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Caracterizacion de pacientes con cancer
colorrectal esporadico basado en la
nueva subclasificacion molecular de
consenso
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Characterization of patients with sporadic

colorectal cancer following the new Consensus
Molecular Subtypes (CMS)

Background: Colorectal cancer (CRC) is an heterogeneous disease. Three
carcinogenic pathways determine its molecular profile: microsatellite instability
(MSI), chromosomal instability (CIN) and CpG island methylator phenotype
(CIMP). Based on the new molecular classification, four consensus CRC mole-
cular subtypes (CMS) are established, which are related to clinical, pathological
and biological characteristics of the tumor. Aim: To classify Chilean patients with
sporadic CRC according to the new consensus molecular subtypes of carcinogenic
pathways. Material and Methods: Prospective analytical study of 53 patients
with a mean age of 70 years (55% males) with CRC, operated at a private clinic,
without neoadjuvant treatment. From normal and tumor tissue DNA of each
patient, CIN, MSI and CIMP were analyzed. Combining these variables, tumors
were classified as CMS1/MSI-immune, CMS2/canonical, CMS3/metabolic and
CMS4/mesenchymal. Results: CMSI1 tumors (19%) were located in the right
colon, were in early stages, had MMR complex deficiencies and 67% had an
activating mutation of the BRAF oncogene. CMS2 tumors (31%) were located
in the left colon, had moderate differentiation, absence of vascular invasion,
lymphatic and mucin. CMS3 tumors (29%) were also left-sided, with absence
of vascular and lymphatic invasion, and 29% had an activating mutation of the
KRAS oncogene. CMS4 tumors (21%) showed advanced stages and presence of
metastases. Conclusions: This new molecular classification contributes to un-
derstanding the heterogeneity of tumors. It is possible to differentiate molecular
subgroups of a single pathological diagnosis of adenocarcinoma, opening the
door to personalized medicine.
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importante problema de salud a nivel
mundial, ocupando el tercer lugar entre
los cdnceres mds frecuentes y el cuarto en mor-
talidad por cancer. En Chile, se ha duplicado

l 21 cancer colorrectal (CCR) representa un

su mortalidad en los dltimos anos a pesar de los
programas de prevencion primaria, ocupando el
cuarto lugar de muerte por cancer en hombres y
el quinto en mujeres’.

En los ultimos afos, el modelo para CCR
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formulado por Vogelstein® para la secuencia ade-
noma-carcinoma basado en la inestabilidad de
diversos genes ha evolucionado’. Hoy en dia, se
ha determinado que el CCR es una enfermedad
heterogénea y surge por la acumulacién secuen-
cial de procesos genéticos y epigenéticos®’. Se
ha descrito que el CCR esporddico se desarrolla
principalmente por 3 eventos moleculares carci-
nogénicos: la inestabilidad cromosémica (CIN),
la inestabilidad microsatelital (MSI) y el fenotipo
metilador (CIMP)?.

El mecanismo CIN ocurre en 65%-70% de
los casos de CCR esporddico. Permite identificar
ganancias o pérdidas cromosomales y rearreglos
estructurales que promueven la carcinogénesis
a través de la pérdida de genes supresores de
tumores o aumento en el nimero de copias de
protooncogenes. Una de las formas de evaluarla
es mediante la pérdida de heterocigosidad (LOH).
La via CIN ha sido propuesta como marcador
predictivo en pacientes con etapas I y ITII>"°.

La MSI es causada por la incapacidad de la cé-
lula cancerosa en corregir deleciones o inserciones
en regiones repetitivas del ADN por el complejo de
reparacion “mismatch repair” (MMR). Los defec-
tos del complejo MMR (AMMR) se deben a muta-
ciones o deleciones en los genes que lo conforman
o la hipermetilacién en la regién promotora del
gen MLHI. Se observa en aproximadamente 15%-
20% de los casos de CCR esporadicos y se asocia
a buen prondstico'"'%,

La via CIMP se caracteriza por una amplia
hipermetilacién de los islotes CpG en los promo-
tores de genes supresores de tumores, provocando
la inactivacién de ellos. Se presenta en 15%-20%
de CCR espordadicos y se le asocia a mal pronds-
tico'>!,

Debido a la heterogeneidad y complejidad
de los tumores, diversos estudios han propues-
to subgrupos moleculares de CCR basados en
las 3 vias antes descritas’>*®. Los esfuerzos en
determinar el perfil molecular de CCR tienen
como fin comprender mejor los mecanismos que
determinan el comportamiento clinico de los
diferentes tumores y, de esta manera, identificar
biomarcadores que proporcionen informacién
prondstica precoz. En base a ello, se podré con-
feccionar un tratamiento personalizado a los
pacientes, con el fin de mejorar su sobrevida. La
subtipificacién de CCR mads reciente se realiz
por un grupo de especialistas de varios paises, que
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constituyeron The Colorectal Cancer Subtyping
Consortium (CRCSC), en el ano 2015, donde
se logré identificar 4 subtipos moleculares por
consenso definidos en CMS 1 a 4, segun las ca-
racteristicas clinico-patoldgicas, vias moleculares
involucradas y estado mutacional de los genes
KRAS, BRAF y PI3KCA, con el fin de favorecer
el tratamiento clinico'. Cabe notar que en ese
estudio, 21% de los tumores no lograron ser
categorizados en estos cuatro subtipos.

Dada la falta de subclasificacién de nuestra
poblacidn, se propuso realizar un estudio explora-
torio del perfil molecular de las vias carcinogénicas
CIN, MSI y CIMP en pacientes con CCR espord-
dico sometidos a cirugia en Clinica Las Condes
para determinar la prevalencia de estos 4 subtipos.

Materiales y Métodos

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio analitico exploratorio
prospectivo de 53 pacientes sometidos a cirugia
por neoplasias colorrectales entre los afios 2010
y 2016 en Clinica Las Condes (Figura 1). Los cri-
terios de inclusién correspondieron a pacientes
tratados por neoplasias colorrectales sin terapia
neoadyuvante; como criterios de exclusién se
consideraron pacientes con enfermedad inflama-
toria, sindromes hereditarios de CCR o tratados
previamente con radio/quimioterapia. Cada
paciente firmé un consentimiento informado
previamente aprobado por el Comité de Bioética
de Clinica Las Condes.

A partir de los datos disponibles de la ficha
clinica de los pacientes, se elaboré una base de
datos con caracteristicas demogréficas y clini-
co-patolégicas (Tabla 1).

Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN genémico normal se
realizé a partir de una muestra de sangre venosa
periférica por método Lahiri®.

El ADN tumoral se extrajo mediante el kit de
extraccion QIAmp DNA FFPE Tissue de QTAGEN
(Hilden, Alemania), a partir de secciones de tejido
tumoral fijado en formalina y embebido en para-
fina (FFPE); se seleccionaron éreas de la muestra
con células tumorales > 80%. La integridad del
ADN se verific6 mediante reaccién en cadena
polimerasa (PCR) multiplex.
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Figura 1. Flujograma de pacientes con
cancer colorrectal disponibles para el
analisis de las distintas vias carcinogéni-
cas. CCR: cancer colorrectal; CIN: inesta-
bilidad cromosomal; MSI: inestabilidad
microsatelital; CIMP: fenotipo metilador
de islotes CpG; MSS, MSI estable; IHQ:
inmunohistoquimica; CMS: subtipo
molecular consenso.

Andlisis del estado CIN

Se realizé un andlisis de delecién de 10
STRs (short tandem repeat) aledafos a los genes
APC (D5S134-D5S346-D55656-D5S82), DCC
(D18S46-D18S64-D18S69) y P53 (D17S1176-
D17S1881-D175250) mediante PCR?'. Cada
marcador microsatelital fue amplificado por PCR
a partir de ADN tumoral y normal del mismo
paciente. Se consideré6 LOH positivo si la altura
relativa del peak del ADN tumoral disminuye 30%
con respecto al ADN normal. Ellocus se considerd
positivo si al menos uno de los marcadores infor-
mativos mostré LOH. Se considera CIN-alta si
presenta sobre 3 STRs con pérdida alélica*.

Andlisis del estado de MSI

Se determiné mediante el panel de siete mar-
cadores microsatelitales recomendados por el
National Cancer Institute (NCI) (Bat-25/Bat-26/
Bat-40/D2S123/D3S1029/D5S346/ D17S250).
Cada marcador microsatelital fue amplificado
mediante PCR a partir de ADN tumoral y normal
del mismo paciente®. Los tumores se clasificaron
en tres categorias: MSI-alta (> 3 marcadores ines-
tables), MSI-baja (1-2 marcadores inestables) y
MSS (sin inestabilidad).

CIMP
Se determiné utilizando MethyLight* para un
panel de 6 marcadores (CACNA1G/IGF2/NEU-
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ROGI/RUNX3/SOCS1/MLH1)?, Las muestras
de ADN tumoral fueron modificadas mediante
el kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research,
Irvine, AC, USA). Se utiliz6 como gen de referen-
cia ALU-C4. Como control positivo se usé ADN
metilado con enzima SssI metiltransferasa (Pro-
mega, Madison, WI, USA). Se consideré un gen
metilado si presentaba sobre 80% de metilacién
respecto al ADN control. Los tumores se clasifican
en 3 categorias: CIMP-alta (> 3 genes metilados),
CIMP-baja (1 o0 2 genes metilados) y CIMP-0 (sin
genes metilados).

Andlisis de mutaciones somdticas en KRAS,
BRAFy PIK3CA

El ADN tumoral se analizé mediante PCR para
las mutaciones mds frecuentes en los genes KRAS
(codén 12 y 13), BRAF (codén 600) y PIK3CA
(exones 9 y 20)?. Luego fueron analizados direc-
tamente por secuenciaciéon Sanger.

Analisis de inmunohistoquimica (IHQ)

La evaluacién de la expresion en el tumor de
las proteinas del complejo MMR: MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS?2 fue realizada por IHQ en tejidos
FFPE®. Para la interpretacién de los resultados,
se considerd una variable dicotémica positiva y
negativa para la presencia o ausencia de las pro-
teinas, respectivamente.
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Tabla 1. Caracterizacion clinico-patolégica de los pacientes con CCR analizados

Hombres
n (%) 29 (55)
Edad (afnos) Mediana (min-max) 69 (50-89)
Localizacion Derecho 6(21)
Izquierdo-recto 23 (79)
Invasion vascular Positiva 11 (38)
Negativa 18 (62)
Invasién linfatica Positiva 9 (31)
Negativa 20 (69)
NI 0 (0)
Invasién de pared pT1-T2 4 (14)
pT3-T4 25 (86)
Estadio -l 13 (45)
11-1V 16 (55)
Diferenciacién Bien-moderada 25 (86)
Pobre 4(14)
IMC (min-maéx) > 25 (25,09-36,23) 20 (69)
< 25(18,73-24,65) 9 (31)
Mucina Positivo 7 (24)
Negativo 22 (76)
NI 0 (0
Tumor budding Bajo 17 (59)
Alto 10 (34)
NI 2(7)
KRAS WT 19 (66)
MUT 6(21)
ND 4(14)
BRAF WT 24 (83)
MUT 5(17)
PIK3CA WT 22 (76)
MUT 6(21)
ND T3

Mujeres Total (n) Valor p?
24 (45) 53 (100)
70 (41-97) 70 (41-97) 0,7005°
14 (58) 20 (38) 0,0055*
10 (42) 33 (62)
5(21) 16 (30) 0,147
19 (79) 37 (70)
8 (33) 17 (32) 1
15 (63) 35 (66)
1 (@) 1 (2
4(17) 8(15) 0,1108
20(83) 45 (85)
11 (46) 24 (45) 1
13 (54) 29 (55)
20 (83) 45 (85) 1
4(17) 8(15)
11 (46) 31 (58) 0,0644°
13 (54) 22 (42)
8(33) 15 (28) 0,226
13 (54) 35 (66)
3(13) 3 (6)
17 (71) 34 (64) 1
6 (25) 16 (30)
1(4) 3 (6)
13 (54) 32 (60) 1
5(21) 11(21)
6 (25) 10 (19)
21 (88) 45 (85) 1
3(12) 8 (15)
16 (67) 38 (72) 0,2572
8(33) 14 (26)
0 (0 1 Q)

IMC: indice de masa corporal. Min: minimo; Méx: maximo; NI: No informado; ND: No determinado; #Test exacto de Fischer y/o

¥? si no hay otra especificacion; "Test Mann-Whitney; *p < 0,05.

Clasificacién molecular

El grupo CMS1 o inmune consider6 pacientes
que presentan MSI-alta independiente del estado
de CIMP o CIN. En el grupo CMS2 o candnico
se consideraron los tumores con CIN-alta, MSS/
baja y CIMP-baja/0. El Grupo CMS3 o metaboli-
co considerd aquellos tumores con las vias MSI,
CIMP y CIN baja o estables. En el grupo CMS4
o mesenquimal se categorizaron los tumores que
presentaron CIMP-alta y MSS/baja®.
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Analisis estadistico

Las variables categdricas (dicotémicas y polico-
tomicas) se describieron con frecuencia absoluta
y porcentual, las continuas, con mediana e inter-
valo minimo-méximo, porque no distribuyeron
normal. Para comparar las categdricas, se usé Test
exacto de Fischer y/o y* dependiendo del menor o
mayor a 30. Para continuas test de Mann Whitney
(2 grupos) o Kruskal Wallis (mds de 2 grupos). Se
utiliz6 el software estadistico STATA12.

Rev Med Chile 2017; 145: 419-430
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Resultados

Descripcion clinico-patolégica

Se analizaron un total de 53 pacientes, 55% hom-
bres, con una mediana de edad de 70 afios. Sesenta
y dos por ciento de los pacientes tenia localizado el
tumor en lado izquierdo. Respecto de las mutaciones
somadticas, 21% (11/53) de los pacientes presentaron
mutaciones activantes en el oncogen KRAS, 15%
(8/53) en BRAFy 26% (14/53) en PI3KCA (Tabla 1).

Andlisis MSI

Los tumores fueron categorizados en MSI-ba-
ja/MSS y MSI-alta con una prevalencia de 83%
(44/53) y 17% (9/53), respectivamente (Tabla 2).
Los tumores con MSl-alta tuvieron diferencias
significativas respecto a edad, ubicacién, preferen-
temente en el lado derecho del colon, presencia de
patrén de invasién linfatica y pobre diferenciacién
comparado con tumores MSI-baja/MSS con una
alta prevalencia de BRAF™* (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de la inestabilidad microsatelital (MSI) segun las caracteristicas
clinico-patologicas y moleculares

Género

Edad (afios)

Localizacion

Invasion vascular

Invasion linfatica

Invasion de pared

Estadio

Diferenciacion

IMC (min-max)

Mucina

Tumor budding

KRAS

BRAF

PIK3CA

n (%)

Femenino
Masculino

< 60
= 60

Derecho
lzquierdo-recto

Positiva
Negativa

Positiva
Negativa
NI

pT1-T2
pT3-T4

-1l
n-1v

Bien-moderada
Pobre

= 25 (25,09-36,23)
< 25(18,73-24,65)

Positiva
Negativa
NI

Bajo
Alto

NI

WT
MUT
ND

WT
MUT

WT
MUT
ND

MSl-alta

9 (17)

MSI-baja/MSS Total Valor p?
44 (83) 53 (100)
19 (79) 24 (100) 0,3756
25 (86) 29 (100)
10 (23) 10 (100) 0,0426b*
34 (79) 43 (100)
12 (60) 20 (100) 0,001*
32 (97) 33 (100)
14 (88) 16 (100) 0,4462
30 (81) 37 (100)
11 (65) 17 (100) 0,0254*
32 (91) 35 (100)
1 (100) 1(100)
7 (88) 8 (100) 0,651
37 (82) 45 (100)
19 (79) 24 (100) 0,3756
25 (86) 29 (100)
40 (89) 45 (100) 0,0213*
4 (50) 8 (100)
26 (84) 31 (100) 0,5458°
18 (82) 22 (100)
11 (73) 15 (100) 0,1757
31 (88) 35 (100)
2 (67) 3 (100)
29 (85) 34 (100) 0,0578
13 (81) 16 (100)
2 (67) 3 (100)
27 (84) 32 (100) 0,512
10 (91) 11 (100)
7 (70) 10 (100)
42 (93) 45 (100) < 0,001*
2 (25) 8 (100)
31 (82) 38 (100) 0,5861
12 (86) 14 (100)
1 (100) 1 (100)

MSI: inestabilidad microsatelital: MSS, MSI estable; IMC: Indice de masa corporal. Min: minimo; Max: méaximo; NI: No infor-
mado; ND: No determinado; #Test exacto de Fischer y/o Test ¥2 si no hay otra especificacién; *Test Mann-Whitney; *p < 0,05.
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Andlisis CIMP

S6lo en 48 pacientes se logr6 tener ADN su-
ficiente para determinar el estado CIMP. El 31%
(15/48) de los tumores presenté CIMP-altay 69%
CIMP-baja/0. Los tumores CIMP-alta se ubicaron
frecuentemente al lado derecho del colon y presen-
taron pobre grado de diferenciacién comparado

con tumores CIMP-baja/0 y alta presencia de
BRAF™ (Tabla 3).

Analisis CIN

Selogré analizar el estado CIN en 51 pacientes,
10% (5/51) delos casos analizados fueron no infor-
mativos por presentar inestabilidad microsatelital.

Tabla 3. Analisis del fenotipo metilador (CIMP) seguin las caracteristicas clinico-patoldogicas y

moleculares
CIMP-alta CIMP-baja/0 Total Valor p?

n (%) 15 (31) 33 (69) 48 (100)

Género Femenino 6 (27) 16 (73) 22 (100) 0,4089
Masculino 9 (35) 17 (65) 26 (100)

Edad (afos) < 60 1(10) 9 (90) 10 (100) 0,1737°
> 60 14 (37) 24 (63) 38 (100)

Localizacion Derecho 9 (53) 8 (47) 17 (100) 0,0198*
Izquierdo-recto 6(19) 25 (81) 31 (100)

Invasion vascular Positiva 6 (43) 8 (57) 14 (100) 0,2186
Negativa 9 (26) 25 (74) 34 (100)

Invasién linfética Positiva 6 (40) 9 (60) 15 (100) 0,3126
Negativa 9(28) 2 (72) 32 (100)
NI 0 (0) 1(100) 1(100)

Invasién de pared pT1-T2 3(38) 5 (62) 8 (100) 0,3941
pT3-T4 12 (30) 28 (70) 40 (100)

Estadio Il 5(23) 17 (77) 22 (100) 0,1956
1-1v 10 (38) 16 (62) 26 (100)

Diferenciacion Bien-moderada 9(22) 32 (78) 41 (100) 0,0026*
Pobre 6 (86) 1 (14) 7 (100)

IMC (min-méx) > 25 (25,09-36,23) 9 (35) 17 (65) 26 (100) 0,3732°
< 25(18,73-24,65) 6 (27) 16 (73) 22 (100)

Mucina Positiva 3(21) 11 (79) 14 (100) 0,2805
Negativa 11 (35) 20 (65) 31 (100)
NI 1(33) 2 (67) 3(100)

Tumor budding Bajo 10 (30) 23 (70) 33 (100) 0,5584
Alto 4 (33) 8 (67) 12 (100)
NI 1(33) 2 (67) 3(100)

Metastasis Negativa 8 (24) 26 (76) 34 (100) 0,0803
Positiva 4 (67) 2 (33) 6 (100)
Otro primario 2 (50) 2 (50) 4 (100)
NI 1(25) 3 (75) 4 (100)

KRAS WT 9 (31) 20 (69) 29 (100)
MUT 2 (20) 8 (80) 10 (100) 0,409
ND 4 (44) 5 (56) 9(100)

BRAF WT 10 (24) 31 (76) 41 (100)
MUT 5(71) 2 (29 7 (100) 0,0239*

PIK3CA WT 12 (35) 22 (65) 34 (100)
MUT 3(23) 10 (77) 13 (100) 0,3917
ND 0 (0) 1(100) 1(100)

CIMP, Fenotipo metilador de los islotes CpG; IMC: indice de masa corporal; Min: minimo; Méx: maximo; NI: No informado;
ND: No determinado; 2Test exacto de Fischer y/o %2 si no hay otra especificacion; ®Test Mann-Whitney; *p < 0,05.
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De las 46 muestras restantes, 50% fueron CIN-ba-
ja/0 y 50% CIN-alta. Los tumores con CIN-alta,
al momento del diagnéstico, se encontraban en
estadios mds avanzados, comparado con tumores
CIN-baja/0 y eran no mucinosos (Tabla 4).

Clasificacion molecular
Se identificaron los 4 grupos establecidos por el
CRCSC. E19% de los pacientes quedd sin clasificar.

Al analizar las caracteristicas clinico-patoldgicas,
se observé que en los tumores CMS1 (19%) todos
los pacientes eran > 60 anos (Tabla 5); se ubicaban
en el lado derecho del colon, tenfan MLH1 hiper-
metilado, mucina, frecuente invasién linfatica,
estadios tempranos y alta prevalencia de oncogen
BRAF™, 7/9 pacientes presentaban mutaciones
en alguno de los oncogenes. En 2 de los casos
existia concomitancia de BRAF™! y PI3KCA™.

Tabla 4. Analisis de la inestabilidad cromosomal (CIN) segun las caracteristicas clinico-patologicas y

moleculares
CIN-alta CIN-baja Total Valor p?

n (%) 23 (50) 23 (50) 46 (1 00)

Género Femenino 10 (50) 10 (50) 0 (100) 1
Masculino 13 (50) 13 (50) 6(100)

Edad (afos) < 60 7 (70) 3 (30) 0 (100) 0,1084°
> 60 16 (44) 20 (56) 6 (100)

Localizacion Derecho 5 (36) 9 (64) 4 (100) 0,1684
Izquierdo-recto 18 (56) 14 (44) 2 (100)

Invasion vascular Positiva 7 (50) 7 (50) 4 (100) 1
Negativa 16 (50) 16 (50) 2 (100)

Invasién linfatica Positiva 6 (43) 8 (57) 14 (100) 0,4129
Negativa 16 (52) 15 (48) 31 (100)
NI 1(100) 0 (0 1(100)

Invasion de pared pT1-T2 6 (86) 1 (14) 7 (100) 0,0835
pT3-T4 17 (44) 22 (56) 39 (100)

Estadio -1l 8 (36) 14 (64) 2 (100) 0,0696
-1V 15 (63) 9 (38) 4 (100)

Diferenciacién Bien-moderada 22 (52) 20 (48) 2 (100) 0,3209
Pobre 1 (25) 3 (75) 4 (100)

IMC (min-méx) > 25 (25,09-36,23) 14 (50) 14 (50) 8 (100) 0,9562°
< 25(18,73-24,65) 9 (50) 9 (50) 8 (100)

Mucina Positiva 3 (25) 9 (75) 2 (100) 0,0442*
Negativa 19 (59) 13 (41) 2 (100)
NI 1 (50) 1 (50) 2 (100)

Tumor budding Bajo 15 (48) 16 (52) 31 (100) 0,3217
Alto 8 (62) 5 (38) 13 (100)
NI 0 (0) 2 (100) 2 (100)

KRAS WT 17 (59) 12 (41) 29 (100)
MUT 3 (27) 8 (73) 11 (100) 0,0776
ND 3 (50) 3 (50) 6 (100)

BRAF WT 21 (50) 21 (50) 42 (100)
MUT 2 (50) 2 (50) 4 (100) 1

PIK3CA WT 16 (48) 17 (52) 33 (100)
MUT 6 (50) 6 (50) 12 (100) 0,5
ND 1 (100) 0 (0) 1 (100)

CIN: Inestabilidad cromosomal; IMC: indice de masa corporal. Min: minimo; Méx: méaximo; NI: No informado; ND: No deter-
minado; #Test exacto de Fischer y/o Test %2 si no hay otra especificacion; °Test Mann-Whitney; *p < 0,05.
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Tabla 5. Comparacion de las variables clinico-patoldgicas y moleculares con los subgrupos consenso

CMS1
n (°/o) 9 (1 9)

Género Femenino 5(22
Masculino 416

Edad (anos) < 60 0
> 60 9 (

(

2

Localizacion Derecho 8 (4
Izquierdo-recto 1 (

2
1

Invasién vascular Negativa
Positiva

Positiva
NI

Estadio |
Il
il
[\

7
2
Invasion linfatica Negativa 3
6
0

N = N —

Diferenciacion Bien-moderada
Pobre

IMC (min-max) > 25 (25,09-36,23)
< 25(18,73-24,65)

(SN

NN

Tumor budding Bajo
Alto
NI

—wul AUl MU NN DN

u N =

Mucina Negativa
Positiva
NI

-~ B
NN~ e o~ s~~~ o~~~ o~~~ o~

U N =

Metastasis Negativa
Sincrénica
Otro primario
NI

KRAS WT
MUT
ND

BRAF WT
MUT

PIK3CA WT
MUT
ND 0 (0)

~ NN =

—~—~ —~

OwWw wW-—=u1 O-NO®
—

~
—

=N N~ W= =
= D o S oo S S S e

NO O PON OUUPMPO ONW OWU OO OW O—_,UN OO UUO WN WO

N
—

CMS2 CMS3 CMS4 Total Valor p?
15 (31) 14 (29) 10 (21) 48 (100)

8 (35 6 (26) 4(17) 3(100) 0,8539
7 (28) 8(32) 6 (24) 5(100)
6 (67) 2(22) 1(11) 9(100)  0,0408°
9 (23) 12 (31) 9 (23) 9 (100)
2 (1) 5(26) 4(21) 9(100) 0,004*

13 (45) 9(31) 6(21) 9 (100)

12 (34) 10 (29) 6 (17) 5(100) 0,718
3 (23) 4 (31) 4 (31) 3 (100)

11 (35) 10 (32) 7 (23) 31(100) 0,138
3 (19 4 (25) 3(19) 16 (100)
1 (100) 0 (0) 0 (0 1(100)
3 (50) 0 (0) 2 (33) 6 (100) 0,217
3 (19 8 (50) 1 (6) 6 (100)
6 (32) 6 (32) 5 (26) 19 (40)
3 (42) 0 (0) 2 (29) 7 (100)

15 (38) 13 (32) 7(17) 0(100) 0,017*
0 (0 1(12) 3(38) 8 (100)
8 (30) 7 (26) 7 (26) 7(100)  0,7579¢
7 (33) 7 (33) 3(14) 1(100)

10 (30) 11(33) 7(22) 3(100) 0,7985
5 (38) 3(23) 2(15) 3(100)
0 (0 0 (0 1 (50) 2 (100)

11 (35) 7 (22) 9 (29) 1(100) 0,121
3 (20) 7 (47) 1 (6) 15 (31)
1 (50) 0 (0) 0 (0 2 (100)
9 (28) 12 (37) 5(16) 32 (100) 0,543
3 (38) 0 (0 3(38) 8 (100)
1 (25 1(25) 1(25) 4 (100)
2 (50) 1(25) 1(25) 4 (100)

10 (34) 8 (28) 6 (21) 29 (100) 0,8797
3 (30) 4 (40) 2 (20) 10 (100)
2 (22) 2(22) 2 (22) 9 (100)

14 (35) 14 (35) 9(22) 40 (100)  0,0001*
1 (12) 0 (0 1(12) 8 (100)

10 (29) 10 (29) 8 (22) 5 (100)  0,9506
4 (33) 4 (33) 2(17) 2 (100)
1 (100) 0 (0) 0 (0 1 (100)

CMS: Subtipo Molecular Consenso; IMC: indice de masa corporal; Min: minimo; Max: maximo; NI: No informado; ND: No
determinado. ?Test exacto de Fischer y/o Test %2 si no hay otra especificacion; <Test Kruskal-Wallis *p < 0,05.

Tenian CIMP-alta a diferencia de CMS2 y CMS3
(Figura 2).

El grupo CMS2 presentd principalmente
pacientes cuya edad diagndstica fue < 60 afos.
Represent6 el grupo mads frecuente (31%), se lo-
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calizaron al lado izquierdo del colon, con ausencia
de invasién vascular, linfatica y mucina y todos
ellos con grado bien/moderado de diferenciacién
(Tabla 5, Figura 2).

Los tumores CMS3 (29%) se presentaron

Rev Med Chile 2017; 145: 419-430
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Figura 2. Andlisis comparativo entre las variables clinico-patolégicas y moleculares seguin los subgrupos. CMS: Subtipo molecular
Consenso; MSI: Inestabilidad microsatelital; CIMP: fenotipo metilador de islotes CpG; CIN: inestabilidad cromosomal; IMC: Indice
de masa corporal; dMMR: deficiencia del sistema reparador “mismatch repair”. ] Positivo; [ ] Negativo; [ | No determinado.

mayormente al lado izquierdo, mucinosos, sin
invasion vascular ni linfética y sin mutaciones en
BRAF. No se observaron metastasis sincrénicas.
Tuvo el mayor porcentaje de KRAS™" entre los
grupos (Tabla 5, Figura 2).

Las caracteristicas asociadas a tumores mds
agresivos como ausencia de mucina y bajo grado
de diferenciacién se observaron en los tumores
CM$S4, que correspondieron a 21%. En este grupo
el estado de CIMP-alta no se acompaiia de MLH1
hipermetilado, por lo que son tumores MSS (Tabla
5, Figura 2). En este grupo se observé una frecuen-
cia de 20% (2/10) de KRAS™ (Tabla 5).

Con respecto a mutaciones en PI3KCA no se
observaron diferencias entre los grupos (Tabla 5).

Discusiéon

El presente estudio fue disenado para caracteri-
zar y describir las tres principales vias moleculares
carcinogénicas (CIN, MSI y CIMP) involucradas
en la heterogeneidad y complejidad molecular
en el CCR.

En la préctica clinica, la clasificaciéon TNM?%
es utilizada como la principal herramienta pro-
noéstica de seleccién de pacientes a quimioterapia
adyuvante. Se ha descrito que la sobrevida de

Rev Med Chile 2017; 145: 419-430

pacientes en etapas tempranas supera 90%, pero
en estadios metastdsicos es inferior a 10%’. En los
ultimos anos, la incorporacién de terapias mole-
culares ha permitido mejorar la sobrevida de estos
pacientes, sin embargo, debido ala heterogeneidad
de los tumores, no tienen la misma efectividad en
todos los pacientes® .

Considerando lo anterior, el afio 2015 se esta-
blecié un grupo internacional de subtipificacién
del CCR, The CRC Subtyping Consortium, basado
en datos provenientes de The Cancer Genome
Atlas complementados con andlisis moleculares
y mutacionales'. Se establecieron 4 subgrupos de
consenso: CMS1 (MSI-inmune), CMS2 (candni-
ca), CMS3 (metabolica), y CMS4 (mensenquimal)
con una prevalencia en la poblacién internacio-
nal de 14%, 37%, 13% y 23%, respectivamente.
Esta clasificacion refleja una evolucién biolégica
especifica durante el desarrollo de los tumores,
permitiendo definir terapias con mejor respuesta
y sobrevida de los pacientes'®*>*>.

En este estudio se logré subclasificar a los pa-
cientes chilenos participantes en los 4 subgrupos
establecidos por el CRCSC y la prevalencia para
cada subgrupo de 19%, 31%, 29% y 21% para
CMS1, CMS2, CMS3 y CMS4 respectivamente,
es acorde a lo descrito!”*>* (Tabla 6).

Se describié que los tumores CMS1 presentan
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Tabla 6. Resumen de la clasificacion de los
tumores de CCR en 4 subtipos basados en las
variables clinico-patolégicas y moleculares

n =48 CMS1 CMS2 CMS3 CMS4
% 19 31 29 21
MSI dedeaE - +/- -
CIMP + - - +++
CIN - +4++ - +
KRAS - + + +
BRAF aF - - -
PI3KCA + + + +
Localizacion D> I>D I>D D>|
Género F>M M>F M>F F>M
Mucina R aF 4 4 -
Diferenciacion + +++ +4++ ++

D: derecho; I: izquierdo; F: femenino; M: masculino; MSI: ines-
tabilidad microsatelital; CIMP: fenotipo metilador de islotes
CpG; CIN: inestabilidad cromosomal; CMS: subtipo molecular
consenso.

caracteristicas que previamente se han reportado
para tumores MSI-alta/CIMP-alta en CCR espora-
dico®. Se ha descrito como lesion precursora a los
polipos sésiles aserrados®. Estos tumores presen-
tan una alta respuesta de infiltrado intratumoral,
lo cual confiere a estos pacientes un buen pronds-
tico y, segtn lo reportado, se sugiere que ello se
deberia a la presencia de linfocitos T citotdéxicos
CD8+"%, Por otra parte, se ha establecido que la
mutacién activante en el oncogen BRAF (V600E)
provoca la activacién constitutiva de la via EGFR
y en consecuencia una ineficiente respuesta al
tratamiento con cetuximab o panitumumab. Cabe
sefalar que estos pacientes poseen un prondstico
intermedio® y una tasa de supervivencia muy
pobre después de la recaida®. Debido a la falta
de datos de seguimiento no fue posible establecer
esta correlacion.

Se ha reportado que los tumores CMS2 se
originan a partir de adenomas tubulares, cuya pro-
gresiéon adenoma-carcinoma es iniciada por el gen
supresor de tumores APC con una alta actividad
en la via de senalizacion intracelular Wnt/MYC*#!,
Si bien no contamos con perfiles moleculares que
den cuenta de la activacién de la via Wnt/MYC,
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logramos establecer que los tumores categorizados
CMS2 se asocian a mutaciones en oncogenes como
KRAS y PI3KCA y poseen caracteristicas clinicas
asociadas a una mejor respuesta a terapias aso-
ciadas a la via CIN-alta. Se ha descrito una mejor
sobrevida después de la recurrencia comparado a
otros subtipos®.

Hemos observado que tumores de pacientes
categorizados en CMS3 exhiben la mayor tasa de
mutacion activante en el oncogen KRAS, indican-
do que estos pacientes tendrian una baja respuesta
al tratamiento con cetuximab o panitumumab.
Se ha descrito que este subgrupo corresponde a
tumores epiteliales de prondstico intermedio y
cuya lesién precursora ain no se ha determinado™®.

Los tumores CMS4 se han descrito como el
subtipo de peor prondstico®*. Estos tumores
provienen de pdlipos sésiles aserrados, pero a
diferencia del subtipo CMSI, presentan sobre-
expresion de senales asociadas a la activacion del
factor de crecimiento transformante (TGF-3) que
desencadena senales intracelulares asociadas a la
transicion epitelio-mesénquima (MET)>*!.

Seguin nuestros datos, al momento del diag-
noéstico, la mayor prevalencia de tumores en es-
tados avanzados fueron categorizados en CMS2 y
CMS4. Ademds, presentaron la mayor proporcién
de metdstasis (sincrénica y metacrénica). Estos
resultados se podrian explicar por el alto nimero
de ganancia o pérdida de copias de ongenes o genes
supresores de tumores presente en ambos grupos.
Sin embargo, el peor prondstico asociado al grupo
CMS4 podria explicarse, ademads de la activacién
de TGF-f3, por remodelamiento de la matriz, an-
giogénesis, invasién estromal y por alto estado de
metilacién de genes supresores de tumores que
caracteriza a este subtipo.

En resumen, hemos logrado distinguir 4
subgrupos en CCR, con sefiales intracelulares
diferentes que le confieren una biologia unica a
cada tumor. Si bien esta subclasificacién se ha
asociado a prondstico y respuesta a terapia, en
nuestra serie no fue posible de establecer debido
al corto periodo de seguimiento y al tamafio de
nuestro grupo de estudio, siendo una de nuestras
limitaciones. Se espera que la clasificacién de
consenso en estos 4 subgrupos faciliten la incor-
poracién de las nuevas terapias establecidas en
los grandes grupos de investigacion, basadas en
la heterogeneidad del tumor para dar terapia mas
efectiva a cada paciente.

Rev Med Chile 2017; 145: 419-430
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