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DEFINICION DEL PROBLEMA.

La mutacion de K-ras en adenomas y carcinoma de colon se ha descrito en
diversas poblaciones con una frecuencia que varia entre el 40 y 70%
respectivamente. Esta mutacion se presenta en etapas tempranas de la secuencia
adenoma-carcinoma. En este estudio se pretende definir si en la poblacion
mexicana que tiene caracteristicas, nutricias, genéticas y ambientales diferentes,
se presenta asociacion entre la mutacion K-ras en adenomas de colon y el

desarrollo de carcinoma.

MARCO TEORICO.

CLASIFICACION DE LOS POLIPOS COLONICOS

En el colon el término polipo se refiere a una neoformacion glandular hiperplasica,
hamartomatosa o neoplasica benigna. El mejor procedimiento para detectarlos es la

colonoscopia.(1)

Los polipos se dividen en 2 grupos:

e Neoplasias o adenomas
a) Adenomas tubulares
b) Adenomas tubulo-vellosos
c) Adenomas vellosos
e No neoplasicos
a) Juveniles o de retencion

b) Hiperplasicos




c) Hamartomatosos

ETIOLOGIA
Los adenomas colorectales se definen como neoplasias glandulares benignas
caracterizadas por epitelio displasico.(1)
Los factores de riesgo para su desarrollo son:
e Dieta abundante en grasas y carnes rojas
e Dieta pobre en verduras, frutas y granos
e Dieta con bajo contenido de fibras, folatos y metionina.
e Etilismo
e Tabaquismo

e Poca actividad fisica

EPIDEMIOLOGIA

La frecuencia de adenomas en la poblacion depende del area geografica. En
poblaciones con alta incidencia de adenocarcinoma colorectales, tienen una
prevalencia de adenomas que oscila entre el 30 y e 40% y esta asciende hasta el 50
y 65% después de los 65 anos. En zonas de baja frecuencia de adenocarcinomas
desciende al 12%. (1)

Después de los 40 anos la mayoria de las lesiones polipoides son adenomas y se
localizan con mayor frecuencia en el recto sigmoides, es recomendable realizar
rectosigmoidoscopia después de esta edad. Si esta es un adenoma es recomendable
realizar una colonoscopia larga, ya que se presentan hasta en un 20% adenomas

sincronicos en otro segmento de colon.(1)




Es dificil precisar el momento de la transformacién maligna de estas lesiones.
Cuando los adenomas son solitarios se calcula un riego global de malignizacion del
5%. Cuando estas lesiones son mayores a 1 cm se transforman en

adenocarcinomas en 2.5 a 8% y 24% a 5,10 y 20 anos respectivamente.(1)

En la 5Sta década de la vida aproximadamente el 12% de la poblacion presentara
adenomas de los cuales el 25% son considerados de alto riesgo, después de los 50
anos la prevalencia de adenomas continua subiendo afectando al 50% de la

poblacion de alto riesgo de los paises del Este.(2)

FISIOPATOLOGIA

En 1990 se desarrollo un modelo de carcinogénesis colorrectal en el cual se
propuso que en una etapa temprana, durante el desarrollo de los polipos, aparecen
mutaciones en el gen APC, a continuacion, durante la etapa adenomatosa se
originan mutaciones en Kras, mutaciones en p53 y deleciones en el cromosoma 18
coinciden con la transicion a carcinoma. A esta serie de eventos se le conoce como

secuencia adenoma-carcinoma.

Intestinal epithelial crypts

Aberrant crypt focus Adenoma Carcinoma
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Figura 1. Secuencia adenoma carcinoma




El concepto actual de carcinogénesis colorectal implica una cascada de

fallos genéticos que afectan a genes reparadores del DNA, a oncogenes y a

genes supresores de tumores. La acumulacion de estas alteraciones

genéticas en el epitelio colonico requiere algunos anos, normalmente

décadas, lo que esta de acuerdo con la edad media de los pacientes

diagnosticados de CCR (alrededor de 65-70 anos ).

Se requieren al menos siete alteraciones para que se desarrolle un tumor

maligno. Las distintas alteraciones genéticas que acompanan la secuencia epitelio

normal, displasia, adenoma temprano, adenoma tardio, carcinoma

Genes reparadores del DNA: son genes que codifican factores esenciales

para mantener la fidelidad de la replicacion. Se han identificado

mutaciones asociadas al cancer de colon hereditario no poliposis (CCHNP)

en 5 de estos genes: hMSH2, hMLH1, hMSH6, hMSH3 y hPMS2. Los genes
hMSH2 y hMLH1 son los que estan implicados con mas frecuencia.
Oncogenes: los oncogenes fueron los primeros genes que se encontraron
alterados en el CCR. Estos genes codifican proteinas que

estan implicadas en el crecimiento y la diferenciacion celular. Entre los
mecanismos que activan los proto-oncogenes estan las mutaciones

puntuales (K-ras, N-ras, H-ras), la amplificacion génica (C-myc) o la
traslocacion cromosomica (bcr/abl). Todas desregulan la expresion génica y
producen una proteina con su funcién alterada. Aparte del oncogén Kras que
esta implicado en el 40% de los CCR pocos oncogenes se han visto

implicados en la carcinogénesis colorectal.

Genes supresores: su funcion es la de inhibir la proliferacién celular.

Mientras los oncogenes actian de manera dominante, ya que la alteracion de




un unico alelo es suficiente para producir la transformacién celular, los
genes supresores son de caracter recesivo. Por tanto, la pérdida de funcién
de estos genes necesita de la inactivacion de ambos alelos, la cual suele
producirse por una mutacion o por una delecion (o por ambas). La
comparacion de los alelos presentes en el tejido tumoral con respecto a los
del tejido normal permite la identificacion de deleciones, siendo una de las

mas frecuentes la pérdida de heterocigosidad.

Las mutaciones que ocurren en los genes tumorales pueden venir inducidas por
factores externos o por errores espontaneos que se producen durante la
replicacion del ADN. El CCR puede inducirse a través de 2 vias moleculares, la
via supresora y la via mutadora que fenotipicamente dan soporte a dos tipos de

CCR diferentes, polipoideo y no polipoideo:

1- Via supresora: asociada a inestabilidad cromos6omica. La inestabilidad
cromosomica se manifiesta en el desarrollo de tumores con aneuploidia y
pérdidas frecuentes de heterocigosidad (LOH) en multiples locus, asi como
mutaciones que activan oncogenes e inactivan o bloquean genes supresores.
En el cancer de colon, el oncogén Ras y los genes supresores APC y P53 son
los prototipos. Pertenecen a este grupo el 80-85% de los canceres de colon de
tipo esporadico (sin antecedentes familiares) polipoideos y los hereditarios de
la poliposis adenomatosa familiar (PAF),que tienden a afectar mas al colon
distal.

2- Via mutadora: asociada a inestabilidad de microsatélites (MSI+). Se
presenta en el 15% de los tumores esporadicos asi como en el 85% de los
CCHNP que, en general, se caracterizan por estar localizados

fundamentalmente en colon proximal y tener un mejor pronéstico con




respecto a los canceres de la via supresora. En ellos se observa una ausencia
de mutaciones de los genes alterados habitualmente en los tumores de la via
supresora (Ras, APC y P53), siendo las mutaciones en microsatélites

consecuencia de otras mutaciones en los genes reparadores del DNA. A estas

mutaciones se las ha dado el nombre de mutaciones mutadoras.

KRAS COMO ONCOGEN

Este oncogén codifica una proteina implicada en la transduccion de senales. Para
contribuir en la carcinogénesis colorectal, las mutaciones en K-ras han de ser un
tipo determinado: mutaciones en uno de los residuos 12, 13 o 61 con ganancia de
funcion (de esta forma la célula se encuentra en ventaja de crecimiento). Ademas, la
mutacion de K-ras ha de seguir a la pérdida de APC ya que si APC esta intacto, solo
se origina una lesion microscopica en el fondo glandular denominada foco
aberrante no neoplasico., las mutaciones de K-ras se asocian con al menos dos
caracteristicas histopatolégicas: mayor tamano y mayor intensidad de displasia. El
papel que desempena la presencia de mutaciones en esta via de desarrollo tumoral
no esta claro per se ha sugerido dos hipétesis: en primer lugar implicacién en la
adquisicion de un fenotipo de mayor agresividad, ya que se asocia con un mayor
grado de displasia y su consecuente progresion a carcinoma al alterarse la funcion
GTP-asa y perpetuar la union de p21l-ras-GTP. En segundo lugar es importante
constatar que el pequefio grupo de adenomas de un tamafio inferior al centimetro
que presenta mutaciéon de K-ras son aquellos con una mas rapida evolucion a
displasia severa y carcinoma. En el carcinoma ya instaurado, algunos autores han

senalado que el cambio en el aminoacido traducido a glicina por aspartico en el




codon 12 se asocia fundamentalmente a carcinomas con estadio B de Dukes
mientras que los cambios G a T y G a C con un mayor riesgo de desarrollo de

metastasis.

Figura 2. Secuencia de alteraciones geneticas y molecurares en el desarrollo de carcinoma de

colon.

CLASIFICACION DE LOS ADENOMAS DE COLON

Macroscopicamente los adenomas pueden ser elevados, planos e incluso
deprimidos. Los adenomas elevados pueden ser desde pediculados con tallo corto o
largo, hasta sésiles. Los planos se reconocen endoscOpicamente por una zona de

enrojecimiento y cambios en la textura. Los adenomas deprimidos producen ligero




desnivel eritematoso en la mucosa, son generalmente mas pequefos que los
pediculados y los planos, por lo general son multicentricos y pueden evolucionar a

adenocarcinomas incluso siendo muy pequenos.(1)

Adenomas tubulares.

Los adenomas tubulares son los mas frecuentes generalmente son pediculados,
aunque pueden presentar cualquiera de las caracteristicas ya descritas. Son mas
frecuentes en el colon izquierdo y sobre todo en el sigmoides. El sintoma mas
frecuente es el sangrado usualmente leve, otros sintomas son obstruccion,

incontinencia, prolapso, dolor abdominal, constipacion y diarrea. (1)

Histologicamente se observan un gran numero de glandulas adosadas entre si o
separadas por escaso estroma, el patron de las criptas se conserva pero se pierde la
diferenciacion normal hacia células caliciformes y absortivas, las células se elongan
y los nucleos se alargan y se tornan hipercromaticos, se pseudoestratifican y el
numero de mitosis aumenta. Este epitelio displasico ocupa por lo menos 80%

luminal de la lesion.(1)

Adenomas vellosos.

Los adenomas vellosos son con mayor frecuencia sésiles y se caracterizan por
elongaciones digitiformes, revestidas por epitelio displasico, sostenidas por estroma
de la lamina propia. Para que se les otorgue la denominacion de adenoma velloso,

por lo menos debe tener 80% de patron velloso.(1)




Una estructura vellosa se define arbitrariamente como aquella cuya longitud de las
proyecciones vellosas es mas de dos veces el espesor normal de la mucosa colénica.
En estas lesiones la frecuencia de displasia de alto grado y adenocarcinoma invasor

es mayor en los adenocarcinomas tubular.(1)

Adenomas tubulovellosos.

Los adenomas mixtos muestran una combinacion de patrones adenomatoso y
velloso; para que se les de esta denominacion, es necesario que presenten mas del
25% de patron tubular o velloso. La potencialidad de malignidad es similar a los
adenomas tubulares y al igual que estos pueden presentarse en los sindromes de

poliposis multiples.(1)

GRADIFICACION HISTOLOGICA.

La displasia en los adenomas se clasifica como de bajo y alto grado, este ultimo
incluye el carcinoma in situ. Estos pueden invadir a la mucosa o la muscular de la
mucosa y son considerados adenocarcinomas intramucosos, el carcinoma invasivo
se presenta cuando hay invasion de la submucosa y esta presente mas alla de la
muscularis de la mucosa. La displasia de bajo grado es definida por la presencia de
criptas complejas arquitecturalmente, con nucleos pseudoestratificados o
parcialmente pseudoestratificadas con los nucleos rechazados solo en la porcion
inferior del citoplasma celular, actividad mitotica presente pero sin mitosis atipicas,
pérdida significativa de la polaridad y pleomorfismo son minimos, la criptas estan

dispuestas paralelamente, sin arreglos complejos. La displasia de alto grado esta




definida por marcada pseudoestratificacion o la estratificacion este presente el la
mitad superior del citoplasma celular, hay importante pleomorfismo -celular,
actividad mitoética y marcada perdida de la polaridad, los cambios arquitecturales
incluyen: glandulas espalda con espalda y patron cribiforme, cuando esta displasia
se hace mas compleja caracterizada por perdida de la diferenciacion glandular, la
relacion nucleo citoplasma aumenta entre otras, no es llamada carcinoma in situ
se sigue llamando displasia severa. Cuando hay infiltracién por celas en anillo de
sello, proliferacion de glandulas pequenas, desmoplasia o expansion marcada o
coleccion empujante de glandulas espalda con espalda con arquitectura
prominentemente cribiforme en la mucosa es considerado como adenocarcinoma
intramucosos, este se hace por la marcada invasion de la lamina propia. Se han
realizado estudios que este tipo de lesiones no tienen potencial metastasico si se

reseca con bordes libres.

En el presente el mejor predictor para la presencia de la malignidad en un adenoma
después de la escision es el tamano de la lesion, patron velloso, alto grado de
displasia. En adenomas de mas de 2cm hay un riego del 10 al 20% de desarrollar
carcinoma después de la reseccion, en adenomas de 1 a 2cm el riesgo es de 5% y

los menores de 1cm del 1%.

La mayoria de los adenomas ocurren distalmente al angulo esplénico y 40% en
colon proximal. Por consenso se establecié que el seguimiento de estos pacientes
debia ser después de los 50 anos o si habia antecedente de carcinoma de colon en
familiares de primer grado se debe realizar 10 afios antes de la edad en la que fue

diagnosticado el familiar y el estudio se repetira cada 2 a 10 anos dependiendo de




los hallazgos colonoscopicos y en pacientes con antecedente de sindrome poliposico

cada 1 o 2 anos. (2)

ANTECEDENTES

En este estudio realizado en el hospital universitario de Osaka se estudiaron 32
adenomas de colon con displasia leve y moderada y 36 adenomas con carcinoma
focal, cada adenoma fue estudiado y se seleccionaron las areas donde presentaban
diferentes grados de displasia o carcinoma, se encontraron 36 areas con displasia
leve, 49 con displasia moderada y 36 con carcinoma focal. La frecuencia de la
mutacion de K-ras se encontr6 de la siguiente forma; 19% en displasia leve, 51% en

displasia moderada y 39% en carcinoma focal. (3)

Un estudio realizado en el hospital universitario de Okayama, se clasificaron a los
adenomas de 97 pacientes, dependiendo de sus caracteristicas histologicas, se
encontr6 que la mutacion de K-ras era mayor en los adenomas tubulovellosos

siendo de estos 24 de 40 positivos (60%).(4)

En este mismo estudio se identifico que el riesgo de malignizacion depende de
diferentes caracteristicas como tamano, forma y tipo histologico. Del 5 al 10% de los
adenomas colorectales presentan carcinoma intramucoso. En los casos de poliposis

familiar el riesgo de malignizacion es del 80%.(4)(5)

En un estudio realizado en el Hospital medico universitario Kaohsiung, en donde se
estudio el tejido obtenido de 70 pacientes, 21 de estos presentaron mutacion
detectada por microarreglos, lo que represento el 30% del total de universo, siendo

mayor en adenomas tubulovellosos y vellosos que en tubulares.(5)




Como es conocido K-ras es miembro de la familia Ras, la activacion de este gen es el
mas frecuentemente relacionado con los carcinomas humanos. La consecuencia de
esta mutacion in vivo no esta bien dilucidada pero se cree que involucra la
desregulacion del crecimiento celular y diferenciacion, inhibicion de la apoptosis y

la estimulaciéon de la angiogénesis. (5)

Este gen esta mutado en 75% de los carcinomas de pancreas, 45% de los
carcinomas colorectales y 48% de los carcinomas pulmonares. En algunos estudios
se refiere que la presencia de la mutacion de K-ras se presenta hasta en un 70% de
los carcinomas colorectales y en el 40% de los adenomas de colonicos mayores a
lcm y en el 18% de los adenomas de colon mayores a 0.5cm. Se ha identificado que
hay una relacion entre la mutacion de K-ras y el grado de displasia. Las mutaciones
puntuales mas frecuentes son en los codones 12 y 13. Se ha estudiado que los
adenomas de mas de 2cm con mutacion de K-ras, tienen mayor riesgo de

recurrencia.(3)(5)(6)

La mayoria de las mutaciones de Kras se identifican en los codones 12 (G12D,
G12V)y 13 y el resto en el 61. Las mutaciones en estos codones estan asociados a

mas del 50% de las neoplasias de colon.(7)

También se ha visto en diferentes series que la mutacion en el codon 12 se asocia a
un pronostico pobre en comparaciéon con los mutados en el codéon 13. En un
estudio se refiere que la mutacion especifica en G112V le confiere mayor

agresividad.(9)

En el estudio realizado en carcinomas de colon por Estrada y col, se encontré la
mutacion en el 23.3% de su poblacion en estudio, el 28.57% en el codon 12, el

57.14% en el 13 y el 14.29% en ambos codones. Se encontré que 78.57% de las




lesiones con la mutacién se presento en colon izquierdo. También se observo que
los pacientes con mutacion de Kras se encontraban en estadios clinicos mas
avanzados, B2 el 42.86% y C2 el 57.4%, esto le confiere a la mutacion de Kras
como un factor pronostico independiente. Los carcinomas mucinosos los cuales son
conocidos como neoplasias de pobre pronostico, presentaron la mutacion en un

28.57%, lo que tal vez confiera su mayor agresividad.(7)

En diversos estudios se ha encontrado que la presencia o expresion de la mutacion
de Kras va disminuyendo conforme se avanza la secuencia adenoma carcinoma,
esto quiere decir que la expresion de Kras es inversamente proporcional al tamarno

del tumor, esto se ha encontrado en concreto con G12V.(10)

En los ultimos afios han surgido nuevas terapias para el carcinoma de colon, de las
que destaca el tratamiento con anti-EGFR, se ha encontrado en diferentes estudios
como en el realizado por Wang y col., que la mutacion de Kras confiere una pobre
respuesta al tratamiento con estos medicamentos. En este mismo estudio se
menciona que en diferentes estudios se ha demostrado que la aparicion de la

mutacion de Kras es de aparicion temprana en la secuencia adenoma-carcinoma.(8)

JUSTIFICACION

En diversos estudios se ha encontrado que los adenomas colonicos se presenta la
expresion de la mutacion de K-ras hasta en un 40%, esta mutacién se asocia al
desarrollo de carcinoma de colon hasta en un 70% y a un peor pronostico. Al
determinar la mutacion de K-ras en los adenomas podemos establecer una

asociacion entre esta y el desarrollado carcinoma de colon en los pacientes con




estos diagnésticos. Ya que la mayoria de las neoplasias de colon son analizadas y
tratadas en este Hospital y se cuenta con informacion clinica, histolégica y se
cuenta con el apoyo del laboratorio de biologia molecular, para que este estudio

puede llevarse a acabo.

PREGUNTA

¢Cual es la asociacion del carcinoma de colon en pacientes que tienen adenomas

con la mutacién de K-ras?

HIPOTESIS

Los pacientes con adenomas de colon que presentan la mutacion K-ras
desarrollaran carcinoma de colon en el 25%.

Hipo6tesis nula

La mutaciéon de Kras en los adenomas de colon no se asocia al desarrollo de

carcinoma de colon.




OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la asociacion de la mutacion de Kras en adenomas de colon y el
desarrollo de adenocarcinoma, en pacientes diagnosticados en enero del 2005 a

diciembre del 2012.

*+  OTROS OBJETIVOS
+ Determinar la prevalencia de la mutacion de K-ras en los adenomas de
colon y del carcinoma de colon de la poblacion en estudio.

+ Determinar las caracteristicas clinicopatolégicas obteniendo

* --Sexo
*+ --edad
* --tipo histologico

+ Conocer el tipo de adenoma que se asocia con mayor frecuencia a
mutaciones de K-ras.

* Conocer el codon donde se presenta la mutaciéon para determinar si es
el mismo en los adenomas y en los carcinoma de aquellos pacientes que

lo desarrollaron.

TIPO DE ESTUDIO.

Observacional, transversal, comparativo




MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO.

Todos los pacientes con diagnostico histopatolégico de adenoma de colon, realizado
en el Servicio de Patologia del Hospital Central Sur de Alta Especialidad, asociado o
no a carcinoma de colon, este ultimo diagnostico realizado en el HCSAE y/o en
cualquier otro laboratorio de patologia de las unidades hospitalarias de PEMEX en

el periodo comprendido entre Enero del 2005 a Diciembre del 2012.

CRITERIOS DE INCLUSION

Todos los pacientes con diagnostico de adenoma de colon que cuenten con bloques
de parafina de las biopsias realizadas y/o bloques de revision, con diagnostico
histolégico de adenoma de colon, realizado en el HCSAE y expediente clinico, en el

periodo comprendido de Enero del 2005 a Diciembre del 2012.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

Pacientes que no cuenten con bloques de parafina, que no tengan expediente
clinico o que no hayan sido diagnosticados en el periodo comprendido de Enero del

2005 a diciembre del 2012.

CRITERIOS DE ELIMINACION.

Bloques que no contengan material histolégico




Material que no sea util para su procesamiento.

Bloques que no sean localizados.

Bloques de parafina en donde el tejido no sea suficiente para estudio de PCR.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

e Tipo de adenomas

e Adenocarcinoma intestinal de colon

e Mutacion de K-ras

e Sexo

e Edad

e Codon
METODO

-Se obtendra del archivo electronico de patologia todos los casos con diagnostico de

adenoma de colon.

. -Adenoma Tubular

. -Adenoma Velloso




. -Adenoma Tubulovelloso

-De los pacientes con diagnoéstico de adenoma se buscara en el sistema de patologia
cuantos tienen ademas diagnostico de Adenocarcinoma previo, sincréonico o

posterior al diagnéstico del adenoma y el tipo de carcinoma de colon.

-Se buscara en el archivo de patologia los bloques y las laminillas de cada caso

-Se aplicaran los criterios de exclusion y eliminacion

- De los casos que cuenten con todos los criterios de inclusion:

-Se obtendra del expediente clinico los siguientes datos:

. Sexo
. Edad
. Intervalo de tiempo entre el diagnéstico de adenoma y carcinoma

-De las laminillas con hematoxilina-eosina se analizaran las caracteristicas

microscopicas de los adenomas:

. Corroboracion del tipo de adenoma

Con los casos recopilados, se seleccionara el tejido que se enviara para determinar

si existe o no la mutacion, excluyendo area de necrosis, autolisis y pared muscular.

Se solicitara se coloque en un tubo Ependorf entre 15y 20 cortes de 10 micras de
los bloques de parafina para enviarlos al Laboratorio de Biologia Molecular para
realizar PCR y determinar la presencia o ausencia de las mutaciones de K-ras que

incluyen:




. Cortes de los adenomas

. Cortes de los carcinomas encontrados de estos pacientes

. En los casos de carcinoma originado en adenoma y ambos estén en el mismo

corte ambas lesiones se enviaran por separado.

Posteriormente se realizara el analisis de los datos obtenidos y se hara la

correlacion clinico patolégica y analisis estadistico de los datos encontrados.

ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo en el cual las variables nominales se representaran en

porcentajes.

Como en este estudio obtendremos dos grupos de pacientes; los que presentan la
mutacion y los que no la presentan, los que se asocian a adenocarcinoma y de estos
cuales tienen la mutacion, en todas esta circunstancias tendremos 2 grupos
obteniendo los casos y los controles de nuestra misma poblacion en estudio, por lo
tanto las siguiente prueba estadistica se podrian utilizar para poder establecer una

medida de asociacion:

e Razdén de Momios.

RECURSOS HUMANOS

Un médico especialista en Anatomia patolégica.

Un médico residente del curso de especializacion en Anatomia patologica.




Histotecnologos.

Personal de laboratorio de PCR.

RECURSOS MATERIALES

e Expediente clinico

e PCR para K-ras

e Microscopio de luz.

e Computadora personal.

e Impresora

e Papeleria.

IMPLICACIONES ETICAS

En este estudio se pretende determinar la mutacion de K-RAS en los casos ya
diagnosticados con adenoma de colon y de los que desarrollaron carcinoma, debido
a que este estudio de Biologia Molecular es muy reciente se informara al médico
tratante del hallazgo de la mutacion en caso de ser encontrada, y se reportara en el

expediente electronico.

Dado que el pedir aprobacion a los pacientes para realizar este estudio es casi
imposible o impracticable el comité de ética debera considerar aprobar esta

investigacion.




En este estudio mantendremos la exactitud de los datos y resultados obtenidos, ya

fueran estos positivos o negativos.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

No amerita.




RESULTADOS

Las variables de estudio se obtuvieron del instrumento de recoleccion de datos
capturandose en una base de datos en el programa EXCEL. Posteriormente a cada
variable se le asigné un valor y se codifico del 1 a 2 y 1 a 3, dependiendo de la

evaluacion de cada variable (ver seccion de variables).
Se analizaron las variables por medio de la prueba estadistica Razon de Momios.

En el servicio de patologia de Enero del 2005 a diciembre del 2012, se obtuvieron
un total de 123 casos (100%), diagnosticados como adenomas, Aplicando los
criterios de inclusion y exclusion se obtuvo un total de 93 adenomas
pertenecientes a 76 pacientes, 17(22%) de estos pacientes tuvo 2 adenomas y
S59(78%) solo uno. En lo referente a la distribucion por sexo, 47 fueron hombres y
29 mujeres con una edad media de 61.82 anos y un rango de edad que oscila entre

11 y 89 anos.

Porcentaje de pacientes con uno o dos
adenomas

17 (22%)

59 (78%)

O 1 Adenoma B2 Adenomas




Distribucion segun sexo

47 (62%)

m Hombres Mujeres

Respecto al tipo histologico y distribucion por sexo 54 fueron tubulares (58.1%) 19
en mujeres y 35 en hombres, 13 vellosos (14%) 6 en mujeres y 7 en hombres, por

ultimo 26 (28%) fueron tubulovellosos de estos 11 en mujeres y 15 en hombres.

Numero de casos por tipo histologico

Tubulares Vellosos 14% Tubulovellosos
58.1% 28%

[ Tubulares 58.1% M Vellosos 14% M Tubulovellosos 28%




Adenomas tubulares, distribucion por
sexo

mHombre = Mujer

Adenomas vellosos distribucion segun
Sexo

7 (54%)

B Hombre Mujer




Adenomas tubulovellosos, distribucion
segun sexo

15 (58%)

B Hombre Mujer

A todos los casos se les realizo PCR para deteccion de la mutacion de Kras. Se
encontré que la mutacion de Kras estaba presente en 30 adenomas, representando

asi el 29% del total de adenomas. Con la siguiente distribucion:

e 7 de 54 (12.96%) adenomas tubulares con una RM 0.66 (0.3-1.4), siendo no

significativo estadisticamente.

e O de 13 (69.23%) adenomas vellosos con una RM 6.3 (1.7-22.7) y una

p=0.003 resultando estadisticamente significativo.

e 14 de 26 (53.84%) adenomas tubulovellosos con una RM 3.71 (1.4-9.6) y una

p=0.05 resultando estadisticamente significativa.




Comparacion entre adenomas con mutacion de
Kras y adenomas no mutados

12.96 %

TUBULARES VELLOSOS TUBULOVELLOSOS
54 13 26
B Mutado ™ No mutado

Adenomas tubulares con mutacion de Kras

m Con mutacion Sin mutacion




Adenomas tubulovellosos con mutacion de Kras

12 (46%) 14 (54%)

m Con mutacion Sin mutacion

Adenomas vellosos con mutacion de Kras

H Con mutacion Sin mutacion




En cuanto al sexo de presentacion de esta mutacién se observaron 13 casos en

mujeres y 17 en hombres, la edad media de presentacion fue de 65.9 + 14.04.

Presetacion de mutacion de Kras
segun sexo

B Hombres

/ Mujeres

Hombres  Mujeres




En cuanto a los codones donde se presenta la alteracion se encontré que el G12D
fuel el mas frecuentemente afectado con 10 casos (34%), seguido por €l G12V con 8
casos (27%), G13D con 5 casos (17%) y G12A con 3 casos (10%), el resto de los
codones (G12C, G12H, G12S, G12R) se presenté en un caso cada uno (3% cada

uno).

CODON | TUBULAR | VELLOSO | TUBULOVELLOS | TOTAL
G12A 2 1 3
G12C 1 1
G12D 3 4 3 10
G12H 1 1
G12R 1 1
G12S 1 1
G12V 4 4 )
G13D 1 4 5

TOTAL 7 9 14 30

Tabla 1 Distribucidon de adenomas segun tipo histolégico y mutacion puntual
de Kras.




Codones afectados

G12A (10%)

G13D (17%)

G12V (27%) ! G12D (34%) |

G12R(3%) G12H (3%)

G125 (3%)




Numero de casos por codon afectado

10
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= G12A
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Concomitantemente con la busqueda de los casos diagnosticados como adenomas
se busco si alguno de los paciente habia tenido también el diagnostico
histopatolégico de carcinoma con lo cual se obtuvo un total 10 casos con ambos
diagnosticos. El diagnostico de carcinoma intestinal de colon podia ser previo,
sincréonico o posterior al de adenoma. Se encontré que 4 fueron diagnédsticos
sincronicos, 5 previos y 1 posterior al diagnostico de adenoma. En cuanto a la
variedad histologica de los adenomas 4 fueron adenomas tubulares, 4 adenomas
tubulovellosos y 2 vellosos De estos casos ninguno presento mutacion de Kras tanto
en el adenoma como en el carcinoma. Tres carcinomas presentaron mutaciéon de
Kras, 2 en G12D, 1 en G13D y un adenoma tubulovelloso con mutacion en G12V.
Se realiz6 una razén de momios en la cual se obtuvo como resultado 1.46 (0.37-5.6)
con una p estadisticamente no significativa (p=0.67). Por lo tanto no se establecio

una relacion entre estas dos entidades con la mutacion de Kras. (tabla2)




Ya con el resultado de la mutacion de Kras se busco si alguno de esos 30 adenomas

con mutacion también tenian diagnostico de carcinoma, se encontré que solo uno

tenia carcinoma, este caso corresponde al adenoma tubulo velloso con mutacion de

G12V anteriormente mencionado.

Tabla 2 Casos con Diagnostico de Adenoma y Carcinoma y relacion con mutacion de Kras

Numero de | Tipo de Adenoma Mutacion Mutacion de | Tiempo en
caso de Kras | Kras el que se
adenoma Carcinoma presento
1 Tubular WT WT Previo
2 Tubular WT WT Previo
3 Tubulovelloso G112V WT Previo
4 Tubulovelloso WT WT Previo
5 Tubulovelloso WT WT Previo
6 Tubulovelloso WT G12D Posterior
7 Tubular WT WT Sincronico
8 Velloso WT WT Sincronico
9 Velloso WT G13D Sincroénico
10 Tubular WT G12D Sincronico




DISCUSION

En este trabajo se busco la asociacion de la mutacion de k-ras en los adenomas de
colon y el desarrollo de adenocarcinoma, el estudio se realizO en casos
diagnosticados en el servicio de patologia del hospital central sur de alta
especialidad, y se obtuvieron las biopsias de enero del 2005 a diciembre del 2012
que fueron 123 casos de adenomas y aplicando los criterios de inclusion y
exclusion se obtuvieron 93 casos correspondientes a 76 pacientes con predomino
en varones (62%) , con una relacion H:M de 1.6:1, la edad oscilo entre los 11 y 89
anos con una media de 61.82 anos, estos resultados son semejantes a la literatura

revisada donde la edad oscilo entre 20 y 80 anos con un predomino en varones.

En cuanto al tipo histolégico se encontré6 que el adenoma tubular fue el mas
frecuente (58.1%) y el menos frecuente fue el adenoma velloso (14%), este dato
concuerda con la literatura en la cual se reporta un claro predominio del adenoma

tubular sobre las demas variedades histologicas.

La mutacién de Kras se encontro presente en 30 de los 93 adenomas, lo que
representa el 29% de los casos, en otras series se encontré entre 29.6% y 40%,
siendo el adenoma velloso el que presento mayor asociacion a la mutacion de Kras
(69.93%), también se encontro asociacion entre los adenomas tubulovellosos y la
mutacion de Kras (53.84%). Este dato fue diferente a lo encontrado en otros
estudios en los cuales el adenoma tubulovelloso fue el adenoma con mayor
presentacion de mutacion en Kras. La mutacion fue mas frecuente en hombres

(57%) y la edad media fue de 65.9+14.04 anos. Los adenomas tubulares son los




adenomas con menos asociacion a mutacion de Kras hecho esperado ya que estos

son los adenomas con menos grado de displasia.

Los codones mas frecuentemente afectados fueron G12D (34%), G12V (27%) y
G13D(17%), estos hallazgos concuerdan con lo reportado en la literatura siendo los
codones mas frecuentemente afectados, en este estudio se encontré que en la
poblacion G12V es el segundo mas afectado(27%), este punto es de significativa
importancia ya que estudios han reportado que G12V confiere un comportamiento
mas agresivo a la entidad y este tiende a disminuir su expresion conforme
evoluciona el padecimiento , por tal motivo seria importante mantener en vigilancia

a los pacientes que presentaron adenoma con mutaciéon en este codon.

En cuanto a la relacion entre los adenomas y el desarrollo de carcinoma, no se
encontro que alguno de los casos que presentaba las dos lesiones tuviera mutacion
de Kras en ambas, por lo tanto en este estudio no se encontro asociacion entre esta
mutacion y el desarrollo de carcinomas, aunque cabe mencionar que algunos de los
especimenes estudiados son de reciente diagnostico y se menciona que el tiempo
que transcurre entre la aparicion de un adenoma y el desarrollo de carcinoma es de

hasta 10 anos.




CONCLUSIONES.

La mutacion de K-ras se asocio mas a los adenomas vellosos y en segundo
lugar a tubulovellosos.

Se encontro que el codon mas afectado en los adenomas fue el G12D con un
total de 10 casos, seguido por G12V que se asocia a mayor agresividad de la
entidad y el cual pierde expresividad conforme evoluciona la secuencia
adenoma carcinoma. Por lo tanto es importante mantener en vigilancia a los
pacientes que presentaron esta mutacion puntual.

En este estudio no se establecio6 la relacion entre la mutacion de K-ras en los
adenomas y el desarrollo de carcinoma, probablemente debido al tiempo
transcurrido entre el diagnostico del adenoma y la realizacion de la prueba y
se requiere un mayor tiempo de seguimiento.

Este trabajo abre la pauta para el desarrollo de estudios prospectivos para

poder establecer la relacion entre estas entidades y la mutacion de K-ras
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Figura 1.- Adenoma tubular con displasia leve, nétese la
distribucion basal de los nucleos, asi como la ausencia de
mitosis.

Figura 2.- Adenoma velloso con prolongaciones
digitiformes caracteristicas.
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Figura 3.- Adenoma tubulovelloso, con 25% de componente tubular.

Figura 4.- Adenocarcinoma intestinal invasor moderadamente

diferenciado. (Notese la invasién al estroma y la desmoplasia
generada en la periferia a las gldndulas neoplasicas.)
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