al 87% que fallecieron. Sin embargo, no se hallaron

diferencias estadisticas significativas (p=0'2076).

3.5. Concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario frente

a su metastasis.

La concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario
frente a sus metastasis se representan en las tablas 8, 9 y 10.

De los pacientes con metastasis que presentaron mutacion en la via
RAS en el tumor primario el 63'64% presenté mutacion en la via RAS también
en la metastasis. El 27°27% no presenté mutacion de dicha via en el tumor
primario que si estaba presente en la metastasis y el 9'09% presenté mutacion
para KRAS/NRAS en el tumor primario, pero no en las metastasis. Sin
embargo, no se hallaron diferencias estadisticas significativas (p=0'7273).

Con respecto a la mutacion del oncogen KRAS en los pacientes con

metastasis, de aquellos que presentaron mutacién del oncogen KRAS en el
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tumor primario el 63'64% present6 la mutacion del mismo oncogen también en
la metastasis. Se observé una concordancia entre la mutacion KRAS presente
en el tumor primario y la aparicion de la misma en las metastasis generadas
por el dicho tumor (p=0’003). El 36'36% de los pacientes no presentaron
alteracion de este oncogen ni el tumor principal ni en la metatasis.

Con respecto a la mutacion del oncogen BRAF en los pacientes con
metéstasis, de aquellos que presentaron mutaciéon del oncogen BRAF en el
tumor primario el 18'18% no la presento6 en la metastasis, otro 18'18% presentd
la mutacién en la metastasis pero no en el tumor primario y un 63,64% no
presentd dicha mutacién ni en el tumor primario ni en la metastasis. No se
observaron diferencias estadisticas significativas en esta asociacidon
(p=0'6545).
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4. DISCUSION.

Las alteraciones de los oncogenes de la via RAS y BRAF aparecen en
un elevado porcentaje de los CCR avanzados, estas mutaciones suponen una
resistencia a primeras lineas de tratamiento basadas en terapias anti-EFGR.
En las guias actuales sobre el tratamiento del CCR avanzado se recomienda
analizar el estado mutacional de la via RAS y de BRAF, siendo obligatorio el
andlisis de las mutaciones del a via RAS debido a su elevada prevalencia y
recomendado el andlisis de BRAF por su valor pronostico negativo4.

En nuestro trabajo hemos querido explorar diferentes caracteristicas de
estas mutaciones relacionandolas con otros datos que también pueden influir
en el manejo terapéutico o la evolucion de la enfermedad, como puede ser la
edad de diagndstico, la localizacion del tumor principal o la supervivencia.
Ademas, hemos pretendido exponer la concordancia presente entra las
mutaciones encontradas en los tumores primarios y las encontradas en las
metéstasis generadas por los mismos.

En nuestra serie de casos, para las mutaciones de la via RAS
(KRAS/NRAS) hubo un ligero predominio del sexo masculino sobre el femenino
(11 vs 8, respectivamente), sin embargo, en el caso de las mutaciones del
oncogen BRAF destacé un claro predominio sobre el sexo femenino sobre le
masculino (4 vs 1, respectivamente), pese a ello, no se pudieron establecer
diferencias significativas.

No obstante, los resultados obtenidos coinciden con los de otras series
mas amplias como las de Wang L. et al.!® o el de Myte R. et al.*® donde se
pueden observar un predominio de la mutaciéon del oncogen BRAF en el sexo
femenino sobre el masculino.

Es probable que la imposibilidad de establecer diferencias significativas
en este aspecto por parte de nuestro trabajo de deba al reducido tamafio
muestral trabajado.

En cuanto a la edad, en nuestro trabajo decidimos establecer los 60
afios como punto de corte a la hora de realizar las comparaciones entre los
distintos grupos mutacionales ya que representa la media de edad de los
pacientes integrantes del estudio.

Las mutaciones de la via RAS (KRAS/NRAS) se presentaron
predominantemente en aquellos pacientes mayores de 60 afios con respecto a
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los menores de dicha edad (16 vs 4, respectivamente), pese a ello no se
consiguieron encontrar diferencias significativas. Sin embargo, para las
mutaciones del oncogen BRAF apenas existié diferencia alguna entre ambas
franjas de edad (3 pacientes menores de 60 afios vs 2 pacientes de 60 afios o
mas).

Aungue no se objetivaron diferencias, los resultados coinciden con lo
expuesto por Guo T-An. et al.'” respecto al aumento de la presencia de las
mutaciones de la via RAS conforme aumenta la edad de diagndstico. Mientras
que las mutaciones del ongen BRAF no parecen presentar asociacion con
respecto a la edad.

Probablemente, el no poder establecer diferencias significativas en este
aspecto por parte de nuestro trabajo de deba al reducido tamafio muestral
trabajado.

En relacibn a la localizacion del tumor primario y la mutacién
desarrollada, las mutaciones de la via RAS (KRAS/NRAS) en nuestro estudio
parecen presentarse por igual tanto en el colon proximal, integrado por ciego,
colon ascendente y colon transverso, como en el colon distal, integrado por
colon descendente y colon sigmoide (8 vs 7, respectivamente). Mientras que la
mutacion del oncogen BRAF aparenta tener un ligero predominio en el lado
distal.

Estos resultados contrastan significativamente con los de otros estudios
como los de Loree JM. et al.'® en lo que se describe que la prevalencia de las
mutaciones en la via RAS parece estar mas presente en colon distal mientras
gue las mutaciones del oncogen BRAF parecen estar mas ligadas al colon
proximal.

El reducido tamafio muestral de nuestro trabajo podria ser la causa tanto
de la imposibilidad de establecer diferencias en este apartado como las
diferencias encontradas con otros proyectos con una muestra de mayor
tamano.

Con respecto al estado mutacional en relacion a la supervivencia, las
mutaciones de la via RAS parecen tener una mayor tasa de mortalidad (5
supervivientes vs 13 fallecidos) con respecto a las mutaciones en el oncogen
BRAF (3 supervivientes vs 2 fallecidos), sin embargo, no pudimos establecer

diferencias significativas entre ellas.
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Trabajos como el de Alwers E. et al.*® concluyen que la mayoria de
subtipos moleculares, incluidos las mutaciones de la via RAS y el oncogen
BRAF no se asocian a diferencias en la supervivencia. Nuestros resultados
pueden deberse al reducido tamafio muestral trabajado.

En lo referente a la concordancia de las mutaciones presentes en los
tumores primarios con respecto a las que desarrollaron en las metéastasis
producidas por estos, las mutaciones KRAS en el tumor primario mostraron un
alto grado de concordancia sobre las metastasis generadas por los mismos
donde el 63'64% pacientes presentaron la misma mutacion en ambas
(p=0’003). Mientras que la mutacion BRAF presenté una concordancia menor
entre el tumor primario y las metastasis generadas por estos, aunque no se
pudo establecer diferencias significativas para este hecho. Sin embargo, ambos
resultados coinciden con otros trabajos de mayor tamafio muestral como el de
Bhullar DS. et al.1° en el que se concluye que la mutacion de KRAS suele
presentar una gran estabilidad entre el tumor primario y la metéstasis mientras
que la mutacion BRAF, pese a tener cierta estabilidad, es susceptiblemente

menor.
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5. CONCLUSIONES.

La mayoria de resultados obtenidos en nuestro estudio no han podido
alcanzar diferencias significativas, sin embargo, se han asemejado a los
resultados obtenidos por otros trabajos donde si se han conseguido y el
problema puede estar en el pequefio tamafio muestral.

Las mutaciones de la via RAS (KRAS/NRAS) predominan en el sexo
masculino, aumentan su aparicion en edades mas avanzadas (>60 afios), no
parecen desarrollarse en ninguna localizacion concreta del colon y las
mutaciones de KRAS presentan un alto grado de concordancia entre el tumor
primario y las metéstasis con respecto al estado mutacional.

Por otra parte, las mutaciones del oncogen BRAF predominan en el sexo
femenino, no parecen presentar diferencias de aparicién en relacion a la edad,
existe una mayor asociacion de la mutacion de este oncogen en lado derecho o
proximal del colon y parecen presentar un grado de concordancia menor del
estado mutacional entre el tumor primario y las metastasis respecto a las
mutaciones de la via RAS.

En funcion de estos datos, podria plantearse la necesidad de realizar
analisis biomoleculares dirigidos en base a las caracteristicas de cada paciente
dada la importancia que implica para el tratamiento la determinacién de las
distintas mutaciones. Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo, junto con
los obtenidos por otros estudios del mismo tipo, sugieren la necesidad de
realizar analisis biomoleculares no solo a los tumores primarios sino también a
las metastasis ya que las posibles discrepancias entre estos tipos de tejidos

pueden afectar a la respuesta a tratamientos dirigidos como los anti-EGFR.
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7. TABLAS.

Tabla 1. Caracteristicas del estado mutacional en relacion al sexo.

Sexo Masculino | Sexo Femenino Total
KRAS mutado 9 (30%) 7 (23'33%) 16 (53'33%)
NRAS mutado 2 (6'67%) 1(3'33%) 3 (10%)
BRAF mutado 1(3'33%) 4 (13'33%) 5 (16'67%)
Triple nativo 5 (16'67%) 1(3'33%) 6 (20%)
Total 17 (56'67%) 13 (43'33%) 30 (100%)

Prueba Chi? de Pearson p=0'1797

Tabla 2. Mutacion de KRAS/NRAS frente a BRAF en relacién al sexo.

Sexo Masculino

Sexo Femenino

KRAS/NRAS mutado

11 (45'83%)

8 (33'33%)

BRAF mutado

1 (#17%)

4 (16'67%)

Prueba exacta de Fisher p=0'1584

Tabla 3. Caracteristicas del estado mutacional en relacion a la edad de

diagnéstico.
<50 afios | 50-59 afios | 60-69 aflos | 70-79 afios | 280 afnos
KRAS 1(333%) | 2(6’67%) 9 (30%) 2(6'67%) | 2(6'67%)
mutado
NRAS 1(3'33%) 0 (0%) 1(3'33%) | 1(3'33%) 0 (0%)
mutado
BRAF 2(6'67%) | 1(333%) | 1(333%) | 1(3'33%) 0 (0%)
mutado
Triple 2(6'67%) | 1(3'33%) 1(333%) | 2(6’67%) 0 (0%)
nativo
Total 6 (20%) 4 (13'33%) | 12 (40%) 6 (20%) 2 (6’67%)

Prueba Chi? de Pearson p=0'6733




Tabla 4. Estado mutacional KRAS/NRAS frente a BRAF en funcion del pico de

edad de diagnostico.

<60 afios 260 anos
KRAS/NRAS mutado 4 (16%) 16 (64%)
BRAF mutado 3 (12%) 2 (8%)

Prueba exacta de Fisher p=0’113

Tabla 5. Caracteristicas del estado mutacional del tumor primario en relacion a

su localizacion.

Ciego Colon Colon Colon Colon

ascendente | Transverso | descendente | sigmoide
KRAS 3 4 (14°81%) 1(37%) 2(7'41%) | 5(18'52%)
mutado (11’11%)
NRAS 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(37%) 1(37%)
mutado
BRAF 0 (0%) 1(37%) 0 (0%) 1(37%) 2 (741%)
mutado
Triple 1 (37%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (18’52%)
nativo
Total 4 5 (18'52%) 1(37%) 4 (14'81%) 13

(14'81%) (48'15%)

Prueba Chi? de Pearson p=0'6876

Tabla 6. Caracteristicas del estado mutacional en relacion a la
supervivencia/letalidad.
Supervivientes Fallecidos
KRAS mutado 4 (13'79%) 11 (37°93%)
NRAS mutado 1 (3'45%) 2 (6'9%)
BRAF mutado 3 (10'34%) 2 (6'9%)

Triple nativo

3 (10'34%)

3 (10'34%)

Total

11 (37'93%)

19 (62'07%)

Prueba Chi? de Pearson p= 0'1808
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Tabla 7. Mutaciones de la via RAS (KRAS/NRAS) frente a BRAF en relacion a

la supervivencia/letalidad.

Supervivientes Fallecidos
KRAS/NRAS mutado 5 (21'74%) 13 (56°52%)
BRAF mutado 3 (13'04%) 2 (87%)

Prueba exacta de Fisher p=0'2076

Tabla 8. Concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario
frente a sus metéastasis: via RAS (KRAS/NRAS) mutada.

KRAS/NRAS mutado

KRAS/NRAS nativo en

en metastasis metastasis
KRAS/NRAS mutado 7 (63'64%) 1(9°09%)
en tumor primario
KRAS/NRAS nativo en 3 (27°27%) 0 (0%)

tumor primario

Prueba exacta de Fisher p=0’7273

Tabla 9. Concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario

frente a sus metastasis: KRAS mutado.

KRAS mutado en

metastasis

KRAS nativo en

metastasis

KRAS mutado en

tumor primario

7 (63'64%)

0 (0%)

KRAS nativo en tumor

primario

0 (0%)

4 (36'36%)

Prueba exacta de Fisher p=0’003
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Tabla 10. Concordancia del estado mutacional presente en el tumor primario

frente a sus metastasis: BRAF mutado.

BRAF mutado en BRAF nativo en
metastasis metastasis
BRAF mutado en 0 (0%) 2 (18'18%)
tumor primario
BRAF nativo en tumor 2 (18’18%) 7 (63'64%)
primario

Prueba exacta de Fisher p=0’6545
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