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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) presenta una elevada incidencia y mortalidad. El
tratamiento en estadios localizados es la cirugia, con lo que se le logran indices de
supervivencia a 5 afios. La quimioterapia como tratamiento complementario ofrece un
moderado beneficio absoluto en la supervivencia.

En las ultimas décadas se han estudiado y descrito factores prondsticos moleculares
como KRAS, BRAF y MSI para intentar comprender el curso evolutivo de esta
neoplasia.

Con la hipoétesis de aclarar cuales son los verdaderos factores de mal prondstico
analizamos, en nuestra cohorte de 198 pacientes afectos de CCR con recidiva tras la
cirugia inicial, el estado de KRAS, BRAF y MSI para poder determinar su posible papel
como factor pronéstico.

En nuestro estudio, la inestabilidad de microsatélites y la mutacién de BRAF resultaron
factores independientes de mal pronéstico. KRAS no resultdé factor prondstico en
nuestra serie.

Nuestros resultados sobre MSI son opuestos a los publicados con anterioridad,
posiblemente debido a las caracteristicas de la poblacion incluida en nuestra serie y el
reducido tamafio de la muestra.

Dado que los resultados contindan siendo contradictorios en varios estudios creemos
que podrian existir factores moleculares aun desconocidos que podrian estar
ocultando el verdadero valor pronéstico de MSI.



Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) representa el segundo cancer mas frecuente en todo el
mundo siendo en Espafia la 2° causa de muerte por cancer (tras el cancer de pulmén
en los hombres y tras el Cancer de mama en las mujeres)®. El riesgo de recurrencia
después de la cirugia radical en los estadios Il y Ill se mantiene entre 45-50%?2. La
quimioterapia complementaria con un esquema basado en fluoropirimidinas logra
reducir el riesgo de recaia en 21% para el estadio Il y en 25% para el estadio I11*°.

En la actualidad se recomienda la administracion de quimioterapia (QT) adyuvante en
todos los casos diagnosticados en estadio Il y en los pacientes estadios Il ante la
presencia de factores de riesgo de recidiva (T4, perforacién u oclusién intestinal como
debut de la enfermedad, tumores de alto grado histoldgico, invasion linfatica, vascular
o perineural y Linfadenectomia suboptima). No obstante, el beneficio absoluto
aportado por tratamiento complementario en la supervivencia sélo se refleja en un 10-
15% en estadios Il y menos del 5% en los tumores de estadio Il.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de encontrar otros factores de prondstico
para el cancer colorrectal estadio Il y especialmente en estadio Il, para seleccionar
mejor a los pacientes con mayor riesgo de recurrencia que mas se beneficiarian de la
guimioterapia adyuvante.

Se han descrito dos vias principales como responsables de la tumorogénesis en CRC.
La inestabilidad cromosémica se observa en el 85% de los CCR esporadicos (tumores
CIN). En el 15% restante se presenta una alteracion en los genes de reparacion del
ADN (mismatch repair, MMR) ®’. Esta deficiencia en los genes de reparaciéon del ADN
produce errores en la replicacion, especialmente en los microsatélites.

Los microsatélites son cortas secuencias repetitivas de ADN distribuidas por todo el
genoma, situadas con frecuencia en la region promotora de los genes y, su replicacion
alterada, denominada inestabilidad de microsatélites (MSI), conduce a proteinas
truncadas.

Los canceres MSI presentan un fenotipo especifico. Son mas frecuentes en colon
derecho, en tumores mal diferenciados, con la histologia mucinosa y muestran un
porcentaje elevado de infiltracion linfocitaria en el estudio anatomopatolégico. Ademas,
frecuentemente estos tumores estan asociados a mutaciones BRAF.

El analisis del papel del estado de MSI en CRR estadios Il y Il ha sido estudiado en
cuatro grandes estudios aleatorizados, evidencidndose que la inestabilidad de
microsatélites confiere una supervivencia libre de enfermedad y global mas larga.®™.

Asi pues MSI se ha propuesto como un posible factor pronéstico.

La mutacién en los genes de BRAF y KRAS también se ha relacionado a la
carcinogénesis del CCR. Se ha estudiado su capacidad para predecir la evolucion de
los pacientes con CCR. En los cuatro grandes estudios realizados para analizar el
papel del tratamiento adyuvante, ademas del estado de MSI se analizé el estado de
BRAF*™.



Todos confirmaron la fuerte asociacion entre MSI y la mutacion BRAF. La mutacion
BRAF se asoci6é con una supervivencia global mas corta en dos de los estudios, pero
su valor pronéstico no se confirmé en los otros dos.

Si bien es indiscutible el papel de KRAS como factor predictivo de respuesta al
tratamiento anti-EGFR, el valor prondéstico es mas incierto. En tres estudios se analiz6
la relacion entre la mutacion KRAS y la evolucion clinica, pero sélo en una de ellas se
detect6 una relacion con un aumento del riesgo de recidiva™ ™.

En el primer meta-andlisis publicado, con datos de 2721 pacientes, se encontré una
correlacién entre los tumores KRAS mutados y una supervivencia general mas corta *.
Posteriormente, subestudios traslacionales realizados sobre la poblacion incluida en
ensayos clinicos de adyuvancia no pudieron demostrar que la mutacion de KRAS sea
un factor pronéstico™*°.

Cabe destacar que estos estudios describieron que una mutacion especifica G12val
conferia un peor prondstico de los tumores en estadio lll.

A la luz de estas disparidades, decidimos evaluar el valor pronéstico de MSI, KRAS y
BRAF para el CCR en estadio Il y Ill desde un angulo diferente. Para ello, se ha
analizado el estado de MSI, mutacion de KRAS y de BRAF en una serie de pacientes
con CCR en estadio Il y Ill que presentaron una recurrencia de la enfermedad tras el
tratamiento radical inicial y posteriormente lo hemos correlacionado con la
supervivencia.



Material y Métodos

Es un estudio retrospectivo realizado sobre pacientes diagnosticados de Cancer
Colorrectal en estadio localizado que sufrieron una recaida tras el tratamiento radical
inicial. El periodo de estudio fue entre diciembre de 1995 octubre de 2011. Para su
realizacion se revisaron los datos de la historia clinica y los datos introducidos en el
Registro de tratamiento y control del Servicio de Oncologia Médica del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau. Se incluyeron en el estudio un total de 198 pacientes.

Los criterios de inclusion fueron: confirmacién histolégica de Adenocarcinoma, Estadio
clinico al diagnéstico I, Il o lll, estudio de extension negativo al momento del
tratamiento inicial (mediante TC abdominal y TC torécica o Rx de térax), cirugia inicial
radical y disponibilidad de bloque de muestras de parafina en el Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital.

- Extraccién de ADN

Los bloques tumorales fijados en formaldehido e incluidos en parafina fueron revisados
en un primer momento por el patélogo para valorar el contenido del tumor y la calidad
del material genético.

Posteriormente se analizaron aquellas muestras con cantidad tumoral representativa
(con por lo menos un 70% de las células neoplasicas)

El ADN gendmico fue extraido utilizando el kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen,
Hilden, Germany) segun lo especificado por las instrucciones del fabricante.

- Andlisis del estado mutacional de K-RAS

Sobre las muestras seleccionadas se evaluaron el codon 12 y 13 de K-RAS. El andlisis
mutacional se realiz6 mediante amplificacion por PCR del exén 2 del gen K-RAS
siguiendo instrucciones del kit TheraScreen KRAS por PCR QIAGEN (QIAGEN GmbH,
QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden)

Teniendo en cuenta la evidencia de que las mutaciones KRAS y BRAF son
mutuamente excluyentes ***’, BRAF no se ha estudiado en pacientes portadores de la
mutacion KRAS.

- Andlisis del estado mutacional de B-RAF

Para la valoracion del estado de B-RAF el ADN tumoral fue amplificado mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente mediante
secuenciacion del exén 15 del gen BRAF.

El procesamiento mediante PCR las muestras se procesaron bajo las siguientes
condiciones térmicas; inicialmente me mantuvieron durante 12 min a 94°, luego se
centrifugaron (40 ciclos de 45 segundos) a la misma temperatura. Posteriormente se
procesaron 45 segundos a 55° y 10 minutos a 72° para finalmente realizar la
extension de 10 minutos a 72°.



Cada muestra se analizé bajo electrofluorescencia en el ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

- Andlisis MSI

Estado de estabilidad- inestabilidad de microsatélites se determiné mediante PCR
utilizando cebadores marcados con fluorocromos para los cinco marcadores de
microsatélites recomendados (BAT 25, BAT 26, NR-21, NR-24 y NR-27). Los
cebadores y condiciones de amplificacion de PCR se realizaron como se ha descrito
anteriormente. Se realizaron PCR individuales para cada marcador, y a continuacion,
cada muestra fue analizada mediante electroforesis en el ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Los tumores se consideraron inestables cuando se
encontraron dos o mas marcadores alterados. (NCCN).

- Andlisis estadistico

Los objetivo principal del estudio fue analizar el estado de MSI, BRAF y KRAS y su
correlacion con la Supervivencia libre de enfermedad (SLE), la supervivencia tras
recaida (STR) y la supervivencia global (SG). La SLE se definié como el tiempo desde
la cirugia radical hasta el momento de la recaida, muerte o aparicion de una segunda
neoplasia. La STR se defini6 como el tiempo desde la recaida hasta la muerte
relacionada a la enfermedad u otra causa. La SG se defini6 como el tiempo desde la
cirugia radical hasta la muerte del paciente o dltimo control en los casos de
discontinuarse el seguimiento por motivos no relacionados a la enfermedad.

Los datos clinicos, las fechas de recaida y muerte se obtuvieron de los registros
médicos de los pacientes con seguimiento completo hasta el 15 de octubre de 2012.
Los pacientes que permanecian vivos al momento del analisis, se consider6 su estado
en la dltima visita.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS version 19.0. El
analisis de supervivencia se realiz6 mediante el método de Kaplan-Meier y el test de
log-rank. ElI modelo de regresién proporcional de Cox se utilizé para el analisis
multivariante de supervivencia.

También se estimé el riesgo relativo (HR) con intervalo de confianza (IC) del 95%.
Para todo el andlisis estadistico se consideré un valor de p de corte de 0,05 para la
significacion estadistica.



Resultados

Entre 1995 y 2011, se detectaron 202 pacientes que cumplian los criterios de inclusién
en el estudio. Cuatro pacientes fueron excluidos del andlisis; uno de ellos debido al
diagnostico de un segundo tumor de manera sincronica, un paciente era un estadio 1V
al momento del diagnéstico y otros dos pacientes debido a que se perdieron durante el
seguimiento. Ciento noventa y ocho pacientes (P) fueron incluidos en el estudio de los
cuales 125 (63,1%) eran hombres y 73 (36,9%) mujeres, con una edad mediana de 65
afos (28-86).

La mayoria de los pacientes tenian cancer de colon (70,7%), de ellos, 59 pacientes
tenian cancer de colon derecho y 81 cancer de colon izquierdo. Siete pacientes (3,5%)
fueron diagnosticados en estadio |, 86 (43,34%) tenian un estadio 1l y 105 (53%) eran
un estadio Ill.

De los pacientes diagnosticados en estadio Ill, 92 (87,6%) recibieron tratamiento
adyuvante; 85,7% recibié quimioterapia (de ellos, el 45,7% recibié un régimen con
oxaliplatino) y un 1,9% (2 pacientes) hizo radioterapia quimioterapia concomitante
(ambos afectos de cancer de recto). (Tabla 1)

- Andlisis de MSI

La inestabilidad de microsatélites (MSI) se ha estudiado en sdélo 170 pacientes (85,9%)
debido a la falta de material disponible. En cuanto a la ubicacién del tumor primario,
MSI se ha estudiado en 54 casos de cancer de colon derecho, 68 casos de colon
izquierdo y 48 de cancer rectal. S6lo ocho pacientes (4%) presentaron MSI.

Dentro de los tumores inestables, se evidencio una diferencia significativa entre de los
casos de cancer de recto respecto a los tumores de colon derecho e izquierdos (0%,
9,3% vy 4,4%, respectivamente p = 0,03).

No se encontraron diferencias significativas entre el estado de MSI y sexo (el 93,4%
de las mujeres y el 96,3% de los hombres tenian tumores estables p = 0,4). Tampoco
se hallaron diferencias entre MSI y el estadio al momento del diagnéstico (0% de los
estadios | presentaban MSI, 5.4% de los estadios Il y 4.5% de los estadios Il p =
0,68).

Ademas, MSI fue mas frecuente en los tumores BRAF mutado que en aquellos con
BRAF nativo (33,3% en BRAF mutado y el 3,7% de los nativos p = 0,02). No se
observaron diferencias entre MSI y el estado de KRAS (6% frente a 3,9% p = 0,39).

- Estado mutacional BRAF

El estado de BRAF se analiz6 en 196 muestras. En dos pacientes no pudo ser
estudiado debido al mal estado del material genético. La mayoria de los tumores
fueron BRAF nativo (188 P, 94,9%), so6lo ocho (4%) tenian BRAF mutado. No se
observaron diferencias respecto al sexo, 4,1% de las mujeres y el 4,1% de los
hombres tenian tumores BRAF mutado (p=0.988).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre el estado de BRAF
respecto a la edad del paciente al diagnostico ni respeto a la ubicacién del tumor

6



primario (6,9% de los tumores de colon derecho, 3,8% de colon izquierdo y el 1,7% de
los de recto tenia BRAF mutado, p = 0,36)

Una asociacion interesante fue la que se evidencid en nuestra cohorte respecto el
estado de BRAF vy el perfil de la recaida. Todos los pacientes que presentaron una
recaida hepética (79 P) eran tumores BRAF nativos (100% vs 0% HR 8,48 p 0,015).
Los tumores BRAF mutado tuvieron un riesgo mas alto de recaida peritoneal que los
nativos (50% vs 12,2% HR 6,34 p = 0,014).

- Estado mutacional de KRAS

El analisis de KRAS se realizd sobre 197 pacientes (falta de material en 1 paciente).
La mayoria de los pacientes (115, 58,1%) presentaron KRAS nativo mientras que solo
82 (41,4%) tenian una mutacion KRAS. No se encontraron diferencias en el estado de
K-RAS en cuanto al sexo y la edad de los pacientes.

La mutacién KRAS fue mas frecuente en aquellos pacientes diagnosticados en Estadio
Il que aquellos con Estadio | o Il (44,2%, 28.6% Yy 40.4% respectivamente p= 0.667).
No se encontraron diferencias significativas entre el estado KRAS y la localizacion
primaria del tumor (de colon izquierdo 37% y 50% de los de colon derecho presentaron
mutaciéon p 0,29)

En el analisis de su relacion respecto a MSI no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, los tumores KRAS mutados representaron el 38.9% de
los tumores estables y el 50% de los tumores inestables p=0.391.

Tampoco se hall6 una relacién entre el estado de KRAS y el patron de recaida.

Cuando se analizaron las diferentes mutaciones de KRAS, las mas frecuentemente
detectadas fueron G12D y G12V (16,7% y 10,1% respectivamente). La mayoria de los
pacientes con mutacion G12D se diagnosticaron en un estadio Il (54,5%). Estos
pacientes presentaron un mayor riesgo de recidiva en forma de metastasis a distancia
que recidivas locales (66,7% y 24,2%, respectivamente).

Para analizar los diferentes posibles factores prondsticos entre si, los pacientes fueron
divididos en tres grupos en funcién del estado de KRAS y de BRAF: en el Grupo 1
pacientes eran KRAS y BRAF nativos, en el grupo 2 los pacientes presentaban KRAS
nativo y BRAF mutado. El Grupo 3 estaba formado por pacientes con KRAS nativo y
BRAF mutado. La mayoria de los pacientes estaba en el primer grupo 105 (53%), 82
(41,4%) 8 (4%) en los otros, respectivamente.



Tabla 1. Caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes

Caracteristicas N: 198 (%)
Edad al diagnéstico 65 afos (28-86)
Mujeres 73 (36.9%)
Sexo
Hombres 125 (63.1%)
Colon derecho 59 (29.8%)
Localizaciéon tumor primario Colon izquierdo 81 (40.9%)
Recto 58 (29.3%)
Estadio al diagndstico | 7 (3.5%)
I 86 (43.4%)
I 105 (53%)
No 12 (12.4%)
Tratamiento adyuvante 92 (87.6%)
Estadios Il Si ar 42 (40%)
QTOx 48 (45.7%)
QT-RT 2 (1.9%)
Nativo 115 (58.1)
G12V 33(16.7%),
Estado KRAS Mutado 82 (41.4) G12V 20 (10.1%),
G13D 13 (6.6%)...
Desconocido 1(0.5%)
Nativo 188 (94.9%)
Estado BRAF Mutado 8 (4%)
Desconocido 2(1%)
Estable 162 (81.9%)
Estado MSI Inestable 8 (4%)
Desconocido 28 (14.1%)

MSI: Inestabilidad de microsatélites. QT: quimioterapia, QTOx: Quimioterapia basada en platino, RT: Radioterapia

- Factores prondsticos relacionados a supervivencia

Todos los pacientes recayeron después de la cirugia radical inicial en una mediana de
tiempo de 18,21 meses (3.08-123.08m). Ciento cuarenta y dos pacientes (71,7%)
recayeron con enfermedad metastasica, 47 P (23,7%) presentaron una recurrencia
local y 9 P (4,5%) sufrieron una recidiva local y metastasica. (Tabla 2)

El sitio mas comdn de recidiva a distancia fue el higado (79P 40,9%), seguido de
pulmén (49P 24,7%) y el peritoneo (27P). Otros sitios de recurrencia menos frecuentes
fueron el cerebro, los ganglios linfaticos y el hueso. A la recaida los pacientes fueron
tratados con cirugia, quimioterapia y radioterapia. La terapéutica utilizada fue diferente
segun el tipo (enfermedad local o a distancia) y sitio donde se presentaba la recaida.

La mediana de supervivencia tras la recaida (STR) fue de 20,65 meses (0,2 m-
117.44m) y la mediana de supervivencia global (SG) fue de 43,93 m (5.48m-175.37m)



Tabla 2: Resultados: Datos de supervivencia y curso evolutivo

Parametros analizados Mediana en meses (rango)
Supervivencia libre de Enfermedad 18.21 (3.08-123.8)
Supervivencia tras la recaida 20.65 (0.2-114.4)
Supervivencia global 43.93 (5.48-175.37)
A distancia 142 (71.7%)
Tipo de recaida Local 47 (23.7%)
Local y a distancia 9 (4.5%)
Sin enfermedad 15 (7.6%)
Vivo
Con enfermedad 119 (60.1%)
Estado en momento de analisis
Sin enfermedad 1(0.5%)
Muerto
Por la enfermedad 63 (31.8%)

El analisis univariado mostré que el estado de MSI se comporté como factor prondéstico
con una relacion estadisticamente significativa respecto a SLE, STR y SG. Los
tumores inestables presentaron una peor evolucién con una SLE mas corta (10 m vs
18 m p=0,05), menor STR (11,9 m vs 59.83 m p <0,001) y una SG mas corta (30,78 m
vs 103,08 m p <0,001). (Tabla 4) (Figuras 1, 2y 3)

Figura 1 MSI- Supervivencia libre de enfermedad.

104 estado_MSI
’ —I10 Estable
—I11 Inestable
K
I 08
£
Q
c
0 e
o 06
°
o
£
o
= HR: 3.65 p=0.56
]
© 0,4
c
o
2
2
o
s
0,2
0
0,0
T T T T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Tiempo (meses)




Figura 2 MSI- Supervivencia tras la recaida.
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Figura 3 MSI — Supervivencia Global
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Respecto a B-RAF, los pacientes con tumores BRAF mutados presentaron tendencia a
una peor SLE (14.98m vs 18.36m p= 0,093). (Tabla 3)

El analisis univariado evidencié que BRAF se comporté como factor prondstico para
STR y SG. Los tumores con BRAF mutado presentaron una STR significativamente
mas corta (31.6m vs 57.9m; p=0.002) asi como también una peor SG respecto a los
tumores nativos (103m vs 37.7m p= 0,001). (Figura 4,5y 6)

Figura 4 BRAF-Supervivencia libre de enfermedad
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Figura 6 BRAF Supervivencia Global.
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Para analizar conjuntamente el estado de MSI y de BRAF los pacientes fueron
divididos en cuatro grupos: 2 grupos con BRAF nativo (Grupo 1: BRAF nativo + MS
estable ( siendo éste el mas grande con 92,8% de la poblacién), Grupo 2: BRAF nativo
+ MSI (3,6%) ) y 2 grupos donde los pacientes presentaban BRAF mutado (Grupo 3:
BRAF mutado + MS estable (2,4%), Grupo 4. BRAF mutado + MSI (1,2%)). 30
pacientes (15,2%) no pudieron incluirse en el analisis por imposibilidad de analizar
BRAF y/o MSI. (Tabla 3)

Tabla 3 Grupos para el analisis de MSI y BRAF

GRUPO BRAF MSI Suplg:/;v::cia Superviven'cia Supervivencia
NePacientes (%) enfermedad tras la recaida Global
1: 156 (92.9) Nativo Estable 42.42m 59.83m 103.08m
2:6(3.6) Nativo Inestable 14.98m 21.21m 30.78m
3:4(2.4) Mutado Estable 21.05m 31.60m 46.59m
4:2(1.2) Mutado Inestable 3.08m 3.67m 6.75m
Valor de p 0.009 <0.001 <0.001

MSI: inestabilidad de microsatélites, m: meses

Los pacientes incluidos en los grupos con tumores B-RAF nativo (Grupo 1 y 2)
presentaron una SLE mas larga que en aquellos con BRAF mutado, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (42,42 m en el grupo 1; 14,98 m en el grupo 2
en comparacion con 3,08m en el grupo 4 p = 0,009).

La estabilidad de MS se comportd como un factor de buen pronéstico para STR,
objetivAndose una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con MS
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estable (Grupo 1 y 3) respecto de aquellos con MSI (grupo 2 y 4) (59.83m y 31.60m
vs. 21.21m y 3.67m respectivamente p = <0,001).

En el andlisis de SG, la asociacion de tumores BRAF nativo y MS estable se comporté
como una factor de buen pronostico, presentando estos pacientes (Grupo 1) una
supervivencia mas larga; siendo también esta diferencia estadisticamente significativa
(103,08 m vs 30.78m, 46.59m y 6.75mp <0,001).

Es importante tener en cuenta que los pacientes con inestabilidad de microsatélites
mostraron un peor prondstico independientemente del estado de BRAF, aunque el
grupo de BRAF mutado fue el grupo de peor supervivencia.

En el analisis univariado, KRAS no se comporté como un factor pronéstico.

No se encontraron diferencias entre el estado de KRAS y la SLE (mutados vs nativos:
18.36m vs 17.67 m p= 0,676), STR (45.63m vs 57.9m p= 0,316) y la SG (76.29m vs
118.16m p = 0,446). (Tabla 4) (Figura 7,8y 9)

Asimismo no se encontraron diferencias entre las diferentes mutaciones del gen KRAS
respeto con la supervivencia.

Figura 7 KRAS- Supervivencia Libre de enfermedad.
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Figura 8 KRAS- Supervivencia tras la recaida.
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Figura 9 KRAS- Supervivencia Global
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Tabla 4: Factores prondsticos y relacion con Supervivencia

Factor Prondstico Supervivencia Libre de Supervivencia Trasla Supervivencia Global
Enfermedad (valor p) Recaida (valor p) en meses (valor p)
Estable 18 m 59.83 m 103.08 m
Ml Inestable 10 m (p=0.056) 11.90 m (p<0.001) 30.78 m (p<0.001)
BRAF Nativo 18.36m 57.9m 103.08 m
Mutado 14.98m (p=0.09) 31.60m (p=0.002) 37.7m (p=0.001)
KRAS Nativo 17.67m 57.9m 118.16m
Mutado 18.37m (p=0.676) 45.63m (p=0.316) 76.29m (p=0.446)

Para el andlisis conjunto del estado de KRAS y BRAF y su posible relacibn hemos
formado 3 grupos de pacientes: Grupo 1 que incluia pacientes con KRAS y BRAF
nativo, el grupo 2 incluyé pacientes con K-RAS mutado y B-RAF nativo y el 3° grupo:
KRAS nativo y BRAF mutado.

Los pacientes del primer grupo (BRAF y KRAS nativos) presentaron una mejor
evolucién clinica con una SLE mas larga (18.45m, 18.36m y 14.98mp = 0,200) asi
como también una mejor STR (66.75m 45.64m vs 31.61m p= 0,003) y mejor
supervivencia global (118,16 m vs 76.28m vs 37.77m p= 0,004); los 2 ultimos con
significacion estadistica. (Tabla 5) (Figura 10y 11)

Tabla 5: Andlisis de KRAS y BRAF

Supervivencia . . . .
o
Grupo N KRAS BRAF Libre de SuperV|venf:|a Supervivencia
pacientes (%) tras la recaida Global
enfermedad
1:105 (53.8) Nativo Nativo 18.45m 66.75m 118.16m
2:82(42.1) Mutado Nativo 18.36m 45.64m 76.29m
3:8(4.1) Nativo Mutado 14.98m 31.61m 37.77m
Valor p 0.200 0.003 0.004
Figura 10: KRAS+BRAF — Supervivencia tras la recaida.
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Figura 11: KRAS+BRAF — Supervivencia Global.
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El andlisis multivariado confirmé a BRAF y MSI como factores prondsticos de
supervivencia; respecto a SLE (HR 1.6 (0.7-3.62) y HR 1.85 (0.7-4.7)
respectivamente), STR ( HR 4.5 (1.39-14.60) y HR 5.28 (1.5-18.1) respectivamente) y
para SG ( HR 4.26 (1.19-15.27) y HR 4.61 (1.25-17.01) respectivamente).
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Discusion

En el trabajo realizado sobre nuestra cohorte de pacientes la inestabilidad de
microsatélites (MSI) se comporté como factor de mal prondstico independiente para
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia tras la recaida y para supervivencia
global.

Aunque la mutacion BRAF se asocié més frecuentemente a tumores con MSI, hemos
demostrado que la mutacibn BRAF es también un factor pronéstico negativo
independiente, y los pacientes con tumores mutados BRAF muestran un STR y SG
mas cortas.

No obstante, la mutacion de KRAS no demostré ser un factor pronéstico de
supervivencia.

Inesperadamente, encontramos en nuestra cohorte que los tumores con MSI
presentan una peor supervivencia libre de progresion y supervivencia global que los
tumores estables. Este valor pronéstico negativo se encontrd en el analisis univariado
y se confirm6 en el andlisis multivariado. Estos resultados son lo opuesto a lo que se
ha publicado previamente, donde la MSI se ha propuesto como un potencial factor de
prondstico favorable.

Los datos mas relevantes acerca de la correlacion de la MSI con el resultado en el
CCR, provienen del andlisis del estado de la MSI en al menos cuatro estudios
aleatorizados de tratamiento adyuvante del CCR en el estadio Il y Ill . Tres de estos
estudios fueron planeados para evaluar dos esquemas diferentes de quimioterapia y
en el otro, la quimioterapia se comparé con ausencia de tratamiento. La evaluacién de
la MSI como factor prondstico era parte de un analisis secundario, y sélo en un 40%-
60% de la poblacién incluida en esos estudios fueron analizados. En tres de los
estudios, los tumores con MSI estaban relacionados con una mejor supervivencia
global y en el cuarto, la MSI se asocié con una menor tasa de recidivas respecto de
aguellos tumores con estabilidad de microsatélites.

También, de manera sorprendente se detectdé una menor tasa de los tumores MSI
(4%) de lo que podria esperarse en CCR en estadio Il y lll, donde las tasas en otras
series oscilan del 15% en el estadio Il al 6% en el estadio .

Se debe considerar que aunque nuestra cohorte también estaba compuesta por CCR
en estadio Il y lll, esta poblacién seleccionada mostraba un mal pronéstico al momento
de su inclusién porque todos los pacientes presentaban recidiva de la enfermedad.

El argumento més simple para explicar este suceso seria considerar que se cometio
un error en las determinaciones de MSI. Sin embargo, parece poco probable ya que se
han realizado siguiendo los protocolos de laboratorio ya conocidos.

Probablemente esta gran diferencia se deba a las caracteristicas de la poblacion
(grupo de peor pronéstico) asi como también al nimero bajo de pacientes incluidos a
los que se le realizé el estudio (170 P).

También se encontr6 una correlacion entre los tumores con MSI y las demas
caracteristicas clinico-patolégicas como la localizacién derecha del tumor primario y
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una mayor proporcidon de mutaciones BRAF. Estas correlaciones si se han asociado al
tipico fenotipo del tumor MSI ya descrito. Este hecho refuerza la correcta realizacién
de la técnica para las determinaciones de MSI.

Otra forma de explicar la discrepancia entre el valor prondstico de la MSI en nuestro
trabajo con respecto los otros estudios, es tener en cuenta la posibilidad de que la MSI
en realidad se comporte como un factor prondéstico desfavorable, pero que
generalmente se asocie con otro factor prondstico muy favorable aun desconocido.
Esto podria producir que los casos con MSI tengan un riesgo de recidiva menor con
una mejor supervivencia pero los casos donde la recaida se produce (donde no se
encontraria este factor) tengan una peor evolucion.

Por este motivo, en general, cuando se analizan series de CCR estadios Il y Ill, la MSI
se comporta como factor de buen prondstico pero debido a este factor desconocido
asociado; mientras que cuando analizamos nuestra serie, compuesta por tumores
CCR clinicamente desfavorables, y probablemente carentes del marcador favorable
desconocido, aparece el valor pronéstico real de MSI.

A excepcién de KRAS y BRAF, no se analiz6 ningan otro indicador en nuestra serie
por lo que no se puedo proponer otro candidato para nuestra hipotesis (como podria
ser PI3K, AKT, PTEN).

En nuestra serie las mutaciones KRAS y BRAF se presentan en un 41% y 4%, similar
a otras series publicadas de CCR en estadios II-11I"®%,

En nuestra serie el estado de BRAF se comporté como factor independiente para
supervivencia tras la recaida y supervivencia global con relevancia estadistica. Se
observé que los tumores BRAF mutado presentaron una supervivencia libre de
enfermedad mas corta que tumores BRAF nativo (14,9 vs 18,3 meses, p 0,09), pero la
diferencia no fue estadisticamente significativa por lo que nuestros resultados estan de
acuerdo con los datos ya publicados.

En tres grandes estudios aleatorizados y multicéntricos también se evalu6; de manera
retrospectiva; el papel pronéstico de estado mutacional de BRAF para la supervivencia
global. En dos de ellos, el estado de BRAF mutado estuvo asociado con una menor
supervivencia global, tanto en el andlisis univariado como en el multivariado***. En el
tercer estudio se observo esta asociacién s6lo en tumores con estabilidad en el
estudio de microsatélites®.

Ante estos resultados contradictorios, el valor de la mutacion BRAF no esté definido en
los tumores MSI. Se conoce que la mutacion de BRAF esté altamente asociada con la
presencia MSI, siendo esta asociacion estadisticamente significativa en tres de los
cuatro estudios donde se analizaron, pero sélo en uno de ellos BRAF mantuvo con
valor pronéstico negativo en los tumores MSI.

Es importante sefialar que en nuestra serie la presencia de MSI se relacion6 con la
mutacion de BRAF. Los resultados del analisis multivariado, confirmaron que los dos
factores se comportaron como factor pronéstico negativo independiente.
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Con respecto al valor pronéstico KRAS, no se encontrd ninguna diferencia significativa
entre SLE, STR y la SG entre tumores KRAS nativo y KRAS mutado. Esto esta en
consonancia con los estudios anteriormente publicados donde KRAS también carece
de un valor pronéstico .

De los estudios de tratamiento adyuvante para estadios Il y Ill se realiz6 un meta-
analisis que incluyd 2721 pacientes; el andlisis multivariado sugirié que la presencia de
mutacion de KRAS conferia un mayor riesgo de recidiva tumoral '*. Una revision
realizada con posterioridad, basada en 3439 pacientes evidencid en el estudio
multivariante que la mutacion G12V del KRAS determinaba una SLE y SG mas
corta®?,

En el afio 2011 fue publicado el estudio QUASAR donde observé que KRAS mutado
se asociaba con un mayor riesgo de recidiva®.

La falta de analisis de MSI y BRAF en el analisis multivariado del Estudio RASCAL I,
donde se describia la mutacion G12V como factor de mal pronéstico podria hacer
cuestionar el real valor como factor pronéstico en este articulo.

Con el fin de dilucidar el valor de MSI, BRAF y KRAS como factores prondsticos en
CCR resecados, se decidi6 realizar este estudio para analizar el papel de estos
factores sobre la supervivencia en nuestra serie de pacientes afectos de Cancer
colorrectal diagnosticados en estadio localizado y con recaida tras el tratamiento
quirdrgico inicial radical.

Estudiando esta cohorte de pacientes con mal prondstico, se hipotético que se podria
aclarar el papel de los posibles factores de mal prondstico. De esta manera, nuestros
resultados demostraron que los tumores BRAF mutados una peor supervivencia global
y una supervivencia libre de enfermedad mas corta, en concordancia con los estudios
anteriormente publicados, mientras que KRAS mutado no mostré valor pronéstico.

A destacar de nuestro estudio que se identific6 a MSI como factor independiente de
mal pronéstico, mostrando una SLE y SG mas cortas; observandose este mismo
resultado sin evidenciarse diferencias entre los tumores BRAF nativos y BRAF
mutados.

Este analisis y la revision del tema nos condujeron a pensar que en otros estudios en
los que la MSI parecia tener un buen pronéstico, la alta asociaciébn con BRAF y
posiblemente con otros factores desconocidos confunden el valor real de la MSI.

No debemos olvidar que nuestra serie es pequefia y las caracteristicas de la poblacién
asi como los tratamientos recibidos a la recaida son muy heterogéneos y esto puede
actuar como factor de confusion en nuestros resultados.
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Conclusiones

En nuestro estudio, realizado sobre una cohorte de pacientes (198) diagnosticados de
Cancer colorrectal en estadio localizado con posterior recidiva, se observo que BRAF
mutado se comporté como factor independiente de mal prondstico.

Un hallazgo sorprendente fue que en nuestro andlisis la presencia en el tumor de
Inestabilidad de Microsatélites (MSI)  también se comport6 como un factor
independiente de mal prondstico.

Analizados de manera conjunta; los pacientes que presentaron un peor prondstico
fueron aquellos con BRAF mutado e MSI, evidenciAndose una diferencia
estadisticamente significativa.

La mutacion de KRAS no demostrd ser un factor prondstico de supervivencia, si bien;
al analizarlo junto a BRAF, la presencia del estado nativo de ambos factores predijo
una mejor supervivencia tras la recaida y mas larga supervivencia global respecto a
los grupos donde alguno de estos estaba mutado.

En las publicaciones previas que valoraron el papel del estado de MSI se describié
como un factor de buen prondstico. Que nuestro resultado sea el contrario puede
deberse a que en los demas estudios se incluyeron a todos los pacientes
diagnosticados de CCR en estadio Il y Il y tratados de manera radical; en cambio en
nuestra serie sélo se incluyeron pacientes que habian presentado una recaida, lo que
condiciond que sea un grupo de peor prondstico.

Otro motivo por el que pueden presentarse diferentes resultados es que posiblemente
existan otros factores, ain desconocidos, que no permitan analizar el verdadero valor
de MSI.

No podemos dejar de lado que este estudio tiene sus limitaciones. Se trata de un
analisis retrospectivo y formado por una serie pequefia de pacientes muy
heterogéneos (tanto en las caracteristicas clinicas como en los tratamientos recibidos
tras la recaida), lo que conlleva a que estos datos podrian no ser representativos de la
poblacién general.

Creemos que es importante que se continie con el estudio de posibles factores
prondsticos moleculares implicados en el desarrollo y evolucibn del Céancer
Colorrectal. Asi como también la posible relacién entre ellos para poder, en el futuro,
conocer mejor a los pacientes que presentaran un peor prondstico con la finalidad de
optimizar el manejo terapéutico.
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