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Introducción	
	

3	

	

El	cáncer	colorrectal	
El	 término	 cáncer	 agrupa	 un	 gran	 número	 de	 patologías	 que	 tienen	 en	 común	 células	

tumorales	 que	 presentan	 un	 crecimiento	 celular	 descontrolado	 y	 una	 diseminación	 a	 otros	

tejidos.	 En	 base	 al	 trabajo	 publicado	 por	 Hanahan	 y	 Weinberg	 [1,2],	 se	 definieron	 varias	

anomalías	 distintivas	 que	 exhiben	 estas	 células	 tumorales:	 (a)	 autoestimulación	 mitótica	 o	

potencial	replicativo	ilimitado,	(b)	evasión	de	los	inhibidores	del	crecimiento	(c)	resistencia	a	la	

muerte	celular	programada,	 (d)	potencial	 replicativo	 ilimitado,	 (e)	angiogénesis	 sostenida,	 (f)	

reprogramación	del	metabolismo	energético	celular,	(g)	evasión	de	la	destrucción	inmunitaria,	

(h)	invasión	tisular	y	metástasis,	(i)	inestabilidad	genómica	y	(j)	capacidad	pro-inflamatoria.		El	

proceso	por	el	cual	una	célula	normal	se	convierte	en	una	célula	cancerígena	implica	cambios	

dinámicos	en	el	genoma,	que	desembocan	en	la	reprogramación	de	la	célula,	provocando	que	

se	reproduzca	de	manera	descontrolada,	originando	de	esta	forma	una	masa,	en	el	caso	de	las	

neoplasias	 sólidas,	 conocida	 como	 tumor,	 que	 ha	 perdido	 la	 arquitectura	 tisular.	 La	

acumulación	 de	 mutaciones	 en	 las	 células	 tumorales,	 debido	 a	 la	 inestabilidad	 genómica,	

supone	una	ventaja	adaptativa	y	les	permite	adquirir	nuevas	propiedades,	como	la	capacidad	

de	migrar	a	otros	tejidos	con	el	fin	de	establecerse	en	nuevos	nichos	y	proliferar	dando	lugar	a	

metástasis.	

Los	 tipos	de	cáncer	 reciben	el	nombre	del	 tejido	o	el	órgano	donde	se	originan[3].	Así,	el	

cáncer	colorrectal	(CCR)	es	el	tipo	de	cáncer	que	afecta	a	las	células	del	colon	y	del	recto,	que	

conforman	el	intestino	grueso,	en	todas	las	localizaciones	anatómicas.	El	intestino	grueso	es	el	

último	tramo	del	 tubo	digestivo,	 tiene	una	 longitud	aproximada	de	1.5	metros	y	 se	extiende	

desde	 el	 final	 del	 intestino	 delgado	 (píloro)	 hasta	 el	 ano.	 La	 primera	 porción	 del	 intestino	

grueso	 está	 situada	 en	 la	 parte	 inferior	 derecha	 del	 abdomen,	 es	 donde	 desemboca	 el	

intestino	 delgado	 y	 se	 llama	 ciego.	 Desde	 aquí	 el	 colon	 asciende	 (colon	 ascendente)	 hasta	

llegar	al	ángulo	hepático	y	atraviesa	el	abdomen	(colon	transverso)	hasta	el	ángulo	esplénico.	

El	colon	se	dirige	posteriormente	hacia	abajo,	denominándose	colon	descendente,	hasta	llegar	

a	una	zona	denominada	sigma	que	desemboca	en	el	recto	y	finalmente	en	el	ano	que	se	abre	

al	exterior	por	el	esfínter	anal	a	 través	del	cual	se	eliminan	 las	heces.	En	cualquiera	de	estas	

localizaciones	anatómicas	se	puede	originar	un	cáncer	colorrectal.	[3,4]	
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Diagnóstico	y	clasificación	del	cáncer	colorrectal		

Diagnóstico	clínico		
El	diagnóstico	clínico	del	CCR	se	inicia	ante	la	aparición	de	síntomas	tales	como	sangre	en	

heces,	 roja	 y	 brillante	 y/o	 asociada	 a	 las	 heces,	 de	 color	 negro	 y	 se	 denominan	 melenas,	

anemia,	 alteraciones	 en	 el	 ritmo	 o	 forma	 de	 las	 deposiciones,	 tenesmo	 o	 sensación	 de	

evacuación	 incompleta,	 cansancio	 extremo,	 pérdida	 de	 peso	 sin	 causa	 aparente	 o	 dolor	

abdominal.	 Es	 una	 sintomatología	 inespecífica	 y	 puede	 manifestarse	 o	 no,	 por	 lo	 que	 en	

algunos	casos	el	diagnóstico	se	realiza	en	estadios	avanzados	de	la	enfermedad[5-10].	

Las	técnicas	diagnósticas	pretenden,	en	primer	lugar,	determinar	la	localización	del	tumor	

primario	 y	 su	 posterior	 estudio,	 mediante	 anamnesis,	 y	 exploración	 física	 del	 paciente.	

Técnicas	de	 imagen	 como	 la	 resonancia	magnética	 (RM),	 	 o	 la	 tomografía	 computerizada	de	

abdomen	(TC)	y	la	tomografía	por	emisión	de	positrones	(PET)	ayudan	a	completar	el	estudio	y	

valorar	el	grado	de	extensión	de	la	enfermedad[5-10.	

Diagnóstico	anatomopatológico		
Aunque	 el	 desarrollo	 tecnológico	 de	 los	 últimos	 años	 ha	 permitido	 que	 se	 implementen	

nuevos	 	 análisis	 de	 biomarcadores	 moleculares,	 la	 base	 fundamental	 para	 establecer	 el	

diagnóstico	 de	 CCR	 sigue	 siendo	 el	 estudio	 histológico,	 junto	 con	 la	 integración	 de	 datos	

clínicos.		

El	 diagnóstico	 anatomopatológico	de	 las	muestras	de	CCR,	 se	 realiza	 de	 acuerdo	 con	un	

protocolo	general	estandarizado	que	figura	en	el	Anexo	1.		

En	primer	lugar,	se	realiza	la	observación	macroscópica	de	la	pieza	quirúrgica	que	llega	del	

quirófano	al	 laboratorio	de	Anatomía	patológica.	El	examen	macroscópico	de	 las	piezas	debe	

ser	 siempre	 exhaustivo,	 teniendo	 en	 cuenta	 la	 localización	 del	 tumor,	 sus	 dimensiones	

máximas	y	el	estado	de	 los	márgenes	de	resección	(si	están	 libres	o	afectados	por	el	tumor),	

describiendo	las	características	macroscópicas,	el	tamaño,	la	presencia	de	áreas	hemorrágicas,	

la	presencia	de	necrosis,	las	distintas	consistencias	y	la	infiltración	o	no	de	tejidos	adyacentes	
[5]	(Anexos	2	y	3).		

Después	 se	 valoran	 los	 dos	 componentes	 principales	 del	 tumor,	 el	 parénquima	 y	 el	

estroma,	 	 la	 densidad	 celular	 y	 el	 patrón	 de	 distribución	 principal	 de	 las	 células,	 y	 luego	 la	

morfología	 individualizada	 de	 dichas	 células,	 considerando	 el	 núcleo	 y	 el	 citoplasma,	 las	

mitosis,	etc.	El	estroma	nos	muestra	la	estructura	de	la	sustancia	fundamental	extracelular,	los	

vasos	acompañantes	y	el	posible	componente	inflamatorio	asociado.		
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La	 tinción	 básica	 de	 hematoxilina-eosina	 (HE)	 y	 las	 técnicas	 auxiliares	 de	

inmunohistoquímica	(IHQ)	permiten	orientar	el	diagnóstico	y	encajar	el	tumor	en	un	grupo	u	

otro	 con	 unas	 primeras	 nociones	 hacia	 el	 pronóstico.	 El	 estudio	molecular	 es	 cada	 vez	más	

relevante,	proporcionando	información	pronóstica	y	predictiva	de	respuesta	al	tratamiento,	y	

permitiendo	seleccionar	a	los	pacientes	que	se	pueden	beneficiar	de	determinadas	terapias	en	

un	acercamiento	a	lo	que	hoy	se	conoce	como	medicina	de	precisión.		

Con	todo	ello	se	pueden	ir	delineando	una	serie	de	premisas	básicas	en	patología	tumoral	

e	 integrando	 información	 histológica,	 molecular	 y	 clínica	 cada	 vez	 más	 eficaces	 e	

individualizadas[6,7,13].	

Clasificación	anatomopatológica		

La	 evaluación	 histológica	 de	 un	 tumor	 proporciona	 una	 guía	 útil	 para	 predecir	 su	

comportamiento	 y	 una	 base	 racional	 para	 plantear	 el	 tratamiento.	 La	 evaluación	 histológica	

debe	establecer	los	siguientes	aspectos	[5-9]	

• Tipo	 histológico:	 se	 basa	 en	 el	 tejido	 de	 origen	 del	 que	 procede	 el	 tumor	 (	 tejido	

epitelial,		tejido	conectivo,	linfoide)	

• Grado	de	diferenciación:	se	basa	en	las	características	siguientes:	

o Semejanza	 del	 tumor	 con	 el	 supuesto	 tejido	 de	 origen,	 tanto	 arquitectural	

como	citológicamente	(diferenciación)	

o Grado	de	variabilidad	de	la	forma	y	el	tamaño	celular	(pleomorfismo)	

o Proporción	de	células	en	mitosis	

En	base	a	esos	dos	 criterios,	en	 la	4ª	 clasificación	histológica	del	CCR	de	 la	Organización	

Mundial	de	la	Salud	(OMS)	 	se	consolidan	los	siguientes	tipos	histológicos	del	CCR[8-13]	que	se	

pueden	observar	en	la	figura	1.	

Adenocarcinoma	

Más	 del	 90%	 de	 todos	 los	 carcinomas	 colorrectales	 son,	 desde	 el	 punto	 de	 vista	

histológico,	 adenocarcinomas	 originados	 a	 partir	 de	 las	 células	 epiteliales	 de	 la	 mucosa	

colorrectal.	Este	tipo	de	carcinoma	epitelial	exhibe	un	patrón	de	crecimiento	glandular,	que	es	

la	base	para	determinar	el	grado	de	diferenciación	histológico.	

En	 los	 adenocarcinomas	 bien	 diferenciados	 o	 tumores	 de	 bajo	 grado,	más	 del	 95	%	 del	

tumor	 está	 formado	 por	 el	 patrón	 glandular,	 los	 núcleos	 celulares	 son	 hipercromáticos,	 con	

una	relación	núcleo-citoplasma	alta,	y	se	observan	numerosas	mitosis;	en	los	moderadamente	



El	papel	de	EZH2	en	el	cáncer	colorrectal	

	
6	

diferenciados	 se	 observa	 este	 patrón	 celular	 en	 el	 50-95%,	 y	 los	 tumores	 pobremente	

diferenciados	 o	 tumores	 de	 alto	 grado	 exhiben	 una	 tendencia	 mínima	 a	 la	 formación	 del	

patrón	glandular	y	sus	células	son	extremadamente	pleomórficas[8,9].	

Adenocarcinoma	mucinoso	

Este	tipo	especial	de	CCR	se	caracteriza	por	presentar	más	del	50	%	del	volumen	del	tumor	

está	formado	por	mucina	extracelular.	Hay	tumores	que	exhiben	una	composición	de	mucina	

del	 10	 al	 50%	 y	 se	 conocen	 como	 adenocarcinomas	 con	 características	 mucinosas	 o	 con	

diferenciación	mucinosa.		

El	 adenocarcinoma	 mucinoso	 exhibe	 grandes	 estructuras	 celulares	 (vacuolas)	 llenas	 de	

mucina	extracelular.	Muchos	adenocarcinomas	mucinosos	aparecen	en	pacientes	con		cáncer	

colorrectal	hereditario	no-poliposo	(HNPCC)	o	Síndrome	de	Lynch[8,9].	

Carcinoma	de	células	en	anillo	de	sello	

El	carcinoma	de	células	en	anillo	de	sello	es	un	tipo	de	tumor	poco	frecuente	en	el	colon	

(en	 contraste	 con	 el	 cáncer	 gástrico	 en	 el	 que	 aparece	 como	un	 tipo	 histológico	 frecuente),	

representando	 el	 1%	 de	 todos	 los	 tumores	 colorrectales.	 Se	 presenta	 de	 manera	 similar	 al	

adenocarcinoma	mucinoso,	 caracterizándose	 por	 la	 presencia	 de	más	 del	 50%	de	 células	 en	

anillo	 de	 sello,	 que	 presentan	 una	 prominente	 vacuola	 de	 mucina	 intracitoplasmática	 que	

empuja	 el	 núcleo	 hacia	 la	 periferia.	 Las	 células	 en	 anillo	 de	 sello	 presentan	 un	 patrón	 de	

crecimiento	e	 infiltración	dentro	del	 conjunto	de	 la	mucina	extracelular.	 Por	definición,	 este	

tipo	 histológico	 es	 pobremente	 diferenciado	 (tumores	 de	 alto	 grado)	 y	 comporta	 un	 peor	

pronóstico	que	el	adenocarcinoma	convencional[8,9].	

Tumores	neuroendocrinos	

Son	tumores	derivados	de	las	células	del	sistema	neuroendocrino	que	segregan	hormonas	

polipeptídicas	 o	 aminas	 fisiológicamente	 activas.	 Los	 tumores	 neuroendocrinos	 pueden	 ser	

benignos	o	malignos,	y	se	originan	principalmente	en	el	tracto	gastrointestinal,	el	páncreas,	las	

glándulas	 suprarrenales	 y	 el	 tiroides.	 Se	 aplica	 una	 clasificación	 funcional	 cuando	 es	 posible	

identificar	 el	 producto	 segregado,	 por	 ejemplo	 insulinoma,	 gastrinoma	 y	 glucagonoma.	 No	

obstante,	muchos	tumores	neuroendocrinos	no	tienen	productos	secretores	identificables.	Por	

tradición,	 se	 denominan	 tumores	 carcinoides	 a	 los	 tumores	 de	 células	 endocrinas	 que	

segregan	5-hidroxitriptamina	y	pueden	dar	lugar	al	llamado	síndrome	carcinoide.	
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Los	 tumores	 neuroendocrinos	 comparten	 ciertas	 características	 histológicas:	 las	 células	

son	 relativamente	 pequeñas	 y	 uniformes,	 con	 núcleos	 prominentemente	 redondos	 y	

citoplasma	granular	característico	debido	a	la	presencia	de	gránulos	secretores[8,9].	

	

	 	

	 	
Figura	 1.-	 Tipos	 histológicos	 del	 cáncer	 colorrectal	 A)	 Adenocarcinoma	 colorrectal,	
B)Adenocarcinoma	 mucinosos,	 C)	 Carcinoma	 de	 células	 en	 anillo	 de	 sello,	 D)Tumor	
neuroendocrino	gastrointestinal[14]	

Estadificación	

El	sistema	de	estadificación	que	se	emplea	con	más	frecuencia	para	el	cáncer	colorrectal	es	

el	sistema	TNM	del	American	Joint	Committee	on	Cancer	(AJCC)[15-19]	que	se	basa	en	tres	piezas	

clave	de	información:	

ü Categoría	T	=	“Tumor”:	tamaño,	extensión	o	profundidad	de	la	penetración	del	tumor	

primario.	

ü Categoría	 N=	 “Nodo	 linfático”:	 ausencia	 o	 presencia	 de	 afectación	 de	 la	 región	 del	

ganglio	linfático.	

ü Categoría	M=	“Metástasis”:	ausencia	o	presencia	de	metástasis	a	distancia.	

A	

C	

B

D	
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Las	categorías	T	de	cáncer	colorrectal	describen	la	extensión	de	la	propagación	a	través	de	

las	 capas	que	 forman	 la	pared	del	 colon	y	del	 recto.	Estas	 capas,	de	 la	 interior	a	 la	exterior,	

incluyen:	

ü El	 revestimiento	 interno	 (mucosa),	 la	 capa	 en	 la	 que	 casi	 todos	 los	 cánceres	

colorrectales	 comienzan.	 Esto	 incluye	 una	 capa	 muscular	 delgada	 (muscularis	

mucosae)	

ü El	tejido	fibroso	que	se	encuentra	debajo	de	esta	capa	muscular	(submucosa).	

ü Una	capa	muscular	gruesa	(muscularis	propria).	

ü La	capa	delgada	más	externa	de	tejido	conectivo	(la	subserosa	y	la	serosa)	que	cubre	la	

mayor	parte	del	colon,	pero	no	el	recto.	

Estos	factores		T,	N,	M	se	dividen	en	categorías	que	van	de	0	a	4	indicando	el	incremento	

de	 severidad.	 En	 cada	 tumor	 se	 determina	 su	 categoría	 TNM	 y	 se	 asocia	 al	 estadio	

correspondiente.	 Las	 definiciones	 de	 cada	 estadio,	 siguiendo	 la	 clasificación	 TNM,	 son	 las	

siguientes:	estadio	I	(el	menos	avanzado)	(T1	o	T2	N0	M0),	estadio	II	(T3	o	T4	N0	M0),	estadio	

III	(cualquier	T	N1	o	N2	M0)	y	estadio	IV	(cualquier	T	o	N	M1	)	[15,16].	

El	sistema	TNM	se	ha	desarrollado	bajo	la	influencia	de	los	avances	en	el	diagnóstico	y	el	

tratamiento.	Las	 imágenes	radiográficas	han	mejorado	 la	exactitud	de	 la	clínica	T,	N,	M	y	 las	

clasificaciones.	 Los	 avances	 en	 el	 tratamiento	 han	 obligado	 a	 dividir	 más	 detalladamente	

algunas	 categorías	 de	 T4.	 El	 uso	 de	 técnicas	 de	 inmunohistoquímica	 se	 ha	 traducido	 en	 la	

clasificación	de	las	células	tumorales	aisladas	diferenciándolas	de	micrometástasis.	[15,16].	En	la	

séptima	edición	de	la	clasificación	TNM	se	han	incorporado	nuevas	subdivisiones	de	categorías	

en	función	de	estos	avances[17-20].	

ü La	 categoría	 T4	 ha	 sido	 subdividida	 en	 dos	 categorías	 T4a	 y	 T4b	 (el	 tumor	 invade	 el	

peritoneo	u	otros	órganos,	o	bien	estructuras	adyacentes,	respectivamente).	

ü La	 categoría	 pN1	 ha	 sido	 subdividida	 en	 N1a	 (metástasis	 en	 1	 ganglio	 linfático	

regional),	N1b	(metástasis	en	2-3	ganglios)	y	N1c	(depósitos	tumorales	en	la	subserosa,	

el	 mesenterio,	 o	 el	 tejido	 perirrectal,	 sin	 presencia	 de	 metástasis	 en	 los	 ganglios	

linfáticos	regionales).	

ü La	 categoría	 pN2	 ha	 sido	 subdividida	 en	 pN2a	 (metástasis	 en	 4-6	 ganglioslinfáticos	

regionales)	y	en	pN2b	(metástasis	en	7	o	más	ganglios	linfáticos)	

ü En	la	categoría	M,	se	contempla	la	subdivisión	en	M1a	(metástasis	en	un	solo	órgano	o	

lugar)	y	M1b	(metástasis	en	más	de	un	órgano	o	lugar	o	en	el	peritoneo)[17]		
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Epidemiología	del	cáncer	colorrectal	

Incidencia		
El	 cáncer	 colorrectal	 a	 nivel	mundial,	 ocupa	 la	 tercera	 posición	 en	 incidencia	 (1,360,000	

nuevos	casos	anuales),	siendo	el	tercer	tipo	de	cáncer	más	frecuente	en	hombres	y	el	segundo	

más	frecuente	en	mujeres.	En	el	año	2012,	se	estimó	la	incidencia	en	746,000	nuevos	casos	en	

hombres	 ,	 que	es	el	 10%	de	 incidencia	de	 todos	 los	 cánceres	en	hombres	 y	614,000	nuevos	

casos	 en	mujeres,	 lo	 que	 supone	 el	 9.2%	de	 todos	 los	 cánceres	 incidentes	 en	mujeres[21].	 El	

mapa	 reproducido	en	 la	 figura	2,	 representa	 la	 incidencia	del	CCR	mundial	en	 función	de	 las	

diferentes	regiones	geográficas.		

Existe	una	variación	geográfica	importante	en	la	incidencia	de	este	cáncer	a	nivel	mundial,	

observándose	que	un	55%	de	todos	los	casos	se	producen	en	países	desarrollados,	siendo	los	

países	que	mostraron	mayores	 tasas	de	 incidencia	estimadas	 (por	100,000	habitantes),	en	el	

año	 2012	 Australia	 y	 Nueva	 Zelanda	 (44.8	 casos	 en	 hombres	 y	 32.2	 en	mujeres),	 y	 los	 que	

mostraron	las	tasas	más	bajas	los	países	del	oeste	de	África	(4.5	en	hombres	y	3.8	en	mujeres).	

Este	 hecho,	 junto	 con	 estudios	 que	 han	 observado	 que	 individuos	 que	 han	migrado	 de	 una	

zona	de	baja	incidencia	a	un	país	con	alta	incidencia	de	la	enfermedad	adquieren	el	riesgo	del	

país	de	acogida,	sugiere	que	puede	existir	cierta	influencia	del	ambiente,	de	los	hábitos	de	vida	

y	 dietéticos,	 que	 actúen	 en	 conjunción	 con	 la	 interacción	 de	 factores	 genéticos,	 para	

determinar	las	diferentes	incidencias	de	la	enfermedad	entre	regiones	geográficas[21].		

	

	

Figura	2.-	Mapa	de	incidencia	mundial	de	cáncer	colorrectal	en	ambos	sexos.	[21]		
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En	 Europa,	 el	 CCR	 ocupa	 la	 tercera	 posición	 en	 incidencia,	 por	 detrás	 del	 cáncer	 de	

próstata	y	el	de	mama,	pero	en	España	ocupa	 la	primera	posición,	se	ha	estimado	en	el	año	

2015	el	número	de	nuevos	casos	en	41,441,	siendo	más	frecuente	en	hombres	(24,764)	que	en	

mujeres	(16,677).	En	España,	se	ha	observado	un	incremento	de	la	incidencia	de	este	tipo	de	

tumor	 a	 partir	 de	 mediados	 de	 los	 años	 90,	 principalmente	 en	 hombres.	 A	 pesar	 de	 la	

implantación	del	cribado	y	screening	del	CCR,	la	tendencia	sigue	en	aumento,	y	este	aumento	

en	la	incidencia	puede	deberse	a	la	exposición	a	factores	de	riesgo,	ya	que	se	ha	visto	que	el	

cribado	no	es	la	causa	de	este	aumento	de	casos	diagnosticados[22	].	

En	 lo	que	se	refiere	al	Área	de	Salud	de	León	(ASL)	se	ha	observado	un	incremento	en	la	

incidencia	así	como	una	distribución	heterogénea,	afectando	en	mayor	medida	a	la	capital	y	a	

las	 zonas	 central	 y	 sur	 del	 ASL	 Los	 resultados	 de	 estos	 trabajos	 son	 coincidentes	 con	 los	

informes	 publicados	 en	 el	 “Atlas	 de	 Mortalidad	 Municipal	 por	 Cáncer	 y	 otras	 causas”,	 que	

reflejan	una	elevada	mortalidad	por	CCR	en	la	zona	sur	y	oriental	de	la	provincia	de	León[23-25].	

Mortalidad	
En	 cuanto	 a	mortalidad	a	nivel	mundial,	 las	 tasas	 son	menores	que	 las	de	 incidencia,	 se	

estimaron	los	casos	de	muerte	a	consecuencia	de	esta	enfermedad	en	694,000,	que	supone	el	

8,5%	de	las	muertes	por	cáncer	al	año.	La	mayor	parte	de	las	muertes	por	CCR,	el	52%	en	2012,	

sucedieron	en	las	regiones	del	planeta	menos	desarrolladas,	reflejando	la	menor	supervivencia	

en	esos	lugares,	en	parte	debido	a	las	condiciones	de	pobreza	y	menor	nivel	socioeconómico,	y	

el	acceso	al	sistema	de	salud	en	dichas	regiones.		

	

Figura	3.-	Mapa	de	mortalidad	mundial	por	cáncer	colorrectal	en	ambos	sexos.[21]	
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En	 ambos	 sexos	 las	 tasas	 de	 mortalidad	 estimadas	 más	 elevadas	 (por	 cada	 100,000	

habitantes)	 se	 localizaron	 en	 países	 de	 Centroeuropa	 y	 Europa	 del	 este	 (20.3	 muertes	 en	

hombres	y	11.7	en	mujeres)	y	las	menores	tasas	de	mortalidad	al	igual	que	la	incidencia	en	el	

oeste	 de	 África	 (3.5	muertes	 en	 hombres	 y	 3.0	 en	mujeres)	[21]	 ].	 El	mapa	 reproducido	 en	 la	

figura	 3,	 representa	 la	 mortalidad	 por	 CCR	 mundial	 en	 función	 de	 las	 diferentes	 regiones	

geográficas	 y	 la	 figura	 4	 representa	 las	 tasas	 de	 incidencia	 y	 mortalidad	 de	 estos	 países	

estandarizadas	por	edad	(por	cada	100,000	habitantes).		

En	España	las	muertes	por	CCR	durante	el	periodo	de	1989-2008	fueron	224,305	(123,965	

en	 hombres	 y	 100,340	 en	 mujeres)	 suponiendo	 un	 14,5%	 de	 las	 muertes	 producidas	 por	

cáncer.	 El	 patrón	 geográfico	 de	 la	 tasa	 de	mortalidad	 para	 el	 cáncer	 colorrectal	 no	 es	muy	

pronunciado	y	presenta	similitudes	a	 la	distribución	entre	sexos,	aunque	se	ha	observado	en	

hombres	 y	 mujeres	 (en	 el	 primer	 y	 segundo	 periodo	 de	 5	 años	 de	 seguimiento	

respectivamente)	unas	elevadas	tasas	de	mortalidad	en	ciudades	de	Cataluña	y	en	localidades	

de	la	provincia	de	León[25].		

	

Figura	 4.-	Tasas	de	 incidencia	y	mortalidad	por	CCR	mundiales	estandarizadas	por	edad,	
por	cada	100,000	habitantes.[21]	
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La	supervivencia	del	CCR	está	determinada	por	el	estadio	de	la	enfermedad	al	diagnóstico.	

Si	 la	 enfermedad	 está	 localizada	 y	 puede	 ser	 resecada	 quirúrgicamente	 presenta	 una	

supervivencia	 a	 los	 5	 años	 del	 89.9%.	 Los	 pacientes	 que	 presentan	 la	 enfermedad	 avanzada	

regionalmente,	 con	 afectación	 de	 los	 ganglios	 linfáticos,	 muestran	 una	 supervivencia	 a	 los	

cinco	años	de	71.3%.	Sin	embargo,	 si	 la	enfermedad	está	diseminada	a	órganos	distantes,	 la	

supervivencia	a	los	cinco	años	es	del	13.9%.	La	supervivencia	relativa	global	a	nivel	mundial	del	

CCR	es	del	64.9%[20].	

Factores	de	riesgo	del	cáncer	colorrectal	
Existen	factores	de	riesgo	que	influyen	en	los	procesos	de	desarrollo	del	cáncer	colorrectal	

y	 están	 relacionados	 con	 las	modificaciones	 en	 las	 tasas	 de	 incidencia	 de	 esta	 enfermedad.	

Entre	ellos	se	encuentran,	además	de	la	edad,	la	alimentación,	el	consumo	de	alcohol	y	tabaco,	

la	 actividad	 física	 y	 el	 sedentarismo	 o	 el	 uso	 de	 determinados	 fármacos.	 No	 obstante,	 la	

exposición	 a	 un	 factor,	 o	 incluso	 a	 varios	 factores	 de	 riesgo,	 no	 significa	 que	 una	 persona	

padecerá	 la	 enfermedad.	 Por	 otra	 parte,	 es	 posible	 llegar	 a	 padecerla	 sin	 haber	 estado	

expuesto	a	ningún	factor	de	riesgo	conocido.	

El	cáncer	colorrectal	es	un	importante	y	emergente	problema	de	salud	pública	en	España	

debido	 al	 aumento	 y	 evolución	 de	 la	 incidencia	 y	 la	 elevada	 prevalencia	 de	 los	 factores	 de	

riesgo	conocidos	(dieta,	sobrepeso,	estilo	de	vida	sedentario,	etc.),	ya	que	más	del	90%	de	los	

casos	 diagnosticados	 en	 este	 país	 ocurren	 de	 forma	 esporádica	 por	 interacción	 con	 la	

exposición	 ambiental,	 y	 sólo	 unos	 pocos	 se	 corresponden	 con	 síndromes	 hereditarios	

asociados	a	la	predisposición	a	desarrollar	la	enfermedad,	de	los	que	hablaremos	más	adelante	

en	este	trabajo.		

Existen	 dos	 tipos	 de	 factores	 de	 riesgo	 para	 el	 cáncer	 colorrectal,	 los	 intrínsecos	 o	 no	

modificables	como	la	edad,	el	sexo,	la	predisposición	genética	o	enfermedad	colónica	previa	y	

los	factores	de	riesgo	modificables,	que	vienen	influidos	por	los	hábitos	y	el	estilo	de	vida	o	la	

exposición	a	tóxicos	como	el	alcohol	o	el	tabaco	[20,26].	

Factores	de	riesgo	modificables	
Obesidad	

El	 sobrepeso	 aumenta	 el	 riesgo	 de	 cáncer	 de	 colon	 tanto	 en	 los	 hombres	 como	 en	 las	

mujeres,	aunque	esta	asociación	parece	 ser	mayor	entre	 los	hombres[20].	 Se	ha	determinado	

que	 la	 grasa	 corporal,	 y	 sobre	 todo	 la	 grasa	 abdominal,	 son	 factores	 causales	 de	 CCR[26].La	

obesidad	es	un	 factor	de	 riesgo	para	desarrollar	 carcinogénesis	de	cualquier	 tipo,	pero	en	el	
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caso	del	CCR	esta	relación	se	hace	más	estrecha	todavía.	Esto	se	debe	a	que	los	pacientes	con	

obesidad	 muestran	 hiperinsulinemia	 y	 resistencia	 a	 la	 insulina,	 con	 un	 incremento	 en	 el	

bioactivo	 IFG-1.	 Tanto	 la	 insulina	 como	el	 IGF-1	 producen	un	 incremento	 en	 la	 proliferación	

celular	anormal	y	reducen	la	apoptosis.	Además,	el	consumo	de	grasas	animales	incrementa	la	

producción	de	prostaglandinas,	lo	cual	induce	al	desarrollo	de	clones	celulares	tumorales.	Por	

otro	 lado,	 produce	 un	 incremento	 la	 producción	 de	 esteroles	 y	 provoca	 cambios	 en	 la	

composición	y	actividad	de	la	flora	bacteriana	intestinal[27,28].	

Actividad	física	

La	 actividad	 física	 y	 el	 ejercicio	 físico	 reducen	 la	 incidencia	 y	 la	mortalidad	 por	 CCR.	 En	

trabajos	realizados	para	estudiar	el	efecto	de	la	actividad	física	en	el	cáncer	de	colon,	y	en	los	

que	se	ha	empleado	como	medida	del	ejercicio	físico	los	MET·horas	globales	estimados	a	partir	

de	las	actividades	realizadas,	se	ha	observado	que	existe	una	mayor	protección	frente	al	CCR	

en	 los	 individuos	que	más	 actividad	 física	han	 realizado.	Un	elevado	nivel	 de	 actividad	 física	

total	 está	 asociado	 significativamente	 con	 un	 menor	 riesgo	 de	 CCR[30].	 Esta	 protección	

proporcionada	 por	 la	 práctica	 de	 ejercicio	 físico	 puede	 deberse	 a	 la	 reducción	 de	 la	

inflamación,	que	promueve	la	tumorogénesis	y	a	un	mayor	aumento	de	la	motilidad	intestinal,	

que	 reduce	 el	 tiempo	 de	 exposición	 de	 la	 mucosa	 del	 colon	 a	 sustancias	 potencialmente	

carcinógenas[31,32].Por	 el	 contrario,	 el	 sedentarismo,	 entendiendo	 como	 tal	 el	 tiempo	 que	 se	

pasa	sentado,	es	un	factor	de	riesgo	asociado	al	desarrollo	del	CCR,	tal	y	como	ha	mostrado	un		

estudio	 reciente	 que	 asoció	 el	 tiempo	 que	 pasaba	 su	 muestra	 viendo	 la	 televisión	 con	 un	

incremento	del	54%	del	riesgo	de	padecer	CCR	y	el	tiempo	que	pasaba	sentado	en	el	trabajo	

con	aumentos	del	24%	de	dicho	riesgo[29].	

Dieta	

La	 relación	 entre	 la	 dieta	 y	 el	 CCR	 se	 ha	 estudiado	 de	 diferentes	 formas,	 analizando	

alimentos,	 analizando	 nutrientes	 y	 analizando	 patrones	 dietéticos.	 Diversos	 estudios	

relacionan	un	 elevado	 consumo	de	 carne	 procesada	 y	 roja	 con	 el	 riesgo	 de	 desarrollar	CCR,	

mientras	que	un	consumo	de	vegetales	y	pescado	tiene	un	efecto	protector[33].	

Se	han	analizado	nutrientes	específicos	de	los	alimentos	y	se	ha	observado	que	un	elevado	

consumo	de	fibra	reduce	significativamente	el	riesgo	de	adenoma	y	CCR[34-36].porque	la	ingesta	

de	fibra	aumenta	el	tránsito	intestinal	y	reduce	la	inflamación[35].	El	papel	del	ácido	fólico	tiene	

efectos	contrarios	dependiendo	del	estadio	en	el	que	se	encuentre	la	enfermedad:	si	no	existe	

enfermedad,	 el	 bajo	 consumo	 de	 folato	 promueve	 la	 carcinogénesis;	 sin	 embargo	 si	 la	

enfermedad	está	presente,	un	bajo	consumo	de	folato	protege	de	la	progresión[36].	
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Se	han	realizado	estudios	que	incluyen	patrones	de	nutrientes,	en	los	que	se	ha	observado	

como	 el	 patrón	 de	 vitaminas	 y	 minerales	 y	 el	 patrón	 caracterizado	 por	 vitamina	 B12,	

riboflavina,	 calcio	 y	 colesterol,	 y	 proteínas	 y	 fósforo	 se	 asocian	 con	 un	 menor	 riesgo	 de	

desarrollar	CCR	en	contraposición	a	los	patrones	de	nutrientes	caracterizados	por	alta	ingesta	

de	grasas	saturadas	de	procedencia	animal,	que	se	relacionan	con	un	mayor	riesgo	de	padecer	

CCR[37].	

Analizar	 cómo	 influyen	 los	 patrones	 dietéticos	 en	 el	 riesgo	 del	 CCR	 aporta	 información	

acerca	 de	 las	 asociaciones	 entre	 grupos	 de	 alimentos	 y	 nutrientes,	 ya	 que	 los	 alimentos	

interactúan	y	presentan	sinergias	entre	sí.	Según	algunos	trabajos	de	reciente	publicación	en	

los	que	se	estudian	los	patrones	de	las	dietas	occidental	y	prudente,	se	concluyó	que	la	dieta	

prudente,	que	contiene	alimentos	como	frutas,	vegetales,	pescado,	legumbres,	cereales	y	soja	

es	protectora	 frente	al	cáncer,	mientras	que	el	patrón	de	dieta	occidental,	 caracterizado	por	

una	 ingesta	 elevada	 de	 carne	 roja	 y	 alimentos	 procesados,	 azúcares	 añadidos	 y	 granos	

refinados	conlleva	un	mayor	riesgo	de	desarrollar	CCR[38,39].		

Factores	de	riesgo	no	modificables	
Edad	

El	 cáncer	 es	 una	 enfermedad	 asociada	 al	 envejecimiento.	 El	 envejecimiento	 implica	

acumulación	 de	 errores	 en	 los	 procesos	 de	 división	 celular	 y	 la	 falta	 de	 reparación	 de	 estos	

errores.	 La	 incidencia	 de	 CCR	 aumenta	 a	 partir	 de	 los	 50	 años,	 edad	 a	 partir	 de	 la	 cual	 se	

diagnostican	en	España	más	del	90%	de	los	casos[22].	

Neoplasia	colorrectal	previa	

Una	 historia	 de	 CCR	 previa	 favorece	 e	 incrementa	 el	 riesgo	 de	 desarrollar	 tumores	

metacrónicos.	El	riesgo	se	ve	incrementado	entre	un	6	y	un	25%.	Paralelamente,	una	historia	

previa	 de	 pólipos	 adenomatosos	 puede	 incrementar	 el	 riesgo	 de	 desarrollar	 adenomas	 que	

pueden	malignizarse	y	llegar	a	convertirse	en	CCR[40].	

Enfermedades	inflamatorias	intestinales	

La	enfermedad	inflamatoria	intestinal	es	un	factor	de	riesgo	para	el	desarrollo	del	CCR.	La	

prevalencia	de	CCR	en	pacientes	con	colitis	ulcerosa	se	ve	 incrementada	del	3.7	al	5.4%	y	el	

efecto	es	acumulativo	al	pasar	el	tiempo	con	esta	enfermedad,	siendo	el	riesgo	acumulado	de	

desarrollar	CCR	aproximadamente	del	2%	a	los	10	años	del	diagnóstico	de	colitis	ulcerosa,	del	

8%	a	los	20	años	y	del	18%	a	los	30	años	de	padecer	esta	enfermedad.		La	incidencia	y	el	riesgo	
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de	 CCR	 para	 los	 pacientes	 de	 enfermedad	 de	 Crohn	 son	 similares	 a	 los	 reportados	 para	 los	

pacientes	de	colitis	ulcerosa[40].	

Historia	familiar	

Si	se	excluyen	los	síndromes	de	cáncer	hereditarios,	que	describiremos	más	adelante,	 los	

individuos	 con	 antecedentes	 familiares	 de	 CCR	 o	 adenomas	 colorrectales	 tienen	 un	 mayor	

riesgo	de	padecer	CCR.	[40,41].		

Síndromes	hereditarios		

Existe	 la	 evidencia	 de	 que	 hay	 determinados	 síndromes	 genéticos	 hereditarios	 que	

predisponen	a	los	 individuos	a	padecer	CCR.	 	Estos	síndromes	serán	abordados	más	adelante	

en	el	apartado	de	CCR	hereditario[41,42].	

Polimorfismos	genéticos	de	tipo	SNP	

Los	 SNPs	 (del	 inglés,	 single	 nucleotide	 polymorphisms)	 son	 variaciones	 genéticas	 que	

afectan	a	un	único	nucleótido	de	la	secuencia	de	ADN.	Presentan	dos	alelos,	que	pueden	estar	

en	 homocigosis	 o	 en	 heterocigosis,	 y	 cuyas	 frecuencias	 pueden	 ser	 variables	 en	 distintas	

poblaciones.	 Estas	 variaciones	 definen	 genéticamente	 a	 cada	 individuo	 y	 pueden	 ser	

marcadores	 de	 susceptibilidad	 a	 enfermedades	 o	 de	 éxito/fracaso	 de	 un	 tratamiento	

farmacológico.	En	el	contexto	del	cáncer,	 la	presencia	de	un	alelo	u	otro	puede	conferir	una	

mayor	 o	 menor	 susceptibilidad	 de	 padecerlo.	 En	 CCR	 los	 estudios	 de	 GWAS	 (Genome-wide	

associaton	study)	han	identificado	aproximadamente	40	loci	comunes	para	el	CCR	esporádico.	

Se	 ha	 observado	 en	 estos	 loci	 cómo	 las	 variaciones	 genéticas	 o	 SNPs	 confieren	 un	 efecto	

acumulativo	 y	 creciente	 para	 el	 CCR.	 Identificar	 estas	 variantes	 ayuda	 a	 predecir	 la	

susceptibilidad	de	los	individuos	a	desarrollar	la	enfermedad	además	de	orientar	el	pronóstico.	

En	 otras	 palabras,	 la	 detección	 y	 caracterización	 de	 SNPs	 está	 en	 la	 base	 de	 la	 llamada	

medicina	personalizada[43,44].		
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Bases	moleculares	del	cáncer	colorrectal	
El	cáncer	de	colon	es	un	proceso	multietapa,	caracterizado	por	la	acumulación	de	eventos	

moleculares.	 En	 el	 modelo	 simple	 de	 progresión	 tumoral	 de	 adenoma	 a	 carcinoma	 incluye	

mutaciones	 o	 sobreexpresión	 de	 diferentes	 oncogenes	 y	 genes	 supresores	 tumorales	 que	

juegan	un	papel	crucial	en	la	tumorogénesis	colorrectal.	[45].	

Un	análisis	molecular	más	detallado	del	cáncer	de	colon	muestra	una	gran	heterogeneidad	

de	alteraciones	moleculares,	lo	que	implica	poder	clasificar	los	procesos	neoplásicos	en	base	a	

sus	 alteraciones	 en	 fenotipos	 tumorales	 específicos[45].Avances	 recientes	 en	 el	 conocimiento	

de	 la	 biología	 del	 tumor	 han	 hecho	 posible	 el	 descubrimiento	 de	 marcadores	 moleculares	

nuevos	 y	 potencialmente	 útiles	 que	 pueden	 convertirse	 en	 prometedores	 biomarcadores	

pronósticos	y/o	predictivos[46].	

Actualmente	 se	 conoce	 que	 el	 CCR	 es	 una	 enfermedad	 en	 la	 que	 están	 involucrados	

cambios	genéticos	y	epigenéticos.	Los	cambios	genéticos	pueden	ser	somáticos	o	germinales,	

definiendo	 los	 dos	 grandes	 patrones	 observados:	 los	 síndromes	 hereditarios	 y	 los	 casos	

esporádicos,	respectivamente.	

Cáncer	colorrectal	hereditario	
El	 cáncer	 colorrectal	 hereditario	 representa	 el	 10%	 de	 todos	 los	 casos	 de	 CCR.	 Se	

caracteriza	 por	 mutaciones	 en	 las	 células	 germinales	 o	 gametos,	 en	 genes	 supresores	

tumorales.		

Knudson[47]postuló	su	hipótesis	del	doble	 impacto	que	explica	 la	mayor	susceptibilidad	al	

desarrollo	del	 cáncer	 en	 los	pacientes	 con	determinados	 síndromes	hereditarios.	 Según	esta	

hipótesis,	 el	 cáncer	 sólo	 se	 desarrolla	 cuando	 los	 dos	 alelos	 de	 ciertos	 genes	 con	 herencia	

autosómica	dominante	están	inactivos.	En	los	casos	hereditarios,	el	individuo	nace	con	un	alelo	

inactivado	y	sólo	precisaría	una	segunda	mutación	en	el	otro	alelo	del	gen	para	desarrollar	la	

enfermedad,	mientras	que	en	los	casos	esporádicos	se	precisaría	la	mutación	en	ambos	alelos.	

Más	reciente	es	la	hipótesis	de	los	genes	guardianes[48],	que	postula	que	en	cada	tipo	de	tejido	

existe	un	gen	particular	que	desempeña	un	papel	esencial	en	el	mantenimiento	de	un	número	

constante	de	células.		

Distintos	 síndromes	 hereditarios	 son	 causados	 por	 mutaciones	 germinales	 en	 genes	

supresores	tumorales,	o	que	regulan	su	expresión,	o	bien	en	genes	reparadores	del	ADN.	De	

entre	ellos,	destacan	los	síndromes	de	poliposis	adenomatosa	familiar	(PAF),	de	Cowden	y	de	

Lynch.	
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Síndrome	de	poliposis	adenomatosa	familiar	PAF.		
Se	 caracteriza	 por	 la	 presencia	 de	 cientos	 y	 hasta	miles	 de	 pólipos	 a	 través	 del	 epitelio	

colónico.	 Es	 un	 síndrome	 con	 una	 herencia	 de	 tipo	 autosómico	 dominante	 y	 con	 una	

penetrancia	aproximada	del	100%.	Si	 los	pólipos	adenomatosos	de	 la	PAF	no	son	tratados	se	

malignizarán	 y	 se	 transformarán	 en	 CCR.	 La	 media	 de	 edad	 de	 aparición	 del	 CCR	 en	 los	

pacientes	en	 los	que	no	 se	han	 tratado	 los	adenomas	 se	 sitúa	entre	 los	39	y	42	años.	Es	un	

síndrome	que	se	produce	por	una	mutación	del	gen	APC	y	que	se	caracteriza	por	la	presencia	

de	cientos	de	pólipos	que	aparecen	en	una	edad	temprana.	El	producto	del	gen	APC	participa	

en	 la	adhesión	celular	y	en	 la	organización	del	citoesqueleto.	La	simple	posesión	de	un	alelo	

mutante	 da	 lugar	 a	 numerosos	 pólipos	 benignos	 (adenomas)	 en	 la	mucosa	 del	 colon.	 Estos	

adenomas	progresan	a	adenocarcinomas	tras	la	inactivación	del	segundo	alelo	o,	como	sucede	

generalmente,	la	deleción	del	mismo[49-51].		

El	gen	APC	es	un	gen	supresor	tumoral	que	codifica	para	una	proteína	citoplasmática	que	

regula	a	la	β-catenina	de	la	vía	de	señal	WNT,	que	tiene	un	papel	fundamental	en	el	control	del	

destino	celular,	la	adhesión	y	la	polaridad	celular	durante	el	desarrollo	embrionario.	APC	es	un	

componente	de	WNT	que	señaliza	a	través	de	una	familia	de	receptores	de	superficie	celular	

llamados	frizzled	(FRZ)	y	estimula	varias	vías,	de	las	cuales	la	central	implica	a	la	β-catenina	y	a	

APC.	 La	 función	 de	 APC	 en	 esta	 vía	 consiste	 en	modular	 negativamente	 a	 la	 β-catenina.	 En	

ausencia	de	señales	WNT,	APC	causa	 la	degradación	de	β-catenina,	evitando	su	acumulación	

en	 el	 citoplasma.	 Para	 ello	 se	 forma	 un	 complejo	 macromolecular	 con	 β-catenina,	 axina	 y	

GSK3b,	 el	 cual	 conduce	 a	 la	 fosforilación	 y	 finalmente	 ubiquitinación	 de	 β-catenina	 	 y	 su	

consecuente	destrucción	por	el	proteasoma[49].		

Las	señales	de	WNT	bloquean	el	 complejo	de	destrucción	APC-axina-GSK3b,	permitiendo	

que	 se	 transloque	 la	 β-catenina	 del	 citoplasma	 al	 núcleo,	 donde	 forma	 un	 complejo	 con	 un	

factor	de	transcripción	(TF).	Este	factor	de	transcripción	regula	positivamente	la	proliferación	

celular	mediante	el	aumento	de	transcripción	de	c-MYC,	ciclina	D1	y	otros	genes.	Si	se	altera	el	

gen	 APC,	 se	 altera	 el	 complejo	 de	 destrucción	 y	 la	 β-catenina	 sobrevive	 y	 se	 transloca	 al	

núcleo,	donde	coopera	con	dicho	TFN.	Así,	las	células	con	pérdida	de	APC	se	comportan	como	

si	estuvieran	bajo	señal	continua	de	WNT.	La	importancia	de	esta	vía	se	evidencia	por	el	hecho	

de	 que	 los	 tumores	 de	 colon,	 aunque	 no	 se	 limita	 a	 éstos,	 que	 tienen	 genes	 APC	 normales	

albergan	mutaciones	de	β-catenina	que	impiden	su	destrucción	por	APC,	lo	que	permite	que	la	

proteína	mutante	se	acumule	en	el	núcleo	y	coopere	con	el	TFN[49,50].	

A	continuación	se	produce	la	activación	del	gen	K-ras	con	actividad	GTPasa	y	de	P53.	Por	

último,	el	gen	DCC	(del	 inglés,	deleted	 in	colorectal	carcinoma)	desempeña	una	función	en	 la	
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apoptosis,	 y	 su	 deleción	 da	 lugar	 a	 modificaciones	 en	 la	 superficie	 celular	 y	 a	 mutaciones	

adicionales	 que	 provocan	 metástasis.	 Las	 mutaciones	 específicas	 aquí	 descritas	 son	

características	de	la	enfermedad,	pero	pueden	ocurrir	en	cualquier	orden[49-51].	

Existen	variantes	del	síndrome	PAF,	las	mejor	descritas	son	las	siguientes:	

ü Poliposis	adenomatosa	colónica	atenuada	(AAPC):	se	trata	de	una	variante	fenotípica	

de	la	PAF,	en	la	que	los	pólipos	aparecen	en	menor	número	y	frecuencia,	y	si	éstos	no	

han	sido	tratados	los	pacientes	desarrollarán	el	CCR	en	edades	próximas	a	los	50	años.	

Se	retrasa	una	década	el	CCR	en	los	pacientes	en	los	que	los	adenomas	no	han	recibido	

tratamiento[49].	

ü Síndrome	de	Gardner:	es	una	variante	de	la	PAF	en	la	que	aparecen	tumores	benignos	

en	la	piel,	tejido	blando	y	huesos	[49].	

ü Poliposis	asociada	a	MUTYH	(MAP):	es	un	síndrome	autosómico	recesivo.	Representa	

el	1%	de	los	casos	de	CCR	[49].	

Síndrome	hereditario	no	polipósico	(HNPCC)	o	síndrome	de	Lynch		
Se	trata	de	un	síndrome	autosómico	dominante	caracterizado	por	la	aparición,	a	una	edad	

temprana,	de	un	cáncer	colorrectal	que	se	desarrolla	con	más	frecuencia	en	el	colon	derecho,	

y	 que	 exhibe	 neoplasias	 metacrónicas	 y	 sincrónicas	 en	 el	 colon	 así	 como	 neoplasias	

extracolónicas	como	cáncer	de	endometrio,	cáncer	gástrico	(intestino	delgado)	cáncer	renal	y	

de	pelvis	y	 lesiones	de	piel.	En	el	caso	de	las	mujeres	que	padecen	este	síndrome,	presentan	

un	 elevado	 riesgo	 de	 desarrollar	 cáncer	 de	 endometrio.	 Las	 lesiones	 precursoras	 aparecen	

pero	en	menor	número	que	en	los	casos	de	PAF	que	aparecen	cientos	de	pólipos	en	la	mucosa	

colónica.	

En	 la	mayoría	 de	 los	 casos	 se	 produce	 este	 desorden	 por	 alteraciones	 que	 inactivan	 las	

proteínas	 reparadoras	 del	 ADN	 del	 sistema	 “missmatch-repair”	 (MMR).	 Este	 sistema	 se	

encarga	de	reparar	el	daño	que	se	produce	tras	las	divisiones	celulares	y	de	corregir	los	errores	

que	 comete	 la	 polimerasa	 durante	 la	 replicación	 celular.	 La	 inactivación	 sucede	 más	

frecuentemente	 en	 los	 genes	MLH1	 y	MSH2,	 pero	 también	 en	 los	 genes	MSH6	 y	PMS2.	 Los	

pólipos	suelen	aparecer	como	lesiones	precursoras	que	posteriormente	malignizan,	si	bien	su	

número	es	muy	inferior	al	de	los	casos	de	FAP	en	los	que	aparecen	cientos	de	lesiones[49,51,52].	

Síndrome	de	Cowden	

El	 síndrome	 de	 Cowden,	 también	 llamado	 síndrome	 de	 hamartomas	 múltiples	 es	 una	

enfermedad	de	origen	genético	que	se	transmite	según	un	patrón	autosómico	dominante.	Se	
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caracteriza	por	 la	 aparición	en	diferentes	órganos	de	una	 serie	de	 tumores	benignos	que	 se	

llaman	 hamartomas.	 Las	 principales	 localizaciones	 son	 piel,	 tiroides,	 mama,	 tracto	

gastrointestinal,	 cerebro	 y	 útero.	 Este	 síndrome	 se	 produce	 por	 mutaciones	 en	 las	 células	

germinales	que	afectan	al	gen	PTEN.	(homologo	de	la	tensina	y	fosfatasa)	es	un	gen	supresor	

tumoral	que	participa	en	el	control	del	ciclo	celular,	eliminando	grupos	fosfatos	de	una	clase	

de	 lípidos	conocida	como	fosfoinosítidos	(inositol	 fosfato),	que	resultan	en	 la	 inhibición	de	 la	

vía	 de	 señalización	 Akt/PKB,	 un	 mecanismo	 que	 potencia	 factores	 de	 crecimiento	 que	

promueven	 la	 proliferación	 celular.	 Las	 mutaciones	 en	 PTEN	 implican	 una	 expresión	

constitutiva	de	estos	factores	de	crecimiento	y	la	aceleración	del	ciclo	celular,	promoviendo	la	

supervivencia	celular	y	la	evasión	de	la	apoptosis[53,54].	

Síndrome	de	Peutz-Jeghers	

Es	un	síndrome	con	herencia	autosómica	dominante	que	se	caracteriza	por	la	aparición	de	

lesiones	 hamartomatosas	 a	 lo	 largo	 del	 tracto	 gastrointestinal.	 Los	 portadores	 presentan	 un	

mayor	 riesgo	 que	 otros	 individuos	 de	 desarrollar	 cáncer	 tanto	 en	 el	 tracto	 gastrointestinal,	

donde	estas	lesiones	precancerosas	aparecen	en	bajo	número	tendiendo	a	concentrarse	en	el	

intestino	delgado,	como	en	órganos	sexuales,	pulmones	o	hígado.		

El	gen	asociado	a	este	síndrome	(STK11/LKB1),	codifica	para	la	Serina/Threonina	Kinasa	11	

(Serine/threonine	kinase	11),	 también	conocida	como	Kinasa	Hepática	B1	 (Liver	Kinase	B1)	y	

funciona	como	supresor	tumoral.	La	mutación	heredada	de	alguno	de	 los	alelos	contribuye	a	

acelerar	 la	 carcinogénesis	 	 ya	que	este	gen	 fosforila	a	otras	kinasas	 incluyendo	a	 la	proteína	

5´adenosina	 monofosfato-activada	 kinasas	 AMPK	 que	 controla	 la	 glucosa	 celular	 y	 el	

metabolismo	celular[55,56].	

Síndrome	de	Li-Fraumeni	
Es			una			enfermedad			hereditaria			con			transmisión			autosómica			dominante			de			alta		

penetrancia	que	está	debida,	en	el	70%	de	los	casos,	a	mutaciones	germinales	en	el	gen	TP53.	

TP53	 Las	 personas	 con	 este	 síndrome	 pueden	 desarrollar	múltiples	 tipos	 de	 cáncer	 y	 varios	

tumores	 entre	 los	 que	 se	 incluyen	 cáncer	 colorrectal,	 cáncer	 adrenocortical,	 tumores	

cerebrales,	 sarcomas	de	 tejidos	blandos,	osteosarcoma,	 rabdomiosarcoma,	cáncer	de	mama,	

leucemia,	linfoma	y	glioblastoma	entre	otros	[57].	
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Alteraciones	genéticas	en	el	cáncer	colorrectal	esporádico	
En	los	casos	considerados	como	esporádicos,	el	CCR	es	una	enfermedad	causada	también	

por	alteraciones	genéticas,	siendo	 las	que	han	sido	mejor	descritas,	una	serie	de	mutaciones	

puntuales	 que	 confieren	una	mayor	 o	menor	 susceptibilidad	de	 padecer	 la	 enfermedad	 a	 la	

persona	portadora.	La	mayoría	de	estas	alteraciones	provocan	que	el	producto	del	gen	cambie	

la	 secuencia	aminoacídica	de	 la	proteína	o	alteren	 la	expresión	o	 cantidad	de	proteína	 final.	

Por	 otra	 parte,	 diferentes	 variantes	 genéticas	 como	 SNPs	 o	 polimorfismos	 de	 inserción-

deleción	 se	 han	 asociado	 a	 una	 mayor	 o	 menor	 susceptibilidad	 de	 desarrollar	 la	

enfermedad[45,46,49]		

Modelo	“adenoma	a	adenocarcinoma”	(modelo	de	Volgestein)	
En	 1990,	 Fearon	 y	 Vogelstein	 propusieron	 un	modelo	 genético	 de	 tumorogénesis	 como	

proceso	 secuencial,	 al	 que	 designaron	 “secuencia	 adenoma-carcinoma”,	 sugiriendo	 que	 la	

acumulación	de	mutaciones	germinales	y	somáticas	condicionan	las	características	del	tumor.	

Este	modelo	 establece	 que	 el	 CCR	 es	 el	 resultado	 de	mutaciones	 en	 genes	 con	 importantes	

funciones,	como	la	regulación	de	la	proliferación	celular	o	la	reparación	del	daño	al	ADN,	que	

son	 necesarias	 mutaciones	 en	 más	 de	 un	 gen	 y	 que	 la	 acumulación	 secuencial	 de	 las	

mutaciones	es	importante	para	determinar	la	progresión	del	CCR.	[50]		

Dependiendo	 del	 tipo	 de	 alteración	 que	 ocurra,	 en	 el	 CCR	 se	 describieron	 dos	 vías	

principales	por	las	que	se	producen	estos	sucesos	moleculares	durante	la	progresión	tumoral:	

la	vía	CIN,	o	de	inestabilidad	cromosómica	y	la	vía	MSI	o	de	inestabilidad	de	microsatélites	que	

serán	descritas	a	continuación[58].	

Vía	de	inestabilidad	cromosómica:	fenotipo	CIN		

El	fenotipo	CIN	aparece	en	el	85%	de	los	tumores	esporádicos	de	colon	y	en	el	síndrome	

familiar	 PAF,	 está	 caracterizado	 por	 aneuploidía	 y	 múltiples	 cambios	 en	 el	 cromosoma,	 las	

alteraciones	 genéticas	 que	 se	 producen	 conllevan	 sobreexpresión	 o	 mutación	 de	 genes	

(oncogenes	 (KRAS)	y	genes	supresores	 tumorales	 (P53,	SMAD2,SMAD4)	 [45]	que	actúan	como	

puntos	de	control	durante	el	ciclo	celular.	En	consecuencia	aparecen	defectos	en	numerosos	

procesos	 como	 la	 expresión	 aberrante	 o	 la	 mutación	 de	 genes	 de	 control	 de	 la	 mitosis,	

defectos	 en	 el	 microtúbulo	 y	 disfunción	 en	 el	 telómero.	 Los	 tumores	 que	 presentan	 este	

fenotipo	están	relacionados	con	un	pronóstico	desfavorable	[45,46,58,59,60].	
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Figura	5.-	Fenotipo	CIN:	etapas	de	 la	carcinogénesis.	El	primer	paso	en	 la	carcinogénesis	
colorrectal	 es	 la	 formación	 de	 criptas	 aberrantes.	 La	 hiperactivación	 de	 la	 vía	 de	
señalización	de	Wnt	 se	produce	en	este	paso	 con	 la	 consecuencia	de	 la	 inactivación	del	
gen	 supresor	 tumoral	 APC.	 La	 progresión	 de	 adenoma	 a	 carcinoma	 es	 inducida	 por	
mutaciones	 activadoras	 del	 oncogen	 KRAS	 y	 la	 pérdida	 del	 supresor	 tumoral	 TP53.	 Por	
último	 se	 produce	 la	 pérdida	 del	 gen	 DCC	 ,su	 deleción	 da	 lugar	 a	modificaciones	 en	 la	
superficie	 celular	 y	 a	 mutaciones	 adicionales	 que	 provocan	 metástasis.	 Imagen	
reproducida	de	Pino	et	al	2010.	[60]	

	

Los	cánceres	colorrectales	esporádicos	que	muestran	el	fenotipo	CIN	exhiben	ganancias	o	

pérdidas	de	fragmentos	grandes	de	cromosomas	de	lo	que	resulta	una	gran	variabilidad	en	el	

cariotipo	 celular.	 Esto	 se	 ha	 definido	 como	 inestabilidad	 cromosómica	 y	 aparece	 como	 vía	

predominante	 en	 el	 CCR	 esporádico[61].	 La	 inestabilidad	 cromosómica	 incluye	 alteraciones	

estructurales,	 como	 reordenamientos	 cromosómicos	 alteraciones	 numéricas,	 defectos	 en	 la	

segregación	 de	 cromosomas	 o	 pérdidas	 de	 fragmentos	 cromosómicos	 grandes.	 A	 nivel	

cromosómico	 se	 han	 encontrado	 tumores	 colorrectales	 con	 reordenamientos	 en	 diferentes	

genes,	identificados	tanto	a	nivel	somático	como	germinal[62].	

Entre	los	mecanismos	propuestos	por	los	investigadores	que	darían	lugar	a	la	inestabilidad	

cromosómica	en	el	CCR	podemos	reseñar	los	siguientes:	

Defectos	en	la	segregación	de	los	cromosomas	

La	falta	de	segregación	conduce	a	la	acumulación	de	defectos	en	puntos	clave	de	la	mitosis	

que	pueden	llevar	a	la	aneuploidía,	la	cual	desestabiliza	el	genoma,	induciendo	la	acumulación	

de	 mutaciones	 y	 resultando	 cariotipos	 heterogéneos.	 Este	 proceso	 puede	 aumentar	 las	

pérdidas	de	genes	supresores	tumorales	o	resultar	en	la	duplicación	de	oncogenes[63].	
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Disfunción	del	centrómero	

Otra	de	las	causas	posibles	del	fenotipo	CIN,	sería	una	función	anormal	del	centrómero.	En	

las	células	de	CCR	se	ha	observado	centrosomas	extra,	que	llevan	a	la	formación	de	múltiples	

polos	del	huso,	resultando	una	distribución	desigual	de	los	cromosomas[64].		

Disfunción	del	telómero	

Otro	mecanismo	propuesto	que	conduciría	al	fenotipo	CIN	en	el	CCR	es	la	disfunción	de	los	

telómeros.	 Los	 telómeros	 son	 repeticiones	 hexaméricas	 de	 ADN,	 concretamente	 de	 la	

secuencia	TTAGGG	en	el	caso	de	los	humanos	que	protegen	el	final	de	los	cromosomas	de	la	

fusión	y	rotura	durante	la	segregación.	Un	trozo	de	ADN	telomérico	se	pierde	después	de	cada	

ronda	de	 replicación	 del	 ADN.	 Las	 células	 que	 presentan	unos	 telómeros	 lo	 suficientemente	

cortos	entran	en	senescencia	y	apoptosis.	Las	células	activan	una	proteína;	la	telomerasa,	que	

es	capaz	de	elongar	los	telómeros	e	impedir	que	la	célula	muera.	En	diversos	estudios	en	CCR,	

se	 observó	 que	 entre	 el	 77-90%	 de	 los	 tumores	 poseían	 telomeros	 cortos	 pero	 con	 la		

telomerasa	sobreexpresada[65].		

Pérdida	de	heterocigosidad	LOH	

La	 pérdida	 de	 heterocigosidad	 (LOH)	 es	 una	 de	 las	 características	 o	 mecanismos	 que	

presenta	 el	 fenotipo	CIN.	Aproximadamente	 entre	 el	 25-30%	de	 los	 alelos	 se	 pierden	 en	 los	

tumores.	 La	 no	 disyunción	 mitótica,	 la	 recombinación	 entre	 cromosomas	 homólogos	 y	 la	

deleción	de	fragmentos	de	cromosomas	son	los	mecanismos	que	provocan	la	LOH[61].	

Deficiencias	en	la	respuesta	al	daño	sobre	el	ADN.	

La	 pérdida	 de	 actividad	 de	 genes	 supresores	 tumorales	 que	 responden	 al	 daño	 sobre	 el	

ADN,	tales	como	las	mutaciones	en	el	gen	TP53	o	en	el	gen	APC	que	inactivan	su	función	como	

supresor	 tumoral,	 es	 otro	 de	 los	 mecanismos	 característicos	 de	 la	 vía	 de	 inestabilidad	

cromosómica[66].	

Vía	de	inestabilidad	de	microsatélites	en	CCR:	Fenotipo	MSI	y	Fenotipo	CIMP	

El	fenotipo	MSI	aparece	en	el	15%	de	los	tumores	esporádicos	y	en	el	síndrome	familiar	de	

Lynch	 (HNPCC)	 [45,46,49]Los	 tumores	 que	 presentan	 el	 fenotipo	 MSI,	 son	 consecuencia	 de	

defectos	en	la	maquinaria	de	reparación	de	genes		Mistmatch	repair	MMR	relacionadas	con	un	

silenciamiento	génico	(MLH1)	y	acumulación	de	mutaciones	somáticas	en	la	línea	germinal	en	

genes	del	complejo	MMR	(MLH1,	MSH2,	MSH6	y	PMS2).	Debido	a	que	los	microsatélites	son	

secuencias	 cortas	 repetidas	 en	 tándem,	 tienen	 especial	 tendencia	 a	 acumular	 pequeñas	

inserciones-deleciones,	 que	 pueden	 ser	 detectadas	 como	 marcadores	 de	 este	 fenotipo.	 Un	
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sistema	 de	 reparación	 deficiente	 está	 relacionado	 con	 la	 pérdida	 de	 función	 en	 genes	

supresores	 tumorales	 (TGFBR2,	 IGF2R	 y	 PTEN)	 y	 sobreexpresión	 de	 oncogenes	 como	 BRAF.	
[46,49]	

El	sistema	MMR	está	controlado	fundamentalmente	por	las	proteínas	MLH1,	MSH2,	MSH6	

y	PMS2.	Entre	ellas	forman	complejos	heterodiméricos.	El	más	abundante	y	primero	en	actuar	

está	 formado	por	MSH2-MSH6.	A	este	complejo	 se	 le	une	posteriormente	otro	 formado	por	

MLH1-PMS2	.	El	complejo	final	escinde	el	error	del	ADN	y	lo	repara.	Si	ambos	alelos	de	alguno	

de	estos	genes	se	inactivan	por	cualquier	mecanismo	ya	sea	deleción,	mutación	o	metilación,	

los	errores	de	replicación	no	se	pueden	reparar	y	se	acumularán	mutaciones	en	microsatélites,	

produciéndose	 IMS	 y	 desarrollándose	 el	 CCR.	 La	 inactivación	 de	 ambos	 alelos	 tiene	 como	

consecuencia	 la	 pérdida	 de	 expresión	 de	 la	 proteína,	 lo	 cual	 puede	 detectarse	 mediante	

inmunohistoquímica[49,52,57,58].	

	

Figura	6.-	Fenotipo	MSI	y	Fenotipo	CIMP.	El	fenotipo	CIMP	se	presenta	en	los	tumores	con	
inestabilidad	de	microsatélites	cuando	se	produce	la	hipermetilación	de	MLH1.	Si	no	existe	
metilación	 del	 gen	 y	 se	 producen	 mutaciones	 en	 el	 mismo	 se	 trata	 de	 tumores	 con	
inestabilidad	de	microsatélites	CIMP-.		

El	 fenotipo	 CIMP	 aparece	 en	 un	 75%	 de	 los	 tumores	 que	 presentan	 fenotipo	 MSI,	

generalmente	 por	 hipermetilación	 del	 promotor	 de	MLH1	 en	 tumores	 con	MSI-H,	 o	 de	 alta	

frecuencia	que	presentan	MSI	más	de	un	40%	de	los	genes	estudiados,	o	del	promotor	del	gen	

MGMT	en	tumores	con	MSI-L,	o	de	baja	frecuencia	en	los	que	aproximadamente	aparece	MSI	

en	un	10%	de	los	genes	estudiados	a	su	vez	correlacionado	con	la	mutación	del	oncogén	KRAS	

Los	tumores	que	presentan	fenotipo	MSI-H	están	relacionados	con	un	pronóstico	favorable.	En	

la	figura	6	se	simplifica	el	proceso	por	el	que	se	produce	el	fenotipo	CIMP	en	los	tumores	con	

inestabilidad	de	microsatélites	MSI		[67,68].	
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Los	tumores	esporádicos	MMR+	se	originan	debido	a	inactivación	por	hipermetilación	del	

promotor	 del	 gen	 MLH1.	 En	 estos	 casos	 siempre	 se	 observa	 pérdida	 de	 expresión	

inmunohistoquímica	 de	MLH1.	 La	 pérdida	 de	 expresión	 de	MLH1	 generalmente	 se	 asocia	 a	

pérdida	secundaria	de	PMS2.	De	la	misma	forma,	la	pérdida	de	MSH2	suele	asociarse	a	pérdida	

secundaria	de	MSH6.	Las	pérdidas	aisladas	de	PMS2	o	MSH6,	indicativas	de	mutación	en	estos	

genes,	 son	 poco	 frecuentes	 y	 sólo	 deben	 considerarse	 tras	 haber	 observado	 expresión	 de	

MLH1	y	MSH2[67,68].	

Uso	de	múltiples	marcadores	moleculares	en	la	clasificación	del	CCR:	subtipos	

moleculares	del	CCR		

El	 desarrollo,	 en	 los	 últimos	 años,	 de	 nuevas	 tecnologías	 como	 la	 transcriptómica,	 la	

genómica	 o	 la	 epigenómica,	 que	 implican	 la	 obtención	 y	 análisis	masivo	 de	 datos	mediante	

secuenciación	 masiva,	 está	 arrojando	 luz	 sobre	 las	 numerosas	 alteraciones	 que	 suceden	

durante	 el	 proceso	 de	 carcinógenesis	 colorrectal.	 El	 uso	 conjunto	 en	 base	 a	 modelos	

matemáticos	y	analíticos	de	toda	la	información	obtenida	va	a	permitir	mejorar	la	clasificación	

del	 CCR,	 a	 efectos	 del	 pronóstico	 y	 predicción,	 respecto	 a	 las	 clasificaciones	 tradicionales	

descritas	hasta	la	fecha[69,70].	

Por	 ello,	 a	 partir	 de	 estas	 premisas	 se	 creó	 el	 consorcio	de	 subtipificación	del	 CCR	 “CRC	

Subtyping	 Consortium”(CRCSC)	 [69]	 para	 determinar	 la	 presencia	 o	 ausencia	 de	 patrones	

utilizando	algoritmos	basados	en	los	datos	de	expresión	génica	del	CCR.	Uno	de	los	objetivos	

de	 este	 consorcio	 fue	 la	 integración	 y	 comparación	 con	 todas	 las	 fuentes	de	datos	posibles;	

mutaciones,	 número	 de	 copias,	 metilación,	 microARN	 y	 proteómica,	 para	 establecer	 los	

subtipos	moleculares	del	CCR	en	función	de	los	parámetros	relacionados	con	el	seguimiento	y	

la	 supervivencia	 de	 los	 pacientes.	 Este	 proceso	 permitió	 discriminar	 cuatro	 subtipos	

moleculares	diferentes	para	el	CCR,	que	fueron	validados	con	datos	de	expresión	procedentes	

de	otras	plataformas	tecnológicas	(Affymetrix,	Agilent	y	RNA-sequencing)	demostrando	que	la	

tecnología	 empleada	 fue	 robusta.	 Esta	 integración	 de	 datos	 permite	 la	 translación	 de	 los	

subtipos	moleculares	en	subtipos	clínicos,	definiéndose	los	siguientes	cuatro	subtipos:	

Subtipo	1:	CMS1-MSI	inmune			

Este	 subtipo	 comprende	 el	 14	 %	 de	 los	 tumores	 de	 CCR	 e	 incluye	 a	 la	mayor	 parte	 de	

aquellos	 que	 presentan	 fenotipo	 MSI.	 Son,	 por	 tanto,	 tumores	 con	 inestabilidad	 de	

microsatélites	que,	además,	presentan	alta	prevalencia	de	fenotipo	CIMP	y	baja	prevalencia	de		

alteraciones	 somáticas	 en	 el	 número	 de	 copias	 (SCNA).	 En	 este	 subtipo,	 las	 proteínas	 del	

sistema	de	reparación	MMR	 	se	encuentran	sobreexpresadas.	Su	nombre,	MSI	 inmune,	hace	
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referencia	 a	 su	 relación	 con	 la	 vía	 inflamatoria	 y	 a	 la	 presencia	 de	 infiltración	 de	 células	

inmunológicas	 .Esta	 infiltración	 inmunológica	va	acompañada	del	 incremento	de	 la	expresión	

de	genes	asociados	a	la	respuesta	Th1	y	a	las	células	T.	Por	otra	parte,	en	este	subtipo	el	gen	

BRAF	se	encuentra	mutado	con	una	elevada	prevalencia,	 lo	que	conlleva	una	hiperactivación	

de	la	vía	de	señalización	de	las	MAPKinasas.	Se	caracteriza	por	el	 incremento	de	la	expresión	

de	genes	asociados	a	la	infiltración	inmunitaria	principalmente	compuesta	por	TH1	y	las	células	

T.		

Respecto	al	comportamiento	clínico	se	ha	observado	que	este	subtipo	es	diagnosticado	de	

forma	más	 frecuente	en	mujeres,	 tratándose	de	 tumores	 con	alto	 grado	de	diferenciación	 y	

localización	 preferente	 en	 el	 colon	 proximal.	 Los	 tumores	 con	 este	 subtipo,	 son	 los	 que	

presentan	 un	 peor	 pronóstico,	 mayor	 recurrencia	 y	 menor	 supervivencia	 después	 del	

tratamiento,	sobre	todo	en	los	casos	en	los	que	se	presentan	mutación	en	BRAF[69].	

Subtipo	2:CMS2-Canonical	

El	 perfil	 molecular	 presenta	 un	 fenotipo	 CIN,	 con	 inestabilidad	 cromosómica,	 con	 una	

elevada	prevalencia	de	SCNA	con	un	patrón	de	ganancia	de	copias	en	oncogenes	y	pérdida	de	

copias	 en	 genes	 supresores	 tumorales.	 Se	 correspondería	 con	 una	 alta	 prevalencia	 de	 la	

mutación	en	KRAS	y	una	sobreexpresión	de	este	gen	en	este	perfil	molecular.		

Los	 tumores	CMS2	presentan	sobrerregulación	de	 la	actividad	de	 las	vías	de	señalización	

de	wnt	 y	MYC,	y	de	sus	dianas.	Estos	 tumores	se	 localizan	con	mayor	 frecuencia	en	el	 colon	

distal	y	se	asocian	a	un	mejor	pronóstico	y	una	mayor	supervivencia	que	en	los	otros	subtipos	

moleculares[69].	

Subtipo	3:	CMS3-Metabolic	

El	 perfil	 molecular	 presenta	 características	 propias	 del	 fenotipo	 CIN	 pero	 también	 del	

fenotipo	MSI.	Se	caracteriza	por	presentar	una	baja	prevalencia	de	alteraciones	somáticas	en	

el	número	de	copias(SCNA),	por	presentar	fenotipo	CIMP-low,	y	un	estatus	de	hipermetilación	

intermedio,	 enriquecido	 por	 múltiples	 “firmas”	 metabólicas	 que	 ocurren	 en	 línea	 con	 la	

activación	 constitutiva	 del	 gen	 KRAS,	 cuyas	 mutaciones	 se	 ha	 descrito,	 pueden	 inducir	 una	

adaptación	metabólica.	Los	pacientes	con	este	perfil	molecular	responden	de	manera	similar	a	

los	que	presentan	el	segundo	subtipo	CMS2	asociándose	a	un	buen	pronóstico[69].	

Subtipo	4:	CMS4:	Mesenchymal	

El	perfil	molecular	presenta	un	fenotipo	CIN	con	una	elevada	prevalencia	de	SCNA	y	con	un	

patrón	 de	 oncogenes	 sobreexpresados	 y	 genes	 supresores	 tumorales	 inhibidos	 similar	 al	
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observado	 en	 el	 subtipo2.	 Los	 tumores	 de	 subtipo	 CMS4	muestran	 un	 claro	 aumento	 de	 la	

actividad	 de	 los	 genes	 implicados	 en	 la	 transición	 epitelio-mesénquima	 y	 un	 aumento	 de	 la	

actividad	 del	 factor	 de	 crecimiento	 TGF-β,	 de	 las	 vías	 de	 señalización	 implicadas	 en	 la	

angiogénesis,	de	los	mecanismos	de	la	remodelación	de	la	matriz	y	de	los	genes	implicados	en	

el	proceso	inflamatorio.	Este	subtipo	tumoral	tiende	a	diagnosticarse	en	estados	avanzados	de	

la	enfermedad	asociándose	a	un	peor	pronóstico	y	una	menor	supervivencia	global	y	libre	de	

enfermedad[69].	

Epigénetica	del	cáncer	colorrectal	
Desde	 los	 primeros	 años	 de	 la	 revolución	 de	 la	 Biología	Molecular,	 la	 investigación	 del	

cáncer	se	ha	centrado	principalmente	en	 los	cambios	genéticos,	y	este	conocimiento	ha	sido	

crucial	en	la	comprensión	de	la	patogénesis	y	de	la	biología	del	cáncer.	No	obstante,	no	todas	

las	alteraciones	implicadas	en	la	tumorogénesis	conllevan	cambios	en	la	secuencia	del	ADN.	Ya	

en	 1942	 Conrad	 H.	 Waddington[71]	 acuñó	 el	 término	 “epigenética”	 para	 definir	 las	 “las	

interacciones	 causales	 entre	 los	 genes	 y	 sus	 productos,	 de	 los	 cuales	 resulta	 el	 fenotipo”.	

Desde	el	conocimiento	actual	podemos	definir	epigenética	como	“la	herencia	de	 la	actividad	

del	 ADN	 que	 no	 depende	 de	 la	 secuencia	 estricta	 del	 mismo”.	 Se	 trata	 de	 modificaciones	

bioquímicas	que	regulan	la	expresión	de	los	genes	y	son	heredables,	tanto	en	las	mitosis	de	las	

células	 somáticas	 como	 en	 las	 meiosis	 de	 las	 células	 germinales.	 [67,-71].	 Las	 modificaciones	

epigenéticas,	 se	 han	 reconocido	 por	 la	 comunidad	 científica	 como	mecanismos	 importantes	

implicados	en	la	formación	del	cáncer,	del	mismo	modo	que	las	alteraciones	genéticas.	

La	 epigenética	 es	 uno	 de	 los	mecanismos	 que	 ayuda	 a	 explicar	 las	 diferencias	 entre	 los	

individuos	 de	 una	 misma	 especie.	 Un	 caso	 claro	 de	 influencia	 de	 la	 epigenética	 está	

representado	 por	 las	 diferencias	 entre	 los	 gemelos	 monozigóticos,	 que	 teniendo	 idéntico	

genotipo	 van	 adquiriendo	 durante	 la	 vida	 diferencias	 fenotípicas	 así	 como	 diferencias	 en	 la	

susceptibilidad	 a	 enfermedades[67].	 Una	 de	 las	 características	 del	 epigenoma	 es	 que	 no	 es	

estático	y	puede	modificarse.	Además	es	diferente	en	los	distintos	tejidos	y	tipos	celulares	del	

organismo.	 Las	 marcas	 epigenéticas	 son	 reversibles,	 se	 nace	 con	 un	 epigenoma	 que	 se	

adquiere	 durante	 el	 desarrollo	 embrionario,	 la	 exposición	 a	 lo	 largo	 de	 la	 vida	 a	 diferentes	

factores	ambientales	como	la	dieta,	 la	actividad	física	o	 la	exposición	a	tóxicos,	modifican	 las	

marcas	 epigenéticas	 de	 nuestro	 genoma,	 induciendo	 la	 aparición	 de	 enfermedades	 como	 el	

cáncer[72,73].		

El	 papel	 de	 la	 epigenética	 en	 la	 patogénesis	 del	 CCR	 ofrece	 una	 vía	 alternativa	 para	

elucidar	 los	mecanismos	del	desarrollo	del	 cáncer[73,74].Existen	 varios	niveles	de	modificación	
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epigenética,	 como	 la	 metilación	 del	 ADN,	 la	 modificación	 de	 las	 histonas,	 la	 acción	 de	 los	

Complejos	 remodeladores	 de	 la	 cromatina,	 y	 los	ARN	no	 codificantes	 (MicroARN,	 Long	 non-

coding	RNA),	que	se	describen	a	continuación.	

Metilación	del	ADN	
El	mecanismo	epigenético	mejor	caracterizado	es	la	metilación	del	ADN.	Dicho	mecanismo	

es	crucial	para	el	control	de	la	actividad	génica,	el	mantenimiento	de	la	arquitectura	del	núcleo	

de	las	células	e	imprescindible	para	el	control	de	la	diferenciación	celular[74,75].		

Este	 tipo	 de	modificación	 epigenética	 consiste	 en	 la	 adicción	 de	 grupos	metilo	 sobre	 el	

ADN.	La	metilación	de	la	región	promotora	de	un	gen	es	uno	de	los	mecanismos	que	pueden	

silenciar	 la	 expresión	 génica,	 impidiendo	 el	 acceso	 a	 factores	 de	 transcripción	 que	

interaccionan	con	el	ADN[76].		

El	 proceso	 de	 metilación	 está	 mediado	 por	 unas	 enzimas	 denominadas	 DNA	 metil	

transferasas	(DNMTs)	que	catalizan	la	adición	covalente	de	un	grupo	metilo	al	carbono	5´de	la	

citosina	 creando	 5´metil-citosina.	Hay	 dos	 tipos	 de	metil	 transferasas:	 las	metilasas	 de	 novo	

(DNMT3a	 y	 DNMT3b)	 y	 las	 de	 mantenimiento	 (DNMT1).	 Estas	 proteínas	 requieren	 como	

cofactor	 donador	 del	 grupo	metilo	 a	 la	molécula	 S-adenosil-metionina	 (SAM),	 que	 añade	 el	

grupo	metilo	a	los	residuos	de	citosina[77].	Las	metilasas	de	novo	metilan	el	ADN	en	una	nueva	

posición,	 mientras	 que	 las	 metilasas	 de	 mantenimiento	 ejercen	 su	 acción	 sobre	 sitios	

metilados	de	forma	constitutiva	para	mantener	el	silenciamiento	génico.	[77].	

En	 humanos	 la	metilación	 del	 ADN	ocurre	 en	 las	 citosinas	 que	 preceden	 a	 las	 guaninas;	

estos	dinucleótidos	se	denominan	CpGs,	que	suelen	estar	distribuidos	en	grupos	denominados	

islas	CpGs	que	se	concentran	en	 los	extremos	5’	de	 las	regiones	reguladoras	de	 los	genes.	La	

mayoría	de	las	islas	CpGs	no	están	metiladas	en	las	células	normales,	exceptuando	en	los	alelos	

silenciados	por	 impronta	genómica	y	en	el	cromosoma	X.	Mientras	 las	 islas	CpG	de	 la	 región	

promotora	del	gen	no	estén	metiladas,	el	gen	se	encontrará	activo	y	estará	expresándose.	La	

mayoría	de	los	lugares	CpG	mantienen	un	estado	de	metilación,	especialmente	aquellos	que	se	

encuentran	fuera	de	la	región	promotora	del	gen[78,79].	

En	el	cáncer	se	modifican	estos	patrones	de	metilación	apareciendo	hipermetilación	en	las	

islas	 CpG	 de	 genes	 supresores	 tumorales,	 y	 pérdida	 de	 la	 metilación	 en	 genes	 silenciados	

implicados	 en	 la	 proliferación	 celular.	 En	 el	 CCR	 existen	 ejemplos	 de	 hipermetilación	 e	

hipometilación	aberrante.	
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Hipometilación	del	ADN	en	el	CCR	

La	hipometilación	del	ADN	representa	una	modificación	epigenética	que	se	relaciona	con	

el	envejecimiento,	debido	a	 la	adquisición	gradual	de	errores	durante	 la	metilación	 llevada	a	

cabo	por	metiltransferasas	constitutivas	o	“de	mantenimiento”	(DNMT1)	y	que	se	correlaciona	

con	 el	 daño	 genómico.	 La	 pérdida	 de	 la	 metilación	 de	 genes	 induce	 errores	 durante	 la	

recombinación	y	una	duplicación	de	los	cromosomas	inadecuada[80].La	hipometilación	del	ADN	

favorece	 la	formación	de	cáncer	al	 fomentar	 la	 inestabilidad	cromosómica,	 la	reactivación	de	

trasposones	y	la	pérdida	de	la	impronta	genética[72].	

En	el	cáncer	se	ha	observado	una	hipometilación	global	del	genoma,	caracterizada	por	 la	

depleción	 amplia	 y	 gradual	 de	 las	 bases	 de	 citosinas	 metiladas.	 Las	 zonas	 hipometiladas	

incluyen	regiones	codificantes	de	genes	pero	también	regiones	no	codificantes,	como	intrones	

y	secuencias	repetitivas	de	ADN[81].		

En	 el	 CCR	 se	 ha	 observado	 este	 patrón	 de	 hipometilación	 global	 del	 genoma,	 en	 el	 que	

aparecen	regiones	largas	no	codificantes	LINE-1	de-metiladas	asociándose	a	un	aumento	de	la	

inestabilidad	 genómica	 y	 una	 mayor	 capacidad	 para	 penetrar	 en	 los	 tejidos	 circundantes	 y	

metastatizar,	 un	 fenómeno	que	es	más	habitual	 en	el	 cáncer	 colorectal	 con	 fenotipo	CIN[77].	

Otro	mecanismo	 relacionado	 con	 el	 desarrollo	 y	 promoción	 de	 la	 carcinogénesis	 colorrectal	

atribuido	a	la	hipometilación,	es	la	regulación	transcripcional	positiva	de	oncogenes[82].	

Hipermetilación	del	ADN	en	el	CCR	

Se	ha	 establecido	una	 asociación	 entre	metilación	 aberrante	 de	 las	 islas	 CpG	 localizadas	

próximas	a	 la	 región	promotora	del	gen	y	una	 inhibición	anormal	de	 la	 transcripción,	con	un	

silenciamiento	 de	 genes	 supresores	 tumorales,	 reguladores	 del	 ciclo	 celular	 y	 genes	

reparadores	del	ADN[83,84].	

La	 hipermetilación	 aberrante	 de	 las	 islas	 CpG	 conlleva	 el	 silenciamiento	 de	 los	 genes,	

normalmente	 genes	 supresores	 tumorales,	 esto	 puede	 darse	 por	 acción	 de	 las	 DNMTs	 y	

además,	 	 a	 través	 de	 la	 cooperación	 de	 las	 DNMTs	 con	 otros	 complejos	 represores	 que	

modifican	 las	 histonas	 con	 los	 que	 interactúan	 para	 provocar	 el	 silenciamiento	 génico	 y	 la	

represión	transcripcional	de	los	genes[85].Las	metilaciones	aberrantes	son	específicas	según	el	

tipo	de	cáncer,	es	decir,	en	el	cáncer	de	mama	el	perfil	de	hipermetilación	es	diferente	al	de	

glioma	o	al	de	cáncer	colorrectal[72].	

Se	 ha	 demostrado	 que	 la	 hipermetilación	 del	 promotor	 de	APC	 se	 correlaciona	 con	 CCR	

metástasico	y	con	el	fenotipo	CIN	mientras	que	la	inactivación	del	promotor	de	MLH1	una	de	

las	proteínas	 reparadoras	del	ADN	del	 complejo	MMR	 (mistmatch-repair)	 se	ha	observado	a	
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menudo	 con	 frecuencia	 en	 CCR	 esporádico	 de	 fenotipo	 de	 inestabilidad	 de	microsatélites	 o	

MSI.[Van	engeladn	y	Roy	citas	arriba]	En	CCR	con	fenotipo	MSI	además	se	ha	observado	que	la	

metilación	 de	 MLH1	 no	 sólo	 afecta	 al	 tejido	 tumoral	 sino	 que	 aparece	 en	 mucosa	 normal	

adyacente	 al	 tumor.	 Además	 MGMT	 otra	 proteína	 reparadora,	 aparece	 silenciada,	 con	 su	

promotor	 hipermetilado	 en	 el	 CCR,	 y	 dicho	 silenciamiento	 parece	 favorecer	 la	 aparición	 de	

mutaciones	en	KRAS	y	BRAF	en	CCR[86].	

Estos	 datos	 sugieren	 que	 la	 hipermetilación	 de	 los	 promotores	 de	 ciertos	 genes,	

incluyendo	las	proteínas	reparadoras	del	ADN,	podría	preceder	a	la	formación	del	tumor	y	su	

detección	 en	 el	 epitelio	 normal	 de	 la	 mucosa	 del	 colon	 podría	 ser	 un	 indicativode	 lesiones	

premalignas	que	ocurren	en	etapas	tempranas	del	desarrollo	del	CCR.	

Modificación	de	las	Histonas	

La	 modificación	 de	 las	 histonas	 es	 otro	 tipo	 de	 modificación	 epigenética	 e	 incluye	 las	

siguientes	 modificaciones	 bioquímicas	 como	 la	 acetilación,	 metilación,	 fosforilación,	

ubiquitinación,	sumoilación,	ADP	ribosilación,	desaminación	e	 isomerización	de	 la	prolina,	de	

residuos	 específicos	 del	 core	 de	 las	 histonas	 (H2A,	 H2B,	 H3	 y	 H4).	 Se	 trata	 de	 cambios	

epigenéticos	 que	 regulan	 la	 transcripción	 coordinando	 la	 accesibilidad	 al	 ADN	 a	 través	 del	

control	 del	 estado	 estructural	 de	 la	 cromatina.	 Este	 balance	 en	 la	 compactación	 de	 la	

cromatina,	 entre	 el	 estado	 activo,	 eucromatina,	 y	 el	 inactivo,	 heterocromatina,	 va	 a	

determinar	el	acceso	de	la	maquinaria	de	transcripción	al	ADN	favoreciendo	o	reprimiendo	la	

expresión	génica[82,87].	

Estas	 modificaciones	 de	 las	 histonas	 tienen	 una	 contribución	 esencial	 al	 desarrollo	 de	

diversos	 procesos	 fisiológicos,	 pero	 también	 son	 responsables	 de	 la	 aparición	 de	 perfiles	

epigenéticos	 y	 genéticos	 aberrantes,	 que	 aparecen	 en	 numerosos	 tipos	 de	 tumores	 sólidos	

como	próstata,	mama,	pulmón	y/o	colorrectal,	así	como	en	patologías	hematológicas[87].	

La	acetilación	y	metilación	de	las	histonas	son	el	tipo	de	modificaciones	epigéneticas	más	

estudiadas	en	el	CCR.	El	residuo	que	es	modificado,	la	localización	en	la	histona	y	la	categoría	

de	la	alteración	definen	el	pronóstico[84].	

Acetilación	de	las	histonas		

La	adición	post-traslacional	de	grupos	acetilo	interfiere	en	la	unión	electroestática	entre	el	

ADN	 cargado	 negativamente	 y	 las	 histonas,	 mediante	 la	 descondensación	 de	 la	 cromatina		

facilitando	la	transición	de	heterocromatina	a	eucromatina.	La	acetilación	y	desacetilación	de	

los	residuos	de	lisina	de	la	cola	de	las	histonas	es	regulado	por	las	histonas	acetiltransferasas	
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(HATs)	 las	 enzimas	 encargadas	 de	 colocar	 esta	 marca	 sobre	 las	 histonas	 y	 las	 histonas	

deacetilasas	(HDACs)	son	las	enzimas	que	se	encargan	de	eliminar	estas	marcas	de	activación	

de	las	histonas[87].		

Las	 histonas	 acetiltransferasas	 (HATs)	 que	 al	 colocar	 marcas	 de	 acetilo	 promueven	 la	

activación	transcripcional	de	los	genes,	están	divididas	en	dos	categorías	básicas:	(a)HATs	tipo	

A	nuclear	que	acetilan	las	histonas	que	forman	el	nucleosoma	y	(b)	HATs	tipo	B	citoplásmatico	

que	acetilan	histonas	 libres[88].Su	papel	en	el	CCR	es	complicado	ya	que	aparecen	 implicados	

complejos	 que	 tejen	 redes	 afectando	 a	 varias	 vías	 de	 señalización	 celular	 como	 wnt	 /β-

catenina[89].	

La	 familia	 de	 histonas	 deacetilasas	 (HDACs)	 que	 tienen	 un	 papel	 represor,	 contiene	 18	

miembros	subdivididos	en	4	categorías:	(a)categoría	I	(HDAC	1-3,	8),	(b)	categoría	II	(HDAC	4-7,	

9	 y	 10),(c)	 categoría	 III	 (Sirtuinas	 1-7)	 y	 (d)	 IV	 (HDAC	 11)	 Las	 clases	 I,	 II	 y	 IV	 comprenden	 la	

familia	de	HDAC	clásica,	dependientes	de	Zn,	mientras	que	la	clase	III	es	NAD+-dependiente[90].	

Además	de	 con	 las	 histonas,	 las	HDACs	 interaccionan	 con	otras	 proteínas,	 para	mantener	 la	

represión	transcripcional.	Se	ha	observado	sobreregulación	de	estas	enzimas	en	CCR[91].	

Metilación	de	las	histonas		

La	metilación	de	 las	 histonas	 es	un	procedimiento	dinámico	 y	 flexible	que	ocurre	 en	 los	

residuos	de	lisina,	arginina	e	histidina,	siendo	la	 lisina	el	residuo	más	frecuente	metilado.	Los	

residuos	de	lisina	pueden	estar	mono-,	di-	o	tri-metilados,	siendo	característico	de	las	regiones	

silenciadas	las	marcas	de	tri-metilación	como	las	de	la	histona	H3,	en	el	residuo	9	de	lisina	o	en	

el	 27,	 H3K9me3	 o	 H3K27me3,	 junto	 con	 una	 ausencia	 de	 acetilación[84].	 A	 diferencia	 de	 la	

acetilación,	 la	 metilación	 no	 provoca	 cambios	 en	 las	 propiedades	 electroestáticas	 de	 la	

estructura,	 sino	 que	 está	 relacionada	 con	 el	 silenciamiento	 de	 la	 región	 de	 ADN	 porque	

provoca	un	estado	de	compactación	de	la	cromatina	que	no	permite	el	acceso	a	los	factores	de	

transcripción.	[72].	

Las	histonas	metiltransferasas	(HMTs)	y	las	histonas	demetilasas	(HDMTs)	son	las	proteínas	

encargadas	 de	 mantener	 los	 perfiles	 específicos	 de	 metilación	 de	 las	 histonas.	 [Wang	 Y.	

Degrees	 make	 all	 diference…	 Epigenetics	 2009].	 Las	 histonas	 metiltransferasas	 (HMT)	 se	

caracterizan	por	poseer	un	dominio	SET	responsable	de	la	función	enzimática,	mientras	que	las	

HDMTs	 son	 grandes	 complejos	 correpresores.	 [92].	 Por	 ejemplo	 la	 LSD1	 Lysine	 specific	

demethylase	1	desmetila	 los	residuos	de	metilo	de	 la	histona	H3,	en	H3K4me2	y	H3K9me.	La	

desmetilación	puede	resultar	patológica	al	asociarse	con	varios	mecanismos	moleculares	como	

la	 proliferación	 y	 diferenciación	 celular	 eliminando	marcas	 de	 silenciamiento	 de	 oncogenes.	
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Además,	 en	 concreto	 esta	 desmetiltranfersasa	 LSD1	 interacciona	 con	 otras	moléculas	 como	

metil	 transferasas	 DNMT1	 	 presentando	 un	 posible	 papel	 en	 el	 silenciamiento	 de	 p53	

promoviendo	la	tumorogénesis[93].		

Por	otro	lado,	las	marcas	de	metilación	de	histonas	que	aparecen	de	forma	más	frecuente	

asociadas	 a	 la	 tumorogénesis	 colorrectal	 son	 las	 marcas	 de	 trimetilación	 de	 la	 histona	 H3,	

H3K9me3	y	H3K27me3asociadas	a	 la	promoción	de	factores	que	regulan	 la	expresión	el	ciclo	

celular	y	la	angiogénesis	[94].	

Ubiquitinación	de	las	histonas	

La	 ubiquitinización	 es	 un	 proceso	 enzimático	 de	modificación	 proteica	 post-traduccional	

(PTM)	en	el	cual	el	ácido	carboxílico	de	la	glicina	terminal	forma	un	enlace	amida	con	el	grupo	

amino	de	 la	 lisina	 en	 la	 proteína	modificada.	 El	marcaje	de	ubiquitina	dirige	 las	 proteínas	 al	

proteosoma,	 gran	 complejo	 de	 proteínas	 que	 degrada	 y	 recicla	 proteínas	 innecesarias.	 Las	

histonas	 normalmente	 se	 encuentran	 mono-ubiquitinadas.	 La	 ubiquitinación	 puede	 verse	

asociada	 tanto	a	una	activación	 como	a	un	 silenciamiento	de	 los	 genes	que	participan	en	el	

desarrollo	 y	 progresión	 del	 cáncer.	 Este	 proceso	 es	 llevado	 a	 cabo	 por	 un	 balance	 entre	

proteínas	ubiquitinas	 ligasas	 y	 desubiquitinas	 ligasas.	 La	desregulación	de	 ambas	 se	 asocia	 a	

tumores	sólidos	que	incluyen	el	CCR.	La	pérdida	de	la	monoubiquitinación	de	la	H2B	se	asocia	

a	tumorogénesis	[95].	

Complejos	remodeladores	de	la	cromatina	
Los	 complejos	 remodeladores	 de	 la	 cromatina	 se	 encargan	 de	 mantener	 un	 equilibrio	

dinámico,	 entre	 activación	 y	 represión,	 en	 muchos	 procesos	 fisiólogicos	 tales	 como	 la	

proliferación,	 auto-renovación	 y	 diferenciación	 celular	 [96].	 Utilizando	 la	 energía	 derivada	 del	

ATP,	 estos	 complejos	 manipulan	 la	 arquitectura	 del	 nucleosoma,	 a	 través	 tanto	 de	 la	

movilización	 dinámica	 por	 inserción	 o	 eliminación	 de	 los	 nucleosomas,	 como	 de	 la	

configuración	nucleosomal	del	ADN	y	 los	octámeros	de	histonas.	Además,	 los	remodeladores	

de	cromatina	pueden	comportarse	como	supresores	tumorales	o	promotores,	en	función	del	

contexto	de	señales	celulares,	reclutando	HDACs,	HDMTs	y	numerosas	proteínas	celulares	para	

construir	esta	arquitectura	y	participar	en	una	red	compleja	de	factores	de	transcripción[96,97].	

La	 sobreexpresión	o	 la	mutación	de	algunos	miembros	 importantes	de	 la	maquinaria	de	

remodelación	 de	 la	 cromatina	 han	 sido	 identificados	 en	 un	 amplio	 rango	 de	 enfermedades	

hematológicas	y	tumores	sólidos[96,97].		
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ARNs	no	codificantes	(Micro	ARNs,	long	non	coding	RNAs)	
Avances	en	el	conocimiento	y	en	 la	comprensión	de	 la	 regulación	de	 la	expresión	génica	

que	han	sido	puestos	de	manifiesto	por	el	consorcio	ENCODE	(Encyclopedia	of	DNA	Elements	

Consortium)	 con	el	proyecto	del	 transcriptoma	humano,	que	ha	 revelado	que	 los	 genes	que	

codifican	para	proteínas	representan	menos	del	2%	del	total	del	genoma	y	aproximadamente	

el	80%	del	genoma	se	transcribe	activamente	en	ARNs	no	codificantes	(ncRNA)	[98].		

Aunque	 se	 pensaba	 que	 estos	 ARN	 no	 codificantes	 formaban	 parte	 del	 “ruido	 de	

backgroung	transcripcional”	relacionado	con	“ADN	basura”,	se	han	acumulado	evidencias	que	

los	 ARN	 no	 codificantes	 juegan	 un	 papel	 en	 muchos	 procesos	 biológicos	 que	 incluyen	 la	

regulación	de	oncogenes	y	genes	supresores	tumorales	en	cáncer[99].	Los	ARNs	no	codificantes	

se	diferencian	en	dos	grupos	en	función	de	su	tamaño:	

• Pequeños	 ARNs	 no	 codificantes:	 con	 tamaños	 menores	 de	 <200	 nucleótidos.	 Este	

grupo	 lo	 componen	 los	microARNs	 (miARN),	piwi	 interacting	RNAs	y	pequeños	ARNs	

nucleolares	(snoRNAs).	

• Long	non	coding	RNAs	(lncRNA)		(Largos	ARN	no	codificantes)	[100].	

Estudios	 recientes	 han	 arrojado	 luz	 sobre	 el	 papel	 que	 desempeñan	 estos	 ARN	 no	

codificantes	 en	 particular	 sobre	 el	 papel	 de	 los	 microARN	 y	 su	 contribución	 biológica	 a	 la	

patogénesis	del	cáncer.	

MicroARNs	

Los	 microARNs	 (miARN)	 constituyen	 un	 mecanismo	 complementario	 del	 control	 de	 la	

expresión	génica	que	implica	a	una	maquinaria	que	interacciona	con	la	maquinaria	epigenética	

regulándola	y	siendo	a	su	vez	regulada	por	ella.		

Los	 microARN	 son	 secuencias	 cortas	 de	 aproximadamente	 22	 nucleótidos	 que	 no	 se	

traducen	 e	 hibridan	 con	 ARNm	 silenciado	 su	 traducción.	 Los	 microARN	 pueden	 estar	 poco	

expresados	 en	 cáncer	 por	 hipermetilación	 de	 su	 extremo	 5´.	 Por	 eso	 se	 considera	 que	 los	

microARN	pueden	tener	funciones	de	“genes	supresores	tumorales”.	

Durante	 la	 biogénesis,	 los	 miARN	 premaduros	 se	 exportan	 del	 núcleo	 al	 citoplasma.	 Se	

procesas	estos	miARN	premaduros	 	 generando	miARN	maduros,	que	 se	unen	al	extremo	3´-

UTR	de	ARNm,	silenciándolos,	todo	este	proceso	se	ve	regulado	por	el	complejo	que	induce	el	

silenciamiento	 del	 ARN	 o	 RNA-induced	 silencing	 complex	 (RISC).	 La	 unión	 del	 micro-ARN	 al	

ARNm	puede	implicar	por	un	lado	la	degradación	del	ARNm	o	la	inhibición	de	su	traducción	en	

proteína.	 Se	 ha	 demostrado	 que	 su	 patrón	 de	 comportamiento	 puede	 ser	 modulado	
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dependiendo	de	los	estímulos	del	micro	ambiente	tumoral[101].	Hasta	la	fecha,	se	ha	observado	

que	cientos	de	micro-ARN	aparecen	desregulados	en	muchos	tipos	de	cáncer	se	ha	señalado	

alguno	 de	 ellos	 como	 relevante	 en	 la	 tumorogénesis	 colorrectal,	 regulando	 la	 expresión	 de	

genes	supresores	tumorales	y	oncogenes[102].	

Long-non	coding	RNAs	(ARN	largos	no	codificantes)	

Estos	ARNs	 funcionales	que	no	se	traducen	en	proteína,	 interaccionan	con	 la	maquinaria	

epigenética,	regulando	la	expresión	de	numerosos	genes.	En	los	últimos	años	se	ha	observado	

como	 los	 ARN	 largos	 no	 codificantes	 tienen	 un	 papel	 en	 procesos	 fisiopatológicos	 como	 el	

cáncer.	En	el	CCR	se	ha	demostrado	como	dos	de	estos	ARN	no	codificantes,	lincRNA-p21	y	el	

ARN	 transcrito	 antisentido	 intergénico	 Hox	 (HOTAIR),	 aparecen	 sobreexpresados	 en	 el	 CCR	

correlacionándose	con	estadios	avanzados	y	con	enfermedad	metástasica[103].	

En	concreto	en	esta	Tesis	Doctoral	abordaremos	el	papel	de	la	modificación	de	las	histonas	

en	 la	 carcinogénesis	 colorrectal,	 estudiando	 los	 mecanismos	 represores	 de	 la	 histona	 metil	

transferasa	 EZH2	 Enhancer	 of	 zeste	 homolog	 2,	 responsable	 de	 la	 actividad	 del	 complejo	

represivo	 polycomb	 2	 PRC2.	 A	 continuación,	 en	 la	 sección	 tres	 de	 esta	 introducción,	

estudiaremos	 con	mayor	 profundidad	 los	 antecedentes	 de	 esta	 proteína	 y	 su	 posible	 papel	

como	biomarcador	del	CCR.	

	

Complejos	represivos	del	grupo	Polycomb	PcG		
Como	ya	se	ha	señalado,	las	modificaciones	post-traduccionales	que	suceden	en	las	colas	

de	las	histonas,	proteínas	fundamentales	del	nucleosoma,	controlan	el	estado	estructural	de	la	

cromatina,	determinando	el	acceso	de	la	maquinaria	de	transcripción	al	ADN	y	favoreciendo	o	

reprimiendo	 la	 expresión	 génica	 y	 son	 de	 naturaleza	 reversible.	 Las	 proteínas	 del	 grupo	

Polycomb	 (PcG)	 son	 importantes	 reguladores	 epigenéticos	 que	 actúan	 a	 través	 de	 la	

modificación	de	las	histonas.	Entre	sus	funciones	más	importantes	se	encuentra	la	regulación	

del	desarrollo	embrionario	y	el	control	del	ciclo	celular[104].	

Los	 complejos	 del	 grupo	 polycomb	 fueron	 analizados	 inicialmente	 en	 Drosophila	 y	 se	

describieron	 como	 un	 conjunto	 de	 genes	 implicados	 en	 el	 control	 de	 la	 segmentación	 del	

cuerpo	 en	Drosophila,	 a	 través	 de	 la	 represión	 del	 cluster	 de	 genes	HOX	 (homeobox	 genes)	

determinando	 de	 este	 modo	 	 la	 activación	 apropiada	 de	 genes	 homeostásicos[105].	 Estos	

complejos	 que	 participan	 en	 el	 silenciamiento	 génico	 se	 encuentran	 altamente	 conservados	

desde	Drosophila	a	humanos	incluyendo	levaduras,	plantas	y	animales,	habiéndose	descrito	en	
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todos	 los	 mamíferos	 en	 que	 se	 ha	 estudiado.	 Los	 genes	 ortólogos	 al	 PcG	 en	 mamíferos	

comenzaron	 a	 describirse	 en	 los	 años	 90,	 empezando	 por	 la	 identificación	 de	Bmi1	 (Psc	 en	

D.melanogaster)	y	su	implicación	en	el	desarrollo	del	cáncer	como	oncogen	cooperante	junto	a	

c-myc	en	un	modelo	murino	 con	 linfoma	 inducido[106,107].	 Estas	observaciones	 fomentaron	el	

interés	 por	 los	 factores	 del	 PcG,	 lo	 que	 llevó	 a	 la	 identificación	 de	 numerosos	 ortólogos	 en	

mamíferos.		

En	 la	 última	 década,	 estudios	 de	 mapeo	 genómico	 de	 los	 componentes	 de	 PcG	 en	

diferentes	 especies,	 revelaron	 como	 las	 proteínas	 PcG	 se	 unían	 a	más	 genes	 que	 los	 genes	

HOX.	Los	genes	identificados	comprenden	principalmente	factores	de	transcripción	implicados	

en	 funciones	 celulares	 diversas	 [108,109]incluyendo	 el	 mantenimiento	 de	 las	 células	 madre	

embrionarias	y	la	diferenciación	celular[108-110].	

Todos	estos	estudios	caracterizaron	el	PcG	a	nivel	bioquímico	y	funcional	y	determinaron	

que	 las	 proteínas	 PcG	 se	 presentaban	 como	 complejos	 multiproteicos	 nucleares	 bien	

diferenciados.	 En	 concreto,	 existen	 dos	 complejos	 que	 han	 sido	 los	más	 estudiados	 y	mejor	

caracterizados,	 que	 fueron	 designados	 como	 complejos	 represivos	 polycomb	 1	 y	 2,	 PRC1	 y	

PRC2,	 que	 participan	 y	 controlan	 el	 silenciamiento	 génico	 mediante	 modificaciones	 post-

traduccionales	de	las	histonas.	Entre	sus	funciones	más	importantes	se	encuentra	la	regulación	

del	 desarrollo	 embrionario,	 diferenciación	 celular,	 control	 del	 ciclo	 celular	 e	 inactivación	 del	

cromosoma	X.	

Las	proteínas	Polycomb	se	diferencian	de	los	factores	de	transcripción	en	que	carecen	de	

capacidad	 de	 unión	 a	 una	 secuencia	 específica	 del	 ADN.	 Los	 estudios	 a	 nivel	 genómico	 han	

demostrado	que	PRC1	y	PRC2	tienden	a	localizarse	en	islas	CpG	de	genes	que	en	condiciones	

fisiológicas	 están	 trasncripcionalmente	 inactivos	 y	 la	 actividad	 de	 las	 proteínas	 del	 complejo	

depende	 del	 ambiente	 de	 la	 cromatina	 en	 mayor	 medida,	 pero	 también	 es	 regulada	 por	

factores	de	transcripción[111].	

Complejo	represivo	Polycomb	1:	PRC1	

El	 complejo	 represivo	polycomb	 1,	 del	 grupo	 PcG	 es	 el	 complejo	 con	mayor	 número	 de	

subunidades	y	componentes	descrito.	Se	han	publicado	estudios	recientes	sobre	la	existencia	

de	 al	 menos	 5	 sub-complejos	 diferenciados	 bioquímicamente	 y	 con	 funciones	 biológicas	

diferenciadas.	PCR1	está	compuesto	por	las	subunidades	BMI1	“B	cell-specific	Moloney	murine	

leukemia	virus	 integration	site	1”,	proteínas	RING1	“Ring	finger	protein	1”	(RING1A	y	RING1B	

también	 conocidas	 como	 RING1	 y	 RNF2	 respectivamente),	 CBX4	 “Chromobox	 homolog	 4”	 y	

PHC	“Polyhomeotic-like	protein”.	Las	proteínas	RING1	poseen	actividad		E3-ligasa	y	catalizan	la	
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mono-ubiquitinación	del	residuo	de	lisina	119	de	la	histona	H2A	(H2AK119ub1)	conduciendo	a	

la	compactación	y	represión	de	la	cromatina	que	conlleva	el	silenciamiento	génico[112].		

Bmi1	 fue	 la	 primera	 proteína	 gel	 grupo	 Polycomb	 que	 apareció	 implicada	 en	 cáncer,	 se	

identificó	en	un	estudio	de	screening	de	factores	que	pudieran	cooperar	con	el	oncogen		c-myc	

en	un	modelo	murino	en	linfoma[113].	

Complejo	represivo	Polycomb	2:	PRC2		
El	 core	 del	 complejo	 represivo	 polycomb	 2,	 PRC2,	 lo	 conforman	 4	 subunidades:	 EZH2	

“enhancer	 of	 zeste	 homolog	 2”,	 SUZ12	 “supresor	 of	 zeste	 2”,	 EED	 “embryonic	 ectoderm	

development	 “y	 RBBP4/7	 “retinoblastoma	 (Rb)-associated	 protein	 46/48”.	 EZH2	 es	 la	

subunidad	 catalítica	del	 complejo	 y	presenta	un	dominio	 SET	 con	actividad	metiltransferasa,	

SUZ12	 y	 EED	 son	otras	 dos	proteínas	 que	 conforman	el	 core	 y	 son	 estrictamente	necesarias	

para	 la	 actividad	 enzimática	 del	 complejo.	 Se	 piensa	 que	 RBBP4/7	 contribuye	 a	 la	 unión	 al	

nucleosoma,	así	como	a	otros	complejos	reguladores	de	la	cromatina[114,115].	

Además	 de	 los	 componentes	 del	 core	 se	 encuentran	 una	 gran	 variedad	 de	 cofactores	

como	 JARID2	 “jumonji	 at	 rich	 interactive	 domain	 2”,	 factor	 de	 transcripción	 implicado	 en	 la	

formación	del	 tubo	neural	 y	el	desarrollo	del	hígado,	bazo,	 timo	y	el	 sistema	cardiovascular,	

AEBP2	“Adipocyte	Enhancer-Binding	Protein”	 	 factor	de	transcripción	que	regula	 la	formación	

de	 la	 cresta	neural,	 y	 que	 forman	parte	del	 PRC2	de	manera	 temporal	 y	pueden	modular	 la	

actividad	del	complejo[114,115].	

La	 función	 fisiológica	de	PRC2	en	 células	 normales,	 es	 el	mantenimiento	de	 la	 represión	

transcripcional	de	numerosos	genes	 indispensables	para	 la	 identidad	y	diferenciación	celular.	

La	actividad	metiltransferasa	coordinada	de	 las	proteínas	del	 complejo	PRC2	 resulta	esencial	

para	la	mono-,	la	di-	y	la	tri-metilación	del	residuo	de	lisina	27	de	las	histona	H3	(H3K27me2/3).	

Estas	marcas	de	metilación	de	la	histona	se	asocian	con	la	compactación	de	la	cromatina	de	su	

estado	activado	a	su	estado	 inactivo	en	 forma	de	heterocromatina	 facultativa.	La	H3K27me3	

es	una	marca	asociada	a	la	represión	transcripcional	y	silenciamiento	de	la	expresión	de	genes	

reguladores	 del	 ciclo	 celular,	 senescencia	 y	 apoptosis.	 Mientras	 la	 marca	 H3K27me2	 se	

encuentra	ampliamente	distribuida,	H3K27me3	es	más	específica[114-116].		

Para	llevar	a	cabo	la	represión	transcripcional	se	han	descrito	varios	mecanismos:	

Por	 un	 lado	 se	 ha	 planteado	 que	 el	 PRC2	 se	 comporta	 como	 una	 holoenzima	 en	 la	 que	

todos	 los	 componentes	 actúan	 de	 forma	 conjunta	 para	 interaccionar	 con	 la	 cromatina	 de	

forma	 secuencial.	 Los	 pasos	 propuestos,	 que	 componen	 este	mecanismo	 secuencial	 son:	 (a)	
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interacción	de	Jarid2	y	AEBP2	con	el	ADN	(b)	interacción	de	RbAp46/48	con	las	histonas	H3	y	

H4	 (c)	 interacción	de	EED	con	H3K27me3	y	 (d)	 interacción	de	 	 las	 subunidades	de	PRC2	con	

ARN	largos	no	codificantes,	tal	y	como	se	muestran	en	la	figura	7[114,115].	

A)	

	

	

B)	

	

Figura	7.-	Mecanismo	secuencial	de	acción	de	PRC2.	A)	Interacción	de	Jarid2	y	AEBP2	con	
el	 ADN	 y	 metilación	 de	 la	 H3	 	 B)	 Regulación	 de	 PRC2	 por	 elementos	 específicos	 de	 la	
cromatina	como	ARN	largos	no	codificantes.	Modificado	de	Wassef	et	al	2017	[115].	

Además	 la	 represión	 transcripcional	 puede	 darse	 por	 acción	 conjunta	 de	 los	 dos	

complejos,	PRC1	y	PRC2,	la	interacción	de	ambos,	provocaría	en	el	estado	de	condensación	de	

la	cromatina	como	se	representa	en	la	figura	8[114,115].	

	

Figura	8.-	Interacción	del	PRC1	con	el	PRC2	provocando	la	condensación	de	la	cromatina.	
Modificado	de	Wassef	et	al	2016	[114].	

Por	 otro	 lado,	 además	 de	 participar	 junto	 con	 los	 otros	 componentes	 del	 PRC2,	 EZH2	

presenta	 actividad	 independiente,	 comportándose	 como	 un	 regulador	 de	 la	

transcripción[116,117].	La	desregulación	tanto	de	EZH2	cómo	del	complejo	PRC2	se	ha	asociado	al	

desarrollo	y	progresión	de	muchos	tipos	de	cáncer[114-120].	
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Estructura	y	función	de	EZH2	
Como	 hemos	 señalado	 en	 el	 apartado	 anterior,	 EZH2	 es	 la	 subunidad	 catalítica	 del	

complejo,	es	una	histona	metil	transferasa	que	es	codificada	por	el	gen	EZH2	que	se	encuentra	

en	 la	 región	 36	 del	 brazo	 largo	 del	 cromosoma	7,	 en	 la	 localización	 7q36.1.	 Se	 han	 descrito	

hasta	la	fecha	5	transcritos	de	ARNm	y	5	isoformas	proteicas	codificadas	por	el	gen	EZH2.	Las	

caracterísitcas	y	el	tamaño	de	las	mismos	se	detallan	a	continuación	en	la	tabla	1[120,121].	

Transcritos	

ARNm	

UniProtBD	 ARNm	NCBI	 ARNm	

(nt)	

Región	

codificante	

ADNc		

(nt)	

Proteína	

(aa)	

1	 15910-2	 NM_004456.4	 2723	 194-2449	 2256	 751	

2	 15910-3	 NM_152998.2	 2591	 194-2317	 2124	 707	

3	 15910-1	 NM_001203247.1	 2708	 194-2434	 2241	 746	

4	 15910-4	 NM_001203248.1	 2681	 194-2407	 2212	 737	

5	 15910-5	 NM_001203249.1	 2682	 194-2408	 2088	 695	

Tabla	 1.-	 Transcritos	 e	 isoformas	 proteicas	 del	 gen	 EZH2	 descritas	 y	 sus	 respectivos	
tamaños(nt=	nucleótido,	aa=	aminoácido).	[121]	

La	 proteína	 EZH2	 presenta	 un	 dominio	 SET	 conservado	 en	 el	 extremo	 C	 terminal	 cuya	

función	 es	 añadir	 el	 grupo	metilo	 CH3-	 a	 las	 cadenas	 de	 lisina	 de	 las	 histonas.	 Además	 del	

dominio	SET,	contiene	otros	dominios	funcionales	como	CXC,	dominio	rico	en	cisteína	y	ncRBD,	

dominio	de	unión	al	ARNno	codificante	y	al	ADN,	que	son	imprescindibles	para	su	interacción	

con	los	otros	miembros	del	complejo	PRC2	y	con	otras	proteínas[119,120].	

Las	metiltransfererasas	SET	dependen	para	su	actividad	catalítica	de	S-Adenosil	metionina	

(SAM)	 como	 cofactor	 que	 actúa	 donando	 grupos	 metilo	 Las	 proteínas	 con	 dominio	 SET	 se	

diferencian	de	otras	metil-transferasas	dependientes	de	SAM	en	que	se	unen	al	substrato	y	al	

cofactor	SAM	en	el	lugar	opuesto	al	sitio	activo	de	la	enzima.	Esta	orientación	del	sustrato	y	el	

cofactor	 permite	 a	 SAM	 separarse	 del	 sustrato	 sin	 romperse	 y	 puede	 dar	 lugar	 a	múltiples	

rondas	de	metilación	de	la	lisina[119,120].	

EZH2	es	responsable	de	la		metilación	de		los	residuos	de	la	Lys-9	(H3K9me)	y	de	la	Lys-27	

(H3K27me)	en	determinados	genes,	lo	que	conlleva	la	represión	transcripcional	de	los	mismos.	

En	el	caso	del	residuo	de	Lys-27,	la	metilación	puede	ser	simple	(mono)	H3K27me1,	doble	(di)	

H3K27me2	 o	 triple,	 (tri)	 H3K27me3.	 La	 actividad	 catalítica	 sería	 S-adenosil-L-metionina	 +	 L-

lisina-[histona]	=	S-adenosil-L-homocisteina	+	N(6)-metil-L-lisinea-[histona].	[Fuente	uniprot]	

Por	un	lado	EZH2	actúa	cooperando	con	otros	miembros	del	complejo	PRC2,	para	llevar	a	

cabo	la	represión	transcripcional	pero	por	otro	lado	presenta	actividad	independiente	de	PRC2	
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como	represor	de	genes	concretos	metilando	directamente	sus	promotores	[120]	y	participando	

tanto	como	como	inductor	o	activador	de	la	transcripción	empleando	su	segundo	dominio	CXC	

e	interactuando	con	otros	complejos[114,115].	

Además	 de	 estas	 funciones,	 EZH2	 interactúa	 con	 otros	 modificadores	 epigenéticos,	

proporcionando	una	plataforma	de	reclutamiento	de	las	DNMT	transferasas(43)	e	interacciona	

con	histonas	deacetilasas	HDAC	para	eliminar	marcas	de	activación	y	de	esta	forma	presenta	

varios	 sistemas	 diferentes	 de	 represión	 transcripcional	 [120,121]	 Este	 mecanismo	 de	 acción	

aparece	representado	en	la	Figura	9.	

	

Figura	9.-	EZH2	interactúa	con	otras	enzimas	como	HDAC	y	DNMT	cooperando	para	llevar	
a	 cabo	 la	 represión	 transcripcional	 de	 numerosos	 genes.	 Reproducido	 de	 Simon	 et	 al,	
2009[186].	

Los	genes	diana	cuyas	histonas	aparecen	metiladas	por	el	complejo	EZH2/PRC2	incluyen	a	

genes	 HOX	 como	 HOXC8	 (Homeobox	 protein	 Hox-C8),	 que	 participa	 en	 el	 desarrollo	 del	

sistema	 nervioso	 (cartílago	 tb),HOXA9	 (Homeobox	 protein	 Hox-A9)	 que	 es	 un	 importante	

regulador	de	la	hematopoiesis	y	los	linajes	de	los	eritrocitos	y	participa	en	la	diferenciación	y	

formación	del	sistema	circulatorio,		MYT1	(Myelin	transcription	factor	1)	gen	que	codifica	para	

una	 proteína	 involucrada	 en	 el	 desarrollo	 del	 sistema	 nervioso,	 CDKN2A	 (cyclin-dependent	

kinase	Inhibitor	2A)	gen	que	codifica	para	dos	proteínas	p16INK4a	y	p14arf.	En	ambas	formas	

proteicas	 se	 comporta	 como	 un	 represor	 tumoral	 y	 aparece	 involucrado,	 en	 rutas	 de	

señalización	y	control	del	 ciclo	celular,	entre	otros	como	 los	genes	diana	del	ácido	 retinoico,	

que	también	resultan	silenciados	por	EZH2[122].	

EZH2	además	puede	metilar	proteínas	no	histonas	como	el	factor	de	transcripción	GATA4	

(Transcription	 factor	 GATA-4),	 una	 proteína	 que	 participa	 en	 la	 embriogénesis	 y	 en	 la	

diferenciación	 y	 función	 del	 miocardio,	 o	 el	 receptor	 nuclear	 RORA	 (RAR-related	 orphan	

receptor	 alpha	 (RORα),	 que	 participa	 en	 la	 regulación	 transcripcional	 de	 genes	 circadianos,	

metilando	sus	promotores.	 Los	genes	candidatos	más	 importantes	 sobre	 los	que	actúa	EZH2	

que	se	han	descrito	hasta	la	fecha	y	el	efecto	que	causa	EZH2	en	cada	uno	de	ellos,	se	resumen	

en	la	tabla	2[122].		
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Diana	 Localización	
subcelular	

Efecto	provocado	por	EZH2	 Papel	 Referencia	

Histona	H3	 núcleo	 Tri-metilación	de	 la	H3	en	el	 residuo	

Lys27	(H3K27me3)	

Silenciamiento	 [121]	

GATA4	 núcleo	 Metilación	GATA4	 Silenciamiento	 [123]	

RORα	 núcleo	 Metilación	 dependiente	 de	

ubiquitinación	de	RORα		

Silenciamiento	 [124]	

ERα/β-

catenina	

citoplasma/	

núcleo	

Interacción	 con	ERα/β-catenina	para	

activación	 de	 Wnt	 y	 receptor	 de	

estrógeno	

Activación	 [125]	

PAF	 núcleo	 Interacción	 con	 PAF	 para	 activar	 vía	

de	Wnt	

Activación	 [126]	

AKT	 citoplasma/	

núcleo	

Fosforilación	de	EZH2	en	residuo	Ser	

21	

Activación	 [127]	

RelA/RelB	 citoplasma/	

núcleo	

Interacción	 con	 RelA/RelB	 para	

activar	NF-kB		

Activación	 [128]	

STAT3	 citoplasma/	

núcleo	

Co-activador	de	STAT3	 Activación	 [129]	

AR	 citoplasma/	

núcleo	

Co-activador	de	AR	 Activación	 [127]	

Tabla	2.-	Posibles	dianas	de	EZH2	y	su	efecto	sobre	la	expresión	génica.	

Papel	patológico	de	EZH2		

Mutaciones	en	EZH2:	Síndrome	de	Weaver	
En	 humanos,	 una	mutación	 en	 el	 gen	 EZH2	 en	 la	 línea	 germinal	 se	 ha	 asociado	 con	 un	

síndrome	autosómico	dominante,	conocido	como	Síndrome	de	Weaver	y	descrito	en	1974.	El	

síndrome	lo	causa	la	presencia	de	una	variante	patogénica	del	gen	EZH2	y	en	algunos	casos		de	

otro	componente	del	PRC2,el	gen	EED.	Se	trata	de	un	trastorno	de	sobrecrecimiento	que	cubre	

un	 espectro	 clínico	 muy	 amplio:	 algunos	 individuos	 afectados	 tan	 sólo	 presentan	 estatura	

elevada	mientras	otros	presentan	otra	sintomatología	más	severa,	en	función	de	las	variantes	

patogénicas.	En	el	90%	de	los	individuos	con	la	mutación	se	ha	observado	gran	estatura	y	en	la	

mayoría	 de	 pacientes	 afectados	 ya	 al	 nacimiento	 se	 ha	 observado	 un	 peso	 y	 una	 talla	 por	

encima	de	lo	normal.	Los	rasgos	faciales	característicos	que	pueden	observarse	en	la	primera	

infancia	 son;	 hipertelorismo	 ocular,	 orejas	 grandes	 y	 retrognatia	 con	 el	 aspecto	 de	mentón	

''aplastado''	 asociado	 a	 un	 pliegue	 cutáneo	 horizontal.	 Además	 alrededor	 del	 80%	 de	 los	

pacientes	 tiene	 discapacidad	 intelectual	 leve	 y	 un	 reducido	 número	 presenta	 retraso	
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intelectual	 moderado	 con	 un	 mayor	 impacto	 en	 la	 autonomía	 personal,	 mientras	 que	 los	

déficits	graves	son	poco	frecuentes[130].		

Otros	 rasgos	 variables	 incluyen	 macrocefalia,	 laxitud	 articular,	 escoliosis	 leve	 a	 grave,	

pectus	 excavatum,	 hipo	 y/o	 hipertonía,	 poca	 coordinación,	 piel	 suave,	 clinodactilia,	

camptodactilia	de	dedos	de	manos	y/o	pies,	hernia	umbilical,	y	llanto	ronco	de	tono	bajo	en	la	

infancia.	Se	han	descrito	dos	mutaciones	dentro	del	síndrome,	E745K	y	A682T	en	 las	que	 los	

individuos	 con	 el	 síndrome	 desarrollaban	 enfermedades	 hematológicas;	 linfoma	 y	 leucemia	

linfoblastica	para	cada	una	de	las	mutaciones	respectivamente[130].		

EZH2	y	su	papel	en	el	cáncer	
El	papel	de	EZH2	en	el	cáncer	es	un	tema	en	estudio	en	la	actualidad.	En	los	últimos	años	

se	han	estudiado	 in	vitro	 los	mecanismos	por	 los	que	participa	en	el	cáncer	y	se	ha	valorado	

sobre	pacientes	oncológicos	los	efectos	de	la	expresión	de	EZH2	o	de	sus	variantes	genéticas,	

como	posibles	marcadores	del	pronóstico	en	el	cáncer.	

En	 muchos	 estudios	 en	 tumores	 se	 ha	 encontrado	 que	 la	 expresión	 de	 EZH2	 aparece	

elevada	en	tejido	tumoral	respecto	de	tejido	sano,	asociándose	a	características	clínicas	de	mal	

pronóstico	 en	 concreto	 en	 tumores	 sólidos	 de	 mama	 y	 próstata,	 y	 en	 enfermedades	

hematológicas.	

La	 primera	 consecuencia	 funcional	 que	 se	 describió	 de	 la	 sobreexpresión	 de	 EZH2	 en	 el	

cáncer	 fue	 el	 silenciamiento	 de	 genes	 que	 promueven	 la	 diferenciación	 celular	 y	 genes	 que	

inhiben	el	ciclo	celular,	por	lo	que	el	resultado	de	este	silenciamiento	sería	un	aumento	de	la	

proliferación	 y	 la	 evasión	 de	 la	 señales	 de	 parada	 o	 arresto	 del	 ciclo	 celular.	 Además	 se	

asociado	 la	 marca	 de	 la	 trimetilación	 de	 la	 H3	 (H3K27me3),	 consecuencia	 o	 diana	 de	 la	

actividad	de	EZH2,	como	una	marca	de	represión	que	aparece	en	genes	supresores	tumorales	

implicados	en	diferentes	tipos	de	cáncer[114,115,117,118].	

Se	 han	publicado	muchos	 estudios	 que	profundizan	 en	 la	 relación	 entre	 la	 expresión	 de	

EZH2	 y	 el	 cáncer	 encontrando	 asociación	 entre	 un	 incremento	 en	 la	 expresión	 de	 EZH2	 con	

estadios	 más	 avanzados	 del	 cáncer,	 enfermedad	 metastásica	 y	 menor	 supervivencia	 de	 la	

enfermedad,	 reafirmando	 su	 papel	 pro-oncogénico	 en	 el	 cáncer[132-135].	 Estas	 características	

han	hecho	de	EZH2	un	buen	candidato	para	 ser	una	diana	 terapéutica,	y	en	 la	actualidad	se	

están	 desarrollando	 ensayos	 farmacológicos	 para	 valorar	 el	 efecto	 de	moléculas	 capaces	 de	

inhibir	 o	 bloquear	 la	 actividad	 de	 EZH2,	 como	 por	 ejemplo	 el	 fármaco	 3-Deazaneplanocin	 A	

que	inhibe	la	expresión	de	EZH2	e	induce	la	apoptosis	de	las	células	tumorales	en	estudios	in	

vitro[131].	
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Sin	embargo,	recientemente	se	han	descrito	nuevos	comportamientos	e	implicaciones	del	

gen	EZH2	en	la	tumorogénesis.	Se	ha	demostrado	como	la	pérdida	prolongada	o	inhibición	de	

la	expresión	de	EZH2	en	modelos	 in	vitro	y	modelos	animales	de	cáncer	de	mama,	próstata	y	

gli	 oblastoma,	 no	 sólo	 no	 previene	 del	 desarrollo	 del	 cáncer	 sino	 que	 incluso	 promueve	

fenotipos	más	agresivos	de	la	enfermedad[114,117,118].	Esto	implica	que	se	desconocen	todos	los	

mecanismos	de	actuación	del	gen	en	el	proceso	tumoral.	Además	se	ha	observado	que	EZH2	se	

comporta	diferente	en	función	del	tipo	de	tumor	que	se	esté	analizando,	por	lo	que	antes	de	

proponerlo	como	una	diana	terapeútica	o	un	marcador	de	pronóstico,	se	debe	estudiar	en	más	

profundidad	en	el	contexto	de	cada	una	de	las	enfermedades	en	las	que	puede	ser	de	interés.	

Papel	de	EZH2	en	el	cancer	colorrectal	
En	 esta	 línea,	 se	 ha	 observado	 como	 el	 papel	 de	 la	 expresión	 de	 EZH2	 en	 el	 CCR	 es	

controvertido.	EZH2	aparece	sobreexpresado	en	células	tumorales	del	CCR	en	estudios	in	vitro	

y	 en	 muestras	 de	 tejido	 tumoral	 de	 pacientes	 de	 CCR[136,137].	 Sin	 embargo	 en	 los	 estudios	

realizados	 sobre	 tejido	 tumoral	 se	 observaron	 dos	 tendencias	 contradictorias,	 por	 un	 lado	

existen	trabajos	en	 los	que	 la	expresión	se	asociaba	a	características	de	mal	pronóstico	de	 la	

enfermedad	 como	 estadios	 avanzados,	 enfermedad	 metástasica	 y	 menor	 supervivencia	 del	

CCR[136,137]	y	por	otro	lado,	se	han	presentado	estudios	en	los	que	la	sobreexpresión	de	EZH2	se	

asociado	 a	 características	 de	 buen	 pronóstico	 y	 una	mayor	 supervivencia	 del	 CCR[138-141]..	 El	

papel	que	desempeña	la	expresión	de	EZH2	en	el	CCR	y	en	la	supervivencia	de	otros	cánceres	

está	 actualmente	 en	 debate.	 Aunque	 se	 han	 estudiado	 algunas	 variantes	 génicas	 de	 EZH2	

existen	 muy	 pocos	 artículos	 que	 aborden	 el	 papel	 de	 estos	 polimorfismos	 SNPs	 siendo	

insuficientes	para	predecir	el	efecto	de	estas	variantes	en	el	pronóstico[138].	

El	hecho	de	que	se	desconocen	todos	los	mecanismos	en	los	que	participa	EZH2	en	el	CCR,	

y	 que	muchos	 de	 los	 estudios	 publicados	 ofrecen	 resultados	 contradictorios	 sobre	 el	 papel	

como	 marcador	 predictivo	 de	 EZH2	 de	 la	 supervivencia	 de	 la	 enfermedad,	 resulta	 muy	

interesante	 el	 planteamiento	 de	 realizar	 un	 estudio	 que	 profundice	 e	 incremente	 la	

comprensión	de	la	relación	entre	EZH2	y	el	pronóstico	del	CCR.	El	potencial	uso	de	EZH2	como	

biomarcador	del	CCR	podría	ayudar	a	clasificar	a	pacientes	que	 tuvieran	un	mayor	 riesgo	de	

desarrollar	 CCR	 y	 que	 pudiesen	 beneficiarse	 de	 un	 seguimiento	 más	 de	 cerca	 y/o	 con	 más	

intervenciones	 de	 tipo	 preventivo,	 dada	 la	 naturaleza	 reversible	 de	 las	 modificaciones	

epigenéticas.	Por	este	motivo	en	este	 trabajo	 trataremos	de	analizar	el	papel	de	EZH2	en	el	

CCR,	siguiendo	el	planteamiento	descrito	en	el	siguiente	apartado.	
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Planteamiento	
El	cáncer	colorrectal	es	el	tumor	maligno	más	frecuente	en	nuestro	país	y	el	más	frecuente	

de	nuestra	provincia	 lo	que	supone	un	problema	importante	de	salud	pública.	En	 los	últimos	

años		y	con	la	aparición	de	nuevas	técnicas	en	biología	molecular	se	han	descubierto	distintos	

marcadores	que	han	 sido	 incorporados	 a	 la	práctica	 clínica,	 que	presentan	 valor	diagnóstico	

y/o	 predictivo	 a	 los	 diferentes	 tratamientos.	 El	 hecho,	 sin	 embargo,	 de	 que	 la	 incidencia	 de	

ésta	enfermedad	vaya	en	aumento	genera	la	necesidad	de	desarrollar	nuevos	biomarcadores	

para	el	CCR	que	puedan	contribuir	a	explicar	y	orientar	cómo	va	a	progresar	la	enfermedad	o	

cómo	el	paciente	va	a	responder	a	la	terapia.	

En	 los	últimos	años	se	ha	descubierto	que	 los	mecanismos	epigenéticos	contribuyen	a	 la	

carcinogénesis	 de	 la	 misma	 forma	 que	 las	 alteraciones	 genéticas,	 pero	 dada	 su	 naturaleza	

reversible	 les	 convierte	 en	 potenciales	 dianas	 terapéuticas.	 Una	 de	 las	 modificaciones	

epigenéticas	 más	 relevantes	 que	 aparece	 implicada	 en	 el	 cáncer	 es	 la	 modificación	 de	 las	

histonas,	controlando	la	transcripción	génica	y	el	estado	estructural	de	la	cromatina.		

EZH2	 es	 una	 histona	 metil	 transfersasa	 responsable	 de	 la	 represión	 transcripcional	 de	

numerosos	genes.	Se	ha	observado	que	se	relaciona	con	mal	pronóstico	y	menor	supervivencia	

en	otras	neoplasias,	pero	el	papel	que	desempeña	en	el	CCR	resulta	contradictorio	y	aparecen	

muy	 pocos	 estudios	 publicados.	 Por	 ello,	 nos	 planteamos	 que	 sería	 interesante	 tratar	 de	

dilucidar	 el	 papel	 que	 desempeña	 EZH2	 en	 el	 CCR,	 su	 relación	 con	 la	 supervivencia	 y	

comprobar	en	nuestra	población	su	valor	como	marcador	del	pronóstico.	

Esta	Tesis	Doctoral	se	ha	desarrollado	en	el	marco	del	proyecto	MCC-Spain,	“Estudio	multi-

caso	 control	de	base	poblacional	de	 los	 cánceres	más	 frecuentes”	[142],	 en	el	que	participa	el	

Área	 de	 Medicina	 Preventiva	 y	 Salud	 Pública	 de	 la	 Universidad	 de	 León	 y	 el	 Complejo	

Asistencial	 Universitario	 de	 León	 (CAULE).	 La	 colaboración	 de	 los	 servicios	 de	 Anatomía	

Patológica,	Cirugía,	Digestivo	y	Oncología	del	CAULE	ha	facilitado	el	contacto	con	los	pacientes	

del	Área	de	Salud	de	León	(ASL)	que	aceptaron	colaborar	en	el	estudio,	así	como	la	obtención,	

el	 procesamiento	 y	 el	 almacenamiento	 de	 sus	muestras	 en	 el	 biobanco,	 que	 pertenece	 a	 la	

Plataforma	Nacional	 de	 Biobancos,	 y	 que	 se	 gestiona	 desde	 el	 propio	 Servicio	 de	 Anatomía	

Patológica.		
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Objetivos	
Se	plantea	como	objetivo	general	de	esta	Tesis	Doctoral	estudiar	el	papel	del	gen	EZH2,	su	

expresión	 génica	 y	 proteica	 y	 sus	 variantes	 genéticas	 y	 en	 la	 aparición	 y	 supervivencia	 del	

cáncer	colorrectal,	dentro	del	marco	del	proyecto	MCC-Spain.	

Para	ello,	se	establecieron	los	siguientes	objetivos	específicos	

1. Realizar	una	revisión	sistemática	sobre	la	evidencia	previa	del	papel	de	EZH2	en	el	CCR	

y	un	meta-análisis	cuantitativo.	

2. Realizar	 una	 caracterización	 anatomopatológica	 y	 clínico-epidemiológica	 de	 las	

muestras	de	los	pacientes	participantes	en	el	proyecto	MCC-Spain.		

3. Estudiar	el	efecto	de	algunas	variantes	génicas	de	EZH2	en	la	aparición	y	supervivencia	

del	CCR.	

4. Determinar	la	expresión	génica	de	EZH2,	a	nivel	de	ARNm	y	estudiar	su	asociación	con		

la	aparición	y	supervivencia	del	CCR.	

5. Analizar	 la	 expresión	 proteica	 de	 EZH2	 y	 estudiar	 su	 asociación	 con	 la	 aparición	 y	

progresión	del	CCR.	

6. Preservar	y	almacenar		el	ADN	y	el	ARN	de	tejido	tumoral	y	tejido	sano	obtenidos	en	la	

presente	Tesis	Doctoral,	con	el	 fin	de	ser	utilizados	en	futuras	 líneas	de	 investigación	

del	proyecto	MCC-Spain.	
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De	 acuerdo	 al	 planteamiento	 descrito	 y	 para	 abordar	 los	 objetivos	 propuestos	 se	

desarrolló	el	diseño	experimental	que	se	explica	a	continuación	y	que	aparece	representado	en	

el	esquema	de	la	figura	10.		

Por	un	 lado,	 se	 realizó	una	 revisión	 sistemática	de	 la	 literatura,	 con	objeto	de	 valorar	 el	

papel	 del	 gen	 EZH2	 en	 el	 pronóstico	 del	 CCR;	 por	 otro,	 se	 estudió	 la	 expresión	 del	 gen	 y	

algunas	de	sus	variantes	génicas	(SNPs)	en	una	cohorte	de	casos,	en	el	contexto	del	proyecto	

MCC	Spain.	

El	 estudio	 de	 la	 cohorte	 de	 casos	 comenzó	 con	 la	 selección	 de	 los	 pacientes	 de	 CCR	

diagnosticados	 en	 el	 CAULE.	 A	 partir	 de	 sus	 muestras	 biológicas	 de	 tejido	 congelado,	 se	

extrajeron	ácidos	nucleicos	para	los	estudios	de	expresión	génica	y	el	genotipado	de	SNPs,	y	a	

partir	de	tejido	en	parafina	se	construyó	una	matriz	de	tejido	para	el	análisis	de	 la	expresión	

proteica.	Simultáneamente,	se	obtuvieron	datos	clínico-patológicos,	de	manera	retrospectiva,		

a	 partir	 de	 las	 historias	 clínicas	 de	 los	 pacientes.	 Esta	 información	permitió	 la	 realización	de	

estudios	de	asociación	con	los	datos	moleculares.		

La	 última	 fase	 consistió	 en	 la	 realización	 de	 un	 estudio	 del	 seguimiento	 de	 los	 eventos	

acontecidos	durante	un	periodo	máximo	de	88	meses	desde	el	diagnóstico	y	el	análisis	de	 la	

supervivencia	de	la	población	en	estudio	en	función	del	gen	EZH2.		

 

Figura	 10.-	 Algoritmo	que	 representa	el	 diseño	experimental	 y	 la	metodología	 llevada	 a	
cabo	 en	 este	 trabajo.	 En	 cada	 color	 se	 representa	 	 cada	 una	 de	 las	 líneas	 de	 trabajo	
seguidas.	
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Revisión	sistemática	de	la	literatura	

Estrategia	de	búsqueda	
Con	el	fin	de	estudiar	el	papel	de	EZH2	en	la	supervivencia	del	cáncer	colorrectal,	se	realizó	

una	 revisión	 sistemática	 de	 la	 literatura	 científica.	 Como	 variable	 de	 exposición	 principal	 se	

consideró	la	expresión	de	EZH2	y,	como	variable	de	efecto,	la	supervivencia	al	CCR.	La	revisión	

se	 realizó	 de	 acuerdo	 a	 las	 recomendaciones	 de	 la	 guía	 REMARKS	 (Reporting	

Recommendations	 for	 Tumor	 Marker	 Prognostic	 Studies)	 para	 meta-análisis	 y	 revisiones	

sistemáticas	de	estudios	sobre	marcadores	de	tumores	con	valor	pronóstico[143].	

En	primer	lugar,	se	realizó	una	búsqueda	de	artículos	originales	en	Pubmed,	Scopus	y	WOS	

(Web	 of	 Science)	 publicados	 hasta	 Agosto	 de	 2016,	 usando	 los	 términos	 “EZH2”	 o	 “PCR2”	 y	

“colorectal”	o	“colon”	y	“cancer”	o	“tumor”	o	“neoplasm”	o	“carcinoma”.	En	una	segunda	fase,	

se	realizó	una	búsqueda	en	racimo,	a	partir	de	las	citas	bibliográficas	de	los	trabajos	obtenidos	

en	 la	búsqueda	 inicial,	 con	 la	 finalidad	de	 identificar	 trabajos	que	no	hubiesen	sido	 incluidos	

previamente.	

Selección	e	inclusión	de	estudios	

Los	criterios	de	inclusión	que	se	definieron	para	la	aceptación	de	los	trabajos	obtenidos	en	

la	búsqueda	bibliográfica	 fueron	 los	 siguientes:	 (a)	 los	 estudios	deben	estar	 realizados	 sobre	

series	de	casos,	casos	y	controles	o	cohortes	de	pacientes	con	diagnóstico	histológico	de	CCR;	

(b)	 los	 estudios	 deben	 incluir	 la	 determinación	 de	 la	 expresión	 de	 EZH2	 en	 tejido	 humano	

mediante	 técnica	 inmunohistoquímica	 (IHC)	 o	 PCR	 en	 tiempo	 real	 (qPCR);	 (c)	 los	 estudios	

deben	 contener	 suficiente	 información	para	 la	estimación	del	Hazard	 ratio	 (HR)	 relativo	a	 la	

supervivencia	(OS	y	/o	DFS)	con	un	intervalo	de	confianza	del	95%.	

Fueron	 excluidos	 aquellos	 artículos	 basados	 en	 estudios	 “in	 vitro”/	 “ex	 vivo”,	 así	 como	

cartas,	 revisiones	 narrativas,	 resúmenes	 de	 conferencias,	 o	 estudios	 relativos	 a	 otras	

patologías	neoplásicas.	La	búsqueda	inicial	se	realizó	sin	limitaciones	por	idioma,	pero	para	la	

lectura	 de	 los	 	 trabajos	 completos	 y	 su	 posterior	 evaluación,	 sólo	 se	 revisaron	 artículos	

publicados	en	inglés.	
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Extracción	de	los	datos	cualitativos	y	cuantitativos	
Los	 artículos	 fueron	 revisados	 de	 forma	 independiente	 por	 dos	 investigadores.	 La	

información	 recogida	 para	 cada	 estudio	 incluyó:	 nombre	 del	 primer	 autor,	 nombre	 de	 la	

revista	en	la	que	se	publicó	el	estudio,	año	de	publicación,	tipo	de	estudio,	número	de	casos,	

tipo	de	análisis	de	expresión	de	EZH2,	método	de	detección	de	la	expresión	de	EZH2	y	datos	de	

seguimiento.	Los	datos	seleccionados	para	el	estudio	se	resumieron	y	transfirieron	a	una	tabla	

que	se	muestra	en	resultados.	

Análisis	de	la	calidad	metodológica	de	los	estudios	incluidos	
La	metodología	empleada	en	 los	artículos	 fue	evaluada	de	 forma	 independiente	por	 tres	

investigadores	diferentes	de	aquellos	que	seleccionaron	 las	publicaciones.	Para	cada	trabajo,	

se	 revisaron	 los	 puntos	 de	 evaluación	 considerados	 en	 la	 guía	 REMARKS,	 que	 incluye	 4	

categorías	con	un	total	de	20	 ítems,	que	abordan	aspectos	clave	de	 la	calidad	del	diseño	del	

estudio,	el	análisis	de	los	resultados	y	la	reproducibilidad	de	los	mismos.	Las	4	categorías	que	

comprende	la	guía	son	relativas	a	la	introducción,	la	metodología,	el	análisis	de	los	resultados	y	

la	discusión	 (Anexo	4).	Además,	 con	el	 fin	de	proporcionar	una	puntuación	o	 “score”	a	 cada	

estudio,	 se	 decidió	 asignar	 un	 valor	 de	 “1”	 o	 “0”,	 en	 función	 del	 cumplimiento	 o	 no	

cumplimiento	de	los	criterios	de	calidad	de	cada	ítem	evaluado.		

Por	 otra	 parte,	 se	 realizó	 una	 segunda	 baremación	 establecida	 en	 un	 trabajo	 previo	

(European	 Lung	Cancer	Working	 Party	 quality	 scale	 for	 biological	 prognostic	 factors	 for	 lung	

cancer)	[144]	que,	si	bien	se	refiere	específicamente	a	cáncer	de	pulmón,	se	ha	empleado	para	

baremar	 otros	 tipos	 de	 cáncer	 incluido	 el	 CCR	 [145].	 Esta	 guía	 incluye	 cuatro	 categorías	

principales	 con	 varios	 ítems	 por	 categoría	 que	 abordan	 aspectos	 de	 calidad	 en	 el	 diseño,	 la	

metodología	y	el	análisis,	puntuando	cada	ítem	con	2	puntos	si	está	bien	definido,	1	punto	si	

no	es	claro	o	está	incompleto	y	0	puntos	si	no	está	definido.	Aceptando	los	criterios	de	Chen	et	

al	 [143],	 se	 consideraron	 de	 alta	 calidad	metodológica	 los	 trabajos	 puntuados	 por	 encima	 del	

80%[140,143]	(Anexo	5).	

Análisis	estadístico	de	la	revisión	sistemática	
Los	HR	y	 sus	 intervalos	de	confianza	 se	obtuvieron	directamente	de	 los	artículos	cuando	

fueron	 reportados	 por	 los	 autores,	 y	 cuando	 no	 se	 disponía	 de	 dicha	 información	 fueron	

estimados	mediante	 aproximación	 visual	 a	 partir	 de	 las	 curvas	 de	 supervivencia	 de	 Kaplan-

Meier,	 extrayendo	 los	 datos	 de	 supervivencia	 y	 los	 puntos	 en	 el	 tiempo	 de	 las	 curvas,	

asumiendo	que	la	tasa	de	datos	censurados	durante	el	seguimiento	fue	constante	[146].	
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Para	estimar	el	papel	de	la	sobreexpresión	de	EZH2	en	la	supervivencia	del	CCR,	se	realizó	

un	meta-análisis	 utilizando	 el	modelo	 de	 efectos	 aleatorios	 de	DerSimonian	 y	 Laird	 [147]	 y	 se	

consideró	que	HR>1	implicaría	una	peor	supervivencia	asociada	a	la	sobreexpresión	de	EZH2.	

Además	 se	evaluó	 la	heterogeneidad	de	 la	 información	 (I2)	 y	 se	utilizó	para	 su	estimación	el	

modelo	de	Mantel	Haenszel.	 La	 I2	mide	el	grado	de	 inconsistencia/incompatibilidad	entre	 los	

diferentes	estudios,	y	los	valores	elevados	de	I2	indican	una	elevada	heterogeneidad.	Se	realizó	

el	análisis	de	sesgos	de	publicación	empleando	los	métodos	de	Egger	et	al	[148]	y	Begg	et	al[149].	

Para	todos	los	análisis	se	utilizó	el	paquete	estadístico	Stata	13.	

	

Estudio	de	la	cohorte	de	casos	del	proyecto	MCC-Spain	

Selección	de	pacientes	
En	 2008,	 el	 CIBERSP	 (Centro	 de	 Investigación	 Biomédica	 en	 Red	 Epidemiología	 y	 Salud	

Pública)	del	 Instituto	de	Salud	Carlos	 III	 (ISCIII)	pone	en	marcha	un	estudio	multicaso	control	

para	investigar	la	influencia	de	factores	ambientales	y	su	interacción	con	factores	genéticos	en	

tumores	muy	frecuentes	o	con	características	epidemiológicas	peculiares	en	nuestro	país,	en	

las	 que	 los	 factores	 ambientales	 implicados	 no	 son	 suficientemente	 conocidos.	 El	 proyecto	

MCC-Spain	es,	por	tanto,	un	estudio	multicaso-control	de	base	poblacional	que	 incluye	casos	

de	cáncer	colorrectal,	cáncer	de	mama,	cáncer	gástrico,	cáncer	de	próstata	y	leucemia	linfática	

crónica	(LLC)	[142].	

La	primera	fase	del	proyecto,	cuyo	objetivo	era	el	reclutamiento	de	casos	y	controles,	se	

llevó	 a	 cabo	 entre	 septiembre	 de	 2008	 y	 diciembre	 de	 2013.	 Para	 ello,	 participaron	 23	

hospitales	 ubicados	 en	 12	 provincias	 españolas	 (Asturias,	 Barcelona,	 Cantabria,	 Girona,	

Granada,	 Guipúzcoa,	 Huelva,	 León,	 Madrid,	 Murcia,	 Navarra	 y	 Valencia).	 El	 trabajo,	 que	 se	

realizó	 en	 estos	 centros	 de	manera	 simultánea,	 consistió	 en	 contactar	 con	 casos	 nuevos	 de	

cáncer	diagnosticados	en	el	hospital	correspondiente,	así	como	controles	seleccionados	al	azar	

de	 los	 registros	 administrativos	 de	 los	 centros	 de	 salud	 de	 atención	 primaria	 del	 área	 de	

influencia	de	estos	hospitales.	

En	 lo	que	 se	 refiere	al	Complejo	Asistencial	Universitario	de	León	 (CAULE),	 se	 reclutaron	

casos	de	cáncer	 colorrectal,	 cáncer	gástrico	y	 cáncer	de	mama	diagnosticados	en	el	Hospital	

Universitario	de	León	y	se	contó	con	 la	participación	de	controles	del	Área	de	Salud	de	León	

(ASL).	El	periodo	de	captación	fue	desde	el	mes	de	marzo	del	año	2009	al	 	mes	de	diciembre	

del	año	2011.	El	estudio	se	llevó	a	cabo	siguiendo	lo	establecido	en	la	Declaración	de	Helsinki	y	
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fue	aprobado	por	el	Comité	Ético	del	CAULE	y	por	el	Comité	Ético	de	la	Universidad	de	León.	

Con	la	presente	Tesis	Doctoral	se	aborda	específicamente	la	serie	de	casos	de	CCR	reclutados	

en	el	contexto	de	este	proyecto.		

Los	 criterios	 de	 inclusión	 definidos	 en	 el	 proyecto	 MCC	 para	 cáncer	 CCR	 fueron	 los	

siguientes:	 (a)	 paciente	 diagnosticado	 de	 cáncer	 de	 colon	 o	 recto,	 (b)	 diagnóstico	

histológicamente	 confirmado,	 (c)	 edad	 comprendida	 entre	 los	 20	 y	 85	 años	 y	 (d)	 residencia	

dentro	 del	 área	 de	 influencia	 del	 hospital,	 definida	 para	 cada	 centro	 participante,	 como	

mínimo	6	meses	antes	de	 la	selección	(en	el	caso	del	CAULE	comprende	el	Área	de	Salud	de	

León	-ASL-).		

Para	considerar	un	diagnóstico	de	CCR	se	aceptaron	los	siguientes	tipos	de	CCR	definidos	

por	 la	“Clasificación	Internacional	de	Enfermedades	para	Oncología	(CIE-O,	2003)	que	incluye	

los	siguientes	 tipos;	C18:	neoplasias	malignas	de	colon,	C19:	neoplasias	malignas	de	 la	unión	

rectosigmoidea	,	C20:	neoplasias	malignas	del	recto	y	D01.0-D01.2:	neoplasias	colorrectales	in	

situ[150].	

En	 cuanto	 a	 los	 criterios	 de	 exclusión,	 fueron	 los	 siguientes:	 (a)	 impedimentos	 para	 la	

comunicación	 por	 parte	 del	 paciente	 	 (b)	 incapacidad	 funcional	 física	 para	 participar	 en	 el	

estudio	 (c)	 diagnóstico	 previo	 de	 cáncer	 en	 la	misma	 localización	objeto	 de	 estudio	 es	 decir	

colon	o	recto.	

Obtención	de	variables	epidemiológicas	y	clínico-patológicas		
Los	pacientes	dieron	su	consentimiento	informado	para	la	consulta	de	su	historia	clínica	y	

para	la	realización	de	un	cuestionario	sobre	hábitos	de	vida.	Además,	sus	muestras	biológicas	

fueron	 donadas	 para	 fines	 de	 investigación	 y	 gestionadas	 a	 través	 del	 biobanco	 del	 CAULE,	

previa	firma	del	consentimiento	informado	correspondiente.	(Anexo	6)	

La	 información	 contenida	 en	 la	 historia	 clínica	 fue	 recogida	 a	 partir	 de	 los	 informes	

oncológicos,	 anatomopatológicos	 y	 radiológicos	 de	 tomografía	 axial	 computerizada	 (TAC),	

scanner	 y	 resonancia	 magnética	 (RM).	 La	 tabla	 3	 resume	 las	 variables	 extraídas,	 que	 se	

agrupan	 en	 cuatro	 tipos:	 (a)	 variables	 demográficas	 	 (b)	 variables	 anatomopatológicas	 y	

características	propias	del	tumor	(c)	variables	clínicas	o	el	tipo	de	tratamiento	que	ha	recibido	

el	paciente	y	(d)	variables	de	seguimiento,	recogiéndose	a	lo	largo	del	período	de	seguimiento	

los	 eventos	 de	 recidiva	 o	 muerte	 por	 enfermedad	 u	 otra	 causa.	 El	 tiempo	 de	 seguimiento	

máximo	 fue	 de	 siete	 años	 y	medio	 (88	meses),	 desde	 la	 fecha	 de	 diagnóstico	 hasta	 el	 1	 de	

Febrero	de	2017.		
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Variables	

demográficas	

Variables	

anatomopatológicas	

Variables	clínicas:	

tratamiento	

Variables	de	

seguimiento	

Sexo	

Edad	

Tipo	histológico	

Localización	tumoral	

Grado	de	diferenciación	

Grado	de	extensión	del	

tumor	

Presencia	de	metástasis	a	

distancia	

Estadio	TNM	

Cirugía	

Radioterapia	

Quimioterapia	

Aparición	de	segundos	

tumores	primarios	

Recidiva	

Progresión	

Muerte	

Vivo	con	enfermedad	

Vivo	sin	enfermedad	

Tabla	3.-	Variables	obtenidas	de	la	historia	clínica	de	la	cohorte	de	casos	

Recodificación	de	las	variables	anatomopatológicas	

Las	variables	 recogidas	a	partir	de	 la	historia	 clínica	 fueron	 recodificadas	y	agrupadas	en	

categorías	que	facilitasen	el	análisis	estadístico	posterior.		

En	primer	 lugar,	de	las	variables	socio	demográficas	se	recodificó	 la	variable	edad	en	dos	

grupos:	(a)	menores	de	50	años	y	(b)	mayores	de	50	años.	

A	continuación,	se	recodificaron	las	variables	anatomopatológicas	del	siguiente	modo:	

Tipo	 histológico:	 Los	 tipos	 histológicos	 más	 frecuentes	 del	 CCR	 son	 adenocarcinoma,	

adenocarcinoma	 mucinoso,	 carcinoma	 de	 células	 en	 anillo	 de	 sello,	 carcinoma	 escamoso	 y	

tumor	 gastrointestinal	 de	 tipo	 neuroendocrino.	 Dada	 la	 escasa	 frecuencia	 de	 otro	 tipo	

histológico	 distinto	 de	 adenocarcinoma	 en	 nuestra	 población,	 se	 decidió	 recodificar	 esta	

variable	 en	 dos	 categorías:	 a)	 “adenocarcinoma”	 y	 b)	 “otros”,	 categoría	 que	 comprende	 al	

adenocarcinomas	mucinoso	y	al	carcinoma	de	células	en	anillo	de	sello,	agrupados	en	base	al	

componente	coloide	y	mucinoso	que	comparten.	

Localización	 tumoral:	 En	 relación	 a	 esta	 variable,	 las	 localizaciones	 anatómicas	 de	 los	

tumores	fueron	ciego,	colon	ascendente,	ángulo	hepático,	colon	transverso,	ángulo	esplénico,	

colon	descendente,	sigma,	recto-sigma	y	recto.	Se	recodificó	esta	variable	en	tres	categorías:	

(a)	“colon	derecho”	que	agrupa	ciego,	colon	ascendente,	ángulo	hepático	y	colon	transverso,	

(b)	 “colon	 izquierdo”	 que	 comprende	 	 ángulo	 esplénico,	 colon	 descendente	 y	 sigma	 y	 (c)	

“recto”	que	incluye	recto-sigma	y	recto.		

Grado	de	diferenciación:	 La	diferenciación	celular	de	un	tumor	es	el	grado	en	el	que	 las	

células	cancerosas	se	asemejan	a	las	células	no	cancerosas	de	las	que	proceden.	Así,	un	tumor	
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"bien	diferenciado"	mantendrá	semejanzas	con	las	células	y	los	tejidos	normales,	al	contrario	

que	 un	 tumor	 "pobremente	 diferenciado”,	 que	 habrá	 perdido	 la	 arquitectura	 tisular	

característica.	En	el	caso	del	CCR,	según	el	grado	de	diferenciación	los	tumores	pueden	ser	de	

tres	tipos:	bien	diferenciados,	moderadamente	diferenciados	y	pobremente	diferenciados.		

Se	 recodificó	esta	 variable	en	dos	 categorías:	 (a)	 “tumor	de	bajo	 grado”,	 que	agrupa	 los	

tumores	bien	y	moderadamente	diferenciados	y	 (b)	“tumor	de	alto	grado”,	que	 incluye	a	 los	

tumores	pobremente	diferenciados.	

Estadio	 TNM:	 El	 sistema	 de	 estadificación	 TNM	 [16-18].se	 basa	 en	 tres	 categorías:	 la	

categoría	 T,	 evalúa	 la	 extensión	 y	 penetración	 del	 tumor	 primario	 dentro	 de	 la	 pared	 del	

intestino	 y	 si	 se	 ha	 expandido	 hacia	 las	 áreas	 adyacentes;	 la	 categoría	 N	 valora	 si	 existe	

afectación	de	 los	ganglios	 linfáticos	adyacentes	 	o	afectación	regional	de	 la	enfermedad;	por	

último,	la	categoría	M	examina	si	la	enfermedad	se	ha	propagado	a	otros	órganos	del	cuerpo	

lo	que	se	conoce	como	metástasis.	

Finalmente,	 para	 las	 variables	 de	 seguimiento	 se	 obtuvieron	 dos	 categorías	 sobre	 el	

estatus	del	paciente	al	final	del	seguimiento:	(a)	“Exitus”	y	(b)	“Recidiva”	tanto	local	como	a	un	

órgano	distante.	

Obtención	de	muestras	biológicas		

Las	 muestras	 biológicas	 proceden	 de	 piezas	 quirúrgicas	 recibidas	 en	 el	 Servicio	 de	

Anatomía	 Patológica	 del	 CAULE,	 de	 acuerdo	 al	 procedimiento	 asistencial	 rutinario.	 Para	 su	

obtención	 se	 aplicó	 el	 protocolo	 habitual	 del	 biobanco,	 ubicado	 en	 el	 propio	 Servicio	 de	

Anatomía	Patológica.	La	 legislación	vigente	(Ley	14/2007	y	RD	1761/2011)	prioriza	el	empleo	

de	la	muestra	para	el	correcto	diagnóstico	anatomopatológico	de	la	enfermedad	que	sufre	el	

paciente.	 Por	 tanto,	 solo	 se	 obtuvieron	muestras	 de	 aquellos	 casos	 en	 los	 que	 existía	 tejido	

excedente	del	proceso	diagnóstico.	

En	 el	 Anexo	 aparece	 detallado	 el	 protocolo	 de	 obtención	 de	muestras	 para	 el	 proyecto	

MCC,	referido	específicamente	a	CCR.	Las	muestras	fueron	diseccionadas	de	la	pieza	quirúrgica	

bajo	la	supervisión	de	un	patólogo,	y	consistieron	en	tejido	tumoral	y	su	homólogo	no	tumoral.	

La	 conservación	 del	 tejido	 se	 realizó	 en	 dos	 formatos:	 (a)	 congelado	 en	 criomoldes	 con	 un	

criopreservante	 (OCT)	 y	 mantenidos	 a	 -80ºC	 o	 (b)	 incluido	 en	 bloques	 de	 parafina	 tras	 su	

fijación	en	formol,	y		almacenados	a	temperatura	ambiente.		
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Extracción	de	los	ácidos	nucleicos	
Tanto	el	ADN	como	el	ARN	fueron	extraídos	a	partir	del	 tejido	congelado	en	criomoldes.	

Para	ello,	se	realizaron	cortes	de	20	µm	de	espesor	mediante	un	criostato.	A	continuación	se	

detallan	las	técnicas	empleadas	en	cada	caso.	

Extracción	del	ADN		
Se	 empleó	 el	 sistema	 comercial	 “Wizard	 Genomic	 DNA	 Purification	 kit”	 (Promega)	 de	

acuerdo	con	las	condiciones	recomendadas	por	el	fabricante.	Entre	5	y	10	cortes	de	tejido	o	el	

equivalente	a	20-40	µg	fueron	introducidos	en	un	tampón	de	lisis	en	presencia	de	proteinasa	

K.	El	ADN	 fue	posteriormente	purificado	mediante	un	 tampón	denominado	por	el	 fabricante	

“Protein	Precipitation	Solution”	que	se	basa	en	el	método	“Salting	out	“o	de	precipitación	de	

las	proteínas	por	sales.	Seguidamente,	se	precipitó	el	ADN	con	isopropanol,	se	lavó	con	etanol	

al	70%	y	se	rehidrató	 	en	100µl	con	un	tampón	“DNA	rehydration	solution”.	Las	muestras	de	

ADN	fueron	congeladas	a	-20ºC	hasta	el	momento	de	su	utilización.	

Extracción	del	ARN	
El	 sistema	 comercial	 empleado	 fue	 “miRCURY	 RNA	 Isolation	 Kit	 -Tissue”	 (EXIQON).	 El	

equivalente	a	20	µg	de	tejido	(5-6	cortes)	fue	sometido	a	la	acción	de	un	tampón	de	lisis	con	β-

mercaptoetanol	y	proteinasa	K.	La	purificación	del	ARN	se	llevó	a	cabo	mediante	columnas	de	

afinidad.	Tras	la	aplicación	de	una	solución	de	lavado	o	“Wash	solution”	se	eluyó	en	50	µl	del	

tampón	“Elution	Buffer”.	Las	muestras	de	ARN	fueron	alicuotadas		y	congeladas	a	-80ºC	hasta	

el	momento	de	su	utilización.	

Cuantificación	y	control	de	calidad	de	los	ácidos	nucleicos		

La	cantidad	y	calidad	de	los	ácidos	nucleicos	extraídos	fueron	estimadas	con	la	ayuda	de	un	

espectrofotómetro	(Picodrop	Microliter	UV/Vis	Spectrophotometer),	a	partir	de	las	densidades	

ópticas	(DO)	a	260	nm	y	el	ratio	260	nm/280	nm,	respectivamente.		

En	 el	 caso	 del	 ARN,	 se	 realizaron	 controles	 de	 calidad	 adicionales	 para	 asegurar	 la	

integridad	de	las	muestras.	Por	un	lado,	se	verificó	en	gel	de	agarosa	al	0,8%	la	presencia	de	las	

bandas	 de	 RNA	 ribosómico	 28S	 y	 18S.	 Por	 otro,	 se	 analizó	 la	 integridad	 y	 la	 pureza	 de	 las	

muestras,	mediante	electroforesis	en	el	sistema	“Experion	automated	electrophoresis	system”	

(BIORAD)	[151]	disponible	en	el	 Laboratorio	de	Técnicas	 Instrumentales	 (LTI)	de	 la	Universidad	

de	León.	Este	sistema	integra	la	separación	electroforética	de	los	ácidos	nucleicos,	la	detección	

de	fluorescencia	y	el	análisis	de	datos.	Para	ello,	emplea	un	chip	microfluídico	(LabChip),	sobre	

el	 cual	 se	 aplica	 la	 muestra	 de	 ARN	 (1	 µl),	 que	 se	 separa	 como	 en	 una	 electroforesis	
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convencional,	 pero	 con	mayor	 velocidad	 y	 resolución.	 Un	 lector	 de	 fluorescencia	 detecta	 el	

patrón	 de	 bandas	 correspondiente	 a	 las	 distintas	 subunidades	 del	 ARN,	 y	 un	 software	 lo	

representa	gráficamente	en	 forma	de	electroferograma.	El	 sistema	proporciona	un	 indicador	

de	 la	 calidad	del	ARN	o	 “RNA	quality	 indicator	 “(RQI),	 un	 valor	 de	 integridad	de	 la	muestra,	

“RNA	 integrity	 number”	 (RIN),	 los	 ratios	 del	 ARN	 ribosomal	 y	 la	 concentración	 a	 la	 que	 se	

encuentra	la	muestra.		

El	valor	de	RIN	nos	permitió	seleccionar	las	muestras	aptas	para	la	conversión	en	cADN	y	el	

posterior	experimento	de	PCR	en	tiempo	real.	Se	consideraron	válidas	todas	aquellas	muestras	

que	tuvieran	una	RIN	superior	a	6.	

Análisis	de	polimorfismos	(SNPs)	del	gen	EZH2	

Estrategia	de	búsqueda	de	polimorfismos	
Los	polimorfismos	del	gen	EZH2	analizados	en	este	estudio	fueron	obtenidos	a	partir	de	las	

bases	de	datos	Ensembl	(EMBL)	[152,153]	y	SNP	database	(NCBI)	[154,157]que	recogen	la	información	

de	 genotipado	 de	 los	 proyectos	 internacionales	 “1000genomes”	 [155]	 o	 “HapMap”	 [156].	 En	

función	 de	 las	 posibles	 consecuencias	 funcionales	 e	 implicaciones	 clínicas,	 se	 seleccionaron	

tres	SNPs	rs2302427,	rs3757441,	rs6958683.		

Genotipado	de	las	muestras		
Para	 el	 análisis	 de	 SNPs	 se	 empleó	 la	 metodología	 “SNP’s	 Genotyping	 Assays-Taqman	

Tecnologies”	 mediante	 un	 equipo	 de	 PCR	 en	 tiempo	 real	 “StepOnePlus	 7200”	 (Applied	

Biosystems).	 Las	 reacciones	de	PCR	 se	 realizaron	 con	100ng	de	ADN	extraído	de	 cada	 tejido	

tumoral,	en	un	volumen	de	25	μl.	Se	realizaron	dos	réplicas	por	cada	muestra	y	como	control	

negativo	de	amplificación	se	empleó	agua	destilada	de	biología	molecular.	Las	secuencias	de	

los	SNPs	analizados	y	las	condiciones	de	PCR	empleadas	para	cada	análisis	se	representan	en	la	

tabla	4.	

Este	 sistema	 comercial	 permite	 detectar	 en	 una	muestra	 dos	 variantes	 de	 la	 secuencia,	

mediante	 el	 empleo	 de	 sondas	 marcadas	 con	 fluoróforos.	 En	 nuestro	 caso,	 se	 emplearon	

sondas	 Taqman,	 oligonucleótidos	 	 lineales	 de	 secuencia	 complementaria	 a	 la	 estudiada,	

marcadas	en	su	extremo	5´con	los	fluoróforos	VIC	o	FAM	“reporter”	y	en	su	extremo	3’	con	un	

fluoróforo	apantallador	 	o	“quencher”	 (Tabla	4).	El	 funcionamiento	de	 las	sondas	Taqman	se	

basa	 en	 el	 fenómeno	 FRET	 (Fluorescence	Resonance	 Energy	 Transfer).	 El	 “reporter”	 emite	 la	

fluorescencia	que	se	desea	cuantificar	mientras	que	el	“quencher”	captura	la	fluorescencia	del	

anterior,	emitiendo	a	su	vez	fluorescencia	a	una	longitud	de	onda	no	relevante	para	el	análisis,	
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de	modo	que	cuando	el	“reporter”	y	el	“quencher”	se	encuentran	unidos,	la	fluorescencia	del	

primero	 no	 es	 detectable.	 Una	 vez	 la	 sonda	 Taqman	 ha	 hibridado	 con	 la	 secuencia	

complementaria,	 la	 enzima	 Taq	 polimerasa	 hidroliza	 la	 sonda,	 liberando	 a	 la	 molécula	

“quencher”,	 lo	 que	 permite	 que	 la	 fluorescencia	 emitida	 por	 el	 “reporter”	 sea	 detectable	 y	

cuantificable.		

El	genotipo	de	las	muestras	o	la	discriminación	alélica	se	determinó	mediante	el	programa	

“StepOne	 plus”,	 en	 función	 de	 que	 la	 fluorescencia	 fuese	 emitida	 por	 VIC,	 por	 FAM	 o	 por	

ambos.	 De	 este	modo,	 las	 muestras	 fueron	 catalogadas	 como	 homocigotas	 para	 el	 alelo	 1,	

homocigotas	para	el	alelo	2	o	heterocigotas.		

Nombre	 Secuencia	 Fluorocromo	 Ciclos	PCR	

rs2302427	(C/G)	 GGATCGTCTCCATCATCATCATCGT[C/G]ATC

ATCATTATATTGACCAAGGGCA	

VIC-C	

FAM_G	

95°	10	min	X1	

95°	15	seg		

60°	1	min	X40	

rs3757441	(T/C)	 TTGTTATTTTCTCTTTTTTGAAATA[C/T]GCTT

CTTAGAAATTGCTATTTCACC	

VIC-T	

FAM-C	

95°	10	min	X1	

95°	15	seg	

60°	90seg	X	40	

rs6958683	(C/G)	 5´GGCATCGAGCAGTGTCTGA	3’	

3’	TCCTCTCAGC/GGTAGATT	5’	

VIC-C	

FAM-G	

95°	10	min	X1	

95°	15	seg	

60°	90seg	X	40	

Tabla	 4.-	 Secuencias	 de	 las	 sondas	 Taqman	 para	 la	 detección	 de	 SNPs	 en	 el	 gen	 EZH2,	 y	
ciclos	de	la	reacción	de	PCR.	

Análisis	de	expresión	de	EZH2	

En	este	 trabajo	se	 realizaron	dos	 tipos	de	análisis	de	expresión	de	EZH2:	por	un	 lado,	 se	

estudió	 su	 expresión	 génica	 mediante	 experimentos	 de	 PCR	 en	 tiempo	 real	 y,	 por	 otro,	 su	

expresión	proteica	mediante	la	construcción	de	una	matriz	de	tejido	(“tissue	array”).		

Análisis	de	expresión	génica	de	EZH2	

Los	 experimentos	 de	 PCR	 en	 tiempo	 real	 permitieron	 determinar	 la	 expresión	 génica	

diferencial	en	el	 tejido	 tumoral	con	respecto	al	 tejido	no	 tumoral,	utilizado	como	referencia.	

Además,	permitieron	cuantificar	el	nivel	de	expresión	del	gen	en	cada	muestra	para	estudiar	

posteriormente	su	asociación	con	variables	clínico-patológicas.		
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El	proceso	constó	de	las	siguientes	fases:	

Transcripción	reversa		

El	 ARN	 extraído	 de	 los	 tejidos	 tumoral	 y	 no	 tumoral	 fue	 convertido	 a	 ADNc	 mediante	

transcripción	reversa.	Con	objeto	de	reducir	 la	variabilidad,	se	partió	de	1μg	de	ARN	total	de	

cada	 muestra.	 En	 este	 trabajo	 solo	 se	 utilizaron	 aquellos	 ARN	 extraídos	 que	 tuvieran	 una	

integridad	 superior	 a	una	RIN	de	6.	 El	 sistema	 comercial	 utilizado,	 “dART	2-Step	RT-PCR	kit”	

(EURx),	emplea	"Random	hexamers”	hexámeros	que	se	unen	a	todo	el	ARN	al	azar	e	incorpora	

dNTPs	para	sintetizar	 la	totalidad	de	 la	secuencia	complementaria.	Según	recomendación	del	

fabricante,	 las	reacciones	se	realizaron	en	un	volumen	final	de	20	μl,	en	presencia	de	dNTPs,	

DTT,	y	el	enzima	“dART	reverse	transcriptase”	(Anexo	protocolos).	Además,	el	sistema	incluye	

un	 inhibidor	de	RNAsas.	El	proceso	 se	 llevó	a	 cabo	en	un	 termociclador	modelo	PTC200	 (MJ	

Research).	El	ADNc	fue	conservado	a-20	˚C	hasta	su	utilización.	

PCR	cuantitativa	en	tiempo	real	

Las	reacciones	de	PCR	se	realizaron	mediante	el	sistema	comercial	“SG	qPCR	Master	Mix	

(2x),	plus	ROX	Solution”,	compatible	con	el	termociclador	“StepOne7200”,	en	un	volumen	final	

de	 20	 μl,	 según	 recomendaciones	 del	 fabricante.	 Este	 sistema	 comercial	 contiene	 una	 Taq	

polimerasa	 modificada,	 solución	 tampón,	 dNTPs	 (dUTPs)	 UNG	 (N-uracilo	 glicosilasa)	 para	

prevenir	 la	 contaminación	 entre	 reacciones	 y	 SYBR	 Green	 I,	 fluoróforo	 que	 se	 asocia	 a	 la	

hendidura	menor	de	 la	hebra	de	ADN.	 La	 solución	ROX	que	 incluye	este	 sistema	 sirve	 como	

referencia	para	la	normalización	de	la	señal	de	fluorescencia.			

Tanto	para	EZH2	como	para	GAPDH,	empleado	como	gen	normalizador,	 	 la	amplificación	

se	 realizó	utilizando	primers	 que	 solapasen	con	 la	unión	de	dos	exones	a	nivel	del	ADNc.	En	

concreto,	el	amplicón	analizado	para	del	gen	EZH2	es	un	fragmento	de	219	pb	localizado	entre	

los	exones	17	y	19.	El	correspondiente	a	GAPDH,	es		un	fragmento	de	180	pares	de	bases	entre	

el	exón	1	y	el	exón	3.	

Cada	 PCR	 fue	 optimizada	 para	 la	 obtención	 de	 un	 producto	 específico	 y	 evitando	 la	

formación	de	primer-dimers.	La	temperatura	óptima	de	anillamiento	se	determinó	realizando	

un	gradiente	de	temperaturas	de	52°C	a	65°C	en	una	PCR	convencional.	La	tabla	5	refleja	 las	

secuencias	empleadas	y	los	ciclos	de	temperatura	seguidos.	

Las	 reacciones	 de	 PCR	 en	 tiempo	 real	 se	 realizaron	por	 triplicado	 para	 cada	muestra	 de	

ADNc	 y	 para	 cada	uno	de	 los	 genes.	De	 acuerdo	 con	 las	 recomendaciones	del	 fabricante,	 el	

volumen	de	las	reacciones	fue	25	µl,	conteniendo	1	µl	de	ADNc,	y	una	concentración	final	de	

0.4	µM	de	cada	uno	de	los	primers	(directo	y	reverso),	1X	del	master	mix	proporcionado	y	0.5	
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µM	de	ROX.	Además,	se	realizó	un	pretratamiento	con	UNG	durante	2	minutos	a	50˚C	antes	de	

la	 desnaturalización	 inicial.	 Al	 final	 de	 la	 PCR	 se	 añadió	un	 análisis	 de	 fusión	 o	melting	para	

comprobar	 la	 calidad	 del	 amplicón	 generado,	 mediante	 la	 aplicación	 de	 un	 gradiente	 de	

temperaturas	de	95	˚C	a	50	˚C	(-0.3	˚	cada	15	segundos)	

	

Gen	analizado	 Secuencia	de	los	primers	 Tamaño	
del	

amplicón	

Ciclos	PCR	

EZH2	[136]	 D:	5ʹCCGCAAGGGTAACAAAAT3ʹ	

R:	ʹGGTAGCAGATGTCAAGGGA3ʹ		
	

219	 50°C			2	min	x1	

95°C	10	min	x1	

95°C	15	s	x40	

55°C	30	s	x40	

72°C	30	s	x40	

GAPDH		 D:5ʹATGGGGAAGGTGAAGGTCGGʹ3	

R:	5ʹGACGGTGCCATGGAATTTGCʹ3	

180	

Tabla	5.-	Secuencias	de	los	primers	para	la	PCR	cuantitativa	de	EZH2	y	GADPH,	tamaños	de	
los	amplicones	y	ciclos	de	la	reacción	de	PCR.	D:	primer	directo	R:	primer	reverso.	

Cuantificación	de	la	expresión	génica	

Para	 analizar	 la	 expresión	 génica	 se	 diseñó	 un	 experimento	 de	 “Cts	 comparativos”[158].El	

valor	de	Ct	o	“ciclo	threshold”	es	aquel	en	el	cual	la	fluorescencia	de	la	curva	de	PCR	corta	la	

línea	umbral.	Los	valores	de	Ct,	de	acuerdo	con	este	método,	se	emplearon	para	cuantificar	la	

expresión	relativa	de	EZH2	en	 la	muestra	tumoral	con	respecto	a	 la	muestra	no	tumoral.	Los	

valores	de	Ct	obtenidos	fueron	normalizados	con	los	correspondientes	a	un	gen	calibrador,	en	

nuestro	caso	GAPDH.	

Previamente,	se	estimó	 la	eficiencia	de	cada	reacción	realizando	5	diluciones	seriadas	de	

una	muestra	de	ADNc	por	triplicado.	Como	control	negativo	(“Non	template	control”-NTC-)	se	

empleó	agua.	Con	los	valores	de	Ct	obtenidos,	por	regresión	lineal	se	construyó	una	curva	y	se	

calculó	el	valor	de	la	pendiente	(m).	La	eficiencia	(E)	se	obtuvo	mediante	el	cálculo	siguiente:	

E		=		10-1/m	

Conocidas	 las	 eficiencias,	 y	 dado	 que	 fueron	 similares	 para	 las	 reacciones	 en	 estudio,	 el	

método	de	cuantificación	relativa	de	ADN	empleado	fue	el	diseñado	por	Livak	et	al	2001[158].	

Este	método	determina	que	cuando	las	eficiencias	muestran	valores	próximos,	puede	asumirse	

el	valor	máximo	de	E	=	2	(lo	que	equivale	a	un	100%	de	eficiencia).		
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De	 este	 modo	 podremos	 calcular	 el	 incremento	 relativo	 (IR),	 que	 es	 el	 número	 de	

transcritos	de	una	reacción	con	respecto	a	otra	

IR	=	2-ΔΔCt	

dónde:	

ΔΔCt	=ΔCt	muestra	tumoral-	ΔCt	muestra	no	tumoral	

ΔCt	muestra	tumoral	=	Ct	(EZH2)	tumoral	-	Ct	(GAPDH)	tumoral	

ΔCt	muestra	no	tumoral=	(EZH2)	no	tumoral	-	Ct	(GAPDH)	no	tumoral	

Se	consideró	que	una	muestra	tenía	sobreexpresión	del	gen	cuando	el	incremento	relativo	

era	igual	o	superior	a	2	y	que	existía	inhibición	de	la	expresión	cuando	el	incremento	relativo	

era	inferior	a	0.5[136].		

Análisis	de	la	expresión	proteica	

La	expresión	proteica	de	EZH2	fue	analizada	mediante	técnica	 inmunohistoquímica	sobre	

una	matriz	de	tejido	o	“tissue	array”	que	 incluyó	 las	muestras	tumorales	de	74	casos	de	CCR	

como	se	describe	a	continuación.		

Construcción	de	una	matriz	de	tejido	(Tissue-array)	

Un	 patólogo	 experimentado	 seleccionó,	 sobre	 cortes	 histológicos	 de	 las	 biopsias	 en	

estudio	teñidos	con	hematoxilina-eosina,	áreas	representativas	de	los	tumores.	De	estas	áreas	

se	 tomaron,	 a	 partir	 del	 bloque	 de	 parafina	 donante,	 dos	 cilindros	 de	 tejido	 de	 1mm	 de	

diámetro,	 que	 se	 introdujeron	 en	 el	 hueco	 correspondiente	 practicado	 sobre	 un	 bloque	 de	

parafina	 receptor.	 El	 instrumento	 empleado	 (Manual	 Tissue	 Arrayer,	 Beecher	 Instruments,	

Silver	 Spring,	MD)	 está	 dotado	 con	 dos	 agujas	 huecas	 que	 se	 desplazan	 en	 los	 dos	 ejes	 del	

plano	mediante	un	sistema	manual	de	rosca	calibrado.	De	este	modo,	una	de	las	agujas	extrae	

el	 cilindro	 del	 bloque	 donante	 y	 la	 otra	 del	 bloque	 receptor[159].	 Finalmente,	 el	 cilindro	 del	

bloque	donante	se	introduce	en	el	hueco	practicado	en	el	bloque	receptor.			

El	“tissue	array”	diseñado,	incluyó	cada	muestra	de	los	tumores	por	duplicado,	y	también	4	

controles	positivos	correspondientes	a	ganglio	linfático.		

Técnica	inmunohistoquímica	

Sobre	 cortes	 histológicos	 de	 la	 matriz	 de	 tejido	 (2,5	 µm)	 se	 realizó	 la	 técnica	

inmunohistoquímica.	 Para	 ello	 se	 empleó	un	 anticuerpo	monoclonal	 anti-EZH2	de	 ratón	 con	

una	dilución1:100(AM1836a,	ABGENT),	realizándose	una	inmunotinción	con	peroxidasa.		
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Tras	la	visualización	al	microscopio,	se	discriminó	la	positividad	de	las	muestras	en	base	a	

dos	parámetros:	intensidad	de	la	tinción	del	núcleo	y	porcentaje	de	células	positivas.	El	umbral	

definido	 para	 considerar	 sobreexpresión	 de	 EZH2	 fue	 la	 detección	 de	 un	 20%	 de	 células	

positivas.		

Análisis	estadístico	
En	relación	con	 la	expresión	génica,	se	valoró	si	 las	distribuciones	de	 los	datos	obtenidos	

para	 los	 ΔCt	 de	 las	 muestras	 tumorales	 y	 no	 tumorales,	 así	 como	 para	 el	 cálculo	 de	 ΔΔCt,	

seguían	 una	 distribución	 normal	 mediante	 el	 test	 de	 Saphiro-Wilk.	 Tras	 ello,	 se	 empleó	 la	

prueba	 de	 rangos	 con	 signo	 de	Wilcoxon	 para	 valorar	 si	 había	 diferencias	 estadísticamente	

significativas	en	la	distribución	del	ΔCt	entre	ambos	tipos	de	muestras.	

El	 estudio	 de	 asociación	 de	 la	 expresión	 génica	 y	 proteica	 con	 las	 características	

sociodemográficas	y	anatomopatológicas,	se	estudió	calculando	el	valor	de	OR	(odds	ratio)	con	

sus	intervalos	de	confianza	al	95%,	en	un	modelo	de	regresión	logística	y	se	realizaron	pruebas	

de	 X2	 para	 valorar	 la	 asociación,	 empleándose	 el	 test	 exacto	 de	 Fisher	 cuando	 los	 efectivos	

esperados	en	alguna	de	 las	 categorías	eran	 inferiores	a	5.	 Todas	estas	pruebas	 se	 realizaron	

con	el	programa	STATA	13,	considerándose	un	error	alfa	de	0.05.		

En	 el	 análisis	 descriptivo	 de	 los	 polimorfismos,	 se	 incluye	 el	 cálculo	 de	 las	 frecuencias	

alélicas	 y	 genotípicas,	 así	 como	 el	 cumplimiento	 del	 equilibrio	 Hardy-Weinberg	 para	 cada	

polimorfismo[160].	 Se	 analizó	 la	 asociación	 de	 los	 polimorfismos	 con	 las	 diferentes	

características	 anatomopatológicas	 empleando	 los	 siguientes	 modelos	 de	 herencia:	 a)	

codominante	que	asume	que	los	tres	genotipos	posibles	tienen	el	mismo	peso	en	la	herencia;	

b)	dominante	en	el	que	los	genotipos	homocigotos	del	alelo	de	mayor	frecuencia	se	analizan	

frente	a	los	heterocigotos	y	a	los	homocigotos	del	alelo	de	menor	frecuencia;	c)	recesivo	en	el	

que	 se	 agrupan	 homocigotos	 del	 alelo	 de	 mayor	 frecuencia	 y	 heterocigotos	 frente	 a	

homocigotos	del	alelo	de	menor	 frecuencia;;	d)	 sobredominante	en	el	que	se	agrupan	 todos	

los	homocigotos	dominantes	frente	a	heterocigotos;	e)	 log-additive	que	considera	el	valor	de	

tendencia	 por	 cada	 alelo	 de	 menor	 frecuencia	 presente.	 Todos	 estos	 análisis	 se	 hicieron	

empleando	el	programa	SNPstats[160].	

Análisis	de	la	supervivencia	de	CCR	en	función	de	los	marcadores	moleculares	de	EZH2.	

Se	 determinó	 la	 relación	 entre	 los	marcadores	moleculares	 estudiados,	 los	 tres	 SNPs	 de	

EZH2,	 su	 expresión	 génica	 y	 proteica,	 con	 la	 supervivencia	 global	 (OS,	Overall	 Survival)	 y	 la	

supervivencia	libre	de	enfermedad	(DFS,	Disease	Free	Survival).		
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La	 tasa	 de	 supervivencia	 global	 (OS)	 se	 refirió	 empleando	 evento	 el	 fallecimiento	 del	

paciente	 independientemente	 de	 la	 causa,	 y	 se	 empieza	 a	 contabilizar	 el	 período	 desde	 la	

fecha	 de	 diagnóstico	 de	 cada	 paciente.	 La	 tasa	 de	 supervivencia	 libre	 de	 enfermedad	 (DFS),	

que	se	refirió	empleando	como	evento	la	aparición	de	recidiva	o	el	fallecimiento	del	paciente	

si	este	sucede	antes,	el	período	de	tiempo	se	considera	desde	la	fecha	de	diagnóstico.	

A	 partir	 de	 dichos	 datos,	 se	 elaboraron	 curvas	 de	 Kaplan-Meier	 para	 la	 representación	

gráfica	de	cada	uno	de	los	marcadores	estudiados	en	función	de	las	supervivencias	OS	y	DFS.	

Además,	mediante	el	modelo	de	regresión	de	riesgos	proporcionales	de	Cox	se	calcularon	los	

Hazard	 Ratio	 (HR)	 con	 su	 intervalo	 de	 confianza	 del	 95%,	 tanto	 de	 manera	 cruda,	 como	

ajustando	por	edad	y	estadio	recodificado	en	dos	categorías:	enfermedad	inicial	y	enfermedad	

avanzada.	 Todas	 estas	 pruebas	 se	 realizaron	 con	 el	 programa	 STATA	 13,	 considerándose	 un	

error	alfa	de	0.05.		
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Resultados	revisión	sistemática	

Identificación	de	estudios	relevantes/Proceso	de	búsqueda	

El	 proceso	 seguido	 para	 la	 identificación	 de	 estudios	 relevantes,	 usando	 el	 método	 de	

búsqueda	 descrito	 en	Metodología,	 aparece	 representado	 en	 el	 algoritmo	 de	 la	 figura	 11.	

Inicialmente	se	identificaron	384	estudios,	de	los	cuales	se	eliminaron	134	trabajos	duplicados.	

Posteriormente,	se	realizó	una	primera	lectura	de	los	resúmenes	con	el	objeto	de	identificar	si	

los	 trabajos	 cumplían	 o	 no	 los	 criterios	 de	 inclusión.	 En	 esta	 fase,	 237	 estudios	 fueron	

excluidos.	De	ellos,	77	publicaciones	eran	revisiones	narrativas,	cartas	al	editor	y	resúmenes	de	

conferencia,	 89	 artículos	 reportaban	 exclusivamente	 estudios	 in	 vitro	 y	 3	 estudios	

experimentales	 se	 basaban	 en	 un	 modelo	 murino.	 Además,	 se	 excluyeron	 37	 artículos	 por	

realizar	el	trabajo	en	otras	patologías	(neoplasias	malignas	diferentes	al	CCR),	24	por	centrar	el	

estudio	en	otros	genes,	y	6	por	realizar	análisis	de	polimorfismos	(variantes	genéticas)	y	no	de	

expresión	 del	 gen.	 Por	 último,	 se	 excluyó	 un	 estudio	 por	 estar	 publicado	 en	 lengua	 china.	

Como	 resultado,	 13	 fueron	 los	 artículos	 que	 cumplieron	 los	 criterios	 de	 inclusión	 para	 los	

análisis	posteriores.	

Tras	la	lectura	completa	de	los	13	estudios	seleccionados	3	fueron	excluidos,	dado	que	no	

abordaban	 la	 asociación	 entre	 la	 expresión	 de	 EZH2	 y	 parámetros	 de	 supervivencia,	 sino	 el	

estudio	de	 la	expresión	de	EZH2	en	función	de	otros	marcadores	(ARN	largos	no	codificantes	

Long	Non	Coding	RNA	–HOTAIR	y	micro	ARN)	[161,162]	o	el	tratamiento	con	estatinas[163].	

Finalmente,	 10	 estudios	 fueron	 los	 elegibles	 para	 la	 revisión	 sistemática.	 Al	 realizarse	 la	

evaluación	de	la	calidad	metodológica	se	observó	que	las	valoraciones	variaban	entre	el	35.7%	

y	el	90.9%,	presentando	más	de	la	mitad	de	los	artículos	una	valoración	menor	del	50%,	y	que	

sólo	 tres	 trabajos	 superaban	 una	 calidad	 metodológica	 del	 80%.	 Los	 estudios	 empleaban	

diferentes	medidas	de	supervivencia,	estudiando	8	artículos	la	supervivencia	global	OS,	Overall	

survival,	 y	 3	 la	 supervivencia	 libre	 de	 enfermedad	 DFS,	 Disease	 free	 survival.	 De	 los	 10		

estudios,	7	identifican	la	sobreexpresión	de	EZH2	como	un	indicador	de	mal	pronóstico	para	la	

supervivencia	 del	 CCR[136,137,139,141,164,165,167]	 presentando	 uno	 de	 ellos	 resultados	

estadísticamente	 significativos[136].	 Sin	embargo,	 los	3	estudios[140,166,168]restantes	encuentran,	

que	 la	 sobreexpresión	 de	 EZH2	 podría	 ser	 un	 factor	 de	 buen	 pronóstico,	mostrando	 dos	 de	

ellos	resultados	estadísticamente	significativos[168].			
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Figura	11.-	Algoritmo	de	la	revisión	sistemática.	

Meta-análisis	
Los	 8	 trabajos	 que	 estudiaban	 la	 supervivencia	 global	 fueron	 los	 incluidos	 en	 el	 meta-

análisis.	De	ellos,	5	mostraban	 los	datos	de	HR	con	sus	respectivos	 intervalos	de	confianza	al	

95%	 (IC95%),	mientras	que	en	 los	 tres	 restantes	este	valor	 se	estimó	a	partir	de	 los	gráficos	

que	 representaban	 las	 curvas	 de	 supervivencia	 Kaplan-Meier.	 El	 valor	 de	 HR	 global	 que	 se	

obtuvo	 fue	HR=0.61	 con	 IC95%(0.38-0.84).	 Estos	 datos	 sugieren	 que	 se	 podría	 considerar	 la	

sobreexpresión	 de	 EZH2	 en	 el	 CCR	 como	 un	 factor	 de	 buen	 pronóstico	 en	 el	 estudio	 de	 la	

supervivencia	como	se	ve	representado	en	la	figura	12.		

Respecto	a	la	heterogeneidad	de	los	estudios,	el	valor	de	I2	fue	de	29.8%,	sin	significación	

estadística	 (p=0.190).	 Esto	 indica	 que	 los	 estudios	 son	 lo	 suficientemente	 homogéneos	 para	

estudiarlos	 en	 conjunto.	 Además,	 se	 realizó	 un	 meta-análisis	 adicional	 agrupando	 los	 siete	

estudios	 que	 emplean	 técnica	 inmunohistoquímica	 (IHC)	 y	 analizando	 este	 sub-grupo	 se	

obtuvo	un	valor	de	HR=0.58	con	IC95%(0.38-0.79).		
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Figura	12.-	Representación	gráfica	del	meta-análisis.		

Análisis	de	sesgos	de	publicación	
Para	 los	 10	 artículos	 seleccionados	 se	 realizó	 un	 análisis	 de	 sesgos	 de	 publicación	

empleando	el	test	de	Egger	y	el	test	de	Begg.	Aunque	el	funnel-plot	(Figura	13)	mostró	alguna	

asimetría,	 ni	 el	 test	 de	 Egger	 (p=0.121)	 ni	 el	 de	 Begg	 (p=0.072)	 ofrecieron	 resultados	

significativos,	 lo	que	sugiere	que	no	existen	sesgos	de	publicación	para	 la	 sobreexpresión	de	

EZH2	en	la	supervivencia	del	CCR.	

	

Figura	13.-	Funnel	Plot	realizado	para	comprobar	la	existencia	de	sesgos	de	publicación.	Los	
ocho	 estudios	 que	 investigan	 el	 papel	 de	 EZH2	 en	 la	 supervivencia	 del	 CCR	 aparecen	
representados	con	puntos	muestran	alguna	asimetría.		
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Resultados	
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Estudio	de	la	cohorte	de	casos	del	proyecto	MCC-Spain.	

Análisis	descriptivo	de	las	características	sociodemográficas	y	clínico-

patológicas	

La	 tabla	 8	muestra	 los	 datos	 referentes	 a	 las	 características	 sociodemográficas	 y	 clínico	

patológicas	de	los	94	pacientes	de	CCR	que	participaron	en	el	estudio.	

Dichos	 pacientes	 presentaban	 un	 rango	 de	 edad	 en	 el	 momento	 del	 diagnóstico	

comprendido	 entre	 los	 46	 y	 los	 85	 años	 y	 	 una	 media	 de	 edad	 de	 71.73	 años,	 con	 una	

desviación	 estándar	 de	 11.05	 años.	 El	 67.71	%	 (63)	 de	 los	 tumores	 colorrectales	 analizados	

fueron	 diagnosticados	 en	 hombres	 mientras	 que	 el	 32.29	 %	 (31)	 fueron	 diagnosticados	 en	

mujeres,	por	lo	que	el	ratio	de	la	frecuencia	en	cuanto	al	sexo	fue	aproximadamente	de	2:1.	La	

media	 de	 edad	 para	 el	 diagnóstico	 de	 CCR	 en	 hombres	 fue	 de	 72.66	 años	 con	 desviación	

estándar	de	7.60	y	un	 rango	comprendido	entre	50.53	y	85.34	y	en	 las	mujeres	 la	media	de	

edad	es	de	69.79	 con	una	desviación	estándar	de	16.07	 y	un	 rango	entre	 los	46	 y	 los	 84.13	

años	en	el	momento	del	diagnóstico	de	la	enfermedad.	

En	 cuanto	 a	 las	 características	 clínico-patológicas,	 en	 primer	 lugar	 se	 identificó	 la	

localización	 anatómica	 del	 tumor.	 La	 localización	más	 frecuente	 fue	 en	 sigma	 con	 32	 casos	

(34.04%).	El	 resto	de	 los	 tumores	se	 localizaron	15	casos	en	ciego	con	 (15.96%),	13	casos	en	

colon	ascendente	 (13.83%),	8	casos	en	ángulo	hepático	 (8.51%),	3	casos	en	colon	 transverso	

(3.19%),	3	casos	en	ángulo	esplénico	(3.19%),	6	casos	en	colon	descendente	(6.38%),	6	casos	

en	recto-sigma	(6.38%)	y,	por	último,	8	casos	en	recto	(8.51%).		

Según	la	recodificación	en	tres	categorías	se	observó	que	la	localización	más	frecuente	fue	

en	 el	 colon	 izquierdo	 el	 43,62%(41)	 de	 los	 casos	 y	 la	 menos	 frecuente	 en	 recto	 con	 el	

14.89%(14).	 En	 el	 41.49%(39)	 de	 los	 casos	 la	 localización	 fue	 en	 	 el	 colon	 derecho.	 Al	

recodificar	en	dos	categorías	se	vió	que	el	mayor	porcentaje	de	casos	de	CCR	aparecían	en	el	

colon	85.11%	(80)	frente	a	un	14.89%	(14)	que	se	desarrollaban	en	el	recto.		

El	diagnóstico	más	frecuente	fueron	los	adenocarcinomas,	que	comprendieron	el		82.98%	

(78)	 de	 los	 tumores	 colorrectales	 analizados,	 el	 13.82%	 fueron	 adenocarcinomas	mucinosos	

(13),	1	(1.06%)	caso	se	correspondió	con	diagnóstico	de	carcinoma	de	células	en	anillo	de	sello	

y	los	2	(2.12%)		restantes	se	corresponden	con	un	diagnóstico	de	carcinoma	y	de	carcinoma	in	

situ	respectivamente.	De	modo	global	y	para	mejorar	la	potencia	estadística	se	consideraron	2	

categorías	 para	 los	 análisis	 posteriores,	 adenocarcinoma	 con	 78	 casos,	 y	 otros	 tipos	 con	 un	

total	de	16	casos.	
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VARIABLE	 CATEGORÍAS	 N	(%)	

Edad	 <50	años	 3(3.29)	

>50	años	 91(96.71)	

Género	 Hombres	 63(67.02)	

Mujeres	 31(32.98)	

Tipo	histológico	 Adenocarcinoma	 78(82.98)	

Otros	tipos	 16(17.02)	

Localización	tumoral(x3)	 Recto	 14(14.89)	

Colon	izquierdo		 41(43.62)	

Colon	derecho	 39(41.49)	

Localización	tumoral(x2)	 Recto		 14(14.89)	

Colon		 80(85.11)	

Grado	de	diferenciación(x3)	 Bien	diferenciado	 24(25.53)	

Moderadamente	diferenciado	 40(42.55)	

Pobremente	diferenciado	 21(24.70)	

Grado	diferenciación(x2)	 Bajo	grado	 64	(75.29)	

Alto	grado	 21(24.70)	

pT	 pT1	 3(3.19)	

pT2	 8(8.51)	

pT3	 58(61.70)	

pT4	 21(22.34)	

pN	 pN0	 50(53.19)	

pN1	 32(34.04)	

pN2	 11(11.70)	

Metástasis	a	distancia	 M0	 82(87.23)	

M1	 12(12.77)	

Estadio	TNM	 Estadio	I	 8(8.51)	

Estadio	II	 39	(41.49	)	

Estadio	III	 34(36.17)	

Estadio	IV	 12(12.77)	

Estadio	TNM(2x)	 Estadios	iniciales	(I	y	II)	 48(51.06)	

Estadios	avanzados	(III	y	IV)	 46(48.94)	

Segundos	tumores	primarios	 Si		 23	(24.47)	

Tabla	8.-	Frecuencias	de	las	características	clínicopatológicas	de	la	cohorte	de	casos.	

Por	otro	 lado,	según	el	grado	de	diferenciación	de	 los	 tumores,	en	este	estudio	24	casos	

(25.53%)	presentaron	tumores	bien	diferenciados	o	Grado	I	(bajo	grado),	40	casos	(42.55%),	el	

grado	 moderadamente	 diferenciados	 o	 Grado	 II	 (bajo	 grado)	 y	 21	 casos	 (22.34%)	 que	 se	
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corresponden	con	tumores	pobremente	diferenciados	o	Grado	III	(alto	grado).	En	11	pacientes	

(11.70%)	no	 se	pudo	determinar	el	 grado	de	diferenciación.	 Se	 realizó	una	 recodificación	de	

esta	 categoría	 agrupando	 a	 los	 tumores	 bien	 y	 moderadamente	 diferenciados	 que	 se	

corresponderían	con	tumores	de	bajo	grado,	con	un	total	de	64	casos	(75.29%)	y	en	tumores	

de	alto	grado,	que	se	corresponde	con	los	casos	pobremente	diferenciados	21(24.70%).	

Finalmente	se	implementó	la	información	de	la	anatomía	patológica	con	el	diagnóstico	de	

extensión	 del	 tumor	 pT,	 la	 afectación	 de	 los	 ganglios	 pN	 y	 la	 presencia	 de	 metástasis	 a	

distancia	M,	para	su	posterior	clasificación	y	estadificación	de	acuerdo	a	la	clasificación	TNM.		

Según	el	grado	de	penetración	y	extensión	del	tumor	T,	en	nuestra	cohorte	de	pacientes	

hemos	 observado	 1	 caso	 (1.06%)	 donde	 el	 tumor	 es	 in	 situ	 Tis,	 (T0),	 en	 el	 que	 el	 tumor	 se	

encuentra	en	su	etapa	más	temprana	y	no	ha	penetrado	la	capa	interna	(mucosa)	del	colon	o	

del	recto.	Se	han	observado	2	casos	(2.13%)	en	los	que	el	cáncer	ha	crecido	a	través	de	la	capa	

muscular	de	 la	mucosa	 (muscularis	mucosae)	hasta	 la	 submucosa	 (T1).	En	 la	 categoría	T2,	el	

cáncer	 ha	 penetrado	 hasta	 la	 muscularis	 propia,	 se	 han	 detectado	 8	 casos	 (8.51%).	 	 La	

categoría	T	más	frecuente	es	la	T3,	el	tumor	ha	crecido	hacia	las	capas	más	externas	del	colon	

o	del	 recto,	pero	no	ha	atravesado	estas	capas	con	58	casos	 (61.70%),	en	 la	 categoría	T4,	el	

tumor	ha	atravesado	las	capas	más	externas	del	colon	y	recto,	tenemos	21	casos	(22.34%),	y	

en	1	caso	(1.06)	no	se	ha	podido	determinar	la	T.	

En	 cuanto	 a	 la	 afectación	 regional	 de	 los	 ganglios	 linfáticos,	 del	 total	 de	 pacientes	 43	

(45.74%)	tenían	afectación	de	 los	ganglios	 linfáticos;	32	casos	 (34.04%)	existía	propagación	a	

menos	de	3	ganglios	linfáticos	(N1a	o	N1b)	o	a	la	grasa	adyancente	a	los	mismos,	sin	afectación	

de	los	ganglios	en	sí	(N1c)	y	en	11	casos	(11.70%)	a	más	de	tres	ganglios	linfáticos	(N2a	y	N2b).	

En	50	casos	(53.19%)	no	existe	afectación	regional	de	los	ganglios,	y	en	1	caso	(1.06%)	no	se	ha	

podido	determinar.	

Se	 complementó	 el	 estudio	 con	 información	 de	 la	 presencia	 o	 ausencia	 de	metástasis	 a	

distancia	a	partir	de	imágenes	radiológicas	(no	determinado	en	anatomía	patológica)	El	12.77%	

de	 los	 casos	 (12)	 presentan	metástasis	 a	 distancia	 en	 el	momento	 del	 diagnóstico,	mientras	

que	el	87.23%		(82	casos)	restante	no.	

Atendiendo	 a	 estos	 3	 criterios,	 la	 clasificación	 TNM	 mostró	 que	 los	 estadios	 más	

frecuentes	en	el	momento	del	diagnóstico	son	los	estadios	II	y	 III	con	39	casos	(41.49%)	y	34	

casos	 (36.17%),	 se	observó	1	caso	 (1.06%)	con	estadio	0,	8	casos	 (8.51%)	con	Estadio	 I,	 y	12	

casos	(12.77%)	con	estadio	IV.	Se	decidió	para	posteriores	análisis	recodificar	esta	categoría	en	

estadio	inicial	de	la	enfermedad,	que	agrupó	a	los	estadios	0,	I	y	II,	que	representa	el	51.06%	
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de	los	casos	(48)	y	en	estadio	avanzado	de	la	enfermedad	que	agrupa	a	los	estadio	III	y	IV,	con	

una	representación	del	48.94%	del	total	de	los	casos.	

En	estos	pacientes	se	detectó	durante	el	periodo	de	seguimiento	la	aparición	de	al	menos	

un	 segundo	 tumor	 primario	 en	 un	 total	 de	 23	 pacientes	 (24.5	 %).	 La	 distribución	 de	 los	

distintos	tipos	de	segundos	tumores	primarios	se	muestra	en	la	figura	14.		

	

Figura	14.-	Distribución	de	segundos	tumores	primarios	localizados	durante	el	periodo	de	
seguimiento.	

	

Análisis	descriptivo	de	los	marcadores	moleculares	

Análisis	de	la	expresión	génica	EZH2	

El	análisis	de	la	expresión	génica	diferencial	para	EZH2	se	realizó	a	partir	de	ARN	extraído	

de	 51	 muestras	 pareadas,	 tumoral-no	 tumoral	 	 seleccionadas	 de	 forma	 aleatoria	 de	 los	 94	

casos	de	CCR.	Como	ejemplo	del	procedimiento	seguido,	la	figura	15	representa	los	resultados	

obtenidos	para	una	muestra	tumoral	y	su	homóloga	no	tumoral.	Los	valores	de	Ct	para	EZH2	y	

para	 el	 gen	 normalizador	 GAPDH	 fueron	 estimados	 a	 partir	 del	 punto	 de	 corte	 de	 la	 línea	

umbral	con	la	curva	de	PCR.	La	expresión	diferencial	entre	muestras	tumorales	y	no	tumorales	

se	obtuvo	a	partir	del	valor	de	∆∆Ct.	
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Figura	 15.-	 Ejemplo	 de	 expresión	 diferencial	 de	 una	 muestra	 tumoral	 con	 respecto	 a	 su	
pareada	 no	 tumoral	 para	 los	 genes	 EZH2	 (amarillo)	 y	 GAPDH	 (rojo).	 (A).	 Curvas	 de	
amplificación,	realizadas	por	triplicado.	(B).	Análisis	de	fusión	de	los	productos	de	PCR	para	
EZH2	 (Tm	=	79.43)	 y	GAPDH	 (Tm=80.86).	 (C)	 Expresión	diferencial	 de	 ambos	 genes	en	 las	
muestras	pareadas.		

	

El	 test	de	 Shapiro-Wilk	para	el	 estudio	de	 la	distribución	de	 las	 variables	determinó	que	

tanto	 los	 valores	 de	 Ct,	 como	 los	 de	 ∆∆Ct	 seguían	 una	 distribución	 no	 normal	 	 (Z	 Shapiro-

Wilk=7.190	y	p=	0.0000).	Consecuentemente,	 la	expresión	diferencial	 	 se	 valoró	mediante	el	

test	 de	 Wilcoxon	 	 obteniéndose	 un	 valor	 de	 z=-3.253	 y	 p=0.0011	 indicando	 que	 existe	

expresión	diferencial	 entre	el	 tejido	 tumoral	 y	el	 tejido	no	 tumoral	pareado.	 Se	ha	 realizado	

una	 representación	 gráfica	 (dot-plot)	 del	 valor	 de	 Ct	 de	 las	muestras	 tumorales	 y	 de	 las	 no	

tumorales	(Fig.	16).		

La	expresión	relativa	(∆∆Ct)	de	EZH2	mostró	un	valor	promedio	de	2.66	y	una	desviación	

estándar	de	5.22,	con	una	mediana	de	1.19	y	un	rango	intercuartílico	entre	0.98	y	2.30.		

	

A	 B

C
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Figura	 16.-	 Dot	 plot	 de	 los	 valores	 de	 ∆Ct	 en	 la	 muestras	 de	 tejido	 tumoral	 y	 tejido	 no	
tumoral.	En	rombos	rojos	la	mediana	para	cada	uno	de	los	tejidos.	

La	 figura	 17	 muestra	 el	 ∆∆Ct	 de	 los	 51	 casos	 en	 estudio.	 Se	 consideró	 inhibición	 de	 la	

expresión	de	EZH2	en	las	muestras	cuyo	valor	de	FC	o	IR	fue	inferior	a	0.5	y	sobreexpresión	en	

aquellas	en	las	que	dicho	valor	fue	superior	a	2,	considerándose	que	de	los	51	casos	estudiados	

se	 detectó	 sobreexpresión	 de	 EZH2	 en	 el	 27.45%(14),	 expresión	 normal	 en	 el	 64.70%(33)	 e	

inhibición	 de	 la	 expresión	 en	 el	 7.84%(4).	 En	 la	 figura	 17	 se	 representan	 los	 niveles	 de	

expresión	de	los	casos	analizados.	

	

Figura	17.-	Niveles	de	expresión	relativa	de	EZH2	en	la	cohorte	de	casos	analizados.	
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Análisis	de	la	expresión	proteica	de	EZH2	
Se	analizaron	74	muestras	de	 los	94	pacientes,	de	 las	que	había	disponibilidad	de	 tejido	

tumoral	incluido	en	parafina.		La	figura	18	muestra	una	imagen	parcial	de	la	matriz	de	tejidos	

(tissue	array)	empleada	para	analizar	 la	expresión	proteica	de	EZH2	en	 las	muestras	de	CCR.	

Las	áreas	donde	se	detecta	expresión	inmunohistoquímica	aparecen	teñidas	de	color	marrón.		

	

Figura	18.-	Imagen	de	un	fragmento	de	la	matriz	de	tejido	“tissue	array”.	

En	la	figura	19A,	con	un	bajo	porcentaje	de	células	positivas	para	la	expresión	de	EZH2,	se	

observan	 las	 criptas	 y	 el	 epitelio	 glandular	de	 color	 azul.	 Sin	 embargo,	 en	 la	 figura	19B,	 que	

muestra	 un	 porcentaje	 de	 células	 positivas	 muy	 elevado,	 se	 pueden	 observar	 los	 núcleos	

intensamente	coloreados	para	la	expresión	de	la	proteína,	 lo	que	se	observa	con	más	detalle	

en	la	figura	19C.	La	figura	19D	muestra	la	tinción	de	un	fragmento	de	ganglio	linfático,	que	se	

empleó	como	control	positivo.	Los	criterios	para	evaluar	la	expresión	fueron	la	intensidad	de	la	

inmunotinción	 y	 el	 porcentaje	 de	 células	 positivas,	 considerando	 el	 20%	 como	 umbral.	 En	

función	de	estos	dos	criterios,	las	muestras	se	separaron	en	dos	grupos,	según	se	detectase	o	

no	la	presencia	de	la	proteína,	de	este	modo	se	consideró	que	existía	presencia	de	expresión	

proteica	en	el	66.22%(49)	de	las	muestras		y	ausencia	de	expresión	de	la	proteína	EZH2	en	el	

33.78%(25).	
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Figura	 19.-	 Imágenes	 ampliadas	 de	 la	 matriz	 de	 tejido.	 A).	 Imagen	 (5x)	 de	 una	 muestra	
negativa	 para	 la	 expresión	 de	 EZH2.	 B)	 Imagen	 (5x)	 de	 una	 muestra	 positiva	 para	 la	
expresión	de	EZH2.	C)		Imagen	(20X)	de	una	muestra	positiva	para	la	expresión	de	EZH2.	D)	
Imagen	(5x)	del	el	control	positivo	empleado	(ganglio	linfático).	

	

Análisis	de	polimorfismos	de	EZH2	

Búsqueda	e	identificación	de	polimorfismos	de	interés	

La	búsqueda	e	 identificación	de	polimorfismos	del	gen	EZH2	en	 las	bases	de	Ensemble,	y	

en	 SNpdatbase	del	NCBI,	 en	 las	 que	 se	 encuentra	 la	 información	 actualizada	de	 la	 literatura	

científica	y	de	proyectos	de	genotipado	a	gran	escala	como	HapMap	o	1000genomes,	llevó	a	la	

selección	tres	polimorfismos	del	gen	EZH2	por	su	posible	relevancia	desde	un	punto	de	vista	

clínico	 en	 base	 a	 los	 estudios	 publicados:	 rs6958683,	 	 rs2302427	 y	 rs3757441.	 Las	

características	más	relevantes	se	describen	a	continuación	y	se	resumen	en	la	tabla	9.	

A	 B	

C	 D	
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rs6958683,	se	localiza	en	CHR_HSCHR7_2_CTG6:142559136	(hebra	molde),	se	trata	de	una	

variante	genética		“upstream”,	cuya	consecuencia	clínica	no	está	demostrada,	por	la	ausencia	

de	 análisis	 de	 esta	 variante	 en	 la	 literatura	 y	 en	 estudios	 experimentales,	 pero	 una	 de	 sus	

posibles	 consecuencias	 podría	 ser	 la	 regulación	 de	 la	 transcripción	 de	 la	 proteína.	 Para	 este	

polimorfismo	el	alelo	ancestral	seria	el	C	y	el	de	menor	frecuencia	o	MAF	(MAF	“minor	alelle	

frequency”)	 el	 G,	 pero	 no	 se	 ha	 encontrado	 mucha	 información	 acerca	 del	 mismo	 en	 la	

literatura.	

rs2302427,	 se	 localiza	 en	 Chr.7:148828812	 (hebra	 molde),	 Se	 seleccionó	 este		

polimorfismo	 genético	 porque	 su	 posible	 consecuencia	 clínica	 se	 trata	 de	 una	 variación	 con	

cambio	de	sentido,	la	presencia	del	alelo	de	menor	frecuencia,	es	un	tipo	de	mutación	puntual	

no	sinónima	“missense”	en	la	cual	se	produce	un	cambio	en	un	único	nucleótido,	provocando	

la	aparición	de	un	codón	que	codifica	para	un	aminoácido	diferente.	Esto	podría	provocar	un	

producto	 proteico	 incapaz	 de	 cumplir	 su	 función.	 Para	 este	 polimorfismo	 el	 alelo	 ancestral	

seria	el	C	y	el	de	menor	frecuencia	o	MAF	el	G.	

rs3757441,	 se	 localiza	 en	 Chr.7:148827660	 (hebra	 molde),	 se	 trata	 de	 una	 variante	

genética	 intrónica,	 cuya	 consecuencia	 más	 importante	 puede	 ser	 la	 modulación	 de	 la	

expresión	 del	 producto	 final	 proteico,	 debido	 al	 “splicing”	 o	 procesamiento	 alternativo	 del	

ARNm,	 se	 podría	 ver	 afectada	 la	 transcripción	 del	 gen,	 que	 tenga	 lugar	 el	 aumento	 o	

disminución	de	la	actividad	de	la	proteína.	Para	este	polimorfismo	el	alelo	ancestral	seria	el	T	y	

el	de	menor	frecuencia	o	MAF	el	C.	

	

	 rs6958683	 rs2302427	 rs3757441	

Localización	 CHR_HSCHR7_2_CTG

6:142559136	

Chr.7:148828812	 Chr.7:148827660	

Variante	 Variante	“upstream”	 Variante	“missense”	 Variante	intrónica	

Alelo	ancestral	 C	 C	 T	

Alelo	menor	

frecuencia	(MAF)	
G	 G	 C	

Tabla	9.-	Características	de	los	SNPs,	localización,	variante,	alelo	ancestral	y	de	menor	
frecuencia	(MAF).	

Una	vez	realizado	el	experimento	de	genotipado	se	consideraron	válidas	aquellas	muestras	

que	 en	 el	 análisis	 mostraron	 un	 porcentaje	 de	 calidad	 superior	 al	 98%	 en	 las	 2	 réplicas	

realizadas.	 En	 la	 tabla	 10	 se	 muestra	 manera	 resumida	 la	 información	 referente	 a	 las	
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frecuencias	 alélicas	 y	 genotípicas	 que	 se	 describen	 a	 continuación	 para	 cada	 uno	 de	 los	

polimorfismos.	

Análisis	del	rs6958683	

En	 el	 análisis	 de	 este	 SNP	 todas	 las	 muestras	 analizadas	 cumplen	 con	 los	 criterios	 de	

inclusión,	al	presentar	porcentajes	de	calidad	superiores	al	98%.	Las	frecuencias	alélicas	que	se	

han	 encontrado	 para	 este	 SNP	 en	 este	 estudio	 fueron	 las	 siguientes;	 para	 el	 alelo	 C,	 la	

frecuencia	fue	del	81%	frente	al	19%	de	frecuencia		del	alelo	G.	De	los	94	pacientes	analizados,	

61(65%)	fueron	homocigotos	(presentaron	el	genotipo)	CC,	30	fueron	heterocigotos	CG	(32%)	

y	 sólo	 3	 presentaron	 el	 genotipo	 GG	 (3%).	 Al	 realizar	 la	 estimación	 del	 equilibrio	 Hardy-

Weinberg,	se	observó	que	este	polimorfismo	se	encontraba	en	equilibrio	con	una		p=1.	

Análisis	del	rs2302427	

En	el	análisis	del	polimorfismo	rs2302427	se	eliminaron	de	 los	análisis	dos	muestras	que	

no	cumplían	con	los	criterios	de	calidad	prefijados,	por	ser	su	porcentaje	de	calidad	inferior	al	

97%,	por	lo	que	nos	quedamos	para	el	análisis	con	un	total	de	92.		

Las	frecuencias	alélicas	para	este	SNP	fueron	del	93%	para	el	alelo	C	de	mayor	frecuencia	y	

del	 7%	 para	 el	 alelo	 G	 de	menor	 frecuencia.	 Los	 genotipos	 de	 los	 pacientes	 fueron	 el	 89%	

homocigotos	 para	 el	 alelo	 C,	 el	 8%	 heterocigotos	 CG	 y	 el	 3%	 homocigotos	 para	 el	 alelo	 G.		

Según	 el	 análisis	 del	 equilibrio	 Hardy-Weinberg	 este	 polimorfismo	 se	 encuentra	 en	

desequilibrio	H-W	para	esta	población	(p=0.004).	

Análisis	del		rs3757441	

En	el	análisis	del	polimorfismo	rs3757441	se	eliminaron	de	 los	análisis	dos	muestras	que	

no	cumplían	con	los	criterios	de	calidad	prefijados	por	ser	su	porcentaje	de	calidad	inferior	al	

97%,	por	lo	que	también	en	este	caso,	nos	quedamos	para	el	análisis	un	total	de	92	muestras.	

Las	 frecuencias	 alélicas	 para	 el	 rs3757441	 fueron	 del	 58%	 para	 el	 alelo	 T	 de	 mayor	

frecuencia	 y	 del	 42%para	 el	 alelo	 C	 de	menor	 frecuencia.	 El	 genotipo	más	 frecuente	 fue	 el	

homocigoto	para	el	alelo	T	con	un	41%	de	los	individuos,	seguido	del	33%	heterocigotos	TC	y	

en	el	caso	de	los	homocigotos	para	el	alelo	MAF,	la	frecuencia	fue	del	26%	de	los	casos.	Este	

polimorfismo	se	encuentra	en	desequilibrio	H-W	en	nuestra	población	estudio	con	un	valor	de	

p=0.0014.	
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Equilibrio	Hardy-Weinberg		

	 Frecuencias	genotípicas	 Frecuencias	alélicas	 Valor	p	

rs6958683	 CC	 CG	 GG	 C	 G	 	

n(94)	 61(0.65)	 30(0.32)	 3(0.03)	 152(0.81)	 36(0.19)	 1.000	

rs2302427	 CC	 CG	 GG	 C	 G	 	

n(94)	 82(0.89)	 7(0.08)	 3(0.03)	 171(0.93)	 13(0.07)	 0.004	

rs3757441	 TT	 TC	 CC	 T	 C	 	

n(92)	 38(0.41)	 30(0.33)	 24(0.26)	 106(0.58)	 78(0.42)	 0.0014	

Tabla	10.-	Frecuencias	genotípicas	y	alélicas	de	los	SNPs	de	EZH2	y	resultados	del	análisis	del	
equilibrio	Hardy-Weinberg.	

	

Estudios	de	asociación	de	los	marcadores	moleculares	con	las	características	

basales	de	los	pacientes	

Asociación	de	la	expresión	génica	EZH2	con	las	características	

sociodemográficas	y	anatomopatológicas		

Los	 resultados	 de	 los	 análisis	 de	 asociación	 entre	 la	 expresión	 génica	 de	 EZH2	 y	 las	

características	sociodemográficas	y		anatomopatológicas	se	resumen	en	las	tablas	11	y	12.		

Se	 observó	 que,	 en	 el	 caso	 de	 la	 edad,	 era	más	 frecuente	 en	 pacientes	mayores	 de	 50	

años,	de	hecho,	no	se	determinó	sobreexpresión	en	ningún	paciente	menor	de	50		años	,	por	

este	motivo,	no	se	pudo	estimar	el	riesgo	expresado	en	OR	ni	tampoco	los	IC	al	95%.	El	21.43	%	

de	 los	 casos	 que	 sobre	 expresan	 EZH2	 	 se	 corresponden	 con	mujeres,	 el	 sexo	 femenino	 se	

asocia	 con	 un	menor	 riesgo	 de	 sobreexpresar	 el	 gen	 EZH2	 	 con	 un	OR=0.56	 (0.13-2.42).	 En	

ninguna	 de	 estas	 asociaciones	 las	 diferencias	 observadas	 fueron	 estadísticamente	

significativas.	

En	 el	 análisis	 de	 distribución	 por	 localización	 tumoral,	 que	 se	 realizó	 considerando	 la	

distribución	en	3	categorías	(recto,	colon	izquierdo	y	colon	derecho)	y	en	2	categorías	(recto	y	

colon),	se	observó	una	mayor	frecuencia	de	sobreexpresión	del	gen	en	la	categoría	de	recto,	y	

un	menor	riesgo	en	el	colon	con	un	valor	de	OR=0.52	(0.07-3.56)	tanto	en	el	análisis	por	dos	

como	por	tres	categorías	pero	no	de	forma	estadísticamente	significativa.		

No	 se	 pudo	 estimar	 la	 asociación	 entre	 el	 tipo	 histológico	 y	 la	 sobreexpresión	 de	 EZH2,	

dado	 que	 todos	 los	 casos	 en	 los	 que	 el	 gen	 EZH2	 aparece	 sobreexpresado	 son	 de	 tipo	

adenocarcinoma,	esta	distribución	se	encuentra	próxima	a	la	significación	estadística.	Además	
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los	tumores	que	sobreexpresan	EZH2	fueron	más	frecuentemente	de	bajo	grado,	considerando	

de	modo	conjunto,	bien	y	moderadamente	diferenciados,	con	un	OR=	0.23	(0.02-2.05).	

En	 cuanto	 al	 tamaño	 e	 invasión	 del	 tumor,	 la	 mayor	 parte	 de	 los	 muestras	 que	

sobreexpresan	 EZH2,	 el	 78.57%	 se	 correspondieron	 con	una	 extensión	 anatómica	 de	pT3,	 el	

tumor	ha	crecido	hacia	 las	 capas	más	externas	del	 colon	o	del	 recto,	pero	no	ha	atravesado	

estas	 capas.	 La	 sobreexpresión	 del	 gen	 se	 asoció	 con	 una	menor	 afectación	 de	 los	 ganglios	

linfáticos	con	un	OR=0.62	(0.21-1.75)		y	con	una	menor	presencia	de	metástasis	a	distancia	con	

un	OR=	0.39	(0.04-3.63)	,	pero	no	de	forma	estadísticamente	significativa.	

Esta	 misma	 tendencia	 se	 observó	 en	 el	 estadio	 TNM,	 a	 mayor	 estadio	 menor	

sobreexpresión	de	EZH2	aunque	no	de	 forma	significativa,	para	el	estadio	 IV	el	valor	de	OR=	

0.25	 (0.01-3.99)	 y	 p=	 0.35.	 Sin	 embargo,	 si	 recodificamos	 en	 dos	 categorías	 este	 efecto	 se	

suavizó,	mostrando	una	asociación	entre	una	menor	sobreexpresión	con	estadios	avanzados	III	

y	IV	con	un	OR=0.89	(0.26-3.07).	La	sobreexpresión	génica	de	EZH2	se	asoció	con	la	aparición	

de	segundos	tumores	primarios	con	un	OR=2.71	(0.73-10.14).		

Asociación	de	la	expresión	de	la	proteína	EZH2	con	las	características	

sociodemográficas	y	anatomopatológicas	

Los	 resultados	 obtenidos	 en	 los	 análisis	 de	 asociación	 entre	 la	 presencia	 de	 la	 proteína	

EZH2	y	las	características	sociodemográficas	y	anatomopatológicas	se	describen	en	la	tablas	13	

y	14.		

En	función	de	las	características	demográficas,	en	las	mujeres	es	menor	la	presencia	de	la	

proteína	con	un	OR=0.66	(0.24-1.80),	y	en	el	análisis	por	edad,	 la	presencia	de	expresión	fue	

más	 frecuente	 en	 el	 grupo	 de	mayor	 edad	 OR=4.47	 (0.38-52.13)	 no	 existiendo	 significación	

estadística	en	ninguno	de	los	2	casos.	

Tal	y	como	se	muestra	en	las	tablas	12	y	13,	ninguna	de	las	asociaciones	analizadas	mostró	

significación	 estadística,	 si	 bien	 es	 interesante	 describir,	 tal	 y	 como	 se	 hace	 a	 continuación,	

algunas	 de	 las	 asociaciones	 detectadas	 	 entre	 la	 presencia	 de	 proteína	 EZH2	 	 en	 los	 cortes	

histológicos	 del	 tissue	 array	 y	 las	 características	 anatomopatológicas	 de	 los	 pacientes	

estudiados.		

	

	



	

	 		

		
		

EZ
H
2-
	

AR
N
m
	

EZ
H
2+

	
AR

N
m
	

	p
	

(X
2 /
Fi
sh
er
)	

O
R	
	IC

95
%
	

	p
		

(W
al
d)
	

Ed
ad

	
<5

0	
añ

os
	

2	
(5
.7
1)
	

0	
(0
.0
0)
	

0.
36

3	
1	

---
--	

>5
0	
añ

os
	

33
	(9

4.
29

)	
14

	(1
00

.0
0)
	

---
	

G
én

er
o	

H
om

br
es
	

25
	(6

7.
57

)	
11

	(7
8.
57

)	
0.
51

3*
	

1	
0.
44

5	
M
uj
er
es
	

12
	(3

2.
43

)	
3	
(2
1.
43

)	
0.
56

	(0
.1
3-
2.
42

)	

Ti
po

	h
is
to
ló
gi
co
	

Ad
en

oc
ar
ci
no

m
a	

28
	(7

7.
78

)	
14

	(1
00

.0
0)
	

0.
08

7*
	

1	
---
---
	

O
tr
os
	ti
po

s	
8	
(2
2.
22

)	
0	
(0
.0
0)
	

---
	

Lo
ca
liz
ac
ió
n	
tu
m
or
al
(x
3)
	

Re
ct
o	

3	
(8
.1
1)
	

2	
(1
4.
29

)	
0.
80

9*
	

1	
	

Co
lo
n	
iz
qu

ie
rd
o	

17
	(4

5.
95

)	
6	
(4
2.
86

)	
0.
81

	(0
.3
2-
2.
05

)	
0.
65

1	
Co

lo
n	
de

re
ch
o	
	

17
	(4

5.
95

)	
6	
(4
2.
86

)	
0.
50

	(0
.1
2-
1.
98

)	
0.
32

8	

Lo
ca
liz
ac
ió
n	
tu
m
or
al
(x
2)
	

Re
ct
o	
	

3	
(8
.1
1)
	

2	
(1
4.
29

)	
0.
50

8*
	

0.
52

	(0
.0
7-
3.
56

)	
0.
51

3	
Co

lo
n	
	

34
	(9

1.
89

)	
12

	(8
5.
71

)	
		

G
ra
do

	d
e	
di
fe
re
nc
ia
ci
ón

(x
3)
	

Bi
en

	d
ife

re
nc
ia
do

	
12

	(3
7.
5)
	

5	
(3
5.
71

)	
0.
32

1*
	

1	
	

M
od

er
ad

am
en

te
	d
ife

re
nc
ia
do

	
12

	(3
7.
5)
	

8	
(5
7.
14

)	
1.
6	
(0
.4
-6
.3
2)
	

0.
49

5	
Po

br
em

en
te
	d
ife

re
nc
ia
do

	
8	
(2
5.
00

)	
1	
(3
0.
43

)	
0.
3	
(0
.0
2-
3.
07

)	
0.
21

4	

G
ra
do

	d
ife

re
nc
ia
ci
ón

(x
2)
	

Ba
jo
	g
ra
do

	
24

	(7
5.
00

)	
13

	(9
2.
86

)	
0.
24

0*
	

1	
0.
18

9	
Al
to
	g
ra
do

	
8	
(2
5.
00

)	
1	
(7
.1
4)
	

0.
23

	(0
.0
3-
2.
05

)	
Ta
bl
a	
11

.-	
An

ál
isi
s	d

e	
as
oc
ia
ci
ón

	d
e	
la
	e
xp
re
sió

n	
gé
ni
ca
	c
on

	la
s	c

ar
ac
te
rís
tic
as
	so

ci
od

em
og

rá
fic
as
	y
	a
na

to
m
op

at
ol
óg

ic
as
.	

	 	

	
	

86	

El	papel	de	EZH2	en	el	cáncer	colorrectal		



	

		

		
		

EZ
H
2-
	

AR
N
m
	

EZ
H
2+

	
AR

N
m
	

	p
	

(X
2 /
Fi
sh
er
)	

O
R	
	IC

95
%
	

	p
		

(W
al
d)
	

		
		

pT
	

pT
1	

1	
(2
.7
8)
	

0	
(0
.0
0)
	

0.
38

8*
	

1	
		

pT
2	

3	
(8
.3
3)
	

2	
(1
4.
29

)	
6.
67

	(0
.4
6-
10

1.
73

)	
0.
17

2	
pT

3	
22

	(6
1.
11

)	
11

	(7
8.
57

)	
5.
00

	(0
.5
7-
44

.2
0)
	

0.
14

8	
pT

4	
10

	(2
7.
78

)	
1	
(7
.1
4)
	

1	
(-)
	

		

pN
	

pN
0	

18
	(5

0)
	

8	
(5
7.
14

)	
0.
64

7*
	

1	
0.
95

5	
pN

1	
14

	(3
8.
89

)	
6	
(4
2.
86

)	
0.
96

	(0
.2
7-
3.
42

)	
pN

2	
4	
(1
1.
11

)	
0	
(0
.0
0)
	

1	
(-)
	

M
et
ás
ta
si
s	
a	
di
st
an

ci
a	

M
0	

31
(7
0.
45

)	
13

	(9
2.
86

)	
0.
65

7*
	

1	
0.
41

4	
M
1	

6(
16

.2
2)
	

1	
(7
.1
4)
	

0.
39

	(0
.0
4-
3.
63

)	

Es
ta
di
o	
TN

M
	

Es
ta
di
o	
I	

3	
(8
.3
3)
	

2	
(1
4.
29

)	

0.
84

6*
	

1	
	

Es
ta
di
o	
II	

14
	(3

8.
89

)	
5	
(3
5.
71

)	
0.
53

	(0
.0
6-
4.
20

)	
0.
55

3	
Es
ta
di
o	
III
	

13
	(3

6.
11

)	
6	
(4
2.
86

)	
0.
69

	(0
.0
9-
5.
29

)	
0.
72

3	
Es
ta
di
o	
IV
	

6	
(1
6.
67

)	
1	
(1
4.
29

)	
0.
25

	(0
.0
1-
3.
99

)	
0.
35

	

Es
ta
di
o	
TN

M
(2
x)
	

Es
ta
di
os
	in

ic
ia
le
s	
(I	
y	
II)
	

17
	(4

7.
22

)	
7	
(5
0.
00

)	
0.
86

0	
1	

0.
86

0	
Es
ta
di
os
	a
va
nz
ad

os
	(I
II	
y	
IV
)	

19
	(5

2.
78

)	
7	
(5
0.
00

)	
0.
89

	(0
.2
6-
3.
07

)	

Se
gu

nd
os
	tu

m
or
es
	p
rim

ar
io
s	

N
o	

29
	(7

8.
38

)	
8	
(5
7.
14

)	
0.
12

9	
1	

0.
13

6	
Sí
	

8	
(2
1.
62

)	
6	
(2
7.
45

)	
2.
71

	(0
.7
3-
10

.1
4	

Ta
bl
a	
12

.-	
An

ál
isi
s	d

e	
as
oc
ia
ci
ón

	d
e	
la
	e
xp
re
sió

n	
gé
ni
ca
	c
on

	la
s	c

ar
ac
te
rís
tic
as
	so

ci
od

em
og

rá
fic
as
	y
	a
na

to
m
op

at
ol
óg

ic
as
	

	

87	

Resultados	



El	papel	de	EZH2	en	el	cáncer	colorrectal	

	
88	

La	expresión	de	la	proteína	se	asoció	con	localizaciones	más	frecuentes	en	colon	izquierdo	

OR=1.39	(032-5.97)	y	en	colon	derecho	OR=1.33	(0.30-5.83),	en	el	análisis	por	tres	categorías.	

Cuando	este	análisis	 se	 realizó	por	dos	categorías	 la	expresión	se	asociaba	directamente	con	

localización	en	colon	con	un	valor	de	OR=1.36	(0.34-5.36).	

La	 distribución	 de	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	 con	 las	 diferentes	 características	 clínico-

patológicas	 fue	 la	 siguiente,	 por	 un	 lado,	 al	 estudiar	 su	 asociación	 con	 el	 tipo	 histológico	 se	

observó	 asociación	 sin	 alcanzar	 la	 significación	 estadística	 con	 tumores	 con	 diagnóstico	 de	

adenocarcinoma,	 la	 asociación	 entre	 la	 presencia	 de	 la	 proteína	 y	 otro	 tipo	 histológico	

diferente	de	adenocarcinoma	fue	 	OR=0.63	(0.17-2.25).	Por	otro	 lado	en	cuanto	a	 la	relación	

con	el	grado	de	diferenciación,	la	expresión	proteica	EZH2	se	asoció	con	tumores	de	bajo	grado	

y	bien	diferenciados	en	el	análisis	por	dos	categorías,	con	un	valor	de	OR=	0.71	(0.23-1.20)	y	

cuando	se	realizó	el	análisis	por	tres	categorías	se	observó	que	la	proteína	se	expresa	menos	

en	 los	 tumores	 pobremente	 diferenciados	 que	 en	 los	 tumores	 bien	 diferenciados	 y	

moderadamente	diferenciados	con	un	OR=0.35	(0.08-1.53).	

En	cuanto	al	grado	de	extensión	e	 invasión	del	 tumor,	se	observó	que	 la	expresión	de	 la	

proteína	 se	 asociaba	 de	 forma	 más	 frecuente	 con	 las	 categorías	 pT2	 y	 pT3.	 Al	 analizar	 la	

afectación	de	los	ganglios	la	expresión	de	la	proteína	se	asociaba	a	una	mayor	afectación	de	los	

ganglios	pN2,	y	con	un	mayor	número	de	ganglios	afectados,	aunque	no	de	forma	significativa	

con	un	OR=1.23	(0.56-2.64).Sin	embargo	en	el	caso	de	la	presencia	de	metástasis	a	distancia,	la	

sobreexpresión	de	 la	proteína	 se	asocia	 con	una	menor	 frecuencia	de	metástasis	 a	distancia	

con	un	OR=	0.36	(0.09-1.32).	

Cuando	se	realizó	el	análisis	por	estadio	en	cuatro	categorías	se	observó	que	la	expresión	

de	la	proteína	se	asociaba	con	estadios	más	bajos	e	intermedios	que	con	estadios	avanzados,	

los	 casos	 que	 en	 el	 momento	 de	 diagnóstico	 presentaban	 estadio	 IV	 de	 la	 enfermedad	

expresaban	menos	la	proteína	que	los	casos	pertenecientes	a	los	otros	estadios,	con	un	valor	

de	 OR=0.16	 (0.01-1.93).	 En	 el	 análisis	 realizado	 de	 la	 distribución	 de	 la	 expresión	 en	 dos	

categorías	se	observó	que	la	sobreexpresión	de	EZH2	se	asociaba	a	estadios	iniciales,	mientras	

que	los	estadios	avanzados	mostraban	una	asociación	con	una	menor	expresión	de	la	proteína	

OR=0.51	(0.19-1.38).		

La	 presencia	 de	 expresión	 de	 la	 proteína	 se	 asocia	 inversamente	 con	 la	 aparición	 de	

tumores	primarios,	los	pacientes	en	los	que	se	ha	detectado	la	presencia	de	proteína	tienen	un	

menor	riesgo	de	aparición	de	segundos	tumores	primarios	con	un	OR=0.83	(0.28-2.47).	
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Asociación	de	los	polimorfismos	de	EZH2	con	las	variables	anatomopatológicas	
Distribución	de	rs6958683	en	función	de	las	características	anatomopatológicas	

Los	 resultados	 de	 la	 asociación	 del	 rs6958683	 y	 las	 variables	 sociodemográficas	 y	

anatomopatológicas	se	muestran	en	la	tabla	15.		

Entre	 el	 polimorfismo	 rs6958683	 y	 la	 edad,	 recodificada	 	 en	 dos	 grupos;	 menores	 de	

cincuenta	años	y	mayores	de	cincuenta,	 se	observó	 	una	pequeña	asociación	OR=1.23	 (0.14-

11.13)	 entre	 la	 presencia	 de	 al	 menos	 un	 alelo	 G	 y	 el	 grupo	 de	mayor	 edad	 aunque	 dicha	

asociación	no	fue	estadísticamente	significativa	en	ninguno	de	los	modelos	estudiados.	

No	 se	 encontraron	 diferencias	 en	 este	 polimorfismo	 en	 cuanto	 a	 la	 distribución	 por	

género,	si	se	observó	una	pequeña	tendencia	entre	la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G	con	el	

sexo	femenino	con	un	valor	de	OR=1.19	(0.55-2.59)	pero	no	de	forma	significativa.	

Se	 observó	 asociación	 entre	 el	 genotipo	 GG	 estudiado	 desde	 un	 modelo	 de	 herencia	

recesivo	 y	 la	 presencia	 de	 tipos	 histológicos	 en	 los	 tumores	 diferentes	 a	 adenocarcinoma	

(adenocarcinoma	 mucinoso	 y	 carcinoma	 de	 células	 en	 anillo	 de	 sello)	 con	 significación	

estadística	 con	un	 valor	 de	OR=11.54	 (0.97-136.64)	 y	 un	 valor	 de	p=0.047.	 Se	 confirma	esta	

asociación	 al	 emplear	 el	modelo	 log-additive	 se	 confirma	 la	 asociación	 aunque	 no	 de	 forma	

significativa,	 entre	 portar	 al	 menos	 un	 alelo	 G	 con	 diagnóstico	 histológico	 diferente	 de	

adenocarcinoma	con	un	OR=1.72	(0.67-4.38)	y	un	valor	de	p=0.27		

Se	 recodificó	 la	 localización	 tumoral	 en	 dos	 categorías;	 colon	 y	 recto,	 y	 se	 analizó	 la	

distribución	 de	 este	 SNP	 tomando	 el	 valor	 que	 proporciona	 el	 modelo	 log-additive	 que	 la	

presencia	de	al	menos	un	alelo	G	se	asociaba	con	un	menor	riesgo	de	localización	en	colon	con	

un	OR=0.83	 (0.31-2.27)	 y	 un	 valor	 de	 p=0.72.	 Además	 el	 genotipo	GG	de	 este	 polimorfismo	

mostró	asociación	con	localización	en	recto	o	asociación	inversa	con	localización	en	colon	con	

OR=0.35	(0.03-4.31),	p=0.72	.	

En	cuanto	a	la	distribución	de	este	polimorfismo	según	el	grado	de	diferenciación	tampoco	

se	observó	ninguna	asociación	significativa	pero	la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G	se	asoció	a	

tumores	de	bajo	grado	de	diferenciación	con	un	OR=	0.87	(0.33-2.27),	p=0.78.		

Los	 portadores	 de	 al	menos	 un	 alelo	G	mostraron	una	mayor	 presencia	 de	metástasis	 a	

distancia	 en	 el	 momento	 del	 diagnóstico,	 la	 asociación	 hallada	 para	 este	 genotipo	 y	 la	

presencia	de	metástasis	fue	OR=1.52	(0.55-4.26),p=0.25.	

El	genotipo	GG	se	asocia	a	estadios	TNM	más	iniciales	con	OR=0.50	(0.04-5.81)	y	p=0.85	.	

Ninguno	de	los	portadores	de	este	genotipo	GG	presentaban	sobreexpresión	génica	de	EZH2	y	
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la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G	se	asocia	con	una	menor	expresión	del	gen	OR=0.74	(0.21-

2.61)	y	una	p=0.64.	

En	cuanto	a	la	expresión	de	la	proteína,	se	observó	que	el	alelo	G	en	homocigosis,	tanto	en	

el	modelo	codominante	como	en	el	recesivo	presenta	la	mitad	de	riesgo	de	sobreexpresión	de	

la	 proteína	 	 con	 un	 valor	 de	OR=	 0.53	 (0.03-9.11)	 para	 el	modelo	 dominante	 y	 un	OR=0.52	

(0.03-8.71)	para	el	modelo	recesivo,	sin	significación	estadística.	Este	efecto	no	se	observa	en	

el	 modelo	 log-additive	 en	 el	 que	 la	 presencia	 de	 al	 menos	 un	 alelo	 G	 no	 se	 asocia	 con	 un	

menor	riesgo	de	sobreexpresión	de	la	proteína,	valor	de	OR	muy	próximo	a	1,	OR=	0.94	(0.39-

2.30).	

Se	 calculó	 la	 asociación	 de	 este	 genotipo	 GG	 y	 los	 eventos	 de	 muerte	 y	 recidiva	 	 y	 se	

observó,	que	ninguno	de	los	portadores	de	este	genotipo	habían	tenido	eventos	de	recidiva	y	

mostraron	asociación	con	eventos	de	exitus	 con	un	OR=3.31(0.27-40.88)	y	 la	presencia	de	al	

menos	un	alelo	G	se	asoció	a	un	mayor	riesgo	de	presentar	un	evento	de	exitus	OR=1.73(0.68-

4.40).	

Distribución	de	rs2302427	en	función	de	las	características	anatomopatológicas	

Los	 resultados	 de	 la	 asociación	 del	 rs2302427	 y	 las	 variables	 sociodemográficas	 y	

anatomopatológicas	se	muestran	en	la	tabla	16.	

En	el	análisis	de	la	distribución	del	polimorfismo	rs2302427	se	observaron	diferencias	en	la	

distribución	por	 sexo,	estadísticamente	 significativas,	 la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G	 se	

asocia	con	el	género	masculino,	las	mujeres	tienen	un	riesgo	cuatro	veces	menor	de	presentar	

al	menos	un	alelo	G	con	un	valor	de	OR=0.23	(0.03-1.58)	y	un	valor	de	p=0.048.	

Cuando	analizamos	este	SNP	en	función	de	la	edad,	recodificada	en	dos	grupos,	se	observó	

que	los	genotipos	portadores	de	un	alelo	G	se	asocian	inversamente	con	el	grupo	de	edad	de	

más	de	50	años	con	OR=0.53(0.09-3.22),	aunque	no	de	forma	significativa,	lo	que	implica	que	

en	el	grupo	de	menos	de	50	años	la	frecuencia	de	portar	al	menos	un	alelo	G	fue	mayor	que	en	

el	grupo	de	más	de	50,	se	asocia	a	individuos	jóvenes.	

En	 cuanto	 a	 la	 asociación	 del	 polimorfismo	 con	 el	 tipo	 histológico,	 no	 se	 pudo	 hallar	 el	

cálculo	de	OR,	ya	que	no	existe	representación	del	alelo	de	menor	frecuencia	que	es	el	alelo	G,	

ya	 que	 no	 existe	 ningún	 representante	 que	 porte	 este	 alelo	 y	 presente	 un	 tipo	 histológico	

diferente	 a	 adenocarcinoma.	 No	 se	 pudieron	 obtener	 resultados	 de	 asociación	 	 entre	 la	

localización	 tumoral	 en	 tres	 categorías	 y	 este	 polimorfismo	 debido	 a	 que	 no	 existe	

representación	de	ningún	alelo	G	con	localización	en	recto.	Al	recodificar	en	dos	categorías	la	

variable	 localización	 tumoral,	 y	 debido	 a	 que	 no	 existe	 representación	 del	 alelo	 G	 en	
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localización	 tumoral	 en	 recto,	 dado	 que	 todos	 los	 casos	 tanto	 homocigotos	 para	 G	 como	

heterocigotos	se	localizaron	en	el	colon.	

Por	otro	 lado,	 en	 cuanto	a	 la	distribución	de	este	polimorfismo	en	 función	del	 grado	de	

diferenciación	se	observó,	que	el	alelo	G	en	homocigosis,	se	asocia	a	tumores	de	alto	grado	de	

diferenciación	 o	 pobremente	 diferenciados	 pero	 no	 de	 forma	 significativa,	 con	 un	 valor	 de	

OR=1.47	(0.13-17.15)	y	una	p=0,76.	

La	 presencia	 de	 al	 menos	 un	 alelo	 G	 se	 asoció	 con	 un	 menor	 riesgo	 de	 metástasis	 a	

órganos	distantes	en	el	momento	del	diagnóstico,	 con	un	valor	de	OR=0.63	 (0.1-3.84)	 y	una	

p=0.58	.El	genotipo	GG	de	este	polimorfismo	se	asocia	a	una	menor	presencia	de	metástasis	a	

distancia	OR=0.51(0.04-5.88).	De	la	misma	forma	se	observó	cuando	analizamos	la	distribución	

de	este	polimorfismo	en	función	del	estadio,	recodificado	en	dos	categorías	estadios	iniciales	

(Estadio	I	y	II)	y	estadios	avanzados	(III)	que	la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G		se	asocia	con	

un	menor	riesgo	de	estadios	o	enfermedad	avanzada	con	un	valor	de	OR=0.74	(0.28-1.96)	y	un	

valor	de	p=0.53,	este	riesgo	disminuye,	cuando	el	alelo	G	aparece	en	homocigosis	con	un	valor	

de	OR=0.52	(0.05-5.98)	y	un	valor	de	p=0.82.	

No	 se	pudo	analizar	 la	 distribución	de	este	polimorfismo	en	 función	de	 la	 expresión	 	 de	

EZH2	detectada	a	partir	de	ARNm,	dado	que	no	existe	ningún	individuo	homocigoto	para	G	o	

heterocigoto	que	sobreexpresen	el	gen.	Todos,	el	100%	de	 los	 individuos	que	sobreexpresan	

EZH2	presentan	fenotipo	CC.	

Al	 analizar	 la	expresión	proteica,	 se	observó	que	 la	presencia	de	al	menos	un	alelo	G	 se	

asociaba	a	una	menor	sobreexpresión	de	la	proteína	EZH2	con	un	valor	de	OR=0.72	(0.23-2.28)	

y	 una	 p=0.58.	 Este	 riesgo	 disminuye	 si	 el	 alelo	 G	 se	 encuentra	 en	 homocigosis,	 el	 valor	 de	

OR=0.51	(0.03-8.53)	y	un	p=0.64,	para	el	genotipo	GG(modelo	recesivo).	

Al	analizar	este	polimorfismo	en	función	de	 los	eventos	de	recidiva	y	muerte,	se	observó	

que	ningún	individuo	con	genotipo	GG	presentó	eventos	de	recidiva	o	muerte.	

Distribución	de	rs3757441	en	función	de	las	características	anatomopatológicas	

En	 el	 análisis	 del	 polimorfismo	 rs3757441	 en	 función	 de	 las	 diferentes	 características	

anatomopatológicas	 se	 han	 observado	 las	 siguientes	 distribuciones	 cuyos	 resultados	 se	

muestran	completos	en	la	tabla	17.	

La	 presencia	 de	 al	 menos	 un	 alelo	 C	 se	 asoció	 con	 el	 género	 femenino	 de	 forma	

significativa,	este	alelo	aparece	de	forma	más	frecuente	en	mujeres	que	en	hombres,		con	un	

OR=1.65	e	IC95%	(0.95-2.86)	con	un	valor	de	p=0.07	para	el	modelo	Log-additive.	Cuando	este	
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alelo	aparece	en	homocigosis	el	efecto	de	dicha	asociación	es	más	evidente	con	OR=2.68	(0.87-

8.25).	

Al	 analizar	 la	 distribución	 de	 este	 polimorfismo	 en	 grupo	 de	 edad	 <50	 años	 y	 >50	 años,	

observamos	que	la	presencia	de	al	menos	un	alelo	C	se	asocia	al	grupo	de	mayor	edad,	con	un	

OR=1.36	(0.30-6.21)	pero	no	de	forma	estadísticamente	significativa,	p=0.68.	

No	se	observan	diferencias	significativas	en	cuanto	al	tipo	histológico,	si	se	ha	observado	

una	tendencia,	el	alelo	de	menor	frecuencia	el	alelo	C,	en	homocigosis	parece	estar	asociado	a	

tipos	 histológicos	 diferentes	 de	 Adenocarcinoma.	 En	 cuanto	 a	 la	 localización	 tumoral,	 no	 se	

observaron	diferencias	en	cuanto	a	 la	 localización	anatómica	y	ninguno	de	 los	genotipos,	 los	

valores	de	OR	para	todos	los	modelos	fueron	muy	próximos	a	1.		

En	la	distribución	de	este	SNP	y	la	presencia	de	metástasis	a	distancia	se	observó	un	riesgo	

del	 doble	 para	 los	 individuos	 con	 genotipo	 heterocigoto	 CT	 frente	 a	 	 los	 individuos	

homocigotos	para	C	o	T,	con	valores	de	OR	=	2.25	(0.66-7.69),	p=0.2.	Los	individuos	que	tenían	

el	genotipo	homocigoto	C/C,	presentaron	la	mitad	de	riesgo	para	la	presencia	de	metástasis	a	

distancia	OR=0.54	0.11-2.68)	y	un	valor	de	p=0.43.	

Cuando	se	quiso	comprobar	la	asociación	de	este	polimorfismo	en	función	de	estadio,	en	

dos	 categorías,	 enfermedad	 inicial	 y	 avanzada,	 se	 observó	 que	 la	 presencia	 de	 al	menos	 un	

alelo	GC	proporcionaba	un	efecto	protector	frente	a	la	enfermedad	a	distancia	aunque	no	de	

forma	significativa	con	un	valor	de	OR=	0.62	(0.31-1.23)	y	una	p=	0.16,	en	 los	 individuos	que	

fueron	 homocigotos	 para	 este	 alelo	 C,	 CC,	 el	 riesgo	 disminuye	 y	 casi	 alcanza	 la	 significación	

estadística	OR=0.38	(0.14-1.03)	y	un	valor	de	p=0.051.	

En	 cuanto	 a	 la	 sobreexpresión	 a	 partir	 de	 ARN,	 observamos	 que	 el	 genotipo	 CC	 de	

rs3757441	se	asociaba	a	una	menor	expresión	del	gen	con	OR=	0.86	(0.15-4.87)	y	una	p=0.86.	

La	 misma	 tendencia	 se	 observó	 en	 el	 análisis	 de	 la	 proteína	 ya	 que	 la	 presencia	 de	 al	

menos	un	alelo	C	se	asocia	a	una	menor	presencia	de	la	proteína	OR=0.59		e	IC95	%(0.32-1.10)	

y	un	valor	de	p=0.093	y	en	los	individuos	con	genotipo	CC	el	valor	disminuía	a	OR=	0.35	(0.10-

1.18).	

Este	 genotipo	 GG	 se	 asoció	 además	 con	 una	 menor	 presencia	 de	 eventos	 de	 recidiva	

OR=0.49	 	 (0.14-1.77)	 pero	 no	 se	 observó	 asociación	 con	 los	 evento	 de	exitus	OR=1.07(0.27-

4.25).	
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Análisis	de	supervivencia	en	función	de	los	marcadores	moleculares	

A	 continuación	 se	 muestran	 los	 análisis	 de	 supervivencia	 teniendo	 en	 cuenta	 los	 dos	

modelos	propuestos,	por	un	lado,	la	supervivencia	global	u	overall	survival	(OS)	,	en	la	que	el	

evento	final	considerado	es	la	muerte	del	paciente	independientemente	de	la	causa,	y	por	otro	

la	 supervivencia	 libre	 de	 enfermedad	 o	 disease-free	 survival	 en	 la	 que	 el	 evento	 final	

considerado	es	la	aparición	de	la	enfermedad,	sea	una	recidiva	y/o	la	muerte	del	paciente.	

Análisis	de	la	superivencia	global	en	función	de	los	marcadores	moleculares		

En	 el	 periodo	 de	 seguimiento	 de	 los	 casos	 desde	 la	 fecha	 de	 diagnóstico	 de	 CCR	 hasta	

Enero	de	2017	el	tiempo	máximo	de	seguimiento	fue	de	88	meses,	y	ocurrieron	un	total	de	15	

eventos	 de	 muerte	 (15.62%),	 y	 se	 registraron	 como	 datos	 censurados	 9	 casos	 cuyo	

seguimiento	se	perdió	antes	del	punto	 final	de	 seguimiento,	y	de	 los	que	no	se	ha	obtenido	

información	sobre	su	posible	fallecimiento	(Tabla	18).		

En	 el	 análisis	 crudo,	 la	 sobreexpresión	 génica	 de	 EZH2	 se	 asocia	 con	 una	 menor	

supervivencia	 global	 con	 HR=2.50	 (0.76-8.2)	 y	 una	 p=0.13,	 no	 siendo	 significativa	 esta	

asociación.	Cuando	se	ajustó	por	edad	y	estadio	en	el	análisis	multivariante,	el	efecto	de	esta	

asociación	 aumenta	 con	 un	 valor	 de	 HR=2.66	 (0.81-8.76).	 Dicha	 asociación	 no	 alcanza	 en	

ningún	 caso	 la	 significación	 estadística.	 En	 las	 curvas	 Kaplan-Meier	 que	 se	 muestran	 en	 la	

figura	20	se	observa	que	la	supervivencia	OS	es	menor	en	el	grupo	que	sobreexpresó	el	gen.		

	

Figura	 20.-	Curvas	Kaplan	Meier	para	el	estudio	de	 la	OS	en	 función	de	 la	 sobreexpresión	
génica	de	EZH2.	
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Cuando	se	valoró	 la	 supervivencia	en	 función	de	 la	expresión	de	 la	proteína	de	EZH2,	 se	

obtuvo	una	asociación	de	dicha	expresión	con	un	mejor	pronóstico	y	una	mayor	supervivencia	

global	(OS)	tanto	en	el	análisis	crudo	con	un	valor	de	HR=0.55	(0.18-1.64)	y	una	p=0.284	como	

en	el	análisis	multivariante	ajustado	por	edad	y	estadio	con	un	HR=0.54	(0.17-1.70)	y	un	valor	

de	p=0.294.	En	las	curvas	Kaplan-Meier	que	se	muestran	en	la	figura	a	continuación	se	observó	

la	 supervivencia	 OS	 de	 los	 pacientes	 en	 los	 que	 se	 analizó	 la	 expresión	 proteica	 de	 EZH2	

(N=74).	El	grupo	en	los	que	se	detectó	la	proteína	(N=49)	mostraron	una	mayor	supervivencia	

OS	(Figura	21).		

	

Figura	21.-	Curvas	Kaplan-Meier	para	el	análisis	de	la	OS	en	función	de	la	expresión	proteica	
de	EZH2.	

Cuando	 se	 analizó	 el	 papel	 de	 los	 distintos	 SNPs	 estudiados	 en	 la	 supervivencia	 global	

considerando	 un	 modelo	 codominante	 de	 herencia,	 en	 el	 análisis	 crudo	 del	 rs6958683,	 el	

genotipo	GG	se	asoció	a	una	menor	supervivencia	global	con	un	valor	de	HR=	2.82	(0.35-22.69)	

con	una	p=	0.328,	y	el	genotipo	heterocigoto	CG	se	asoció	también	a	una	menor	supervivencia	

global	 con	 un	 HR=1.52	 (0.53-4.38)	 y	 una	 p=0.437.	 En	 el	 análisis	 multivariante	 ajustado	 por	

edad	 y	 estadio	 se	 observó	 la	misma	 tendencia,	 los	 homocigotos	 para	G,	 se	 asociaron	 a	 una	

menor	OS	 con	 un	 valor	 de	OR=2.59	 (0.31-21.29)	 Los	 heterocigotos	 CG,	 presentan	 un	 riesgo	

menor,	 este	 genotipo	 aparece	 asociado	 también	 a	 una	 menor	 supervivencia	 OS	 con	 un	

HR=1.53	 (0.53-4.43)	y	una	p=0.427,	 	por	 lo	que	 la	presencia	de	al	menos	una	alelo	G	parece	

estar	asociado	a	una	menor	supervivencia	y	a	un	peor	pronóstico	(Figura	22.A).	

En	el	análisis	crudo	del	polimorfismo	rs2302427,	el	genotipo	GG	se	asocia	con	una	mayor	

OS,	 HR=1.66*10-15	 pero	 no	 se	 ha	 podido	 realizar	 el	 análisis	 de	 probabilidad	 ni	 estimar	 el	

intervalo	 de	 confianza	 debido	 a	 la	 ausencia	 de	 individuos	 que	 presenten	 dicho	 genotipo	 y	
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tengan	 evento	 de	 muerte,	 es	 decir	 la	 totalidad	 de	 los	 individuos	 con	 este	 genotipo	 se	

encuentran	 vivos	 al	 terminar	 de	 realizarse	 el	 seguimiento.	 Por	 el	 contrario,	 los	 individuos	

heterocigotos	 CG	 presentaron	 una	 menor	 OS	 con	 un	 valor	 de	 HR=1.95	 (0.44-8.69)	 y	 una	

p=0.376.	En	el	análisis	ajustado	por	edad	y	estadio	se	observaron	 las	mismas	tendencias	que	

en	el	análisis	crudo,	para	el	genotipo	GG	no	existe	ningún	caso	de	exitus	por	lo	que	el	HR	que	

se	ha	estimado	es	HR=	1.72*10-15,	pero	al	no	existir	ningún	individuo	no	se	pudo	estimar	ni	los	

intervalos	de	confianza	ni	el	valor	de	p.	Los	individuos	heterocigoto	CG	presentaron	una	menor	

supervivencia	global	con	un	HR=1.93	(0.44-8.98)	y	una	p=0.373	(Figura	22.B).		

Finalmente,	en	el	análisis	crudo	del	SNPs	rs3757441	el	genotipo	CC	se	asoció	a	una	menor	

supervivencia	con	un	riesgo	de	HR=1.24	(0.34-4.41)	y	una	p=0.734,	para	los	heterocigotos	CG	

el	riesgo	fue	menor	con	valores	HR=0.96	(0.27-3.42)	y	con	una	p=0.953.	En	el	análisis	ajustado	

se	 observó	 la	 misma	 asociación,	 el	 alelo	 C	 en	 homocigosis	 se	 relacionó	 con	 menor	

supervivencia	 global	 con	 un	 valor	 de	 HR=1.33	 (0.36-4.82)	 y	 una	 p=0.661.	 Sin	 embargo	 los	

heterocigotos	TC	se	asocian	a	una	mayor	supervivencia	OS	con	un	HR=0.85	(0.36-4.82)	y	una	

p=0.661	(Figura	22.C).	

	

		 		 OSc	 IC95%	 p	 OSa		 IC95%	 p	
Sobreexpresión	ARN	 2.5	 0.76-8.2	 0.13	 2.66	 0.81-8.76	 0.107	
Expresión	Proteica	 0.55	 0.18-1.64	 0.284	 0.54	 0.17-1.70	 0.294	

rs6958683	
CC	 1	 		 		 1	 		 		
CG	 1.52	 0.53-4.38	 0.437	 1.53	 0.53-4.43	 0.427	

	 GG	 2.82	 0.35-22.69	 0.328	 2.59	 0.31-21.29	 0.375	

rs2302427	
CC	 1	 	 	 1	 	 	
CG	 1.95	 0.44-22.69	 0.376	 1.93	 0.44-8.98	 0.373	
GG	 1.66*10-15	 0	 1	 1.72*10-15	 0	 1	

rs3757441	
TT	 1	 		 		 1	 		 		
TC	 0.96	 0.27-3.42	 0.953	 0.85	 0.23-3.04	 0.807	
CC	 1.24	 0.34-4.41	 0.739	 1.33	 0.36-4.82	 0.661	

Tabla	 18.-	Análisis	crudo	y	ajustado	por	edad	y	estadio	de	 la	supervivencia	global	OS	en	
función	 de	 los	 marcadores	 moleculares	 de	 EZH2.	 OSc	 	 (modelo	 crudo)	 OSa	 (modelo	
ajustado	por	edad	y	estadio	TNM).	
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Figura	22.-	Curvas	Kaplan-Meier	de	la	supervivencia	global		OS	en	función	de	los	diferentes	
genotipos	de	los	polimorfismos	analizados:	rs6958683	(A),	rs2302427	(B)		y	rs3757441	(C).		

	

A	

B	

C	
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Análisis	de	la	superivencia	libre	de	enfermedad	en	función	de	los	marcadores	

moleculares	

Asumiendo	 el	mismo	 tiempo	 de	 seguimiento	 que	 para	 la	 supervivencia	 global,	 desde	 la	

fecha	de	diagnóstico	hasta	Enero	de	2017,	de	los	94	pacientes	con	CCR,	18	(19.15%)	sufren	una	

recidiva	de	 la	enfermedad,	y	otros	9	 fallecen	durante	este	periodo	de	tiempo,	por	 lo	que	en	

total	 los	eventos	a	considerar	en	el	modelo	de	análisis	de	supervivencia	 libre	de	enfermedad	

fueron	27,	lo	que	supone	el	28.72%	de	los	pacientes	a	estudio	(Tabla	19).	

En	el	análisis	crudo	de	la	expresión	génica	se	observó	que	los	casos	que	sobreexpresaban	

EZH2	presentaron	una	menor	DFS	HR=	1.38	(0.51-3.68)	y	una	p=0.519.	En	el	análisis	ajustado	

por	 edad	 y	 estadio,	 la	 sobreexpresión	 se	 asocia	 a	 una	 menor	 RFS,	 presentando	 un	 efecto	

similar	al	hallado	en	el	análisis	crudo		HR=1.33	(0.49-3.56)	con	un	valor	de	p=0.567	(Figura	23).		

	

	

Figura	 23.-	 Curvas	 Kaplan-Meier	 para	 la	 representación	 de	 la	 supervivencia	 libre	 de	
enfermedad	DFS	en	función	de	la	sobreexpresión	del	gen	EZH2.		

En	 el	 análisis	 de	 la	 DFS	 en	 función	 de	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	 se	 observó	 que	 la	

presencia	 de	 la	 proteína	 se	 asociaba	 a	 una	mayor	 supervivencia	 DFS	 con	 un	HR=0.67	 (0.28-

1.57)	y	una	p=0.363.	Cuando	se	realizó	este	análisis	ajustado	por	edad	y	estadio	recodificado	

en	dos	categorías	se	observó	la	misma	tendencia	pero	con	un	efecto	más	moderado	HR=0.82	

(0.34-1.97)	 y	 un	 valor	 de	 p=0.655.	 Ninguna	 de	 las	 asociaciones	 halladas	 para	 la	 expresión	

génica	o	proteica	y	la	DFS	fueron	estadísticamente	significativas	(Figura	24).	
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Figura	 24.-	 Curvas	 Kaplan-Meier	 para	 la	 representación	 de	 la	 supervivencia	 libre	 de	
enfermedad	DFS	en	función	de	la-expresión	proteica	de	EZH2.		

Respecto	al	papel	en	la	DFS	de	los	diferentes	polimorfismos	del	gen	EZH2,	en	primer	lugar	

señalar	que	para	el	polimorfismo	rs6958683,	en	el	análisis	crudo	el	genotipo	homocigoto	para	

el	 alelo	G	 se	 asocia	 a	 una	menor	DFS	 con	un	 valor	HR=1.54	 (0.20-11.77)	 y	 una	 	 p=0.674.	 Se	

observó	 un	 riesgo	mayor	 para	 los	 heterocigotos	 con	 genotipo	 CG,	 con	 un	 valor	 de	 HR=1.71	

(0.77-3.76)	 y	 una	 p=0.183.	 En	 el	 análisis	 multivariante,	 ajustado	 por	 edad	 y	 estadio,	 se	

observaron	tendencias	similares	al	análisis	crudo,	el	genotipo	homocigoto	para	el	alelo	G,	 se	

asocia	 a	 una	 menor	 DFS	 con	 un	 HR=1.34	 (0.17-10.47)	 y	 un	 valor	 de	 p=0.777.	 En	 los	

heterocigotos	está	tendencia	es	mayor,	de	tal	forma	que	se	asocian	a	una	menor	supervivencia	

DFS	con	un	valor	de	HR=1.79	(0.82-3.96)	y	una	p=0.194	(Figura	25.A).	

En	el	 caso	del	polimorfismo	 rs2302427,	en	el	 análisis	 crudo,	 se	observó	el	mismo	efecto	

que	en	el	caso	de	la	OS,	para	el	genotipo	GG	no	se	ha	podido	estimar	los	parámetros	de	IC95%	

ni	el	valor	de	p,	ya	que	no	existe	ningún	caso	que	haya	sufrido	una	recaída	en	la	enfermedad	

con	 ese	 genotipo,	 por	 tanto	 el	 riesgo	 que	 se	 estimó	 fue	 de	 HR=1.65*10-15.	 El	 genotipo	

heterocigoto	al	contrario,	se	asocia	a	una	menor	DFS,	con	un	HR=1.76	(0.52-5.88)	y	un	valor	de	

p=0.358.	 En	 el	 análisis	 ajustado,	 las	 tendencias	 observadas	 son	 similares	 pero	 el	 efecto	 del	

riesgo	se	ve	aumentado	y		sucede	lo	mismo	que	en	el	análisis	univariante,	no	se	puede	estimar	

el	valor	de	p	ni	el	intervalo	de	confianza	al	95%	para	el	genotipo	GG,	debido	a	la	ausencia	de	

individuos	con	este	genotipo	que	hayan	sufrido	una	recidiva,	el	HR	estimado	es	de	7.26*10-16	

En	el	caso	de	los	individuos	heterocigotos	presentaron	una	menor	DFS	con	HR=2.24	(0.66-7.58)	

y	un	valor	de	p=0.194	(Figura	25.B).	
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Por	último	se	realizó	el	análisis	de	DFS	para	el	polimorfismo	rs3757441.	En	el	análisis	crudo	

tanto	el	genotipo	homocigoto	para	el	alelo	C,	como	el	genotipo	heterocigoto	muestran	una	

asociación	con	una	mayor	supervivencia	DFS,	con	HR=0.77	(0.29-2.03)	y	una	p=0.598	para	los	

homocigotos	CC,	y	un	HR=0.71	(0.28-1.79)	y	un	valor	de	p=0.478	para	los	heterocigotos	TC,	por	

lo	que	la	presencia	de	al	menos	un	alelo	C	se	asociaría	a	un	mejor	pronóstico	y	una	mayor	

supervivencia	DFS.	Cuando	se	realiza	el	análisis	multivariante	ajustado	por	edad	y	estadio,	este	

efecto	desaparece	en	los	individuos	homocigotos	para	el	alelo	C	que	no	se	observó	asociación	

con	la	DFS,	con	valores	de	HR	muy	próximos	a	1,	HR=1.02	(0.38-2.72)	y	un	valor	de	p=0.964,	

para	el	genotipo	TC	se	sigue	manteniendo	el	efecto	se	ha	protector	observado,	ya	que	se	

asoció	a	una	mayor	DFS	con	HR=0.60	(0.24-1.53)	y	un	valor	de	p=0.291	(Figura	25.C).		

	

		 		 DFSc	 IC95%	 p	 DFSa	 IC95%	 p	
Sobreexpresión	ARN	 1.38	 0.51-3.68	 0.519	 1.33	 0.49-3.56	 0.567	
Expresión	Proteica	 0.67	 0.28-1.57	 0.363	 0.82	 0.34-1.97	 0.665	
rs6958683	 CC	 1	 		 		 1	 		 		
		 CG	 1.71	 0.77-3.76	 0.183	 1.79	 0.82-3.96	 0.145	
		 GG	 1.54	 0.2-11.77	 0.674	 1.34	 0.17-10.47	 0.777	
rs2302427	 CC	 1	 	

	 1	 	 	
	 CG	 1.76	 0.52-5.88	 0.358	 2.24	 0.66-7.58	 0.194	
	 GG	 1.65*10-15	 0	 1	 7.26*10-15	 0	 1	
rs3757441	 TT	 1	 		 		 1	 		 		
		 TC	 0.71	 0.28-1.79	 0.475	 0.60	 0.24-1.53	 0.291	
		 CC	 0.77	 0.29-2.03	 0.598	 1.02	 0.38-2.72	 0.964	

Tabla	 19.-	 Análisis	 crudo	 y	 ajustado	 por	 edad	 y	 estadio	 de	 la	 supervivencia	 libre	 de	
enfermedad	 (DFS)	 en	 función	 de	 los	 marcadores	 moleculares	 de	 EZH2.	 DFSc	 (modelo	
crudo)	DFSa	(modelo	ajustado	por	edad	y	estadio	TNM).	
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Figura	25.-	Curvas	Kaplan-Meier	de	 la	supervivencia	 libre	de	enfermedad	DFS	en	función	
de	los	diferentes	genotipos	de	los	polimorfismos	analizados:	rs6958683	(A),	rs2302427	(B)		
y	rs3757441	(C).		

	

A	

B	

C	



	

	

	

	



	

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

DISCUSIÓN	
 

 

 

 

 



	

	



Discusión	

109	

	

El	objetivo	principal	del	presente	estudio	fue	analizar	el	papel	que	desempeña	EZH2	en	el	

CCR.	Para	su	desarrollo,	el	 trabajo	 fue	realizado	en	dos	 fases	que	se	discuten	a	continuación	

por	 separado.	 En	 la	 primera	 fase,	 se	 llevó	 a	 cabo	 una	 revisión	 sistemática	 de	 la	 literatura	

científica	orientada	a	analizar	la	asociación	entre	la	expresión	de	EZH2	y	la	supervivencia,	y	se	

realizó	un	meta-análisis	a	partir	de	los	datos	de	supervivencia	global	(OS)	del	CCR	encontrados	

en	 la	 revisión.	 En	 la	 segunda	 fase,	 se	 investigó	 la	 expresión	 génica	 y	 proteica	 de	 EZH2,	

incluyendo	 una	 caracterización	 de	 tres	 variantes	 genéticas	 de	 tipo	 SNP	 y	 se	 analizó	 su	

asociación	con	características	anatomopatológicas	y	con	la	supervivencia	global	(OS)	y	libre	de	

enfermedad	(DFS),	en	una	muestra	de	pacientes	del	estudio	MCC-Spain.	

	

Revisión	sistemática	
La	 implicación	 del	 EZH2	 como	 componente	 de	 la	 tumorogénesis	 del	 CCR	 se	 está	

debatiendo	actualmente,	y	aunque	no	existen	muchos	trabajos	que	hayan	analizado	su	papel	

en	 la	 aparición,	 progresión	 y	 supervivencia	 de	 la	 enfermedad,	 en	 los	 últimos	 años	 se	 han	

reportado	nuevos	estudios	que	no	habían	sido	incluidos	en	revisiones	y	meta-análisis	previos.	

La	 ausencia	 de	meta-análisis	 publicados	 que	 evalúen	 la	 participación	 de	 EZH2	 en	 el	 CCR	 en	

profundidad	incluyendo	los	artículos	más	recientes,	y	el	papel	contradictorio	que	describen	los	

estudios	observacionales	similares	al	realizado	en	este	trabajo,	son	las	premisas	que	justifican	

una	nueva	revisión	sistemática	de	la	literatura[136,140,145,169,170,171].	

La	 revisión	 realizada	 permitió	 identificar	 diez	 artículos	 que	 evalúan	 la	 supervivencia	 del	

CCR	en	función	de	la	expresión	de	EZH2	en	tejido	tumoral,	empleando	8	de	ellos	 la	OS	como	

medida	 de	 supervivencia.	 Estos	 8	 estudios	 fueron	 agrupados	 con	 el	 fin	 de	 realizar	 un	meta-

análisis,	 que	 incluyó	 un	 total	 de	 1059	 pacientes	 de	 CCR,	 para	 estimar	 la	 asociación	 entre	 la	

expresión	de	EZH2	y	la	supervivencia.		

La	sobreexpresión	de	EZH2	en	el	CCR	se	asoció	de	manera	estadísticamente	significativa	a	

una	 mayor	 OS,	 con	 un	 valor	 de	 HR	 global=0.61	 (0.38-0.84).	 Estos	 resultados	 fueron	

consistentes	con	los	valores	obtenidos	por	Wang	et	al[171]	y	Jiang	et	al[170],	en	dos	meta-análisis	

publicados	que,	si	bien	son	recientes,	no	contienen	todos	los	artículos	incluidos	en	la	presente	

revisión.	Los	valores	estimados	por	dichos	autores	para	la	relación	de	sobreexpresión	de	EZH2	

y	 la	 supervivencia	 del	 CCR	 fueron:	HR	 global	 =0.91	 (0.63-1.19)	[171]	 y	HR=0.75	 (0.28-1.22)	[170]	
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respectivamente.	 Sin	 embargo,	 un	 meta-análisis	 previo	 [145],	 que	 incluía	 otros	 tumores	

malignos	 y	 sólo	dos	 estudios	 sobre	el	 CCR,	 con	un	 total	 de	291	pacientes	 y	 un	 resultado	de	

HR=1.13	 (0.16-8.21),	 ofrece	 resultados	 discordantes	 con	 los	 obtenidos	 en	 el	 presente	meta-

análisis.		

El	 hecho	 de	 haber	 encontrado	 datos	 que	 apuntan	 a	 un	 posible	 papel	 protector	 de	 la	

sobreexpresión	de	EZH2	para	el	CCR	es	destacable,	dado	que	en	otros	tumores	sólidos,	como	

próstata,	 mama	 o	 pulmón	 [172-174]	 los	 resultados	 publicados	 apoyan	 el	 efecto	 contrario,	

presentándose	 en	 estos	 tumores	 la	 sobreexpresión	 de	 EZH2	 como	 un	 marcador	 de	 mal	

pronóstico.	 Además,	 EZH2	 aparece	 sobreexpresado	 en	 tejido	 tumoral	 respecto	 al	 tejido	
[135,136]lo	 que	 sugiere	 que	 posee	 un	 papel	 oncogénico	 relacionado	 con	 el	 funcionamiento	 de	

PRC2	 a	 través	 de	 la	metilación	 de	 la	 histona,	 que	 induciría	 la	 condensación	 de	 la	 cromatina	

reprimiendo	 la	 expresión	 de	 diferentes	 genes	 supresores	 tumorales[173-175].	 Este	 proceso	 se	

asociaría,	 por	 tanto,	 con	 un	 peor	 pronóstico	 y	 menores	 tasas	 de	 supervivencia[135-136].	 Sin	

embargo,	 estudios	 recientes	 sugieren	 que	 EZH2	 podría	 tener	 un	 papel	 dual	 en	 el	 cáncer,	

actuando	como	un	represor	transcripcional,	pero	también	como	un	activador	[114,115,175].		

Otras	posibles	razones	por	las	que	los	resultados	de	expresión	de	EZH2	pueden	presentar	

estos	resultados	aparentemente	contradictorios	en	la	supervivencia,	serían	las	modificaciones	

post-traduccionales[176],	 las	 variaciones	 en	 la	 asociación	 con	 otras	 subunidades	 del	 complejo	

PRC2	como	SUZ12	y	EED[119,177],	 la	actividad	de	EZH2	 independiente	del	PRC2[119,120,177,178]	o	el	

papel	de	los	SNPs	en	la	expresión	o	en	la	funcionalidad[127,179,180].	Además,	otros	estudios	han	

demostrado	 que	 la	 pérdida	 del	 estado	 de	 trimetilación	 de	H3K27	 se	 relaciona	 con	menores	

tasas	de	supervivencia	en	cánceres	como	los	de	mama,	ovario,	páncreas,	y	recto[181,182],	lo	que	

sería	consistente	con	los	resultados	encontrados	en	éste	meta-análisis.		

Recientemente,	 Wassef	 y	 Margueron[114,115]	 han	 planteado	 que,	 dadas	 las	 conocidas	

funciones	 de	 EZH2	 como	 regulador	 biológico	 de	 la	 expresión	 génica,	 una	 disminución	 de	 la	

actividad	de	PRC2	podría	poseer	un	efecto	oncogénico,	 puesto	que	 se	 activarían	numerosos	

genes	que	permanecían	silentes.		

Todos	estos	estudios	apoyan	la	hipótesis	de	que	existe	un	patrón	de	metilación	entre	 las	

histonas,	los	diferentes	genes	(loci	específicos)	y	el	resto	del	genoma	no	codificante,	por	lo	que	

la	carcinogénesis	podría	darse	por	hipermetilación	de	genes	específicos	e	hipometilación	de	las	

histonas	y	del	genoma	no	codificante[72,183,186].		
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Cabe	destacar,	 como	 fortalezas	del	 presente	estudio,	 que	 se	 trata	del	meta-análisis	más	

completo	 realizado	 hasta	 la	 fecha	 sobre	 el	 papel	 de	 EZH2	 en	 la	 supervivencia	 de	 CCR.	 Se	

empleó	 una	 estrategia	 de	 búsqueda	 exhaustiva	 incluyéndose	 un	mayor	 número	 de	 estudios	

que	en	otros	meta-análisis	publicados.	Además,	de	un	modo	acorde	con	la	guía	de	publicación	

REMARKS	 se	 realizó	 un	 análisis	 pormenorizado	 de	 la	 calidad	 metodológica	 de	 todos	 los	

estudios,	para	su	selección	e	inclusión	en	la	revisión	sistemática.	

	Adicionalmente,	 se	 analizó	 la	 heterogeneidad	 de	 los	 estudios	 y	 los	 posibles	 sesgos	 de	

publicación.	 En	 este	 sentido,	 podemos	 indicar	 que	 no	 se	 encontraron	 sesgos	 de	 publicación	

empleando	 los	métodos	 de	 Egger	 y	 de	 Begg,	 aunque	 la	 interpretación	 de	 los	 resultados	 del	

análisis	 de	 sesgos	 se	 ve	 restringida	 por	 una	 de	 las	 limitaciones	 de	 este	 trabajo,	 que	 fue	 el	

número	 de	 artículos	 disponibles	 en	 la	 literatura	 científica[185].	 Tampoco	 se	 debe	 olvidar	 que	

solo	se	incluyeron	trabajos	escritos	en	inglés,	y	que	la	tendencia	en	el	mundo	académico	es	la	

de	publicar	estudios	con	resultados	estadísticamente	significativos	y	descubrimientos	de	alto	

impacto	en	revistas	internacionales,	mientras	que	los	resultados	negativos	o	menos	llamativos	

suelen	tener	una	difusión	más	limitada.		

En	 relación	 a	 la	 heterogeneidad,	 aunque	 el	 valor	 de	 I2	 fue	 de	 29.8%	 y	 no	 resultó	

estadísticamente	 significativo,	 podemos	 decir	 que	 los	 estudios	 incluidos	 presentaron	

diferencias	 en	 cuanto	 a	 las	 características	 basales	 de	 los	 pacientes,	 incluyendo	 la	 edad,	 el	

estadio	 de	 la	 enfermedad	 o	 la	 duración	 del	 seguimiento.	 También	mostraron	 diferencias	 en	

cuanto	al	uso	de	diferentes	técnicas	para	evaluar	 la	expresión	de	EZH2	y	a	 la	ausencia	de	un	

punto	de	corte	común	para	considerar	sobreexpresión	en	cada	una	de	las	técnicas.	Todas	esas	

fuentes	de	variabilidad	implican	limitaciones	en	la	comparación,	tal	y	como	ha	sido	descrito	en	

otros	meta-análisis[170,171].		

Cabe	destacar,	como	fuente	potencial	de	sesgo,	el	método	empleado	para	extrapolar	 los	

HR	 y	 sus	 respectivos	 intervalos	 de	 confianza.	 Si	 bien	 en	 algunos	 trabajos	 el	 dato	 se	 obtuvo	

directamente	 a	 partir	 de	 la	 información	 publicada,	 en	 otros	 el	 valor	 de	 HR	 tuvo	 que	

extrapolarse	 de	 las	 curvas	 de	 supervivencia,	 lo	 que	 conlleva	 necesariamente	 a	 hacer	

suposiciones	sobre	los	datos	censurados.		

En	conclusión,	el	meta-análisis	 realizado	sugiere	un	papel	protector	de	 la	sobreexpresión	

de	EZH2	en	 la	supervivencia	del	CCR.	Sin	embargo,	el	escaso	número	de	estudios	disponibles	

limita	 su	 aplicación	 como	 biomarcador	 de	 pronóstico.	 Son	 necesarios	 más	 estudios,	 tanto	

prospectivos	 como	 retrospectivos,	 que	 indaguen	 en	 el	 papel	 de	 la	 expresión	 de	 EZH2	 como	
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marcador	 de	 supervivencia	 y	 permitan	 clarificar	 los	 mecanismos	 moleculares	 en	 los	 que	

participa	para	contribuir	a	 la	patogenia	del	CCR.	En	este	contexto,	se	plantea	la	segunda	fase	

de	esta	Tesis	Doctoral	cuyos	resultados	se	discuten	a	continuación.	

	

Estudio	de	la	cohorte	de	casos	del	proyecto	MCC-Spain		

Análisis	descriptivo	de	la	muestra	

En	 la	 segunda	 fase	 del	 presente	 trabajo	 se	 abordó	 el	 análisis	 de	 la	 expresión	 génica,	 la	

expresión	proteica	 y	 el	 genotipado	de	 tres	polimorfismos	de	 tipo	 SNP	del	 gen	EZH2,	 en	una	

serie	de	casos	integrada	por	pacientes	de	CCR	del	Área	de	Salud	de	León	(ASL),	que	participan	

en	 el	 proyecto	 MCC-Spain.	 Este	 estudio	 observacional	 ha	 sido	 de	 tipo	 prospectivo,	 con	 un	

seguimiento	de	 los	 casos	de	hasta	88	meses	como	máximo	desde	 la	 fecha	de	diagnóstico.	A	

partir	 de	 los	 datos	 obtenidos,	 se	 realizó	 un	 estudio	 de	 asociación	 entre	 los	 parámetros	

moleculares	 del	 gen	 EZH2	 y	 las	 características	 anatomopatológicas,	 así	 como	 un	 análisis	 de	

supervivencia	de	los	pacientes	del	estudio.		

Al	describir	la	muestra	se	observó	que	la	distribución	en	cuanto	al	sexo	seguía	un	ratio	2:1.	

Este	dato	concuerda	con	la	bibliografía	publicada	relativa	al	ASL	en	esa	fecha,	que	coincidía	con	

los	datos	sobre	la	incidencia	de	la	enfermedad	a	nivel	nacional[23-25].	

En	 cuanto	 a	 la	 edad	de	 los	 casos,	 la	media	 fue	de	71.73	 años,	 con	un	 rango	de	46	 a	 85	

años,	 lo	que	coincide	con	otros	estudios	de	este	mismo	tipo,	en	 los	que	 la	media	se	sitúa	en	

torno	a	 los	70	años,	 si	 bien	el	 rango	varía	en	 función	de	 los	diferentes	 criterios	de	 inclusión	

empleados	en	la	selección	de	la	población	estudiada[15,45,46].	La	media	de	edad	es,	sin	embargo,	

diferente	 entre	 hombres	 y	mujeres	 (72.66	 años	 en	hombres	 con	un	 rango	de	 50.53	 a	 85.34	

años	frente	a	69.79	años	en	mujeres	con	un	rango	de	46	a	84.13	años).	Esto	concuerda	con	los	

datos	 publicados	 por	 Galcerán	 et	 al,	 que	 describen	 cómo	 la	 incidencia	 del	 CCR	 se	 asocia	 al	

género	y	a	la	edad.	Así,	a	partir	de	los	50	años,	el	riesgo	de	presentar	cualquier	tipo	de	cáncer	

sería	superior	en	hombres;	en	el	caso	del	CCR,	observaríamos	estas	diferencias	en	la	incidencia	

a	partir	de	 los	70	años,	 incrementándose	con	 la	edad	y	observándose	cómo	dicha	diferencia	

aumenta	entre	ambos	sexos	de	forma	progresiva[22].		

En	lo	que	se	refiere	a	la	localización	anatómica	del	tumor,	en	nuestra	muestra	se	observó	

que	el	mayor	porcentaje	de	casos	de	CCR,	85.11%,	aparece	en	el	 colon,	 frente	a	un	14.89%,	
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que	se	desarrollan	en	el	recto.	Estos	datos	no	son	representativos	de	la	población	de	estudio,	

integrada,	 como	 se	 ha	 comentado,	 por	 pacientes	 del	 ASL	 que	 aceptaron	 colaborar	 en	 el	

proyecto	 MCC-Spain:	 en	 una	 publicación	 previa	 de	 carácter	 descriptivo,	 que	 incluyó	 a	 388	

pacientes[187]	 la	 distribución	 por	 localización	 anatómica	 fue	 la	 siguiente:	 28.5%	 en	 colon	

derecho,	32.1%	en	colon	izquierdo,	y	39,1%	en	recto,	siendo	ésta	la	localización	más	frecuente.	

Esta	discordancia	es	debida	fundamentalmente	a	que,	en	el	momento	en	el	que	se	desarrolló	

la	 fase	 de	 obtención	 de	 muestras	 biológicas	 para	 el	 proyecto	 MCC-Spain,	 ya	 se	 estaba	

implantando	en	el	Hospital	Universitario	de	León	una	nueva	técnica	quirúrgica	para	cáncer	de	

recto,	 que	 implicaba	 la	 exéresis	 del	 mesorrecto,	 y	 cuyo	 protocolo	 de	 fijación	 completa	 en	

formol	 limitaba	 la	 obtención	 de	 tejido	 congelado	 a	 aquellas	 piezas	 que	 no	 se	 operaban	 por	

este	procedimiento.	Por	ello,	la	mayor	parte	de	los	casos	de	los	que	se	pudo	obtener	muestra	

de	tejido	congelado	correspondieron	a	cáncer	de	colon.		

En	cuanto	a	la	distribución	por	estadio,	tenemos	una	sobrerrepresentación	de	los	estadios	

II	y	III,	y	una	infrarrepresentación	de	los	estadios	I	y	IV.	Podemos	atribuir	esta	variación,	por	un	

lado,	 a	 que	 la	 participación	 voluntaria	 en	 el	 estudio	 puede	 introducir	 un	 sesgo	 de	 selección	

diferencial,	que	provocaría	que	los	estadios	más	avanzados	estén	infrarrepresentados,	ya	que	

el	 desfavorable	 estado	 de	 salud	 del	 paciente	mermaría	 su	 predisposición	 a	 participar	 en	 el	

proyecto.	Por	otro	 lado,	el	estadio	 I	 suele	coincidir	 con	 tumores	de	 tamaño	pequeño,	por	 lo	

que	 no	 siempre	 es	 posible	 recoger	muestra	 excedente	 para	 investigación.	 Finalmente,	 en	 el	

estadio	IV	la	gravedad	de	la	enfermedad	y	el	riesgo	y	comorbilidad	asociado	a	la	intervención	

influye	 sobre	 la	 decisión	 de	 someter	 al	 paciente	 a	 tratamiento	 quirúrgico	 y,	

consecuentemente,	hace	inviable	la	disponibilidad	de	muestras	de	tejido	de	estos	pacientes.	

Análisis	de	la	expresión	génica	de	EZH2	y	su	asociación	con	variables	

anatomopatológicas.	

La	expresión	génica	fue	analizada	en	muestras	pareadas	tumoral	y	no	tumoral	de	51	casos	

de	CCR,	 detectándose	 sobreexpresión	de	EZH2	 en	 el	 27.45%	de	 los	 casos,	 e	 inhibición	 de	 la	

expresión	 en	 el	 7.84%,	 mientras	 que	 en	 un	 64.70%	 de	 casos	 no	 se	 evidenció	 expresión	

diferencial.	La	frecuencia	de	sobreexpresión	detectada	en	nuestra	serie	de	casos	es	inferior	a	

la	mostrada	por	otros	autores	que	han	analizado	este	mismo	gen	en	muestras	pareadas,	como	

Liu	et	al	[136]o	Mimori	et	al[137]	,	que	estiman	respectivamente	un	porcentaje	de	sobreexpresión	

de	41.4%	y	de	52.45%.	

En	el	presente	trabajo	se	ha	empleado	la	metodología	utilizada	por	Liu	et	al,	incluyendo	los	

mismos	 primers	 y	 condiciones	 de	 PCR	 descritas	 para	 amplificar	 EZH2,	 el	 mismo	método	 de	
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cuantificación	y	el	mismo	umbral	para	considerar	sobreexpresión	del	gen	 [159]con	la	 intención	

de	 reproducir	 su	diseño	experimental	en	nuestra	población.	 Las	diferencias	encontradas	 con	

Liu	 et	 al,	 pueden	 deberse	 a	 que	 se	 trata	 de	 dos	 poblaciones	 distintas,	 aunque	 similares	 en	

cuanto	 a	 la	 distribución	 en	 estadios	 de	 la	 enfermedad,	 y	 a	 que	 se	 desconocen	 el	 resto	 de	

características	de	los	pacientes	que	participan	en	el	estudio,	como	la	edad,	el	sexo,	el	resto	de	

características	 anatomopatológicas	 o	 si	 los	 pacientes	 han	 recibido	 tratamiento	 de	

quimioterapia	previo	a	la	obtención	de	la	muestra[136].	

En	cuanto	al	estudio	de	Mimori	et	al,	el	contraste	con	nuestros	datos	puede	atribuirse	a	la	

diferencia	metodológica	al	definir	el	umbral	de	sobreexpresión.	Mientras	que	estos	autores	lo	

han	definido	como	la	mediana	calculada	a	partir	del	ratio	de	expresión	tumor/normal		(2∆∆Ct)	

y	el	valor	de	la	mediana	se	corresponde	con	un	IR	de	1.45,	en	nuestro	trabajo	se	han	empleado	

criterios	más	restrictivos	a	la	hora	de	considerar	sobreexpresión	del	gen	(IR>2)	[137].	

No	se	ha	encontrado	ninguna	asociación	estadísticamente	significativa	entre	 la	expresión	

génica	de	EZH2	y	las	características	anatomopatológicas.	Así,	la	sobreexpresión	de	EZH2	no	se	

ha	asociado	a	una	mayor	invasión	linfática,	ni	a	una	mayor	presencia	de	metástasis	a	distancia,	

ni	a	estadios	TNM	más	avanzados.	En	el	trabajo	de	Mimori	et	al	[137]	tampoco	hallan	diferencias	

significativas	 en	 la	 asociación	 de	 la	 expresión	 génica	 de	 EZH2	 y	 las	 características	

anatomopatológicas	 descritas.	 Por	 el	 contrario,	 el	 trabajo	 de	 Liu	 et	 al[136]	 sí	 encuentra	

asociación	 significativa	 tanto	 con	 la	 afectación	 de	 los	 ganglios,	 como	 con	 la	 presencia	 de	

metástasis	a	distancia	y	con	el	estadio	TNM	avanzado.		

Liu	et	al[136]	analizaron,	junto	con	EZH2,	SUZ12	y	EED,	también	componentes	del	complejo	

PRC2,	 y	 observaron	 que	 su	 sobreexpresión	 conjunta	 se	 asociaba	 con	 características	

anatomopatológicas	de	mal	pronóstico.	Estos	resultados	sugieren	que	EZH2	está	interactuando	

con	 otros	 componentes	 del	 complejo	 PRC2,	 favoreciendo	 su	 actividad	 pro-oncogénica.	 En	

nuestra	 población	 se	 desconoce	 la	 expresión	 del	 resto	 de	 integrantes	 de	 este	 complejo.	No	

obstante,	hay	que	tener	en	cuenta	que,	tal	y	como	se	ha	descrito	recientemente,	EZH2	puede	

presentar	actividad	independiente	del	complejo	PRC2,	tanto	represora	como	activadora,	por	lo	

que	se	está	investigando	su	posible	papel	como	gen	supresor	tumoral[114,115,119,120].	

Análisis	de	la	expresión	proteica	de	EZH2	y	su	asociación	con	variables	

anatomopatológicas	

El	análisis	de	la	expresión	proteica	incluyó	74	tejidos	tumorales	de	la	serie	de	casos	de	los	

que	se	dispuso	de	muestra	en	parafina.	La	proteína	se	detectó	en	el	66.22%	de	las	muestras,	

un	valor	 inferior	a	 los	obtenidos	por	otros	autores	como	Takawa	et	al[166]	o	Fornaro	et	al	 [138]	
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que	 encontraron	 expresión	 de	 EZH2	 en	 el	 91.4%	 y	 en	 el	 86%	 de	 los	 casos	 estudiados,	

respectivamente.	En	otros	 trabajos,	 como	el	de	Kodach	et	al[165]	 y	el	de	Kurihara	 et	al	 [168]	se	

alcanzó	 el	 87.5%	 y	 el	 85%,	 respectivamente,	 y	 con	 unos	 elevados	 niveles	 de	 expresión	 en	

ambos	casos.	

En	 cuanto	 al	 análisis	 de	 asociación	 de	 la	 proteína	 con	 las	 características	

anatomopatológicas,	se	han	observado	diferentes	tendencias,	si	bien	los	datos	no	alcanzaron	

significación	estadística.	La	expresión	proteica	se	asoció	con	afectación	de	los	ganglios,	pero	no	

con	 la	 presencia	 de	metástasis	 a	 distancia,	 ni	 a	 la	 enfermedad	 estadios	 avanzados	 (III	 y	 IV).	

Estos	 resultados	 están	 en	 línea	 con	 los	 publicados	 por	 Takawa	 et	 al[166],	 que	 encuentran	

asociación	significativa	entre	la	presencia	de	expresión	y	la	ausencia	de	metástasis	a	distancia.	

Otros	 autores[140,165,168]	 no	 hallaron	 asociaciones	 estadísticamente	 significativas	 entre	 las	

características	anatomopatológicas	y	la	expresión	de	la	proteína.	En	ninguno	de	estos	estudios	

se	ha	realizado	el	cálculo	de	OR	y	de	sus	intervalos	de	confianza	cómo	medida	de	asociación,	ni	

se	 han	 recodificado	 las	 variables	 anatomopatológicas	 siguiendo	 los	mismos	 criterios	 que	 en	

nuestro	trabajo.	Esto	dificulta	la	comparación	entre	estudios.		

En	el	presente	trabajo	sólo	se	valoró	 la	presencia	o	ausencia	de	expresión	de	 la	proteína	

conforme	 a	 lo	 realizado	 por	 Takawa	 et	 al[166];	 no	 obstante,	 otros	 autores	 establecieron	

diferentes	scores	para	valorar	y	medir	la	expresión	proteica.	Esta	puede	ser	una	de	las	razones	

por	 las	 que	 obtenemos	 resultados	 discrepantes	 con	 dichos	 autores,	 si	 bien	 al	 no	 existir	 un	

consenso	 sobre	que	 score	 es	 el	más	 adecuado,	no	podemos	 considerar	 como	 inadecuado	el	

método	empleado	en	este	trabajo	[137].	

Relación	entre	la	expresión	génica	y	proteica	
La	coincidencia	entre	la	expresión	génica	y	proteica	se	evidenció	en	un	64.70%	de	los	casos	

estudiados.	Las	diferencias	halladas	entre	ambos	 tipos	de	expresión	pueden	deberse	 tanto	a	

cuestiones	metodológicas,	 cómo	a	mecanismos	biológicos.	En	primer	 lugar,	el	 resultado	está	

influenciado	por	la	técnica	empleada	y	el	tipo	de	valoración	que	se	realiza.	En	nuestro	caso,	la	

expresión	 relativa	 de	 EZH2	 se	 cuantificó	 empleando	 PCR	 en	 tiempo	 real,	 y	 evaluando	 la	

expresión	del	gen	en	la	muestra	tumoral	con	respecto	a	su	pareada	no	tumoral,	con	un	valor	

de	 corte	 definido	 en	 el	 diseño	 experimental.	 En	 cuanto	 a	 la	 expresión	 proteica,	 realizada	

mediante	técnica	inmunohistoquímica	sobre	un	tissue	array,	se	valoró	la	presencia	o	ausencia	

de	 la	proteína	en	el	 tumor,	sin	comparación	con	 lo	que	ocurre	en	el	 tejido	no	tumoral,	y	sin	

una	cuantificación	del	grado	de	expresión	de	la	proteína.		
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Por	otro	 lado,	existen	mecanismos	biológicos	que	originan	diferencias	entre	 la	expresión	

génica	 y	 proteica.	 En	 el	 análisis	 de	 la	 expresión	 génica	 estamos	 valorando	 un	 amplicón,	

generado	 de	 un	 transcrito	 que	 puede	 sufrir	 modificaciones	 post-transcripcionales	 o	 post-

traduccionales	 que	 modifiquen	 la	 proteína,	 de	 modo	 que	 no	 sea	 detectada	 por	 el	

anticuerpo[176].	Además,	la	presencia	de	una	variante	génica	concreta	puede	modular	tanto	la	

expresión	génica	como	la	proteica,	e	incluso	en	el	caso	de	un	polimorfismo	que	se	encuentre	

en	una	región	codificante,	impedir	que	la	proteína	se	traduzca	y	sea	detectable[189,191].		

No	 se	 ha	 hallado	 asociación	 entre	 la	 expresión	 génica	 o	 proteica	 de	 EZH2	 y	 las	

características	anatomopatológicas	de	mal	pronóstico,	como	estadios	avanzados	o	metástasis	

a	distancia	en	el	momento	del	diagnóstico.	No	obstante,	la	tendencia	encontrada	fue	que	los	

tumores	que	muestran	expresión	inhibida	o	no	detectada,	tienen	estadios	TNM	más	elevados	

y	 mayor	 presencia	 de	 metástasis	 a	 distancia,	 lo	 que	 concuerda	 con	 lo	 descrito	 por	 otros	

autores[166].También	existen	resultados	discordantes	que	relacionan	la	sobreexpresión	de	EZH2	

con	una	mayor	invasión	linfática	y	venosa	[136].	

Análisis	de	polimorfismos	de	EZH2	

Se	 ha	 descrito	 en	 publicaciones	 recientes	 basadas	 en	 estudios	 de	 GWAS	 (Genome-wide	

association	study)	cómo	la	variación	genética	 influye	en	 la	predisposición	o	susceptibilidad	al	

cáncer	y	en	la	respuesta	a	la	carcinogénesis	[195]	.	El	impacto	que	presentan	estas	variaciones	a	

nivel	génico	en	función	de	la	región	del	gen	en	la	que	se	localicen	(exón,	intrón,	5`UTR,	3`UTR)	

puede	influenciar	la	actividad	del	promotor	que	regula	la	expresión	del	gen,	la	conformación	o	

estabilidad	 del	 ARNm	 y	 su	 localización	 subcelular,	 y	 la	 regulación	 de	 la	 traducción	 y	

conformación	del	producto	proteico.	Cualquiera	de	estos	procesos	podría	llevar	a	la	aparición	

o	evolución	del	CCR.	

La	relación	entre	los	polimorfismos	del	gen	EZH2	y	la	aparición	y	desarrollo	del	CCR	es	un	

tema	 que	 se	 encuentra	 poco	 estudiado.	 En	 nuestro	 trabajo	 hemos	 analizado	 tres	

polimorfismos	 de	 tipo	 SNP	 que	 fueron	 seleccionados	 en	 base	 a	 su	 localización	 y	 posible	

consecuencia	 funcional,	 con	 la	 intención	 de	 investigar	 el	 papel	 que	 desempeñan	 estas	

variantes	y	los	diferentes	genotipos	de	cada	una	de	ellas	en	el	CCR.	

El	polimorfismo	 rs6958683	consiste	en	una	variante	 localizada	en	 la	5´UTR	 (untranslated	

region),	 localizada	aguas	arriba	del	marco	de	 lectura	del	gen,	 implicando	como	consecuencia	

funcional	la	regulación	de	la	expresión	génica.	Es	un	polimorfismo	poco	estudiado	del	que	aún	

no	 se	 encuentran	 disponibles	 datos	 sobre	 su	 distribución	 poblacional	 en	 el	 mundo.	 Por	 el	
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momento	 se	 encuentra	 en	 fase	 3	 del	 análisis	 de	 1000genomes,	 pero	 no	 existen	 estudios	

publicados	al	 respecto	 [152-154].En	este	trabajo,	 rs6958683	se	encuentra	en	equilibrio	H-W	con	

una	frecuencia	de	0.19	para	el	alelo	de	menor	frecuencia	(G).	Cuando	analizamos	la	relación	de	

este	polimorfismo	con	las	características	anatomopatológicas,	se	observó	que	la	presencia	del	

alelo	 G	 se	 asociaba	 con	 la	 existencia	 de	 metástasis	 a	 distancia,	 y	 con	 adenocarcinomas	

mucinosos.	En	cuanto	a	 la	expresión	génica	y	proteica,	mostró	una	asociación	 inversa,	 sobre	

todo	en	homocigosis	GG,	 sugiriendo	que	 la	presencia	del	alelo	G	modifica	 la	expresión	de	 la	

proteína	o	el	producto	final	proteico,	pero	no	hay,	hasta	el	momento,	estudios	similares	que	

permitan	discutir	en	profundidad	estos	resultados.	

rs2302427	es	una	variante	missense	o	“mutación	con	cambio	de	sentido”	que	se	 localiza	

en	el	exón	6	de	EZH2.	La	presencia	del	alelo	G	origina	la	incorporación	de	un	ácido	áspartico	en	

lugar	de	una	histidina	a	la	proteína	final,	 lo	que	podría	implicar	que	se	generase	un	producto	

proteico	con	función	alterada.	Según	las	bases	de	datos	internacionales	este	alelo	se	asocia	a	

un	buen	pronóstico[152-157].	Existen	estudios	de	casos	y	controles	 recientes	que	han	analizado	

esta	 variante	 en	otros	 tumores,	mostrando	que	 los	 homocigotos	GG	presentaban	un	menor	

riesgo	 de	 carcinoma	 escamoso	 oral	 [188]o	 de	 carcinoma	 de	 células	 uroteliales[190]y	 sugiriendo	

que	presenta	un	papel	protector	en	esos	tumores.	

En	 nuestro	 estudio,	 aunque	 las	 frecuencias	 alélicas	 coinciden	 con	 las	 descritas	 para	 la	

población	mundial[152-157]	 ,existe	 un	 desequilibrio	 H-W	 en	 la	muestra,	 y	 la	 representación	 de	

individuos	 con	 genotipo	GG	 fue	muy	 pequeña.	 Cabe	 destacar	 que	 ninguno	 de	 los	 pacientes	

portadores	de	este	genotipo	presentó	metástasis	a	distancia	en	el	momento	del	diagnóstico	ni	

estadios	avanzados	de	la	enfermedad.	Estos	resultados	son	acordes	a	lo	publicado	respecto	a	

este	 genotipo,	 sugiriendo	 que	 se	 asocia	 a	 un	 mejor	 pronóstico.	 Además,	 la	 presencia	 del	

genotipo	GG	se	asocia	con	una	menor	expresión	génica	y	proteica.	En	nuestro	estudio,	ningún	

tumor	 con	 este	 genotipo	 sobreexpresó	 el	 gen	 EZH2.	 Este	 papel	 protector	 para	 la	

tumorogénesis	 podría	 explicar	 la	 situación	 de	 desequilibrio	 H-W,	 ya	 que	 al	 tratarse	 de	 una	

muestra	de	pacientes	de	CCR,	el	genotipo	protector	sería	menos	frecuente	que	en	la	población	

general.	Por	otro	 lado,	otra	explicación	para	 la	baja	 representación	de	este	genotipo,	es	que	

aparezca	como	respuesta	al	cáncer,	estimulando	mecanismos	pro-apoptóticos	en	el	tumor.	Así	

lo	sugieren	Gao	et	al	 [189]	en	un	estudio	en	el	que	observaron	que	el	genotipo	GG	aparecía	en	

muestras	 de	 carcinoma	 hepatocelular,	 mientras	 que	 en	 las	 mucosas	 adyacentes	 al	 tumor	

aparecían	 otros	 genotipos	 (CG	 y	 CC).	 Tras	 verificar	 estos	 resultados	 por	 secuenciación,	

concluyeron	que	podría	tratarse	de	una	mutación	somática	y	sugirieron	que	su	incorporación	
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es	un	mecanismo	de	defensa	de	la	célula	tumoral,	que	podría	jugar	un	papel	fundamental	en	la	

transición	 de	 una	 hiperplasia	 benigna	 al	 cáncer,	 al	 iniciar	mecanismos	 protectores	 contra	 la	

tumorogénesis,	como	la	apoptosis,	la	autofagia	y	la	senescencia.		

El	polimorfismo	 rs3757441,	es	una	variante	 localizada	en	el	 intrón	6	del	 gen.	Una	de	 las	

consecuencias	 más	 importantes	 de	 este	 SNP	 puede	 ser	 la	 modulación	 de	 la	 expresión	 del	

producto	final	proteico,	por	dos	razones	bien	verse	afectado	por	el	“splicing”	o	procesamiento	

alternativo	 del	 ARNm	 o	 bien	 dar	 lugar	 a	 cambios	 en	 los	 sitios	 de	 unión	 de	 factores	 de	

transcripción	[135].	De	una	u	otra	forma,	la	transcripción	del	gen	podría	verse	afectada,	 lo	que	

conllevaría	 el	 aumento	 o	 la	 disminución	 de	 la	 actividad	 de	 la	 proteína.	 El	 alelo	 de	 menor	

frecuencia	 de	 este	 SNP	 (C)	 presenta	 en	 la	 población	 mundial	 una	 frecuencia	 de	 0.19,	

alcanzando	 un	 valor	 de	 0.34	 en	 determinadas	 poblaciones	 y	 de	 0.25	 en	 nuestro	 país.	 Sin	

embargo,	en	nuestra	población	aparece	con	una	frecuencia	de	0.42.		

En	 nuestro	 estudio,	 el	 polimorfismo	 rs3757441	 se	 encuentra	 en	 desequilibrio	 H-W,	 con	

una	mayor	 frecuencia	de	 individuos	heterocigotos.	El	alelo	C	en	homocigosis	se	asocia	a	una	

menor	presencia	de	metástasis	a	distancia,	a	un	menor	estadio	TNM	y	a	una	menor	expresión	

proteica.	Esto	contrasta	con	lo	descrito	por	Fornaro	et	al,	[137]	que	asocia	el	genotipo	CC	con	la	

sobreexpresión	 de	 la	 proteína	 y	 con	 un	 mal	 pronóstico.	 No	 obstante,	 en	 su	 estudio	 no	

realizaron	 análisis	 de	 asociación	 con	 variantes	 anatomopatológicas	 y	 no	 describieron	 las	

características	de	los	pacientes	que	participan	en	el	estudio,	por	lo	que	otros	factores	que	se	

desconocen	 pueden	 estar	 influenciando	 el	 pronóstico.	 Por	 otro	 lado,	 los	 resultados	 de	 esta	

Tesis	 Doctoral	 sí	 son	 coincidentes	 con	 los	 publicados	 en	 el	 ya	 citado	 estudio	 de	 casos	 y	

controles	 en	 carcinoma	hepatocelular	 de	 [189],	 en	 el	 que	 los	 homocigotos	CC	presentaron	un	

menor	riesgo	de	desarrollar	este	tumor.	Por	lo	tanto,	en	estos	momentos	resulta	controvertido	

el	papel	como	marcador	de	mal	pronóstico	que	se	ha	atribuido	al	alelo	C.		

Análisis	de	la	supervivencia	en	función	de	la	expresión	de	EZH2	

Como	ya	se	ha	expuesto	en	la	revisión	sistemática,	el	papel	de	EZH2	en	la	supervivencia	es	

controvertido.	Se	ha	señalado	en	diferentes	puntos	de	la	discusión	que	EZH2	podría	presentar	

un	papel	dual	en	la	tumorogénesis	del	CCR:	en	función	del	contexto	molecular	podría	activar	

y/o	 reprimir	 la	 transcripción	 de	 numerosos	 genes	 y	 tanto	 su	 sobreexpresión	 o	 aumento	 de	

actividad	 como	 su	 inhibición	 podrían	 resultar	 patológicas	 [114,115,119,120]También	 se	 ha	

comentado	que	existen	estudios	publicados	que	evidencian	el	papel	del	gen	como	marcador	

de	 mal	 pronóstico	 y	 menor	 supervivencia	 en	 patologías	 como	 mama	 y	 próstata[172,173].	 Sin	

embargo	los	únicos	trabajos	que	analizan	la	relación	de	EZH2	en	la	supervivencia	del	CCR	son	
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los	analizados	en	 la	primera	 fase	de	esta	Tesis	Doctoral	y	dos	estudios	de	 reciente	aparición	

con	resultados	de	signo	contradictorio,	puesto	que	en	uno	de	ellos	la	sobreexpresión	de	EZH2	

aparece	 como	 marcador	 de	 mal	 pronóstico	 y	 en	 el	 otro	 como	 marcador	 de	 buen	

pronóstico[192,193].	

En	nuestra	serie	de	casos,	cuando	analizamos	la	supervivencia	en	función	de	la	expresión	

génica	de	EZH2,	se	obtuvo	que	su	sobreexpresión	se	asociaba	a	una	menor	OS,	con	un	valor	de	

HR=2.50	 (0.76-8.2)	 aunque	 no	 de	 forma	 significativa.	 Esto	 concuerda	 con	 lo	 descrito	 por	

Mimori	 et	 al[137]	 que	 obtuvo	 valores	 similares,	 HR=2.17	 (0.93-5.07),	 único	 trabajo	 publicado	

hasta	la	fecha	que	analiza	el	papel	de	la	expresión	génica	de	EZH2	con	la	supervivencia	global	

del	CCR.	En	el	análisis	ajustado	por	edad	y	estadio	confirmamos	esta	tendencia	con	un	valor	de	

HR=2.66	(0.81-8.76).		

En	 cuanto	al	 análisis	de	 la	DFS,	 se	observó	que	 la	expresión	génica	era	un	 factor	de	mal	

pronóstico	para	el	CCR,	aunque	el	efecto	fue	menos	acusado	que	el	observado	para	 la	OS.	El	

análisis	crudo	ofreció	un	valor	de	HR=1.38	(0.51-3.68)	y	el	ajustado	por	edad	y	estadio	TNM,	un	

valor	 de	 HR=	 1.33	 (0.49-3.56).	 Estos	 resultados	 mostraron	 una	 tendencia	 similar	 a	 los	

publicados	por	Liu	et	al[136],	si	bien	estos	autores	obtuvieron	valores	mucho	más	elevados	tanto	

en	el	análisis	crudo,	con	un	HR=	4.18	(2.08-8.36)	como	en	el	análisis	ajustado	con	un	HR=2.52	

(1.10	-5.73).	

Liu	 et	 al[136]	 también	 observaron	 que	 la	 sobreexpresión	 conjunta	 de	 SUZ12	 y	 EED	 se	

asociaba	 a	 una	 menor	 DFS,	 con	 valores	 de	 HR=2.82	 (1.48-5.37)	 y	 HR=2.69	 (1.46-4.96),	

respectivamente.	De	nuevo,	estos	resultados	apoyan	la	hipótesis	de	que	EZH2	interactúa	con	

otros	componentes	del	complejo	PRC2	favoreciendo	su	actividad	pro-oncogénica.		

La	expresión	proteica	de	EZH2	mostró	asociación	con	una	mayor	OS,	con	un	HR=0.55	(0.18-

1.64).	 En	 el	 análisis	 ajustado	 por	 edad	 y	 estadio	 se	 obtuvo	 un	 valor	 de	HR=	 0.54	 (0.17-1.7).	

Estos	datos	fueron	similares	a	los	encontrados	por	Benard	et	al[140],	que	reportaron	un	valor	de	

HR=0.74	(0.54-1.03)	[140],	y	acordes	a	los	resultados	globales	del	meta-análisis,	con	un	HR=0.61	

(0.38-0.84).		

Al	 comparar	 los	 resultados	de	expresión	proteica	 con	 los	publicados	en	 los	 trabajos	que	

integran	el	meta-análisis,	observamos	concordancia	con	aquellos	que	en	la	revisión	sistemática	

obtuvieron	 un	 score	 metodológico	más	 elevado[140,168].	Más	 recientemente,	 Yamamoto	 et	 al	

encontraron	que	el	 grupo	de	pacientes	que	mostraba	 inhibición	en	 la	 expresión	proteica	de	

EZH2	se	asociaba	a	menor	OS	y	DFS	[191].	Otros	autores	han	mostrado,	sin	embargo,	resultados	
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de	sentido	contrario	al	de	nuestro	trabajo,	como	Kodach	et	al[165]	y	Wang	et	al[141].	Es	necesario	

subrayar	que	 la	puntuación	de	estos	 trabajos	en	el	score	metodológico	no	 fue	muy	elevada,	

63%	y	40%	respectivamente	y	que,	además,	en	cada	uno	de	los	trabajos	se	emplean	diferentes	

umbrales	para	considerar	sobreexpresión	proteica	lo	que,	a	efectos	comparativos,	dificulta	la	

interpretación	de	los	resultados.		

Nuestros	 datos	muestran	 asociación	 entre	 la	 presencia	 de	 expresión	 proteica	 de	 EZH2	 y	

una	mayor	DFS,	con	valores	de	HR=0.67	(0.28-1.57)	en	el	análisis	crudo	y	HR=0.82	(0.34-1.97)	

en	 el	 análisis	 ajustado,	 que	 son	 un	 poco	más	 elevados	 aunque	 similares	 a	 los	 descritos	 por	

Kurihara	et	al[168],	con	valores	de	HR	=0.51		(0.29-0.77)	y	HR=0.46	(0.27-0.76),	respectivamente.	

En	ambos	trabajos	se	realizó	el	análisis	multivariante	ajustando	por	edad	y	estadio	TNM.	Estos	

resultados	 son	 contrarios,	 sin	 embargo,	 a	 los	 descritos	 por	 Wang	 et	 al[141],	 en	 los	 que	 la	

sobreexpresión	 de	 la	 proteína	 se	 asociaba	 a	 una	 menor	 DFS,	 con	 HR=3.21(1.06-9.72).	 La	

inclusión	en	el	 trabajo	de	Wang	et	 al,	 de	una	mayor	proporción	de	pacientes	 en	estadio	 IV,	

junto	con	el	uso	de	un	score	que	valora	la	sobreexpresión	de	EZH2	en	tejido	tumoral	respecto	

al	no	tumoral,	podrían	explicar	 las	diferencias	en	 los	resultados.	Asimismo,	 la	media	de	edad	

de	 los	 pacientes	 de	 este	 estudio	 es	 relativamente	 baja	 (62	 años),	 lo	 que	 hace	 pensar	 que,	

probablemente,	se	ha	incluido	una	proporción	mayor	de	pacientes	con	síndromes	hereditarios,	

que	sufren	la	enfermedad	más	tempranamente	y	con	un	peor	pronóstico,	aunque	esto	no	es	

referido	por	los	autores[197].		

Los	 resultados	 obtenidos	 en	 el	 análisis	 de	OS	 y	DFS	 en	 función	 de	 la	 expresión	 génica	 y	

proteica	 de	 EZH2	 variaron	 en	 función	 de	 la	 técnica	 empleada,	 acorde	 a	 lo	 descrito	 en	 la	

revisión	 sistemática	 realizada	 en	 la	 primera	 fase	 de	 este	 trabajo.	 Una	 posible	 explicación	

biológica	 a	 este	 hecho,	 es	 que	 para	 cada	 gen	 existe	 un	 conjunto	 particular	 de	 eventos	 que	

controlan	 la	 expresión,	 modificaciones	 postranscripcionles	 y/o	 modificaciones	 post-

traduccionales	 que	 afecten	 a	 la	 detección	 de	 la	 proteína;	 además,	 la	 expresión	 del	 ARNm	

dependerá	del	tejido	en	el	que	se	encuentre	y	de	la	concentración	de	ARNm	disponible	para	su	

traducción	 a	 proteína,	 que	 es	 variable	 en	 función	 del	 momento	 biológico,	 si	 se	 está	

sintetizando	o	degradando	o	si	es	estable	y	funcional	en	el	citoplasma.	[119,120]	Desde	un	punto	

de	vista	metodológico,	también	pueden	existir	diferencias	a	 la	hora	de	valorar	el	papel	como	

marcador	de	pronóstico	del	CCR	y	emplear	como	medida	de	supervivencia	la	OS.		

La	OS	contabiliza	los	fallecimientos	independientemente	de	la	causa,	mientras	que	la	DFS	

contabiliza	los	fallecimientos	y	las	recaídas	durante	la	enfermedad.	Cuando	se	analizó	la	OS	en	

función	 de	 la	 expresión	 génica	 y	 proteica	 se	 encontraron	 diferencias	 notables	 entre	 los	



Discusión	

121	

resultados	 de	 ambos	 tipos	 de	 expresión.	 Sin	 embargo,	 cuando	 se	 analizó	 la	 DFS,	 estas	

diferencias	se	redujeron.	Estos	datos,	junto	con	que	no	se	observaron	diferencias	entre	ambos	

tipos	 de	 expresión	 en	 función	 de	 las	 características	 anatomopatológicas	 relacionadas	 con	 el	

pronóstico,	como	el	estadio	TNM	o		la	presencia	de	metástasis	a	distancia,	implicaría	que	quizá	

la	 OS,	 no	 sea	 una	 buena	 medida	 de	 supervivencia	 para	 valorar	 el	 efecto	 de	 un	 marcador	

molecular	como	la	expresión	de	EZH2	en	el	CCR.			

Análisis	de	supervivencia	en	función	de	los	polimorfismos	de	EZH2	
El	 análisis	 del	 polimorfismo	 rs6958683	 muestra	 que,	 en	 nuestra	 población,	 tanto	 el	

genotipo	homocigoto	 (GG)	como	heterocigoto	 (CG)	están	asociados	a	una	menor	OS	y	a	una	

menor	DFS.	Por	tanto,	la	presencia	del	alelo	G	parece	asociarse	a	un	mal	pronóstico	en	el	CCR.	

Esta	variante	genética	sólo	ha	sido	analizada	en	un	estudio	previo	en	CCR[179],	pero	los	autores	

no	 encontraron	 asociación	 con	 la	 supervivencia.	 Por	 otra	 parte,	 las	 bases	 de	 datos	 de	

proyectos	de	genotipado	no	registran	información	sobre	sus	posibles	consecuencias	clínicas.		

En	lo	que	se	refiere	al	polimorfismo	rs2302427,	como	ya	se	ha	comentado,	ninguno	de	los	

pacientes	 portadores	 del	 alelo	 G	 en	 homocigosis	 falleció	 a	 lo	 largo	 del	 seguimiento,	 lo	 que	

sugiere	su	relación	con	un	papel	protector	frente	al	CCR,	en	concordancia	con	la	 información	

recogida	en	la	base	de	datos	[152-157]	sobre	la	consecuencia	clínica	de	este	alelo.	En	carcinoma	

hepatocelular	se	ha	encontrado	relación	entre	el	genotipo	GG	de	este	SNP	y	una	mayor	OS	y	

DFS.	 [189	 Un	 mecanismo	 que	 se	 ha	 sugerido	 para	 explicar	 el	 posible	 efecto	 protector	 del	

genotipo	 GG	 es	 que	 puede	 jugar	 un	 papel	 antagonista	 en	 el	 desarrollo	 del	 cáncer,	

manteniendo	 e	 induciendo	 en	 las	 células	 tumorales	 los	 procesos	 celulares	 de	 apoptosis,	

autofagia	y	senescencia[189].	

En	 el	 caso	 del	 último	 polimorfismo	 analizado	 rs3757441,	 el	 genotipo	 CC	 se	 asoció	 en	 el	

análisis	 crudo	 con	 una	 mayor	 OS	 HR=0.77	 (0.29-2.03)	 y	 DFS	 HR=0.77	 (0.51-3.68).	 Esta	

tendencia	varía	cuando	se	ajusta	por	edad	y	estadio,	pasando	a	obtenerse	valores	de	HR	=	1.33	

(0.36-4.82)	 en	 la	 supervivencia	 OS	 y	 de	 HR=1.02	 (0.38-2.72)	 en	 la	 DFS.	 Estos	 resultados	

discrepan	con	 los	mostrados	por	Crea	et	al,	que	encontraron	que	el	genotipo	CC	se	asociaba	

tanto	 a	 una	menor	OS	 con	HR=2.85	 (1.02-7.93)	 como	 a	 una	menor	 DFS	 con	HR=2.21	 (1.05-

4.62)[179].	Estas	diferencias	podrían	ser	debidas	a	que	 la	muestra	estudiada	por	estos	autores	

estaba	 integrada	 por	 pacientes	 en	 un	 estadio	 avanzado	 de	 la	 enfermedad,	 con	 CCR	

metastásico.	En	contraste,	en	nuestra	serie	de	casos	hay	representación	de	todos	los	estadios	

TNM.	 Debe	 recordarse	 que	 un	 estadio	 avanzado	 de	 la	 enfermedad	 es	 un	 predictor	

independiente	de	mal	pronóstico	y	menor	supervivencia	[152-157].	
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En	definitiva,	en	el	análisis	de	la	supervivencia	en	función	de	la	expresión	de	EZH2	y	de	sus	

polimorfismos	en	CCR	realizado	en	este	trabajo,	se	han	encontrado	diferentes	tendencias.	Por	

un	lado,	la	sobreexpresión	génica	de	EZH2	se	ha	asociado	a	una	menor	supervivencia,	mientras	

que	 la	 presencia	 de	 la	 proteína	 se	 ha	 asociado	 a	 un	 buen	 pronóstico	 y	 una	 mayor	

supervivencia.	Por	otro	lado,	en	el	análisis	de	polimorfismos,	tanto	rs2302427	como	rs6958683	

parecen	tener	un	papel	 relevante	en	el	pronóstico	de	 la	enfermedad.	Así,	el	genotipo	GG	de	

rs2302427	desempeñaría	un	papel	protector,	predictor	de	mayor	supervivencia	y	el	genotipo	

GG	 del	 rs6958683	 se	 presentaría	 como	 un	 genotipo	 de	 riesgo,	 asociándose	 a	 una	 menor	

supervivencia	 de	 la	 enfermedad.	 No	 se	 ha	 encontrado	 asociación	 del	 SNP	 rs3757441	 con	 la	

supervivencia	del	CCR.		

Se	 ha	 señalado	que	el	 papel	 de	 la	 expresión	de	 EZH2	es	 contradictorio	 en	 función	de	 la	

técnica	 empleada	 y	 eso	 se	 ha	 visto	 reflejado	 en	 la	 literatura	 científica.	 La	 expresión	 del	 gen	

puede	verse	afectada	por	modificaciones	post-transcripcionales	o	post-traduccionales	como	la	

fosforilación,	ubiquitinación	y	los	procesos	degradativos	de	proteínas	o	proteólisis,	que	pueden	

modificar	la	detección	de	la	proteína[176].	Es	necesario	ahondar	en	la	relación	entre	el	fenotipo	

de	la	proteína	y	la	expresión	génica,	con	técnicas	que	implementen	este	estudio,	permitiendo	

cuantificar	 la	proteína	aunque	el	estudio	del	proteoma	sea	más	complejo	que	el	estudio	del	

genoma	debido	a	todas	las	modificaciones	existentes,	como	el	proceso	de	editado	del	ARN,	los	

sitios	alternativos	de	inciación	y	splicing		además	de	las	modificaciones	postraduccionales.	Por	

este	motivo,	se	precisan	más	avances	con	la	incorporación	de	las	nuevas	tecnologías	que	nos	

permitan	 cuantificar	 las	 proteínas	 y	 además	 e	 identificar	 su	 localización	 celular,	 las	

modificaciones	 y	 sus	 funciones	 [196].Técnicas	 como	 la	 espectometría	 de	 masas	 y	 la	

cromatografía	 nos	 permitirán	 concretar	 los	 mecanismos	 que	 se	 producen	 y	 esclarecer	 la	

relación	y	 las	discrepancias	entre	 las	diferencias	entre	expresión	génica	de	EZH2	y	expresión	

proteica.	[196,198,199]	

Se	 han	 observado	 notables	 diferencias	 en	 los	 análisis	 en	 función	 de	 la	 medida	 de	

supervivencia	 utilizada.	 La	 OS	 sólo	 refleja	 si	 la	 persona	 ha	 fallecido	 o	 si	 se	 ha	 perdido	 su	

seguimiento,	no	se	especifica	la	causa	de	la	muerte	y	no	se	incluyen	eventos	de	recaída	en	la	

enfermedad.	 Sin	 embargo,	 en	 el	 análisis	 de	 la	 DFS	 se	 incluyen	 los	 eventos	 de	 recidiva.	 En	

nuestro	 trabajo,	 al	 emplear	 la	 DFS	 se	 ha	 observado	 cómo	 los	 resultados	 y	 tendencias	

encontradas	 en	 el	 análisis	 de	 OS	 se	 moderan,	 por	 lo	 que	 quizá	 la	 OS	 sea	 una	 medida	 de	

supervivencia	insuficiente	para	establecer	el	efecto	predictivo	de	un	marcador	molecular.		
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Por	 último,	 se	 ha	 observado	 en	 el	 análisis	 de	 polimorfismos	 del	 gen	 EZH2,	 que	 los	

genotipos	 homocigoto	 GG	 del	 rs6958386	 y	 homocigoto	 GG	 del	 rs2302427	 tienen	 un	 efecto	

predictor	en	la	supervivencia,	y	una	relación	de	asociación	inversa	con	la	expresión	del	gen	y	

de	la	proteína.	Sería	interesante	reproducir	estos	resultados	en	una	muestra	de	características	

similares	 para	 validar	 este	 efecto	 en	 el	 pronóstico,	 y	 comprobar	 la	 relación	 de	 estos	

polimorfismos	con	la	expresión	génica	y	proteica	de	EZH2	en	otra	población	similar	a	la	que	ha	

participado	en	este	estudio.		

Limitaciones	y	fortalezas	
Al	 tratarse	 de	 un	 estudio	 basado	 en	 una	 serie	 de	 casos,	 las	 asociaciones	 detectadas	 se	

encuentran	sometidas	a	las	limitaciones	propias	de	este	tipo	estudios,	a	la	hora	de	establecer	

la	 causalidad	 en	 dichas	 asociaciones.	 Además,	 la	 recogida	 de	 información	 a	 partir	 de	 las	

historias	clínicas	ha	supuesto	pérdidas	que	pueden	introducir	sesgos	que	limiten	la	validez	de	

los	 resultados	 obtenidos.	 Otra	 de	 las	 principales	 limitaciones	 fue	 el	 tamaño	 de	 la	 muestra,	

careciendo	del	poder	suficiente	para	examinar,	en	algunos	casos,	el	efecto	de	la	estratificación.	

Existen	varios	factores	que	han	podido	introducir	sesgos	de	selección	en	el	estudio,	como	

la	 disponibilidad	 de	muestra	 biológica	 excedente	 del	 proceso	 diagnóstico:	 el	 procesamiento	

asistencial	 rutinario	 de	 aquellas	 piezas	 de	 recto	 en	 las	 que	 se	 realizó	 resección	 total,	 no	

permitió	 la	 obtención	 inmediata	 de	 tejido	 para	 su	 congelación,	 y	 de	 ahí	 la	 escasa	

representación	 de	 casos	 con	 esta	 localización;	 tampoco	 se	 pudo	 analizar	 el	 ARNm	 ni	 la	

proteína	de	todos	los	individuos	(N=94),	sino	sólo	de	51	muestras,	en	el	caso	del	ARNm	y	74	en	

el	 caso	de	 la	proteína,	 y	 aunque	 la	 selección	 se	 realizase	al	 azar,	 se	ha	podido	 introducir	un	

sesgo	en	el	estudio.		

Otras	 limitaciones,	 de	 tipo	 metodológico,	 se	 relacionan	 con	 el	 proceso	 de	 recabar	

información	 a	 partir	 de	 las	 historias	 clínicas.	 La	 causa	 de	 la	muerte	 no	 siempre	 ha	 quedado	

reflejada,	y	en	el	caso	particular	de	tres	pacientes,	se	consideró	incluirlos	en	el	modelo	en	lugar	

de	censurarlos,	porque	se	tuvo	constancia	de	su	 ingreso	en	 la	unidad	de	cuidados	paliativos.	

Este	hecho	ha	podido	introducir	sesgos	en	el	análisis	de	DFS.	

A	la	hora	de	realizar	el	diseño	experimental	para	valorar	la	expresión	génica	diferencial	de	

EZH2,	 además	de	haber	 empleado	un	 tejido	no	 tumoral	 pareado	 con	 la	muestra	 tumoral,	 la	

comparación	 con	 el	 tejido	 de	 una	 persona	 sana	 habría	 supuesto	 una	 aproximación	 más	

cercana	 a	 la	 realidad.	 El	 tejido	 adyacente	 al	 área	 tumoral,	 puede	 contener	 alteraciones	

moleculares,	 así	 como	 niveles	 de	 expresión	 de	 EZH2	 alterados,	 lo	 que	 podría	 implicar	 la	
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presencia	de	un	sesgo	en	la	cuantificación	de	la	expresión.	En	un	estudio	de	Sanz-Pamplona	et	

al,	se	describe	como	se	ha	detectado	en	muestras	de	mucosa	adyacente	al	 tumor,	expresión	

aberrante	de	numerosos	genes	que	no	estaban	presentes	en	mucosas	sanas	de	personas	no	

enfermas.	 Esos	 patrones	 alterados	 pueden	 ser	 inducidos	 por	 el	 propio	 tumor,	 el	

microambiente	tumoral	o	como	una	respuesta	contra	el	mismo[200].		

Finalmente,	en	el	estudio	de	la	expresión	de	la	proteína,	se	ha	discriminado	entre	ausencia	

y	presencia	de	expresión.	Otros	autores	emplean	diferentes	scores,	 estableciendo	categorías	

según	el	patrón	de	expresión	de	la	proteína.	Por	eso,	en	nuestro	trabajo	no	hemos	hablado	de	

sobreexpresión	 proteica	 sino	 simplemente	 de	 presencia	 o	 ausencia	 de	 expresión	 de	 la	

proteína.		

La	primera	fortaleza	que	señalamos	en	este	trabajo	ha	sido	la	realización,	en	una	primera	

fase	del	diseño	experimental,	de	una	revisión	sistemática	de	la	literatura	científica	y	un	meta-

análisis,	para	evaluar	el	papel	del	gen	EZH2	en	el	pronóstico	del	CCR,	incluyendo	un	análisis	de	

sesgos	de	publicación.	Los	resultados	obtenidos	sientan	unas	premisas	que	se	han	confirmado	

en	la	segunda	fase,	tras	la	realización	de	la	parte	experimental	de	esta	Tesis	Doctoral.		

Como	fortaleza	de	esta	segunda	 fase,	podemos	señalar	 la	disponibilidad	de	una	muestra	

poblacional	 con	 una	 buena	 caracterización	 clínica	 y	 epidemiológica,	 con	 todos	 los	 datos	

anatomopatológicos	necesarios	para	el	diagnóstico	y	 la	estadificación,	similar	a	 los	realizados	

por	otros	estudios	enfocados	en	el	estudio	de	EZH2	como	biomarcador	en	CCR.	

El	presente	trabajo	incluye	el	análisis	de	tres	variantes	polimórficas	del	gen,	así	como	de	su	

expresión	génica	y	proteica.	Es	el	único	estudio	que	realiza	los	tres	análisis,	y	aborda	la	relación	

entre	el	genotipo	y	el	fenotipo	de	EZH2.	Serían	necesarios	estudios	adicionales	de	la	expresión	

de	 EZH2	 y	 de	 los	 polimorfismos	 en	muestras	 independientes	 para	 confirmar	 las	 tendencias	

encontradas.		Además,	el	estudio	de	otros	polimorfismos,	así	como	de	la	expresión	de	las	otras	

subunidades	 del	 PRC2,	 ayudarían	 a	 comprender	mejor	 el	 papel	 de	 EZH2	 en	 la	 progresión	 y	

supervivencia	del	CCR.		

En	 este	 caso,	 la	 importante	 colección	 de	 muestras	 biológicas	 obtenidas	 y	 toda	 la	

información	clínica	recogida	durante	este	periodo,	suponen	un	punto	de	partida	para	futuros	

experimentos	que	permitan	un	mejor	entendimiento	del	papel	de	EZH2	en	el	CCR.	
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1. El	efecto	de	 la	sobreexpresión	de	EZH2	en	 la	supervivencia	global	OS	del	CCR	resulta	

protector,	 estimado	 a	 partir	 de	 la	 realización	 de	 un	 meta-analisis	 realizado	 de	 la	

literatura	científica	con	un	HR	global	ajustado	de	HR	de	0.61	(0.38-0.84).	

2. La	 sobreexpresión	 génica	 de	 EZH2	 se	 asocia	 a	 estadios	 menos	 avanzados	 y	 con	

ausencia	 de	 metástasis	 a	 distancia	 en	 la	 serie	 de	 casos	 analizada,	 se	 asocia	 a	 una	

menor	supervivencia	OS	con	HR=2.50	 (0.76-8.2)	en	el	análisis	crudo	y	HR=2.66	 (0.81-

8.76)	en	el	análisis	ajustado	y	a	una	menor	supervivencia	DFS	con	HR=1.38	(0.51-3.68)	

en	el	análisis	crudo	y	HR=	1.33	(0.49-3.56)	en	el	análisis	ajustado.	

3. La	expresión	de	 la	proteína	se	asocia	a	estadios	menos	avanzados	y	menor	presencia	

de	 metástasis	 a	 distancia,	 a	 una	 mayor	 supervivencia	 OS	 HR=0.55	 (0.18-1.64)	 en	 el	

análisis	 crudo	 y	 en	el	 ajustado	HR=	0.54	 (0.17-1.7)	 y	 a	 una	mayor	 supervivencia	DFS	

con	 HR=0.67	 (0.28-1.57)	 en	 el	 análisis	 crudo	 y	 HR=0.82	 (0.34-1.97)	 en	 el	 análisis	

ajustado.	

4. El	alelo	G	del	polimorfismo	rs6958683	se	asocia	con	mayor	presencia	de	metástasis	a	

distancia	 OR=1.52(0.55-2.26)	 y	 con	 los	 adenocarcinomas	 mucinosos	 OR=11.11(0.91-

135.8).	 Los	 portadores	 del	 genotipo	GG	 presentaron	menos	 expresión	 proteica	 y	 no	

sobreexpresan	el	gen	y	se	asociaron	a	una	menor	OS=2.82	(0.35-22.69)	y	a	una	menor	

DFS=1.54(0.2-11.77)	

5. En	el	análisis	del	polimorfismo	rs2302427,ninguno	de	los	portadores	del	genotipo	GG	

muestran	metástasis	a	distancia	ni	estadios	avanzados	en	el	momento	del	diagnóstico.	

Esta	variante	asimismo	parece	asociarse	a	una	mayor	supervivencia	global	(OS)	y	a	una	

mayor	supervivencia	 libre	de	enfermedad	(DFS)	siendo	un	posible	marcador	de	buen	

pronóstico.	

6. En	el	análisis	del	polimorfismo	rs3757441,	el	genotipo	CC	parece	ser	protector	frente	a	

la	 OS,	 pero	 apenas	 si	 muestra	 efecto	 sobre	 la	 DFS.	 Este	 alelo	 C	 no	 se	 asocia	 a	 una	

mayor	sobreexpresión	del	gen	EZH2	ni	de	la	proteína.	
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ANEXO	1	
 

Protocolo	de	procesamiento	de	biopsias	en	cáncer	colorrectal.	

El	diagnóstico	anatomopatológico	de	las	muestras	de	CCR	de	los	casos	estudiados,	se	

realizó	en	el	Servicio	de	Anatomía	Patológica	del	CAULE,	de	acuerdo	con	un	protocolo	general	

estandarizado	que	resumimos	a	continuación.	Todos	los	especímenes	obtenidos	tras	cualquier	

procedimiento	quirúrgico,	endoscópico	se	remiten	al	Servicio	de	Anatomía	Patológica,	

acompañados	de	una	hoja	de	petición	de	estudio	en	la	que	consta	la	información	demográfica	

y	clínica	siguiente:	identificación	del	paciente	(nombre	y	apellidos,	edad,	fecha	de	nacimiento,	

sexo	y	número	de	número	de	historia	clínica),fecha	del	procedimiento,	antecedentes	

relevantes,	diagnóstico	clínico,	procedimiento	(diagnóstico,	curativo	o	paliativo)	y	técnica	de	

obtención	de	la	muestra.	En	función	del	tipo	de	espécimen	recibido,	se	aplica	el	protocolo	que	

corresponda:	

Si	el	espécimen	procede	de	biopsia	endoscópica,	la	muestra	irá	acompañada	de	una	

petición	de	informe	anatomopatológico	en	el	que	se	harán	constar	los	siguientes	datos,	

tamaño	de	la	lesión,	localización	anatómica,	tipo	(sésil	o	pediculado),	e	incidencias.	En	el	

informe	anatomopatológico	se	hará	constar	el	tipo	histológico,	el	grado	de	displasia	

(adenoma)	y	el	grado	de	diferenciación.	

	Si	la	pieza	o	el	espécimen	procede	de	polipectomía	endoscópica,	irá	acompañada	

de	una	petición	de	informe	anatomopatológico	en	el	que	se	harán	constar	los	

siguientes	datos,	tamaño	del	pólipo,	localización	anatómica,	tipo	sésil	o	pediculado,	

resección	completa	o	incompleta	e	incidencias.	

Los	datos	descritos	en	el	informe	anatomopatológico	serán	los	siguientes	en	caso	de	

tratarse	de	un	adenoma:	el	tipo	histológico	y	el	grado	de	displasia.	En	caso	de	tratarse	de	un	

adenocarcinoma	se	describe	el	tipo	histológico,	el	nivel	de	invasión,	el	grado	de	diferenciación	

histológica	y	la	presencia	de	invasión	vascular	o	linfática	además	se	valora	y	describe	la	

extirpación	total	o	no,	del	tumor,	del	borde	quirúrgico.	

·		 Si	la	pieza	procede	de	resección	quirúrgica	irá	acompañada	de	un	informe	en	el	que	

constarán	los	siguientes	datos;	el	tipo	de	intervención	practicada	y	el	objetivo	del	proceder	

quirúrgico	(curativo	o	paliativo).	
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El	anatomopatólogo	procederá	al	estudio	macroscópico	(localización,	tipo	macroscópico,	

tamaño,	descripción,	distancia	al	borde	de	resección	quirúrgica	más	próximo)	y	al	estudio	

histopatológico,	determinando	los	siguientes	puntos		

·		 Tipo	de	cirugía.	

·		 Descripción	macroscópica	

·		 Características	del	tumor		

Existen	otros	protocolos	específicos	para	piezas	(biopsias	y	resecciones	quirúrgicas)	en	los	

que	está	indicada	la	quimioterapia	y	radioterapia	preoperatoria	y	para	especímenes	con	

sospecha	de	poliposis	adenomatosa	familiar	(PAF)	y	carcinoma	colorrectal	hereditario	no	

polipósico	(CCHNP	o	síndrome	de	Lynch)	así	como	protocolos	específicos	para	metástasis	

hepáticas	de	adenocarcinoma	colorrectal	o	especímenes	de	pacientes	en	seguimiento	tras	el	

cáncer.		

La	clasificación	anatomopatológica,	emplea	los	datos	recogidos	tras	el	examen	de	

muestras	obtenidas	del	tumor	y	nos	proporciona	datos	precisos	que	se	utilizan	para	valorar	el	

pronóstico	y	los	resultados	finales.	Tanto	para	el	diagnóstico	de	extensión	clínico	como	

anatomo-patológico	se	emplea	la	clasificación	TNM.	En	cada	caso,	la	valoración	clínica	y	la	

evaluación	del	diagnóstico	de	extensión	deben	ser	revisadas	por	un	grupo	multidisciplinario,	

para	determinarla	opción	terapéutica	más	adecuada	en	cada	caso.		
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ANEXO	2	

 

 
SERVICIO ANATOMÍA 

PATOLÓGICA 

 
PROTOCOLO DE COLECTOMIA 

 
 

Código: P-08 
Edición: 02 
Fecha: 01-01-10 

  

FPC-01-05 Ed.02 

PROTOCOLO MACRO A LA BIOPSIA: 

 

 
TIPO DE ESPECIMEN: 
  I01 –  Hemicolectomía derecha 
  I02 – Colectomía transversa 
  I03 – Hemicolectomía izquierda 
  I04 – Sigmoidectomía 
  I05 – Colon rectosigmoide/rectal (resección         
anterior baja) 
  I06 – Colectomía abdominal total  
  I07 – Resección abdominoperineal 
  I08 −  Excisión local transanal 
  I09 –  Otros: 
  I10 –  No especificado 
 
LONGITUD DEL ESPECIMEN: 
  I11 –Colon:         cm. 
  I12 – Ileon:         cm. 
           Válvula ileocecal:         cm. 
           Apéndice cecal:        cm. 
  I15 – Mucosa y piel perianal:           cm.              
 
LOCALIZACION DEL TUMOR: 
  I16 – Válvula ileocecal 
  I17 – Ciego 
  I18 – Colon ascendente (derecho) 
  I19 – Angulo hepático 
  I20 – Colon transverso 
  I21 – Angulo esplénico 
  I22 – Colon descendente (izquierdo)  
  I23 – Sigma 
  I24 – Rectosigma 
  I25 – Recto 
  I26 – No especificado 
  I27 − No se puede determinar 
   
CONFIGURACION TUMORAL: 
  I28 – Polipoide 
  I29 – Sesil 
  I30 – Ulcerado 
  I31 − No valorable 
 
TUMOR: 
  I32 – Tamaño tumoral:        ×          cm. 
  I33 − Espesor:          cm. 
  I34 – Distancia tumor-márgenes:  
              -Proximal:           cm.  
              -Distal:            cm. 
  I37 −   -Radial anterior:          cm. 
  I38 −   -Radial posterior:         cm. 
  I39 −   -Radial lateral derecha:          cm. 
  I40 −   -Radial lateral izquierda:         cm. 
 
 

   
CIRCUNFERENCIA AFECTADA: 
  I41 – Menos del 25% 
  I42 – 25-50% 
  I43 – 50-75% 
  I44 – 75-100% 
  I45 – Anular 
 
PERFORACION TUMORAL: 
  I46 – Presente 
  I47 – No identificada 
  I48 − No se puede determinar  
 
MESORRECTO: 
  I49 − No aplicable 
  I50 – Completo 
  I51 – Casi completo 
  I52 – Incompleto 
  I53 − No se puede determinar 
 
POLIPOS: 
  I54 – No 
  I55 – Sí 

- Número: 
  -Tipo de pólipo:  
              -Distancia a margen distal:          cm. 
 
RODETES: 
  I59 − No aplicable 
  I60– Sí 
  I61– No 
   
OTROS:  
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ANEXO	3	

 

 

 
SERVICIO ANATOMÍA 

PATOLÓGICA 

 
PROTOCOLO DE COLECTOMIA 

 
 

Código: P-06 
Edición: 04 
Fecha: 06-03-12 

  

FPC-01-05.02 1

PROTOCOLO MICRO A LA BIOPSIA: 

 
TIPO HISTOLOGICO (OMS): 
I63 – Adenocarcinoma 
I64 – Adenocarcinoma mucinoso (más del 50% mucinoso) 
I65 – Carcinoma de cél. en anillo de sello (más del 50% de cél en 

anillo de sello)    
I66 – Carcinoma de célula pequeña 
I67 – Carcinoma epidermoide 
I68 – Carcinoma adenoescamoso 
I69 – Carcinoma medular 
I70 – Carcinoma indiferenciado 
I71 – Otros: 
GRADO HISTOLOGICO: 
I72 – No aplicable 
I73 − No se puede valorar 
I74 – Bajo grado (Bien-moderadamente diferenciado)  
I75 – Alto grado (Pobremente diferenciado-indiferenciado)  
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS SUGESTIVAS DE 
INESTABILIDAD DE MICROSATÉLITES: 
I76 − Respuesta linfocitaria intratumoral: 
I77 −          -ninguna 
I78 −          -ligera-moderada (0-2 por C.G.A.) 
I79 −          -marcada (3 o más por C.G.A.) 
I80 − Respuesta linfocitaria peritumoral (Crohn-like): 
I81 −          -ninguna 
I82 −          -ligera-moderada 
I83 −          -marcada 
I84 − Subtipo tumoral y diferenciación: 
I85 −          -componente mucinoso (porcentaje:             ) 
I86 −          -componente medular 
I87 −          -alto grado histológico (pobremente diferenciado) 
MARGENES QUIRURGICOS: 
I88 – Libres de tumor 
I89 – El tumor afecta a los siguientes márgenes quirúrgicos: 

proximal, distal, radial 
GRADOS DE REGRESIÓN TUMORAL (modificado de Ryan y 
col.): 
I90 − Grado 0 (respuesta completa) 
I91 – Grado 1 (respuesta moderada) 
I92 – Grado 2 (respuesta mínima) 
I93 − Grado 3 (respuesta pobre o ninguna) 
INVASION LINFATICA (vasos pequeños): 
I94 – No identificada 
I95 – Presente 
I96− Indeterminada 
INVASION VENOSA (vasos grandes): 
I97 – No identificada 
I98 – Presente: 
I99 − -Intramural 
I100 − -Extramural 
I101 − Indeterminada 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
INVASION PERINEURAL: 
I102 – No se puede valorar 
I103 – Ausente  
I104 – Presente 
DEPÓSITOS TUMORALES (extensión extramural 
discontinua): 
I105 – No identificados 
I106 – Presentes 
I107 – Indeterminados 
TIPO DE PÓLIPO SOBRE EL QUE ASIENTA EL 
CARCINOMA: 
I108 − No identificado 
I109 − Adenoma tubular 
I110 − Adenoma velloso 
I111 − Adenoma tubulo-velloso 
I112 − Adenoma serrado tradicional 
I113 − Adenoma serrrado sesil 
I114 − Pólipo hamartomatoso 
I115 − Indeterminado 
ESTADIO PATOLÓGICO (pTNM): 
I116 − Descriptor: 
I117 − m (tumores primarios múltiples) 
I118 − r (recidiva tumoral) 
I119 − y (post-tratamiento radio-quimioterápico) 
I120 − Tumor primario: 
I121 –  pTX: El tumor primario no se puede valorar 
I122 –  pT0: No hay evidencia de tumor primario 
I123 – pTis: El tumor no es invasivo (intraepitelial) 
I124 –  pTis: El tumor invade la lámina propia  
I125 – pT1: El tumor invade la submucosa  
I126 –  pT2: El tumor invade la muscular propia  
I127 –  pT3: El tumor invade la subserosa o tejidos      

pericólicos o perirrectales no 
peritonealizados 

I128 –  pT4a: El tumor penetra el peritoneo visceral 
I129 –  pT4b: El tumor directamente invade o está 

adherido a otros órganos o estructuras 
I130 − Ganglios linfáticos: 
I131 –  Número examinado: 
I132 –  Número afectado: 
I133 –  pNX: No se puede valorar 
I134 –   pN0: No metástasis en ganglios regionales 
I135 –  pN1a: Metástasis en 1 ganglio linfático 
I136 –  pN1b: Metástasis en 2 o 3 ganglios  
I137 −  pN1c: Depósitos tumorales en el tejido 

adiposo sin metástasis en ganglios linfáticos 
regionales. 

I138 −  pN2a: Metástasis en 4 - 6 ganglios linfáticos 
I139 −  pN2b: Metástasis en 7 o más ganglios 

linfáticos 
I140 − Metástasis a distancia: 
I141 – No aplicable 
I142 –  pM1a: Metástasis a un solo órgano o lugar. 

Especificar:  
I143 −  pM1b: Metástasis a más de un órgano/lugar 

o al peritoneo. Especificar: 
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SERVICIO ANATOMÍA 

PATOLÓGICA 

 
PROTOCOLO DE COLECTOMIA 

 
 

Código: P-06 
Edición: 04 
Fecha: 06-03-12 

  

FPC-01-05.02 2

INTESTINO NO TUMORAL: 
I144 – No muestra anomalías 
I145 – Adenoma 
I146 – Pólipo  hiperplásico    
I147 – Diverticulos 
I148 – Colitis ulcerosa 
I149 – Enfermedad de Crohn  
I150 – Otros: 
INMUNOHISTOQUÍMICA PARA PROTEINAS 
REPARADORAS DE DNA: 
I151– MLH1: 
I152– -Presencia de expresión 
I153– -Ausencia de expresión 
I154– MSH2: 
I155– -Presencia de expresión 
I156– -Ausencia de expresión 
I157– MSH6: 
I158– -Presencia de expresión 
I159– -Ausencia de expresión 
I160– PMS2: 
I161– -Presencia de expresión 
I162– -Ausencia de expresión 
I163– No valorable 
I164– No realizado 
ANALISIS MUTACIONAL DE KRAS: 
I165– Solicitado. Su resultado se enviará en un informe 
específico. 
I166– No solicitado. 
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ANEXO	4	

 

 

 

of the requested items in a supplementary material section, for
example on a journal website, rather than in the body of the
manuscript, to allow sufficient space for adequate detail to be
provided. One strategy that has been used successfully is to
provide the information in a supplementary table organized
according to the order of the REMARK items [24]. The elements

of the supplementary table may either provide the information
directly in succinct form or point the reader to the relevant section
of the main paper where the information can be found. Authors
wishing to supply such a supplementary table with their paper may
find it helpful to use the REMARK reporting template that is
supplied as Text S1; it can also be downloaded from http://www.

Table 1. The REMARK checklist [1–7].

INTRODUCTION

1 State the marker examined, the study objectives, and any pre-specified hypotheses.

MATERIALS AND METHODS

Patients

2 Describe the characteristics (for example, disease stage or co-morbidities) of the study patients, including their source and
inclusion and exclusion criteria.

3 Describe treatments received and how chosen (for example, randomized or rule-based).

Specimen characteristics

4 Describe type of biological material used (including control samples) and methods of preservation and storage.

Assay methods

5 Specify the assay method used and provide (or reference) a detailed protocol, including specific reagents or kits used, quality
control procedures, reproducibility assessments, quantitation methods, and scoring and reporting protocols. Specify whether and
how assays were performed blinded to the study endpoint.

Study design

6 State the method of case selection, including whether prospective or retrospective and whether stratification or matching (for
example, by stage of disease or age) was used. Specify the time period from which cases were taken, the end of the follow-up
period, and the median follow-up time.

7 Precisely define all clinical endpoints examined.

8 List all candidate variables initially examined or considered for inclusion in models.

9 Give rationale for sample size; if the study was designed to detect a specified effect size, give the target power and effect size.

Statistical analysis methods

10 Specify all statistical methods, including details of any variable selection procedures and other model-building issues, how model
assumptions were verified, and how missing data were handled.

11 Clarify how marker values were handled in the analyses; if relevant, describe methods used for cutpoint determination.

RESULTS

Data

12 Describe the flow of patients through the study, including the number of patients included in each stage of the analysis (a diagram
may be helpful) and reasons for dropout. Specifically, both overall and for each subgroup extensively examined report the number
of patients and the number of events.

13 Report distributions of basic demographic characteristics (at least age and sex), standard (disease-specific) prognostic variables,
and tumor marker, including numbers of missing values.

Analysis and presentation

14 Show the relation of the marker to standard prognostic variables.

15 Present univariable analyses showing the relation between the marker and outcome, with the estimated effect (for example,
hazard ratio and survival probability). Preferably provide similar analyses for all other variables being analyzed. For the effect of a
tumor marker on a time-to-event outcome, a Kaplan-Meier plot is recommended.

16 For key multivariable analyses, report estimated effects (for example, hazard ratio) with confidence intervals for the marker and, at
least for the final model, all other variables in the model.

17 Among reported results, provide estimated effects with confidence intervals from an analysis in which the marker and standard
prognostic variables are included, regardless of their statistical significance.

18 If done, report results of further investigations, such as checking assumptions, sensitivity analyses, and internal validation.

DISCUSSION

19 Interpret the results in the context of the pre-specified hypotheses and other relevant studies; include a discussion of limitations of
the study.

20 Discuss implications for future research and clinical value.

Note: we have changed ‘univariate’ to ‘univariable’ in item 15 for consistency with ‘multivariable’.
doi:10.1371/journal.pmed.1001216.t001

PLoS Medicine | www.plosmedicine.org 3 May 2012 | Volume 9 | Issue 5 | e1001216
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ANEXO	5	

 

 

defined. Sometimes, the manipulations might be
inadequate: for example, the use of the antibody
1801 on a paraffin-embedded tissue, because of its
specific immunoreactivity [104], or the absence of
prior reaction of epitope unmasking on fixed tissue
[105]. Finally, immunohistochemistry can produce
false-negative results because some mutations are
associated with the absence of detectable protein
[106], or false-positive results because p53 can be
quantitatively increased or stabilized in circumstances
other than gene mutations [107–109]. Thus, there is no
absolute correlation between immunohistochemistry
and molecular biology. To try to exclude the
technique bias, a subgroups analyses was performed
according to the most frequently used methods:
immunohistochemistry with antibody 1801, immuno-
histochemistry with antibody DO-7 and molecular
biology (figs. 1–3). In any situation, the results were
consistent, with poorer survival in cases where there
was an abnormal p53 status, making the techniques
improbable as a source of bias.

Some biases can be due to the methodology used to
perform the meta-analysis. As already highlighted, the
negative studies reported less detailed results, making
them unlikely to be evaluated. Of 18 studies excluded
for the meta-analysis due to a lack of reported data,
16 were negative, which represents a significantly
higher proportion than in the trials evaluable for the
meta-analysis. There is thus, a potential bias in favour
of positive trials. Another potential source of biases is
related to the method of extrapolation of the HR. If
they were not reported by the authors, they were
calculated from the data available in the article and, if
this was not possible, they were extrapolated from the
survival curves, hence making assumptions on the
censoring process. Moreover, the choice of time
intervals for reading mortality rates on the curves is
not the object of a consensus. Finally, it should again
be emphasized that a global meta-analysis did not
appear meaningful because of the heterogeneity of the
patient populations. This potential population bias
makes it hazardous to generalize the results of the
meta-analysis of subgroups of patients that were not
included in the data aggregation, such as those with
SCLC.

The present results are based on an aggregation of
data obtained by univariate survival analysis in a
majority of retrospective trials. It should be stressed
that an HR of 1.5–2 does not mean a large effect of
p53 on survival and, therefore, p53 does not constitute
a useful factor for prediction of shorter survival at the
level of individual patients. The results need to be
confirmed by an adequately designed prospective
study and the exact value of an abnormal p53 status
needs to be determined by an appropriate multivariate
analysis, taking into account the classical well-defined
prognostic factors for lung cancer. A meta-analysis
based on the individual data of the patients included
into the studies [110] would help to define, by
multivariate methods, the prognostic role of p53, but
it will require the collection of a huge amount of
retrospective data, with the potential problem of
dealing with a lot of missing data. Moreover, it will

not have the definitive value of a well-designed
prospective study [111].

To conclude, a systematic review of the lung cancer
literature suggested a poor prognostic value for
survival of an abnormal p53 status in patients with
nonsmall cell lung cancer, whatever the biological
test used. Data are insufficient to determine its role
in small cell lung cancer. This observation requires
further investigation with an adequate statistical
methodology to determine its exact place among the
other known survival prognostic factors for lung
cancer.

Appendix: European Lung Cancer Working Party
quality scale for biological prognostic factors for lung

cancer

Except when specified, the attributed value per item
is 2 points if it is clearly defined in the article, 1 point if
its description is incomplete or unclear and 0 point if it
is not defined or is inadequate.

Scientific design

1. Study objective definition.
2. Study design: prospective (2 points); retro-

spective or retrolective (1 point); not defined
(0 point).

3. Outcome definition.
4. Statistical considerations: fully reported with a

preliminary assessment of the patient/sample
number to be included and/or analysed (2
points); patient/sample number to be included
and/or analysed justified by the number of
studied variables (minimum 10 patients per
variable) (1 point); not defined (0 point).

5. Statistical methods and tests description.

Laboratory methodology

1. Blinding in the biological assays performance:
double-blind (2 points); simple-blind (1 point);
unblinded or not defined (0 point).

2. Tested factor description: DNA (types of exons
analysed), messenger RNA (complete or partial
with description of the primers used), protein
(nuclear, cytoplasmic or extracted from cellular
components), antibodies (type of tissue or liquid
sampled).

3. Tissue sample conservation: either fresh tissue or
conservation requiring freezing at ¡-80uC in
presence of an anti-RNAase for RNA or free-
zing at¡-20uC for DNA, protein and serum, or
fixation in formol, alcohol or paraffin.

4. Description of the revelation test procedure of
the biological factor: PCR with mention of
primers, polymerase type, general reaction con-
ditions (concentration of the various reagents,
cycle number, duration and temperature of
the various steps); DNA-sequencing with the

714 E. STEELS ET AL.



	

158	

 

 

method used, the electrophoresis characteristics
(gel composition, duration, temperature and
generator voltage) and revelation procedure;
reverse transcription (RT) with the transcrip-
tase-reverse type and general conditions of
incubation (reagent concentration, temperature
and duration); SSCP with the gel composition
(acrylamide percentage, glycerol content), other
electrophoresis characteristics (duration, tem-
perature and generator voltage), coloration
method (the SSCP must be followed by the
abnormally migrated fragments sequencing if
there is no negative internal control); DGGE
with gel composition and gel composition
gradient, other electrophoresis characteristics
(duration, temperature and generator voltage)
and coloration method (the DGGE must be
followed by the abnormally migrated fragments
sequencing if there is no negative internal
control); restricted fragment length polymorph-
ism (RFLP) with the restriction enzyme type,
temperature and incubation time, electrophor-
esis characteristics (gel composition, duration,
temperature and generator voltage), coloration
method (the RFLP must be followed by the
abnormally migrated fragments sequencing if
there is no negative internal control); IHC with
the first antibody type and clone identification,
second antibody type, reaction characteristics
(antibodies concentration, duration and tem-
perature of incubation), colouration method
(peroxydase, alkaline phosphatase or chroma-
genic method), epitope unmasking method in
case of fixed tissue, endogenous peroxydase
activity inhibition method if the colouration
method requires peroxydase; ELISA with the
type of antibodies/antigens used, general reaction
conditions (reagents concentration, temperature,
duration), unspecific sites blockage (type of
serum used), colouration and reading methods
(fluorometry, spectrophotometry, etc.); Western
blot with types of antibodies/antigens used, gel
composition, other electrophoresis character-
istics (duration, temperature, generator vol-
tage), colouration method; immunoblot with
the type of antibodies/antigens used, the type
of membrane, other electrophoresis character-
istics (duration, temperature, generator voltage),
colouration method.

5. Description of the negative and positive control
procedures.

6. Test reproducibility control: between investiga-
tor9s centres if the study is multicentric, or inside
the centre if it is unicentric.

7. Definition of the level of positivity of the test
(only evaluated in case of IHC): validated
(2 points); arbitrary (1 point); not described
(0 point).

Generalizability

1. Patient selection criteria, including histological
type, disease stage and treatment.

2. Patients9 characteristics, including histology type,
disease stage and treatment.

3. Initial workup.
4. Treatment description.
5. Source of samples.
6. Number of unassessable samples with exclusion

causes.

Results analysis

1. Follow-up description, including the number of
events.

2. Survival analysis according to the biological
marker.

3. Univariate analysis of the prognostic factors for
survival: report of the relative risk with the
confidence interval (2 points); results without
evaluation of the relative risk and its confidence
interval (1 point); not reported or inadequate
(0 point).

4. Multivariate analysis of the prognostic factors
for survival: report of the relative risk with the
confidence interval (2 points); results without
evaluation of the relative risk and its confidence
interval (1 point); not reported or inadequate
(0 point).
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ANEXO	6	

 

Estudio MCC-Spain - ConsentFormA 

 1 

Estudio MCC-Spain 
Hoja de información  
 
Introducción 
Solicitamos su participación en un estudio destinado a investigar el efecto que determinados 
factores ambientales, laborales, alimentarios y tratamientos médicos tienen sobre la salud. El 
estudio se está llevando a cabo en éste y otros centros sanitarios de España, y está coordinado 
desde el  Centro de Investigación Biomédica en Red de Epidemiología y Salud Pública 
(CIBERESP). 
Su participación en el estudio es voluntaria. Puede rechazar participar y puede retirarse en 
cualquier momento sin que esto afecte su atención médica posterior. 
Por favor, lea atentamente este documento y haga tantas preguntas como crea necesarias. 
 
Explicación de los procedimientos 
Si acepta participar en el estudio, su aportación consistirá en responder a las preguntas de un 
cuestionario, donar una muestra de sangre/saliva, donar una muestra de pelo y una muestra de 
uña del pie y dar permiso para recoger información de su historial clínico. El cuestionario consta 
de dos partes. Una parte consiste en preguntas sobre sus hábitos de vida e historial clínico 
mediante una entrevista personal de unos 50 minutos. La otra parte es el cuestionario de dieta el 
cual le será entregado para que usted lo conteste y nos lo devuelva completado. Una enfermera 
extraerá una muestra de sangre (30 ml). La entrevistadora o la enfermera le proporcionarán un 
recipiente para recoger una muestra de saliva. En el caso de que sea intervenido 
quirúrgicamente, le pedimos permiso para obtener muestras de tejido. Mediremos la distancia 
anogenital. 
Al final de la entrevista le haremos algunas medidas antropométricas, como la cintura y la 
cadera y también la longitud de los dedos índice y anular. También le pedimos una muestra de 
la uña del dedo gordo del pie y una muestra de pelo. 
 
Las muestras recogidas serán utilizadas exclusivamente con fines científicos relacionados con 
los objetivos del estudio. Las muestras biológicas serán identificadas con un código para no ser 
identificables con el participante. Estas muestras se guardarán en congeladores o almacenes 
adecuados hasta su análisis. En caso de retirada del consentimiento del participante, serán 
destruidas. Con las muestras de sangre, saliva, uñas, pelo y tejido se realizarán análisis 
genéticos, bioquímicos y celulares que pueden estar asociados con la salud y la enfermedad. Le 
entregaremos una hoja informativa adicional para el consentimiento en los análisis genéticos. 
 
Por último, desearíamos poder contactar en el futuro con usted o alguno de sus familiares para 
recabar información adicional que no se ha recogido en esta entrevista. 
 
Beneficios potenciales 
Usted no se beneficiará directamente de este estudio, pero su participación es muy importante 
ya que contribuirá a aumentar el conocimiento de los efectos de factores ambientales y 
genéticos sobre la salud. En caso de que los resultados de los análisis mostraran algún hallazgo 
importante para su salud, su médico sería informado para que se lo comunicara.   
 
Riesgos 
Es poco probable que, al hacer la extracción de sangre, le salga un hematoma (“morado”).  
 
Confidencialidad 
La información obtenida en el estudio será confidencial, y almacenada en un fichero de datos 
automatizados, de acuerdo con lo que establece la Ley  Orgánica 15/99 de Protección de datos 
de Carácter Personal (LOPD). Nadie, excepto los miembros del estudio y el Comité Ético de 
Investigación Clínica, tendrá acceso a su información. Los resultados obtenidos sólo se podrán 
publicar de forma anónima y nunca de forma individual. 
 
 



	

160	

 

Estudio MCC-Spain - ConsentFormA 

 2 

 
 
 
Consentimiento informado 
 
He leído este documento, he hecho todas las preguntas que creía necesarias y estoy de 
acuerdo en participar en las siguientes partes del estudio: 
 
 
 
 SÍ NO 
Entrevista    
Medidas antropométricas    
Recogida de muestra de sangre/saliva     
Recogida de muestra de uña   
Recogida de muestra de pelo   
Acceso al historial clínico   
Acceso a las mamografías (mujeres)   
Recogida de las muestras de tejido   
Contacto en el futuro   
 
 
 
 
 
 
Nombre y apellidos del participante  Fecha  Firma  
 
 
 

    

Nombre y apellidos del entrevistador/investigador  Fecha  Firma 
 
 
 
Apreciamos sinceramente su cooperación en este proyecto de investigación. Si tiene alguna 
pregunta sobre el estudio, puede llamar al coordinador principal del estudio, Dr. Vicente Martín 
Sánchez (teléfono 609236164), o a la coordinadora del estudio Dña. Tania Fernández Villa 
(teléfono 630515539). 
 
Este protocolo ha sido revisado y aprobado por el Comité Ético del IMAS-IMIM y de los centros 
participantes. 
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Hoja de información y consentimiento informado – estudio genético 
 
Utilizaremos una parte de la sangre, saliva y tejido para examinar su ADN y ARN (material 
genético). Nos gustaría realizar análisis exclusivamente con fines científicos de su ADN y ARN 
que están relacionados con el objetivo del estudio. 
Las muestras biológicas serán identificadas con un código para no ser identificables con el 
participante. Todo el material que no sea utilizado inmediatamente será conservado durante un 
máximo de 50 años para realizar, posiblemente, posteriores determinaciones. Las muestras se 
guardarán en el Centre de Regulació Genòmica de Barcelona, programa Genes y Enfermedad. 
En caso de retirada del consentimiento del participante, serán destruidas. 
En un futuro, usted puede solicitar a los investigadores que sus datos y muestras sean 
retirados del estudio.  
 
En caso de que los resultados de los análisis mostraran algún hallazgo importante para su 
salud, su médico sería informado para que se lo comunicara.   
 
Confidencialidad 
La información obtenida en el estudio será confidencial, de acuerdo con lo que establece la 
Ley  Orgánica 15/99 de Protección de datos de Carácter Personal (LOPD). Nadie, excepto los 
miembros del estudio y el Comité Ètico de Investigación Clínica, tendrá acceso a su 
información. Los resultados obtenidos sólo se podrán publicar de forma anónima y nunca de 
forma individual. 
 
  SÍ  NO 
1. Entiendo que una muestra de mi ADN y ARN será almacenada y 
analizada como una parte de este estudio 

    

     
2. Acepto que los investigadores almacenen mi ADN y ARN y lo analicen 
en el futuro. Entiendo que será utilizado específicamente para esta 
investigación y no será utilizado para otros propósitos. 

    

 
 
 
 

    

Nombre y apellidos del participante  Fecha  Firma  
 
 
 

    

Nombre y apellidos del entrevistador/investigador  Fecha  Firma 
 
 
Apreciamos sinceramente su cooperación en este proyecto de investigación.  
 
Este protocolo ha sido revisado y aprobado por el Comité Ético del IMAS y de los 
centros participantes. 



	

	

 

 




