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PALABRAS CLAVE Resumen Este documento de consenso nace como una iniciativa conjunta de la Sociedad
Receptor del factor Espaiiola de Anatomia Patoldgica (SEAP) y de la Sociedad Espaiiola de Oncologia Médica (SEOM)
de crecimiento y propone recomendaciones diagndsticas y terapéuticas para el manejo del paciente con cancer
epidérmico; colorrectal (CCR) hereditario, localizado y avanzado basadas en la evidencia cientifica que
Gen KRAS; existe en la actualidad sobre el uso de biomarcadores. Por tanto, este documento supone una
Gen BRAF; oportunidad para mejorar la eficiencia de la actividad asistencial y la utilizacion de recursos,
Inestabilidad de lo que redundara en un beneficio para estos pacientes.

microsatélites; Con los datos disponibles en la actualidad, este grupo de expertos recomienda que en los
Gen PTEN pacientes con CCR localizado se determine la inestabilidad de microsatélites, ya que es un

factor predictivo relevante para decidir el tratamiento adyuvante. Sin embargo, aunque las
firmas de expresion genética ColoPrint® y Oncotype Dx® han demostrado tener valor prondstico,
no existe todavia consenso sobre su uso en la practica clinica.

En cuanto al CCR avanzado, la determinacion del estado mutacional de KRAS es indispensable
antes de administrar un tratamiento con anti-receptor del factor de crecimiento epidérmico
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(EGFR), como cetuximab y panitumumab. Sin embargo, la determinacion de otros biomarca-
dores, como las mutaciones de BRAF, EGFR, PI3K y PTEN, no debe llevarse a cabo de forma
rutinaria, ya que hoy por hoy no influye en la planificacion del tratamiento. Otros aspectos
importantes que incluye son los requisitos organizativos y los controles de calidad que deben
existir para la adecuada determinacion de estos biomarcadores, asi como las implicaciones
legales que se deben tener en cuenta.

© 2012 SEAP y SEC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Guidelines for biomarker testing in advanced colorectal carcinoma. A National
Consensus of the Spanish Society of Pathology and the Spanish Society of Medical
Oncology

Abstract This consensus is a joint initiative of the Spanish Society of Pathology (SEAP) and
the Spanish Society of Medical Oncology (SEOM). Based on scientific evidence of the use of
biomarkers, it recommends diagnostic and treatment guidelines for the management of patients
with hereditary, localised and advanced colorectal carcinoma (CRC). The aim of the consensus
is to improve healthcare and the use of resources, which will result in increased patient benefit.

Taking into consideration data currently available, the group of experts recommends tes-
ting for microsatellite instability in patients with localised CRC, as this is a strong predictive
factor useful in deciding the choice of adjuvant treatment. However, although the ColoPrint®
and Oncotype Dx® gene expression signatures have been shown to have prognostic value, no
consensus yet exists as to their clinical use.

For advanced CRC, it is essential to test for KRAS mutation status before administering an
anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) treatment, such as cetuximab or panitumumab.
However, at present, testing for other biomarkers, such as BRAF, EGFR, PI3K and PTEN muta-
tions, is not indicated as a routine procedure as it does not influence choice of treatment. Other
important issues addressed include organisational requirements, necessary quality controls for

the correct testing of these biomarkers as well as the pertinent legal implications.
© 2012 SEAP y SEC. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Recientemente el sector sanitario ha promovido la elabo-
racion de guias de practica clinica, lo que ha supuesto un
aumento de la efectividad de la intervencion oncoldgica en
base a los niveles de evidencia cientifica y en el consenso
profesional. En este sentido, no existen guias clinicas especi-
ficas sobre el uso de biomarcadores en el cancer colorrectal
(CCR).

La alta incidencia de CCR, y el impacto sociosanitario
que ello supone, hace necesaria la elaboracion de protoco-
los de consenso por parte de los equipos multidisciplinares
que intervienen en el diseno de las distintas estrategias
terapéuticas. Para colaborar en el objetivo fundamental de
conseguir la curacion de los enfermos, o al menos de mejorar
su supervivencia y su calidad de vida, es necesario mante-
ner una comunicacion fluida y homogénea entre oncoélogos
y patoélogos. Por otro lado, la utilizacion de estos protocolos
consensuados conllevara la obtencion de un impacto econé-
mico favorable, debido a que se optimizara la administracion
de los tratamientos mas adecuados a cada caso.

Una de las revoluciones terapéuticas que esta sucediendo
en la actualidad se basa en el conocimiento de los bio-
marcadores que intervienen en las rutas moleculares de las
células cancerosas, frente a las que se han disenado medi-
camentos que bloquean algunas de ellas, y por lo que han
pasado a formar parte del arsenal terapéutico disponible.

Otros biomarcadores, como los genes de la via reparadora
del acido desoxirribonucleico (ADN) o el gen APC, ya se ana-
lizan de forma rutinaria para determinar la susceptibilidad
del sujeto a padecer CCR hereditario. Estas nuevas estra-
tegias terapéuticas crean la necesidad de que oncologos y
patologos trabajen juntos, asegurando la disponibilidad de
la muestra necesaria para realizar la determinacion de estos
marcadores en los laboratorios pertinentes.

Aunque en la mayoria de los casos el material proce-
dente de las resecciones quirlrgicas del CCR garantiza la
obtencion de muestra suficiente, se ha de tener en cuenta
que en determinadas circunstancias este material puede
ser limitado y escaso. Esto sucedera especialmente cuando
solo se disponga de biopsias endoscopicas o punciones de la
enfermedad metastasica, o incluso cuando solo exista tumor
residual minimo tras un tratamiento neoadyuvante. Por todo
ello, el patologo debe asumir la responsabilidad de optimi-
zar el uso de las muestras, y su trazabilidad en el supuesto
de que las determinaciones de biomarcadores se realicen en
laboratorios diferentes.

Una cuestion fundamental que sera tratada en esta guia
hace referencia a la optimizacion y homogeneizacion de
la metodologia utilizada para la determinacion de biomarca-
dores. Ademas, para asegurar la efectividad y especificidad
de los resultados, es necesaria la aplicacion de controles de
calidad internos o externos como los que se llevan a cabo a
través de sociedades cientificas como la Sociedad Espanola
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de Oncologia Médica (SEOM) y la Sociedad Espanola de
Anatomia Patologica (SEAP).

Otro tema importante que sera analizado en esta guia
hace referencia a las implicaciones legales y a los aspectos
bioéticos existentes en el manejo de pacientes oncoldgicos.
La aplicacion de la nueva Ley de Investigacion Biomédica
obliga a tener en cuenta aspectos éticos, como la obtencion
del consentimiento informado y la normativa de alma-
cenamiento de excedentes de muestra en los diferentes
biobancos. Asi, la obtencion del consentimiento informado
es crucial, teniendo en cuenta que alguna de las pruebas
genéticas, como la inestabilidad de microsatélites (MSI),
puede proporcionar informacion que repercuta en el ambito
familiar del paciente, por lo que el paciente puede negarse
a que se realice.

Esta guia demuestra el grado de consenso que existe
entre patdlogos y oncélogos, y pretende establecer con cla-
ridad y concision cuando es necesario analizar los diferentes
marcadores de susceptibilidad hereditaria del CCR, asi como
otros biomarcadores con caracter prondstico y predictivo.
Ademas, esta guia es susceptible de ser revisada de forma
periddica, para incorporar nuevos biomarcadores cuyo nivel
de evidencia cientifica aconseje su empleo, ya sea en el
marco de ensayos clinicos o de futuras estrategias terapéu-
ticas.

Aspectos clinicos

Marcadores de susceptibilidad del cancer
colorrectal hereditario

Cada ano se diagnostican en nuestro pais unos 26.000 casos
de CCR; de ellos, entre el 5y el 10% presentan un patron
claramente hereditario, y hasta el 25% tienen un patrén
familiar. La identificacion de estos casos es enormemente
importante para incrementar la tasa de diagnodsticos pre-
coces. Solo hay que recordar que el diagndstico precoz del
CCR puede conllevar tasas de curacion de hasta el 90%, lo
cual es similar a las tasas conseguidas mediante el cribado
mamario.

Dentro de los cuadros hereditarios que existen en CCR,
se puede dividir a la poblacion en pacientes con sindrome
de Lynch —también llamado cancer de colon hereditario no
poliposico— y pacientes con sindrome polipdsico, los cuales
a su vez se subdividen en adenomatosos y ho adenomatosos.

Sindrome de Lynch

Cuando se identifica un paciente con sindrome de Lynch
mediante los criterios clinicos de sospecha Amsterdam| y
Amsterdam 112, se debe ofrecer al paciente la posibilidad
de determinar si existe alguna mutacion en la familia de
los genes de reparacion de errores de apareamiento (MMR),
fundamentalmente MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, en el marco
de un asesoramiento genético adecuado?. Para ello se debe
seguir un algoritmo de actuacion claro, conciso y consen-
suado por los grupos que trabajan en este campo, como el
que se muestra en la figura 1. Asi, el primer paso en un
paciente con criterios clinicos de sospecha debe ser el ana-
lisis de la MSI o de la falta de expresion de las proteinas
producidas por estos genes, mediante inmunohistoquimica
(IHQ). En funcion de la presencia o no de mutaciones en los

Tabla 1 Sindromes hereditarios de cancer colorrectal y
genes asociados?
Sindrome Gen
Sindrome de Lynch MLH1
MSH2
MSH6
PMS2
EPCAM
Poliposis adenomatosa familiar APC
MYH
Poliposis juvenil SMAD4
BMP?
Sindrome de Cowden PTEN
Sindrome de Peutz-Jeghers STK11

@ Estas alteraciones genéticas se determinan a nivel germinal.

genes MMR, se podra orientar de forma mas especifica sobre
el riesgo que tienen los portadores para desarrollar alguno
de los canceres asociados al sindrome de Lynch, asi como las
medidas mas idoneas de seguimiento en cuanto a pruebas,
periodicidad y edad de comienzo?.

En algunos casos de CCR no familiar también se puede
recomendar la realizacion del analisis de la MSI, dado que
hasta el 10% de estos CCR pueden expresarlo*. Es mas,
recientemente se ha propuesto ampliar las indicaciones de
este tipo de analisis a cualquier CCR o cancer endometrial, al
resultar ser coste-efectivo, al menos en el CCR. Por ultimo,
existen modelos matematicos que pueden ayudar a deter-
minar las posibilidades de que una familia presente una
mutacion en los genes MMR>.

Sindromes polipésicos
En la tabla 1 se recogen los genes asociados tanto a los sin-
dromes polipdsicos como no polipdsicos. En relacion con las
poliposis, no existen hasta la fecha marcadores molecula-
res que nos permitan identificar estos casos. Por tanto, la
seleccion inicial de las familias se hace por criterios exclu-
sivamente clinicos y posteriormente se procede al estudio
de mutaciones germinales en los genes implicados en cada
uno de ellos. Hay que recordar que hasta el 30% de los casos
de poliposis adenomatosa familiar no presentan mas que el
caso indice, sin otros antecedentes en la familia. En cual-
quier caso, este dato no debe influir a la hora de proponer
la realizacion del estudio genético.

En base a estas premisas, este panel de expertos reco-
mienda que:

B Para detectar marcadores de susceptibilidad al CCR here-
ditario se realice un precribado a los familiares de los
pacientes con CCR, teniendo en cuenta los criterios cli-
nicos de sospecha de Amsterdam y Bethesda (nivel de
evidencialla).

W Sino hay MSI, ni pérdida de expresion de ninguna proteina
reparadora, no se debe continuar el estudio genético del
paciente, dada la baja probabilidad que existe de identi-
ficar una mutacion patogénica en los genes reparadores
(nivel de evidencialla).
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Cumple criterios clinicos

v

Tumor Tumor
disponible no disponible

v

Mutacién familiar Mutacién familiar
conocida desconocida

MSI + IHQ ab Determinacion al Afectado no Afectado | |
Genes MMR® miembro en riesgo disponible disponible
A v l l
| Negative | Positive | | Positivo | | Negativo | Negativo | Positivo | Deterrpl.nagco n
genética®

No determinacion . Seguimiento Poblacién )

- Alto riesgo | | = ) Alto riesgo

genética individualizado general

Figura 1

Algoritmo de actuacion para detectar el sindrome de Lynch.

aValorar a nivel individual. ?Cuando no haya tumor disponible pero se cumplan los criterios de Amsterdam y las implicaciones para
la familia sean importantes, se debe valorar la opcion de hacer un estudio de mutaciones germinales en genes MMR directamente.
¢Cuando no haya afectos vivos o disponibles, se valorara hacer el estudio germinal en un sujeto sano, siempre y cuando la repercusion

para el manejo de la familia sea importante.

IHQ: inmunohistoquimica; MMR: genes de reparacion de errores de apareamiento replicativo; MSI: inestabilidad de microsatélites.

Marcadores moleculares del cancer colorrectal
localizado

La tumorigénesis en el CCR esta impulsada por la acumula-
cion de un nimero limitado de alteraciones genéticas en los
oncogenes y en los genes supresores de tumores. El conoci-
miento de estos es profundo, pero su aplicabilidad clinica ha
sido dificil de conseguir hasta hace poco tiempo. La falta de
procedimientos de validacion estandarizados de los nuevos
biomarcadores moleculares pronosticos y predictivos puede
explicar en parte esta lenta transicion a la clinica.

Pérdida de heterocigosidad de 18q

Existen estudios que sugieren que la pérdida de heterocigo-
sidad (LOH) de 18q es un biomarcador pronéstico®, siendo las
pérdidas de expresion de DCC y SMAD4 las dianas molecula-
res putativas implicadas’-8. Sin embargo, los datos obtenidos
en el estudio mas robusto que aborda esta cuestion den-
tro del ensayo prospectivo y aleatorizado PETACC-3 no han
validado este biomarcador pronéstico cuando el analisis se
controlaba por el estado de la MSI, tanto en estadio [l como
en estadio llI°. De igual forma, un estudio realizado en una
cohorte de 555 tumores con microsatélites estables, que
incluia estadios I-1V, descart6 el valor pronostico de LOH de
18q"°.

Inestabilidad de microsatélites
Por el contrario, el valor prondstico de la MSI, tam-
bién sugerido inicialmente por un metaanalisis de estudios

retrospectivos y heterogéneos'!, ha sido validado mediante
varios analisis asociados a grandes estudios prospectivos
fase 111214, Asi, los resultados del estudio PETACC-3 validan
este efecto en el estadio I, aunque no en el estadio Il (razon
de riesgo [HR]: 0,28; intervalo de confianza [IC] del 95%:
0,1-0,72; p=0,0089)°. En el andlisis secundario del estu-
dio QUASAR, la MSI evaluada mediante IHQ de las proteinas
reparadoras fue el factor de riesgo pronoéstico mas rele-
vante con respecto a la recaida (HR: 0,53; IC 95%: 0,40-0,70;
p<0,001)".

Por tanto, aunque el potencial de la MSI como mar-
cador predictivo negativo con respecto al beneficio que
aporta la quimioterapia adyuvante es controvertido', la
MSI es el Unico biomarcador prondstico que ha sido
suficientemente validado en estudios prospectivos e inde-
pendientes mediante analisis multivariantes, en los que
se incluyen otros factores de riesgo clinicopatologicos
relevantes.

Firmas de expresion génica

Los cambios genéticos detectados en CCR pueden dar
lugar a cambios globales en el transcriptoma que se
confirman exhaustivamente a través de técnicas de alto
rendimiento.

Varios estudios han evaluado el valor pronostico
de los perfiles de expresion, obteniendo resultados
prometedores'®-24. Sin embargo, estos estudios tienen limi-
taciones importantes, ya que a) utilizan un nimero limitado
de muestras para generar las firmas de expresion génica;
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b) carecen de una cohorte externa e independiente de mues-
tras que validen los hallazgos obtenidos, y c) no disponen
de comparaciones entre estos parametros moleculares y los
factores clinicopatoldgicos utilizados habitualmente en la
practica clinica.

Sin embargo, existen dos plataformas comerciales que
han superado estas limitaciones. Una de ellas, la firma
génica Oncotype Dx® de CCR, ya se comercializa en Estados
Unidos. Esta prueba se desarrollé inicialmente al analizar
de forma aleatoria 761 genes candidatos de muestras
obtenidas de pacientes con cancer de colon estadioll
y Il incluidos en los ensayos clinicos NSABP C-01/C-02/C-
04/C-06 y CCF mediante técnicas de transcripcion reversa
de la reaccién en cadena de la polimeracién (RT-PCR)?.
Asi, se seleccionaron 7 genes con valor prondstico y 6
genes con valor predictivo para ser validados como firmas
génicas. Para ello, se analizaron de forma prospectiva
1.200 muestras de pacientes incluidos en el ensayo QUASAR
y los resultados se correlacionaron con la evolucion de
los pacientes. De esta forma se consigui6 validar el valor
pronostico de la firma génica, estableciendo 3 categorias
de riego (alto, intermedio y bajo) con tasas de recaida a los
3 anos del 22, del 18 y del 12% (p = 0,046), respectivamente.
Sin embargo, el valor predictivo de la firma génica no pudo
ser validado, lo cual compromete la utilidad clinica de esta
prueba?.

La otra plataforma comercial, ColoPrint®, se ha des-
arrollado como prueba con valor pronostico mediante
micromatrices multigénicas de acido desoxirribonucleico
complementario (ADNc) en Agilent de 44K, utilizando
muestras de tumor frescas y un planteamiento inicial agnos-
tico. Asi, se pudo crear una firma de expresion de 18
genes, mas robusta, que clasifica a los pacientes como
de alto o bajo riesgo de recaida, independientemente
de factores clinicopatoldgicos?’. Esta plataforma ha sido
recientemente validada en una serie independiente, en
la cual se demuestra mediante un analisis multivariante
que ColoPrint® tiene valor pronéstico para la superviven-
cia libre de recaida (SLR) (HR: 2,69; 1C95%: 1,41-5,14;
p=0,003), especialmente en pacientes en estadioll (HR:
3,34; p=0,017)%. Otra serie independiente ha generado
resultados similares?®, mientras que estd en marcha un
estudio prospectivo de confirmacion, el PARSC (Prospec-
tive Study for the Assessment of Recurrence Risk in Stage
Il Colon Cancer Patients Using ColoPrint™ NCT00903565;
http://165.112.8.96/ct2/show/results/NCT00903565). Por
tanto, aunque los resultados de ColoPrint® con casi una dife-
rencia en el riesgo de SLR del 20% son alentadores, necesitan
ser validados mediante estudios prospectivos e independien-
tes antes de recomendar su uso en la practica clinica.

Por ultimo, la firma génica desarrollada por Almac Diag-
nostics en muestras de tumor incluidas en parafina y fijadas
con formalina ha sido recientemente validada en una serie
retrospectiva e independiente de pacientes. Sin embargo,
en el estudio no se describe el estado de la MSI. Esto supone
un gran problema, ya que es imposible estimar la contribu-
cioén relativa de este marcador al rendimiento de esta nueva
firma génica’®.

En resumen, aunque se han desarrollado muchos biomar-
cadores moleculares individuales para el CCR localizado y
las firmas de expresion génica han dado lugar a resultados
prometedores, en la actualidad solo el valor prondstico de

la MSI esta suficientemente validado para ser utilizado en la
practica clinica.

En base a estas premisas, este panel de expertos reco-
mienda que:

B Los pacientes con CCR estadioll y MSI no sean candida-
tos a recibir quimioterapia adyuvante, ya que tienen un
bajo riesgo de recaida y no existe evidencia cientifica del
beneficio que este tratamiento puede aportarles (nivel de
evidencialla).

Marcadores moleculares del cancer colorrectal
metastasico

Subyacente al receptor del factor de crecimiento epidér-
mico (EGFR), y tras la activacion del mismo, la sefial puede
transmitirse a través de 3 grandes vias de senalizacion
intracelular: a) mediante la activacion de RAS-BRAF-MAPK;
b) mediante la activacion de PI3K-AKT-PTEN-mTOR, y c)
mediante la via del transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3 (STAT3). Por tanto, existen distintos conduc-
tores de la sefnal proliferativa, como KRAS, BRAF, EGFR, PI3K
y PTEN.

KRAS

Dentro de la familia de genes RAS, se conocen los 3 miembros
H-RAS, N-RAS y KRAS, siendo este Ultimo el que presenta
mutaciones con mayor frecuencia en el CCR. Estos genes
codifican, en condiciones normales, una serie de protei-
nas RAS, las cuales transmiten la sefnalizacion producida
mediante la activacion de los receptores de membrana. La
proteina RAS inactiva esta unida al guanosin difosfato (GDP)
y, al estimularse, un factor intercambiador de nucleétidos de
guanina (GEF) favorece la formacion del complejo guanosin
trifosfato (GTP)-RAS, que es la forma activa de la proteina.
De forma breve, dicho GTP es hidrolizado a GDP por la
actividad de una GTPasa intrinseca de las proteinas RAS,
inactivandose. Sin embargo, cuando existen mutaciones de
KRAS, la actividad GTPasa queda bloqueada y la proteina
RAS permanece constitutivamente activada y unida a GTP.
Dichas mutaciones suelen ocurrir en los codones 12y 13y,
con mucha menos frecuencia, en el codon 61.

Es importante sehalar que, aunque en pacientes con CCR
estadioll ylll el estado de KRAS no ha demostrado tener
valor pronoéstico, tal y como se desprende del estudio rea-
lizado sobre un total de 1.564 muestras obtenidas de 3.278
pacientes reclutados en varios ensayos clinicos con quimio-
terapia adyuvante (PETACC-3, EORTC 40993 y SAKK 60-00)3",
en pacientes con CCR metastasico el estado de KRAS influye
decisivamente a la hora de planificar el tratamiento del
paciente.

El estudio CRYSTAL evalua el beneficio de anadir cetu-
ximab al esquema con acido folinico, fluorouracilo e
irinotecan (FOLFIRI) como tratamiento de primera linea en
pacientes con CCR metastasico. En este estudio, el porcen-
taje de pacientes con analisis de KRAS fue del 89%, de los
que el 37% tenian KRAS mutado. En el grupo de pacientes
con KRAS no mutado, la adicion de cetuximab incremento de
forma significativa la supervivencia libre de progresion (SLP)
(9,9 vs. 8,4 meses; HR: 0,696; p=0,0012), la supervivencia
global (SG) (23,5 vs. 20,0 meses; HR: 0,796; p=0,0093) y la
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tasa de respuesta global (RG) (57,3% vs. 39,7%; HR: 2,069;
p<0,001)3233,

El ensayo clinico fasell aleatorizado OPUS (Oxaliplatin
and Cetuximab in First-Line Treatment of Metastatic Colo-
rectal Cancer) evaluo el estado de KRAS en 315 muestras,
que suponen el 93% de los pacientes reclutados, en las que no
estaba mutado en 179 (57%). En estos pacientes se observd
que la adicion de cetuximab al esquema de fluorouracilo,
leucovorin y oxaliplatino (FOLFOX)-4 como primera linea de
tratamiento del CCR metastasico beneficio solo a los pacien-
tes con KRAS nativo, aumentando significativamente la SLP
(8,3 meses vs. 7,2 meses; HR: 0,567; p=0,0064) y la tasa
de RG (57,3% vs. 34,0%; HR: 2,551; p=0,0027) con respecto
a los pacientes tratados solo con FOLFOX-4. Sin embargo,
el incremento observado en la SG no alcanzo la significa-
cion estadistica en estos pacientes (22,8 vs. 18,5 meses; HR:
0,855; p=0,39)3+3,

El estudio CELIM incluyo 114 pacientes de 17 centros de
Alemania y Austria que se aleatorizaron para recibir cetuxi-
mab mas FOLFOX-6 (56 pacientes) o cetuximab mas FOLFIRI
(55 pacientes)3. El objetivo primario era la tasa de RG segun
los Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores Solidos
(RECIST). La respuesta parcial o completa se confirmo en el
68% de los pacientes del grupo Ay en el 57% del grupo B,
con una diferencia entre los grupos del 11% (1C 95: -8-30; HR:
1,62 [0,74-3,59]; p=0,23). La reseccion RO se consiguio en
el 20% del grupo Ay en el 30% del grupo B. La tasa de RG en
el grupo con KRAS nativo fue del 70% vs. 41% en los pacientes
con KRAS mutado (HR: 3,42 [1,35-8,66]; p=0,0080).

El ensayo clinico aleatorizado COIN comparo 3 esquemas
como tratamientos de primera linea en pacientes con CCR
metastasico®”. En la rama A se administré oxaliplatino mas
fluoropirimidinas (capecitabina o 5-fluorouracilo en perfu-
sion mas leucovorin); en la rama B se dio el mismo esquema
mas cetuximab, y en la rama C se administré quimiotera-
pia intermitente. Al comparar los resultados obtenidos en
las ramas A y B se observd que en 1.316 pacientes (81%) en
los que se analizo KRAS, 565 (43%) mostraron KRAS mutado.
En los pacientes con KRAS nativo no se observaron dife-
rencias en términos de SLP entre la rama A (8,6 meses;
rango intercuartilico [IQR]: 5,0-12,5) y la rama B con cetuxi-
mab (8,6 meses; IQR: 5,1-13,8; HR: 0,96; 1C 95%: 0,82-1,12;
p=0,60). Tampoco se apreciaron diferencias en la SG, con
una mediana de 17,9 meses (IQR: 10,3-29,2) en larama Ay
de 17,0 meses (IQR: 9,4-30,1) en la rama B (HR: 1,04; IC 95%:
0,87-1,23; p=0,67). En cambio, la tasa de RG si mostrd un
aumento significativo (p=0,049) en la rama con cetuximab
(64%), con respecto a la rama tratada solo con quimioterapia
(57%).

Un consorcio de 11 hospitales de 7 paises europeos logrd
reunir 1.022 muestras (949 en bloques de parafina 'y 73 de
tejido fresco congelado) de pacientes tratados con cetuxi-
mab entre los afios 2001 y 20088, Se observé que el 40% de
los tumores (299 de un total de 747 muestras analizadas)
eran portadores de mutacion en KRAS. La tasa de RG fue del
35,8% en los pacientes con KRAS nativo, con respecto al 6,7%
observado en pacientes con KRAS mutado (HR: 0,13; IC 95%:
0,07-0,22; p<0,0001). La mediana de SLP fue de 24 semanas
vs. 12 semanas (HR: 1,98; IC95%: 1,66-2,36; p<0,0001) y la
mediana de SG mostré un valor favorable para los pacientes
sin mutacion de KRAS (50 vs. 32 semanas; HR: 1,75; 1C95%:
1,47-2,09; p <0,0001).

A partir de los pacientes incluidos en los ensayos CO.17,
BOND, MABEL, EMR202600, EVEREST, BABEL y SALVAGE, se
evalu6 si todas las mutaciones de KRAS manifestaban el
mismo impacto pronéstico®®. Se comprobd que los pacien-
tes con la mutacion G13D mostraban, con respecto al resto
de las mutaciones, una SLP significativamente mejor (4,0
meses; 1C95%: 1,9-6,2 vs. 1,9 meses; IC95%: 1,8-2,8) con
una HR ajustada de 0,51 (IC95%: 0,32-0,81; p=0,004), asi
como un beneficio significativo en la SG de 7,6 meses (IC 95%:
5,7-20,5) vs. 5,7 meses (IC 95%: 4,9-6,8) con una HR ajustada
de 0,50 (IC95%: 0,31-0,81; p=0,005). Los estudios en lineas
celulares y en modelos animales muestran que las lineas con
la mutacion G12V son insensibles al cetuximab, mientras que
aquellas con G13D muestran una sensibilidad similar a las
lineas celulares nativas.

Por ultimo, el ensayo clinico fase Ill PRIME (Panitumu-
mab Randomized Trial in Combination With Chemotherapy
for Metastatic Colorectal Cancer to Determine Efficacy)
demostro en pacientes con KRAS nativo un beneficio esta-
disticamente significativo en la SLP para el grupo tratado
con panitumumab y FOLFOX-4 (10,0 meses; IC95%: 9,3-11,4)
con respecto al grupo tratado solo con FOLFOX-4 (8,6 meses;
IC95%: 7,5-9,5; HR: 0,80; 1C95%: 7,5-9,5; p=0,009)%. La
tasa de RG también reflejé un incremento significativo en
el grupo tratado con panitumumab, con un 57% (IC 95%: 51-
63) vs. 48% (IC95%: 42-53) observado en el grupo control
(HR: 1,47; 1C95%: 1,07-2,04; p=0,018). En términos de SG,
no se observaron diferencias significativas a favor de pani-
tumumab con respecto al brazo control (23,9 vs. 19,7; HR:
0,83; 1C95%: 0,67-1,02; p=0,072). No obstante, en el con-
greso de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO)
de 2011 se presentd una re-evaluacion de los resultados de
SG*', aplicando un analisis de sensibilidad mediante la apro-
ximacion de Branson-Whitehead que mostraba para los casos
de KRAS nativo un valor de HR de 0,74 (IC95%: 0,61-0,90;
p=0,003). En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos
en los estudios faselll llevados a cabo en pacientes con CCR
metastasico y KRAS mutado.

BRAF
El gen BRAF, que codifica uno de los principales efectores
intracelulares de KRAS, esta mutado en el 5-10% de los
pacientes con CCR®. La mutacién mas frecuente (~90%)
es la sustitucion V60OE, y esta localizada en el dominio
cinasa de la proteina (exon 15). Las mutaciones de BRAF
son mutuamente excluyentes con las mutaciones de KRAS,
de forma que estas nunca estan presentes en tumores
KRAS mutados y viceversa, y se asocian con la presencia
de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) secundaria a
defectos adquiridos en la funcion de las enzimas del sistema
MMR'33', Fuera de este contexto, y particularmente en
enfermedad avanzada, la presencia de mutaciones BRAF se
asocia con un peor pronostico'3:31,33,34,38,42,43

Sin embargo, como factor predictivo de la respuesta a
terapias dirigidas frente a EGFR, su papel es mas contro-
vertido. Si bien existen estudios no controlados que han
observado de manera consistente que los pacientes con
tumores KRAS nativos, pero con mutaciones de BRAF, trata-
dos con anti-EGFR tienen tasas de RG (8,3% vs. 38%; HR: 0,15;
p=0,0012), SLP (8 vs. 26 semanas; HR: 3,74; p<0,0001) y
SG (26 vs. 54 semanas, HR: 3,03; p<0,0001) inferiores a
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Tabla2 Impacto del tratamiento con anticuerpos anti-EGFR en pacientes con cancer colorrectal metastasico y KRAS no mutado
RG SLP SG
AC+QT vs. QT AC+QT vs. QT AC+QT vs. QT

CRYSTAL33 57,3% vs. 39,7% 9,9 vs. 8,4 meses 23,5 vs. 20,0 meses
HR: 2,069 HR: 0,696 p=0,0012 HR: 0,796; p=0,0093
p<0,001

OPUS3* 57,3% vs. 34,0% 8,3 vs. 7,2 meses 22,8 vs. 18,5 meses
HR: 2,551 HR: 0,567 HR: 0,855
p=0,0027 p=0,0064 p=0,39

COIN% 64% vs. 57% 8,6 vs. 8,6 meses 17,9 vs. 17,0 meses
p=0,049 HR: 0,96 HR: 1,04

p=0,60 p=0,67

PRIME#? 57% vs. 48% 10,0 vs. 8,6 meses 23,9 vs. 19,7 meses
HR: 1,47 HR: 0,80 HR: 0,88
p=0,018 p=0,009 p=0,072

AC: anticuerpo; HR: razon de riesgo; QT: quimioterapia; RG: respuesta global; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de

progresion.

las observadas en pacientes con tumores BRAF nativos3, los
escasos datos disponibles de ensayos aleatorizados sugieren
que estos peores resultados son independientes del trata-
miento recibido®*3442, En el estudio CRYSTAL, en el que se
aleatorizo a los pacientes con CCR metastasico a recibir FOL-
FIRI + cetuximab, la tasa de RG, SLP y SG se incrementaron
significativamente al anadir cetuximab a la quimioterapia
convencional en pacientes KRAS y BRAF nativos (n=566)3.
Sin embargo, una tendencia similar, aunque de menor mag-
nitud y sin alcanzar la significacion estadistica, se observo
en pacientes KRAS nativo y BRAF mutado (n=59) (RG: 19,2%
vs. 15,2%; SLP: 8,0 vs. 5,6 meses, y SG: 14,1 vs. 10,3 meses
en pacientes tratados con FOLFIRI + cetuximab, respectiva-
mente). Aunque el pequefo tamano muestral impide sacar
conclusiones definitivas, parece que la presencia de muta-
ciones de BRAF tiene mas valor prondstico que predictivo.
Se han observado resultados similares en el estudio CAIRO2,
en el cual la presencia de mutaciones BRAF se asocio de
manera significativa con la SLP y la SG, tanto en pacientes
tratados con cetuximab como en los que no recibieron dicho
anticuerpo®.

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Inicialmente, las terapias dirigidas frente a EGFR eran des-
arrolladas exclusivamente en tumores que expresaban EGFR
en la superficie celular, detectado por técnicas de IHQ (85%
de los CCR). No obstante, con posterioridad se observo que
no existia una buena correlacion entre la expresion proteica
de EGFR y la respuesta a estos farmacos. De hecho, se han
documentado tasas de RG de hasta el 25% en tumores EGFR-
negativos. Por otro lado, y al contrario de lo que ocurre en
otras neoplasias, la existencia de mutaciones activantes de
EGFR es excepcional en el CCR.

Otros factores que se han postulado como potenciales
biomarcadores predictivos de respuesta a terapias anti-
EGFR incluyen la sobreexpresion de ligandos naturales del
receptor, como la epirregulina y la amfirregulina*, deter-
minados polimorfismos del ligando (EGF61A/G vs. EGF61A/A
o EGF61G/G)*®, la amplificacion del gen EGFR o la poliso-
mia del cromosoma 7 (ambas circunstancias asociadas a un
incremento en el nimero de copias del gen)*. Asi mismo,

también se ha observado que existen polimorfismos de los
receptores gamma Fc (FcyR) de las células efectoras inmu-
nes (FcyRlla-131H/H y/o FcyRllla-158 V/V) que se asocian
con una mejor respuesta al tratamiento basado en cetu-
ximab, incluso en tumores con mutaciones de KRAS. Esto
apoyaria la hipotesis de que la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpos podria jugar un papel relevante en este con-
texto. No obstante, muchos de estos datos provienen de
series pequenas, retrospectivas, sin adecuados controles, lo
cual no permite extraer conclusiones definitivas acerca de
su utilidad clinica.

Otras mutaciones

La ruta PI3K-AKT-mTOR es otra de las principales vias efec-
toras de sefalizacion intracelular que activa la estimulacion
del EGFR. Se han descrito mutaciones activadoras de PIK3CA
en aproximadamente el 15% de los carcinomas de colon,
fundamentalmente en el exén 9 (69%) y en el exon 20
(20%)%. Parece que Unicamente las mutaciones del exén 20
se asocian con resultados clinicos inferiores en series no con-
troladas de pacientes tratados con cetuximab, con tasas de
RG de 0% vs. 37%, SLP de 11,5 vs. 24 semanas y SG de 34
vs. 51 semanas en pacientes con PIK3CA mutado (exon 20)
vs. no mutado, respectivamente. No obstante, estos datos
deben ser confirmados mediante estudios prospectivos que
estén adecuadamente diseiados para ello.

Por otro lado, PTEN es un gen supresor tumoral que inhibe
la via de senalizacion PI3K/AKT. La pérdida de la funcion
de PTEN mediante mutaciones, deleciones o silenciamiento
epigenético conduce a la activacion de esta ruta. Algunos
estudios han observado una asociacion significativa entre
la pérdida de expresion de PTEN y una menor respuesta a
los tratamientos anti-EGFR*“8, No obstante, otros autores
han obtenido conclusiones discordantes. Esta disparidad de
resultados puede ser debida tanto a la falta de estandari-
zacion de la técnica empleada para la deteccion de PTEN
como a la complejidad de las interacciones intracelulares
con otras rutas que pueden modular esta respuesta.

En base a estas premisas, este panel de expertos reco-
mienda que:
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B El estado de KRAS debe ser determinado en todos los
pacientes con CCR metastasico en los que se considere
la administracion de una terapia anti-EGFR, ya que esta
terapia solo debe administrarse cuando no existan muta-
ciones en este gen (nivel de evidenciala).

B La determinacion del estado de BRAF, EGFR, PI3K'y PTEN
en estos pacientes no debe realizarse de forma rutina-
ria, ya que no es necesaria para la toma de decisiones
terapéuticas (nivel de evidenciallb para BRAF; nivel de
evidencialllc para EGFR, PI3K'y PTEN).

Aspectos anatomopatologicos
Centros de referencia

El estudio de los biomarcadores de susceptibilidad al
CCR hereditario, asi como de los factores biologicos que
condicionan la prediccion de la respuesta a la terapia admi-
nistrada o la eleccion de un disefo terapéutico especifico,
requieren la participacion de laboratorios reconocidos por su
experiencia y acreditados por controles de calidad externos
e internos.

Asi, la situacion ideal seria que fuera el propio laborato-
rio de anatomia patologica que custodia la muestra el que
realice las técnicas IHQ o moleculares pertinentes. Si esto
no fuera posible, la existencia de laboratorios de biologia
molecular adscritos a las fundaciones del propio hospital, a
los servicios de oncologia o al laboratorio central podria ser
una solucién alternativa®.

El diagnéstico histolégico certero como primer
biomarcador

Mientras que el primer diagnéstico histologico de un CCR
se obtiene mediante el estudio de las biopsias endoscopicas
obtenidas por fibrocolonoscopia, el diagndstico definitivo se
realiza a partir del estudio de la pieza de reseccion quirur-
gica. Para garantizar el diagnostico histolégico de CCR con
el material endoscopico es esencial que el tumor esté bien
muestreado y que, como minimo, haya 3 muestras represen-
tativas del tumor. Las biopsias muy superficiales de la lesion
permiten observar la atipia citoldgica y la complejidad
arquitectural glandular, que son caracteristicas suficientes
para reconocer un tumor epitelial maligno. Sin embargo,
para emitir un diagndstico de adenocarcinoma infiltrante es
imprescindible observar la presencia de glandulas tumora-
les entre un estroma desmoplasico, para lo cual se precisa
de biopsias de un tamano suficiente. Ademas, la convenien-
cia de realizar estudios moleculares en el material tumoral
endoscopico en determinadas ocasiones es otro de los moti-
vos que justifica obtener una minima cantidad adecuada de
tumor biopsiado.

Por Gltimo, hay que recordar que el CCR no es una entidad
monolitica, ya que ademas del adenocarcinoma convencio-
nal hay toda una serie de neoplasias primarias de estirpe
variada (epitelial, estromal o neuroendocrina) con las que
debe hacerse el diagnodstico diferencial mediante la clasi-
ficacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En
estos casos, la realizacion de técnicas IHQ permite conocer
el tipo celular de la neoplasia, ofreciendo la posibilidad de

Tabla 3 Descripcion de la fase pre-analitica

Fijacion de la muestra
Rdpida (durante la primera hora tras su obtencién)
Utilizar formol neutro tamponado al 10% durante <24 h
De 6 a 12 h en muestras de biopsias endoscopicas
De 8 a 24 h en muestras quirurgicas
Evitar fijadores basados en alcohol (B5®, PEN-FIX®) que
contengan mercurio (BOUIN®, ZENKER®) o métodos de
fijacion rdpida mediante microondas
Procesamiento de la muestra
El procesamiento de la muestra se realiza siguiendo el
protocolo estandar

hacer diagnosticos de certeza, siempre y cuando se disponga
de material endoscépico suficiente®.

Desde que la muestra de tejido tumoral llega al servi-
cio de anatomia patoldgica hasta que se emite el informe
de resultados, se pueden establecer 3 fases que agrupan
todos los procesos que se llevan a cabo, denominadas:
a) fase pre-analitica, que incluye la fijacion y el pro-
cesamiento de la muestra, pero también establece si
existe indicacion para llevar a cabo el estudio mutacional;
b) fase analitica, que incluye la seleccion de la muestra y la
técnica molecular mas adecuada con sus controles corres-
pondientes, y c) fase postanalitica, con la interpretacion
de los resultados y la emision de un informe de diagnostico
molecular.

Todas estas etapas son fundamentales, y en cualquiera
de ellas se pueden producir problemas que interfieren con
la calidad de la determinacion. El laboratorio que realice la
determinacion debe tener control sobre todos esos procesos
y, si es posible, hacerlo de manera integrada.

Fase pre-analitica

Las muestras endoscopicas deben fijarse una vez extraidas
en formaldehido tamponado al 10%, durante un tiempo no
superior a las 24 h y de forma previa a su inclusion en parafina
(tabla 3).

Es conveniente que las piezas de colectomia por tumor
se remitan en fresco al servicio de anatomia patologica en
el menor tiempo posible desde la extraccion, a ser posible
en menos de 30min. De esta manera se garantiza la inte-
gridad de los acidos nucleicos, evitando su degradacion por
parte de las enzimas ribonucleasas (ARNasas). Se procedera
entonces a la criopreservacion del tejido tumoral y no tumo-
ral para poder incluirlo en el banco de tumores y realizar
los estudios moleculares necesarios, garantizando en todo
momento el correcto manejo de la pieza quirlrgica. El tumor
se fija en formaldehido tamponado al 10% durante 24-48 h
y posteriormente se corta en secciones representativas del
tumor que se incluyen en parafina. Es también conveniente
preservar en parafina una muestra de la mucosa célica sana,
ya que permite el diagndstico histoldgico de las lesiones pre-
cursoras y se dispone de material parafinado de tejido no
tumoral del paciente. Ademas, las secciones representati-
vas del tumor deben contener mucosa sana adyacente para
poder descubrir la presencia de un pélipo previo sobre el
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que se ha podido desarrollar el carcinoma, asi como de la
zona de maxima infiltracion local del tumor.

Los carcinomas son lesiones Unicas, y todo el material
que no se preserve, mediante congelacion o inclusion en
parafina, esta destinado a desaparecer. Cabe, por tanto, ser
consciente de ello e intentar preservar un niamero no inferior
a 5 bloques del tumor vy, si es posible, destinar una mues-
tra del tejido tumoral y otra del tejido sano en parafina
al banco de tumores. Ademas, es importante inspeccionar
la mucosa sana alejada del tumor en busca de lesiones.
La deteccion y el estudio histoldgico de lesiones polipoi-
des diminutas pueden dar pistas para el diagnostico de un
sindrome de poliposis hereditaria. Por otro lado, los tipos
histoldgicos mucinoso y medular, asi como la presencia de
un elevado infiltrado inflamatorio linfocitario intratumoral
o peritumoral, son caracteristicas tipicas de los CCR asocia-
dos al sindrome de Lynch. En estos casos se deberia estudiar
la expresion IHQ de las proteinas de los genes reparado-
res del ADN (MLH1, MSH2, MSH6 y MPS2), o bien realizar
el estudio de la MSI mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Por ultimo, la bUsqueda rigurosa de los
ganglios linfaticos que se encuentran inmersos en el tejido
adiposo pericolico, a pesar de ser un quehacer tedioso, per-
mite establecer una estadificacion tumoral correcta. En la
Ultima edicion de la clasificacion internacional de TNM se
considera recomendable la valoracion histoldgica de 12 o
mas ganglios linfaticos.

Por Gltimo, para que el resultado de las técnicas de bio-
logia molecular sea considerado valido, es imprescindible
realizar una seleccion correcta de la muestra tumoral. Para
ello es necesario que participe el patdlogo. En cualquier
caso, hay que tener en cuenta una serie de requerimien-
tos indispensables, como que: a) es mejor extraer el ADN
del tumor de la pieza de reseccion que de la biopsia endos-
copica; b) se deben evitar las areas con necrosis y con
abundante inflamacion, y c) se debe intentar microdise-
car de forma manual la mayor porcion posible de tumor,
con la menor cantidad posible de tejido sano, para asegu-
rar que la mayoria del ADN extraido pertenece a las células
tumorales. En el caso de tumores sincronicos, hay que recor-
dar que se deben estudiar ambas neoplasias como tumores
independientes®'.

Aunque existe una buena correlacion entre los resultados
de mutaciones de KRAS obtenidos en el tumor primario
y las metastasis, se recomienda efectuar los estudios
moleculares también en el tejido metastasico, dado que
las mutaciones pueden aparecer en ese tejido de novo®2~>4,

Fase analitica

En la actualidad solo se considera util conocer el estado
de las mutaciones de KRAS para seleccionar un tratamiento
con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Sin embargo,
solo un tercio de los pacientes con KRAS no mutado respon-
den al tratamiento. Por ello, se estan haciendo importantes
esfuerzos para descubrir nuevas dianas terapéuticas
que ofrezcan alternativas de tratamiento al subgrupo
de pacientes norespondedores. Las vias de sefalizacion
en las que mas biomarcadores se estan estudiando son
EGFR/Ras/Raf/Mek/Erk (MAP cinasa) y la PTEN/PI3K/AKT.

Determinacion de la inestabilidad de microsatélites

El estudio de la via reparadora MMR se utiliza fundamen-
talmente para identificar a los pacientes con sindrome de
Lynch. Se caracteriza por mutaciones en la linea germinal
de MLH1, MSH2, MSH6 y, menos frecuentemente, en PMS2
0 EPCAM. Ademas, los pacientes con tumores MMR positivos
tienen mejor prondstico.

En este sentido, es recomendable que el estudio de la via
reparadora MMR se realice en todos los pacientes con CCR.
Para ello, se debe realizar el primer lugar el estudio de todos
los pacientes por IHQ. En el caso de que la expresion no sea
concluyente y existan criterios clinicos o anatomopatoldgi-
cos definidos de alta sospecha de CCR familiar, es necesario
ademas realizar el estudio de la MSI.

El estudio por IHQ de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 permite
identificar mediante las proteinas que codifican qué gen
esta probablemente alterado. Un tumor muestra «expresion
conservada» si se observa la tincion nuclear de las células
tumorales; «pérdida de expresion» si se observa ausencia de
tincion nuclear en las células tumorales, con la presencia
de control interno positivo (linfocitos intratumorales, célu-
las del estroma, mucosa no tumoral), y se considera «no
valorable» cuando la ausencia de expresion no se acompana
de un control interno positivo. Asi, si existe pérdida de
la expresion de MLH1, pueden existir otros marcadores
complementarios, como la mutacion de BRAF-V600E o la
metilacion del promotor MLH1. Casi todos los casos en los
que se observa la hipermetilacion del promotor de MLH1
son esporadicos. Excepcionalmente, también se han descrito
metilaciones en la linea germinal.

Por el contrario, la determinacion de la MSI se realiza
sobre ADN tumoral. Actualmente se tiende a utilizar un
panel de 5 marcadores mononucleétidos, comercializados
en forma de ensayo, ya que realiza una determinacion con
mayor sensibilidad que el panel de Bethesda y no precisa la
comparacion con ADN constitucional. Un tumor se considera
inestable si presenta, al menos, 2 marcadores alterados.

Para interpretar los resultados, se debe tener en cuenta
lo siguiente:

- En el 90% de los casos, la pérdida de expresion de MLH1 y
PMS2 se considera un evento esporadico. Para identificarlo
como tal, se puede realizar ademas el estudio de BRAF y
la determinacion de la metilacion de MLH1.

- La pérdida de expresion de MSH6 es un evento secundario,
ya que MSH6 tiene una secuencia microsatélite en la region
codificante.

- La pérdida de expresion de MSH2 y MSH6, de MSH6 aislada,
de PMS2 aislada o la existencia de un tumor inestable sin
pérdida de expresion IHQ se asocia con mucha frecuencia
a la existencia de un sindrome de Lynch.

- Si se observa un tumor estable con pérdida de expresion
IHQ, se debe repetir la extraccion de ADN y el estudio IHQ
para confirmar la discordancia.

- Otros patrones diferentes a los ya descritos son muy raros
y deben ser tratados de forma individualizada.

Determinacion de KRAS

La indicacion para la determinacion de KRAS puede venir
tanto del oncologo médico como de grupos multidiscipli-
nares que establezcan algoritmos de actuacion. Cuando



pocumento aescargaao de nup.//WWWw.elISevier.es el £//U1/ZU1s. LOopla para uso personal, se pronioe la transmision @ae esie aocumento por cuaiquier meaio o formato.

Recomendacion para la determinacion de biomarcadores en el carcinoma colorrectal 139

exista esa indicacion, el patologo debe llevar a cabo la
determinacion mutacional, tanto cuando el paciente tenga
enfermedad avanzada, como cuando incluso se realice el
diagnostico histopatologico inicial del tumor.

La determinacion del estado mutacional de KRAS es
importante porque: a) ayuda a optimizar la seleccion de
candidatos a recibir terapias basadas en inhibidores espe-
cificos, aunque se deba tener en cuenta que dentro de
las vias de sefalizacion existen otros factores que pueden
estar también alterados, induciendo la proliferacion celular;
b) las mutaciones de KRAS que se asocian a una activa-
cién constitutiva confieren resistencia a los tratamientos con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra EGFR, y c¢) en la
actualidad, tanto la Agencia de Alimentos y Medicamentos
estadounidense (FDA) como la Agencia Europea de Medica-
mentos (EMA) requieren el estudio mutacional de KRAS en
CCR antes de administrar anticuerpos monoclonales contra
EGFR.

En cualquier caso, existen algunas situaciones en las que
se puede rechazar la determinacion de mutaciones de KRAS
en pacientes con CCR; estas incluyen: a) la ausencia de con-
firmacion histologica de carcinoma infiltrante por parte de
un patélogo; b) que la muestra no alcance los requerimientos
de calidad recomendados en cuanto a prefijacion, fijacion,
escasa representacion tumoral en la muestra, baja calidad
del ADN, etc.; c) que no se consiga la calidad requerida
durante las fases analitica y postanalitica (p. €j., por resul-
tados insatisfactorios en los controles internos), y d) que se
obtengan resultados negativos con muestras insuficientes o
inadecuadas, es decir, por debajo del umbral de sensibilidad
que requiere la técnica empleada.

Para la determinacion del estado mutacional de KRAS
es importante tener en cuenta las recomendaciones
existentes®, tanto para la fase pre-analitica como para la
fase analitica, asi como los métodos empleados en cada una
de ellas. En la fase analitica, para el estudio de mutaciones
de KRAS y de otras alteraciones moleculares es importante
en primer lugar la seleccion de la muestra. En el caso
de KRAS, dada la alta concordancia que existe entre las
mutaciones del tumor primario y las mutaciones de las
metastasis, se puede elegir la muestra de tumor que sea
mas representativa, si bien pueden aparecer mutaciones
de novo en el tejido metastasico®->4. Dicha muestra puede
proceder tanto de la pieza quirdrgica como de una biopsia
endoscopica o de una citologia mediante puncién aspiracion
con aguja fina de las lesiones metastasicas. Un tema impor-
tante, y no cerrado, es el porcentaje de tumor que debe
tener la muestra para su estudio molecular. Con los avances
continuos en los protocolos de diagndstico molecular, en los
que se va incrementando la sensibilidad diagndstica, el por-
centaje de células tumorales necesario para el diagnodstico
molecular es cada vez menor. No obstante, se recomienda
realizar el diagnostico en bloques representativos, con un
minimo de 6 a 10 cortes de unas 5 micras cada uno. En este
sentido, se recomienda seleccionar el bloque con mayor
porcentaje tumoral y/o marcar con un rotulador las areas
de mayor concentracion tumoral viable, reflejar el porcen-
taje de necrosis observado en la muestra elegida y realizar
posteriormente, si fuera necesario, una macrodiseccion de
las secciones completas con una aguja histologica y/o un
bisturi o una microdiseccion en el caso de que sean lesiones
minimas con un porcentaje de células tumorales muy escaso.

Los métodos y técnicas moleculares que se utilizan para
determinar las mutaciones de KRAS son los mismos que para
cualquier estudio de patologia molecular. En este sentido,
se pueden utilizar métodos de secuenciacion directa, como
el método de Sanger, con sus limitaciones inherentes. Es un
método de alta especificidad pero de baja sensibilidad. Para
realizarlo, se requiere habitualmente una mayor cantidad de
ADN mutado tumoral, con una sensibilidad en torno al 25%.
En linea con métodos de secuenciacion directa, hoy en dia
se esta implementando la pirosecuenciacion, que requiere
un pirosecuenciador pero que tiene una sensibilidad mas
alta, en torno al 5-10% del ADN mutado. Sin embargo, los
métodos que se utilizan con mayor frecuencia son los méto-
dos basados en la PCR cuantitativa a tiempo real, en la que
hay diversos protocolos y aproximaciones metodologicas. En
primer lugar, la técnica de TagmanPCR, que es un método
ideal para detectar mutaciones especificas y con una alta
sensibilidad, en torno al 5-10%. También basado en la PCR
cuantitativa a tiempo real, el método de Scorpions-ARMS
detecta solo mutaciones especificas, con una alta sensibili-
dad, incluso menor del 1% del ADN mutado.

En el caso de que se requieran técnicas para el enrique-
cimiento del alelo mutado, estos ya son métodos y técnicas
que requieren una mayor capacitacion técnica y experien-
cia en los laboratorios que las realicen. Asi, hay métodos
que enriquecen las técnicas de PCR>, como el PNA-LNAPCR
CLAMP, que tiene una sensibilidad incluso de hasta el 0,1%
del ADN mutado, o el COLD-PCR, con una sensibilidad incluso
menor del 0,1%.

Por Gltimo, existen otros métodos basados en mutaciones
que generan cambios en dianas de restriccion para determi-
nadas enzimas que podrian realizarse, como los basados en
la cromatografia liquida de alta resolucién o la manometria
de alta resolucion o Melting de alta resolucion que, aunque
es un método que esta en fase de desarrollo incipiente, se
cree que puede tener un gran desarrollo a corto y medio
plazo.

Determinacion de BRAF

La mutacion V600E es el cambio mas frecuente del gen BRAF
en CCR y se puede estudiar de forma sencilla mediante
secuenciacion.

Determinacion de EGFR
Para estudiar la expresion de EGFR por IHQ existen en
el mercado distintos anticuerpos que reconocen diferentes
epitopos del receptor, y no hay unanimidad ni consenso en
cuanto a su utilizacion, al protocolo de realizacion de la téc-
nica ni a la valoracion de los resultados. Por ello, quiza los
datos de la literatura son contradictorios y es dificil extraer
conclusiones. La expresion tumoral de EGFR mediante IHQ
es heterogénea y mas intensa en el frente profundo de inva-
sion del tumor®, si bien hay autores que correlacionan la
tincion de maxima intensidad (3+) con la amplificacion del
gen mediante técnicas de hibridacion cromogénica in situ®’.
La deteccion IHQ de la proteina fosforilada o activada no
aporta mejores resultados sobre la deteccion de la expresion
de EGFR38,

Actualmente no se utiliza la determinacion IHQ de EGFR
para la seleccion de los pacientes con CCR metastasico tri-
butarios al tratamiento con cetuximab®.
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Determinacion de otras mutaciones

La falta de expresion de PTEN por técnicas de IHQ se ha
correlacionado con la falta de respuesta a cetuximab®-62,
Sin embargo, otros autores consideran la pérdida de expre-
sién de PTEN como un indicador de mal prondstico?’:63:¢4, La
existencia de resultados dispares se debe en parte a proble-
mas con la técnica de IHQ, a los patrones de positividad
(citoplasmatica vs. nuclear) y a los distintos anticuerpos
empleados®.

En cuanto a la determinacion de mutaciones de PI3K,
segun se desprende de un metaanalisis reciente, las muta-
ciones del exon 20, mas que las del exdn 9, pueden ser
un marcador de resistencia al tratamiento con anticuer-
pos monoclonales anti-EGFR en el CCR avanzado con KRAS
nativo®®.

Por ultimo, existen en el mercado diferentes anticuerpos
para detectar p-AKT mediante IHQ, y no hay unanimidad ni
consenso en cuanto a su utilizacion®’.

Fase postanalitica

Los informes emitidos deben contener los datos anatomo-
patologicos necesarios para confeccionar el TNM del tumor
y aportar los datos moleculares que condicionan el trata-
miento. Existen protocolos de consenso elaborados por las
distintas asociaciones de patdlogos que revisan de forma
periddica la informacidon que debe existir en los informes
anatomopatoldgicos y los actualizan en base a los cambios
que se producen en la clasificacion TNM®9°, Asi, en la sép-
tima edicion de la clasificacion TNM destacan las siguientes
novedades’®:

- Lainvasion tumoral de las estructuras vasculares, ya sean
vasos linfaticos o venas, se describe bajo una Unica cate-
goria de invasion angiolinfatica.

- Los depositos tumorales satélites son nddulos o grupos de
células tumorales que se encuentran en el tejido adiposo,
donde estan los ganglios linfaticos regionales de drenaje
del carcinoma primario.

- Si el deposito tumoral tiene un margen redondeado, debe
considerarse un ganglio linfatico totalmente infiltrado por
el tumor. Si en el estudio microscopico se evidencian res-
tos del ganglio linfatico, también se considerara que existe
un ganglio linfatico metastasico. En ambas circunstancias,
estas lesiones se afadiran al computo final de los ganglios
metastasicos que configuran el pN.

- Sin embargo, si el deposito tumoral tiene forma irregular
y no se evidencia ningun resto de ganglio linfatico, se con-
siderara que se trata de un crecimiento satélite del tumor
primario o una invasion venosa con infiltracion extravascu-
lar. En ambas circunstancias, tanto si hay uno o varios, se
reportara como un deposito tumoral en la categoria pN1c
en los carcinomas sin ganglios linfaticos metastasicos con
pT1 o pT2.

- Lapresencia de tumor en el peritoneo se considerara como
metastasis (M1b).

Se recomienda incluir en el informe los resultados de las
técnicas IHQ acerca de la expresion de las proteinas de los
genes reparadores del ADN (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2), de

los marcadores moleculares de MSI y de las mutaciones de
los genes KRAS y BRAF®8.,

Controles de calidad internos y externos

Se recomienda que los laboratorios que realicen la determi-
nacion de los biomarcadores, tanto IHQ como moleculares,
participen en programas de control de calidad, como el
implantado por la SEAP.

Deberia ser potestativo de la autoridad sanitaria de cada
comunidad autonoma establecer las exigencias de acredita-
cion y certificacion de los laboratorios. En el caso de que se
consensUe la realizacion de estas técnicas en determinados
centros de referencia en funcion de su nivel de acredita-
cion y certificacion, deberia concederse un plazo de tiempo
suficiente para que los centros interesados en realizarlas
puedan lograr la acreditacion y la certificacion exigidas.

Aspectos comunes
Tiempos recomendados y aceptables

El tiempo de entrega de los resultados depende de: a) el
tiempo desde la peticion de la muestra hasta la obtencion
de la misma; b) el tiempo de envio de la muestra al labo-
ratorio donde se realizan las pruebas; c) el tiempo desde la
recepcion de la muestra en el laboratorio hasta la obten-
cion y emision del resultado, y d) el tiempo desde el envio
del resultado hasta su recepcion por el médico peticionario.
Dada la complejidad de los procedimientos y la participacion
de diferentes profesionales en él, es necesario establecer un
flujo de trabajo en cada centro que permita la optimizacion
del proceso de analisis.

Teniendo en cuenta la relevancia de la determinacion del
estado mutacional de KRAS en la toma de decisiones de los
pacientes con CCR metastasico, el tiempo total para contar
con el resultado de este estudio debe situarse en torno a los
7 dias laborables.

Ademas seria aconsejable que en los centros de referen-
cia de CCR existiera una unidad de consejo genético o una
clinica de alto riesgo de CCR capaz de integrar los resul-
tados, de tomar decisiones terapéuticas y de manejo del
paciente, asi como de decidir la realizacion de pruebas adi-
cionales ante los resultados moleculares obtenidos.

Implicaciones legales

El manejo de la informacion genética tiene una gran reper-
cusion desde el punto de vista terapéutico y prondstico. Sin
embargo, también tiene implicaciones legales y éticas que
es obligado conocer y que persiguen respetar la confiden-
cialidad y la autonomia de los pacientes.

A este respecto, y entre otras leyes aplicables, la Ley
de Investigacion Biomédica de 3 de julio de 2007 y el Real
Decreto 1716/2011 de la misma, publicado el 2 de diciembre
de 2011, que sera efectivo el 2 de junio de 2012, aborda el
tema del manejo de este tipo de informacion’'. En esta ley
existen algunos aspectos eminentemente practicos que con-
viene resaltar en este documento de consenso, sobre todo
en un area tan sensible como es el cancer hereditario. Como
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se ha comentado con anterioridad, la realizacion de algunos
estudios moleculares puede ayudar a identificar qué pacien-
tes con CCR tienen un patrén hereditario, como el estudio
de la MSI o la expresion de proteinas de algunos genes repa-
radores.

Desde un punto de vista legal, se debe informar a los
pacientes a los que se les va a hacer este tipo de estu-
dios que un resultado positivo puede implicar un incremento
del riesgo a desarrollar no sélo CCR, sino algln otro tumor
asociado al sindrome de Lynch, como puede ser el cancer
de endometrio. Por otro lado, esta informacion genética
afecta a otros miembros de la familia, por lo que pueden
verse implicados en el proceso. Por todos estos motivos, es
necesario que los pacientes firmen un consentimiento infor-
mado autorizando la realizacion de estudios genéticos de la
linea germinal. Ademas, se les debe ofrecer la posibilidad
de recibir un asesoramiento genético adecuado en funcion
del resultado.

Entre los aspectos que debe recoger el consentimiento
informado para este tipo de estudios se incluyen: a) la fina-
lidad del estudio; b) el lugar de realizacion y destino de
la muestra bioldgica al término del mismo; c) las personas
que tendran acceso al resultado; d) la advertencia sobre
la posibilidad de hallazgos inesperados; e) la implicacion
que puede tener para sus familiares, y f) el compromiso
de suministrar consejo genético. Si el paciente ideal para
realizar este tipo de estudios ya ha fallecido, también se
podran realizar siempre y cuando no haya una prohibicion
expresa del mismo y exista un beneficio potencial para
sus familiares bioldgicos, obviamente, con su autorizacion
previa.

Hay que tener en cuenta que aunque el paciente haya
dado su consentimiento informado previo, este puede ser
revocado en el momento en el que el sujeto asi lo desee.
Sin embargo, cuando esta informacion sea necesaria para
evitar un grave perjuicio para la salud de los familiares biolé-
gicos, se podra informar a los afectados o a al representante
legalmente autorizado.

Los resultados de los estudios realizados se deben con-
servar durante un periodo minimo de 5 afios. Si no mediase
solicitud del interesado, los datos se conservaran durante el
plazo que sea necesario para preservar la salud del sujeto o
de terceras personas relacionadas.

Por Gltimo, siempre que se lleve a cabo un estudio gené-
tico con fines sanitarios, es preciso garantizar al interesado
un asesoramiento genético adecuado. En este proceso se
abordaran temas relacionados con el riesgo de desarrollar
cancer, tanto para él como para su descendencia, ademas
de medidas de control de ese riesgo, aspectos reproductivos
y manejo psicoldgico.

Conclusiones

El CCR representa un modelo ideal para el estudio de la
patogénesis molecular del cancer, debido a la facilidad que
existe para obtener la biopsia tumoral y a los cambios gené-
ticos especificos que se producen en cada una de las etapas
de su evolucion. Esta situacion ha llevado a la identificacion
de biomarcadores pronosticos y predictivos que ayudan al
manejo clinico de esta patologia, tanto en la fase diagnos-
tica como terapéutica.

La necesidad de realizar una determinacion adecuada de
biomarcadores en cada una de las fases clinicas del CCR
(consejo genético, CCR localizado operado radicalmente y
CCR metastasico) ha motivado la génesis de esta guia, en
la que se revisa el nivel de evidencia que tiene la determi-
nacion de cada uno de estos biomarcadores. Otros aspectos
importantes de este consenso son la evaluacion de los requi-
sitos organizativos y los controles de calidad que deben
existir para determinar estos biomarcadores, y que afectan
especialmente al servicio de anatomia patoldgica, para con-
seguir un diagndstico riguroso en el menor tiempo posible,
asi como las implicaciones legales existentes para evaluar
determinados biomarcadores.

En lo que concierne al consejo genético, la mayoria de
las neoplasias colorrectales se producen por inactivacion
del gen APC, ya sea por mutacion esporadica o mutacion
de la linea germinal, y en las que no se produce MSI. Por
esta razon, los pacientes con alto riesgo de desarrollar CCR
pueden ser identificados mediante la realizacion de pruebas
genéticas para detectar mutaciones especificas de la linea
germinal.

En el CCR localizado, la MSI es un marcador de suscep-
tibilidad al CCR hereditario, pero también es un factor
predictivo de gran relevancia para decidir el tratamiento
adyuvante del paciente con estadioll. Esta bien esta-
blecido que su presencia confiere mejor prondstico. Sin
embargo, el valor predictivo de resistencia al 5-FU es mas
controvertido. Por otro lado, aunque las firmas de expresion
genética ColoPrint® y Oncotype Dx® han demostrado tener
valor pronostico, no existe todavia consenso sobre su uso
en la practica clinica.

En cuanto al CCR metastasico, la determinacion del
estado mutacional del oncogén KRAS, que esta presente
en el 40% de los pacientes con CCR, es obligatoria antes
de administrar tratamiento con anti-EGFR, como cetuximab
y panitumumab, dado el valor predictivo negativo de res-
puesta que tiene.

Las recomendaciones que se establecen en este consenso
se circunscriben a la practica clinica asistencial, aunque
también se evallian otros biomarcadores que pueden formar
parte de la rutina clinica a corto plazo, si se confirma su
valor predictivo, como son las mutaciones de BRAF, EGFR,
PI3K, PTEN y AKT. Finalmente, seria aconsejable que cuando
se realicen estudios moleculares existiera una unidad de
consejo genético en el propio centro o en el centro de refe-
rencia, con capacidad de integrar la informacion y asesorar
a los pacientes afectados y a sus familiares.

Este documento es el resultado de un trabajo multidis-
ciplinar y consensuado de oncélogos y anatomopatoélogos
sobre el uso racional de biomarcadores en el CCR, asi como
sus métodos de determinacion, que sienta las bases para
un futuro en el que se prevé un importante desarrollo y
un aumento de la complejidad, y que puede conducir al
tratamiento personalizado del paciente con terapias mas
eficaces.

Responsabilidades éticas

Protecciéon de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.
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