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Resumen

La evaluacién por secuenciacién de nueva generacién (NGS) en adenocarcinoma de
cancer colorrectal esporddico (CCRe) es una técnica diagndstica ambiciosa y que puede
plantear desafios considerables. Las limitaciones en su solicitud afectan los resultados
clinicos. Objetivo.- Identificar y analizar la frecuencia con la que aparecen mutaciones
en genes frecuentes en esta patologia, la correlacion entre ellos, subrayando la
necesidad de un enfoque terapéutico personalizado basado en el perfil molecular del
tumor. Materiales.- Revisamos retrospectivamente y de manera transversal 648 casos
con diagndstico histolégico de adenocarcinoma de colon, de los cuales 166 contaban
con estudios moleculares parcialmente, de los que se seleccionaron 42 casos que
cumplian con los todos marcadores objeto de esta investigacion. Analizamos la
frecuencia con la que aparecen mutados los genes KRAS, NRAS, BRAF y la correlacion
entre estas mutaciones e inestabilidad de microsatélites (MSl). Resultados.- Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre mutaciones en KRAS y estabilidad de
microsatélites y ausencia de asociacion significativa entre mutaciones de NRAS y MSI.
Por otro lado, las mutaciones en BRAF si mostraron asociacion estadisticamente
significativa con MSI (p<0,05) siendo la mutacion ¢.1799T>A, p.(Val600Glu) la mas
comun. Conclusiones.- La mayor eficiencia se alcanza estudiando el panel genético
completo de inicio por medio de NGS, ya que ahorra tiempo, consume menos material
tisular y el coste econédmico es menor que el estudio individualizado de cada gen; al
mismo tiempo que podemos optimizar la caracterizacidon molecular y guiar estrategias
terapéuticas, especialmente en la seleccion de pacientes candidatos a terapias dirigidas
e inmunoterapia. De este modo se obtiene una clasificacion eficiente de los tumores en
base a KRAS y BRAF como marcadores prioritarios, y la expresion de los microsatélites.

Abstract

Next-generation sequencing (NGS) in sporadic colorectal adenocarcinoma (CRC)
represents an ambitious diagnostic approach that may present significant challenges.
Limitations in its clinical implementation can impact patient outcomes.
Objective: To identify and analyze the frequency of mutations in commonly altered
genes in this pathology, as well as their correlation, highlighting the need for a
personalized therapeutic approach based on the molecular profile of the tumor.
Materials and Methods: We conducted a retrospective, cross-sectional review of 648
cases with histological diagnosis of colon adenocarcinoma. Of these, 166 had partial
molecular studies, and 42 cases were selected based on the availability of all the
molecular markers evaluated in this study. We analyzed the frequency of mutations
in KRAS, NRAS, and BRAF, and assessed their association with microsatellite instability
(MSl). Results: A statistically significant association was observed
between KRAS mutations and microsatellite stability. No significant association was
found between NRAS mutations and MSI. Conversely, BRAF mutations showed a
statistically significant association with MSI (p < 0.05), with the c.1799T>A, p.(Val600Glu)
variant being the most frequent. Conclusions: Optimal efficiency is achieved by using
NGS to evaluate the complete genetic panel from the outset, as it saves time, requires
less tissue, and is more cost-effective than sequential single-gene testing. Additionally,
this approach enhances molecular characterization and supports therapeutic decision-



making, particularly in identifying candidates for targeted therapies and
immunotherapy. This strategy allows for effective tumor classification based
on KRAS and BRAF as key markers, together with microsatellite expression patterns.
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Céancer colorrectal esporadico, Adenocarcinoma de colon, Secuenciacion de nueva
generacion (NGS), Inestabilidad de microsatélites (MSl), KRAS, NRAS, BRAF V600E,
Perfil molecular tumoral, Terapias dirigidas, Diagndstico molecular, Biomarcadores
tumorales, Indicadores prondstico.

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas comunes y la principal causa de
muerte por cancer del aparato digestivo. La mayoria de los CCR se originan por la
inactivacion del gen APC, que es caracteristica de la via de inestabilidad cromosdmica,
se define por la pérdida de genes supresores de tumores y la activacién de oncogenes,
con alteraciones en el material genético. Una via menos comun (10-15%), llamada
mutadora o de inestabilidad de microsatélites (MSl), se debe a mutaciones en los genes
que codifican las proteinas del mecanismo de reparaciéon del ADN, conocido como
mismatch repair (MMR). De esta manera, se generan una gran cantidad de errores
genéticos. La mayoria de los CCR hereditarios no polipdsicos (CCRHNP) y una proporcion
de los CCR esporadicos (10-15%) presentan el fenédmeno molecular de MSI, util para su
deteccion.! 2

Los casos de CCR con mutaciones en el gen BRAF y/o alta inestabilidad de microsatélites
(MSI-H) representan subgrupos importantes con caracteristicas clinicopatologicas y
prondsticos distintos.> # > Aproximadamente el 2%-15% de los CCR presentan
mutaciones en el gen BRAF, siendo la mutacién V600E c.1799T>A, p.(Val600Glu) la mas
comun.® 7 La MSI-H se observa en aproximadamente el 12-15% de todos los CCR y
alrededor del 4% de los CCR metastasicos.

Por una parte, la MSI-H por si sola, se ha vinculado generalmente con un mejor
prondstico, por ser diagnosticado en estadios menos avanzados, asi como con una
mayor probabilidad de respuesta a tratamiento de inmunoterapia basado en el uso de
inhibidores del complejo PD1-PDL1.8

Ademas, la presencia de la mutacién BRAF V600E se ha relacionado con una mayor
frecuencia en tumores localizados en el colon derecho, con peor diferenciacién y con el
sexo femenino.” La mutacién del gen en dicho coddén, se ha correlacionado
especificamente con la metilacion del promotor de gen MLH1, un mecanismo comun
para el desarrollo de MSI-H esporédico.” 1°

El estado de BRAF y MSI se ha asociado significativamente con el patron de diseminacion
metastasica y el prondstico en pacientes con CCR. Las mutaciones en BRAF,



particularmente en tumores con microsatélites estables (MSS), se han asociado con
peor prondstico, incluyendo una menor supervivencia global, supervivencia especifica
de la enfermedad y supervivencia libre de progresion. 1

La evaluacion precisa del estado de BRAF y MSI es crucial no solo para la estratificacion
prondstica, sino también para la toma de decisiones terapéuticas en pacientes con CCR.”
Mientras que la presencia de mutaciones BRAF puede indicar una menor probabilidad
de beneficio de ciertas terapias dirigidas como el cetuximab y el panitumumab, siendo
éstas mas efectivas si se combinan con anticuerpos monoclonales anti-EFGR (Una
combinacion de encorafenib, cetuximab y binimetinib resulté en una supervivencia
general significativamente mas larga y una tasa de respuesta mas alta que la terapia
estandar en pacientes con cancer colorrectal metastdsico con
la mutaciéon BRAF V600).12 De la misma manera, la MSI-H se ha convertido en un nivel a
partir del cual la quimioterapia deja de jugar un papel importante. Sobre todo, en la
respuesta a los tumores en estadio Il y Ill inestables, que presentan un beneficio
reducido de quimioterapia adyuvante con 5-FU. 13

El estado de MSI se puede determinar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o inmunohistoquimica (IHQ) para las proteinas de reparacién del ADN. La
deteccion de mutaciones en el gen BRAF, mas frecuentemente la mutacion V60OE, se
puede realizar mediante secuenciacion de genes mediante kits basados en PCR en
tiempo real y en menor medida mediante Sanger o IHQ utilizando anticuerpos
especificos. La secuenciacion de préxima generacion (NGS) se ha propuesto como una
herramienta integral para el perfil genédmico, permitiendo la deteccién simultanea de
mutaciones en multiples genes, incluyendo BRAF, asi como la evaluacién del estado de
MSI y la carga mutacional tumoral (TMB).14

A pesar de la creciente comprensién del papel de BRAF y MSI en el CCR, todavia existen
desafios en la interpretacidn de sus resultados y en la aplicacion clinica 6ptima de esta
informacidn, especialmente en relacidon con los patrones especificos de metastasis y la
respuesta a las diversas modalidades de tratamiento disponibles.

La realizacién de la técnica de secuenciacién de nueva generacién (NGS) es de gran
importancia para el diagnostico molecular y tratamiento del CCR, especialmente en
casos con MSI o deficiencia en las proteinas de reparacién de errores de
emparejamiento (dAMMR). Los beneficios que brinda realizar la técnica NGS consisten en
obtener un analisis completo de todo lo que se necesita para el manejo del CCR. Permite
identificar pacientes que tendran una baja tasa de respuesta a quimioterapia,
seleccionar de manera oportuna a los que responderan a inmunoterapia, acceder de
forma temprana a terapias dirigidas (aprobadas en estadios avanzados o metastasicos)
y mejorar potencialmente el prondstico general. Al permitir un tratamiento mas
personalizado y efectivo desde etapas precoces, la NGS llevada a cabo de inicio tiene el
potencial de mejorar el prondstico general de los pacientes con CCR.1> 16



Material y métodos

1. Disefio del estudio

Se realizd un estudio observacional, retrospectivo y transversal en pacientes
diagnosticados de cancer colorrectal esporadico (CCRe). Se analizaron las mutaciones
en los genes KRAS, NRAS y BRAF, asi como MSI, mediante secuenciacién de nueva
generacion (NGS). Ademas, se compararon los resultados de NGS con técnicas
convencionales, como laPCR en tiempo real e inmunohistoquimica, de pacientes
diagnosticados en Espafia pseudoanonimizados, proporcionados por el laboratorio de
anatomia patoldgica Analiza.

2. Poblacién y seleccidon de casos

Se revisaron retrospectivamente y de manera transversal 648 casos con diagndstico
histoldgico de adenocarcinoma de colon. De estos, 166 casos contaban con un estudio
molecular parcialmente, y 42 casos fueron finalmente incluidos en el analisis ya que
incluian los marcadores objeto de la investigacion.

Los casos fueron seleccionados en dos fases: inicialmente, se analizaron pacientes
diagnosticados entre el 1 de enero de 2024 y el 31 de mayo de 2024, aplicando criterios
de inclusion mas amplios. Posteriormente, se amplié la busqueda retrospectiva y hasta
la actualidad, considerando pacientes diagnosticados entre el 1 de enero de 2022y el 5
de febrero de 2025, con criterios de inclusidn mas estrictos para obtener un grupo mas
homogéneo con los estudios moleculares completos requeridos.

Criterios de inclusion:

e Pacientes con diagndstico histopatolégico confirmado de CCRe.

o Disponibilidad de datos de secuenciacion completa para KRAS, NRAS, BRAF e
MSI.

e Muestra tumoral suficiente para analisis molecular.

Criterios de exclusion:
e Casos con carcinoma colorrectal hereditario no polipdsico o sindrome de Lynch
en el momento del diagndstico.
e Pacientes sin informacion completa sobre los genes estudiados o el estado de
MSI.

e Muestras insuficientes o degradadas para analisis molecular.

3. Procedimientos de analisis molecular

3.1 Extraccion de ADN

El ADN tumoral fue extraido de muestras de tejido fijadas en formalina e incluidas en
parafina (FFPE) utilizando kits comerciales estandarizados (Kit de extraccion QlAamp



DSP FFPE Tissue Qiagen). La concentracidn y pureza del ADN fueron evaluadas mediante
fluorometria.

3.2 Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) con el panel Action OncokitDx ©

El panel Action OncoKitDx (Grupo Health in Code, Espaiia) esta disefiado para el andlisis
de alteraciones genéticas en 59 genes relevantes para el desarrollo de tumores sélidos.
Las alteraciones cubiertas incluyen mutaciones puntuales (sustituciones, deleciones o
inserciones), alteraciones en el numero de copias y reordenamientos, y tienen
relevancia diagnostica y prondstica, ademas de ser accionables desde un punto de vista
terapéutico por representa dianas terapéuticas y/o marcadores predictivos de farmacos
dirigidos aprobados o en desarrollo clinico. Ademas, integra el analisis de inestabilidad
de microsatélites, con potencial valor predictivo en el contexto de la inmunoterapia, y
estudios farmacogenéticos mediante el andlisis de variantes relacionadas con la
toxicidad o eficacia de los principales tratamientos de quimioterapia.

- El panel Action OncoKitDx permite la secuenciacion de las regiones exdnicas completas
de los genes KRAS, NRAS y BRAF. El analisis de MSI se realiza mediante un panel de 110
regiones microsatélites. Se requiere que al menos 99 de los 110 marcadores analizados
sean valorables y la clasificacion se realiza en funcién del porcentaje de marcadores que
muestran inestabilidad segun se especifica a continuacidn: alta inestabilidad de
microsatélites (31-100%, MSI-H), baja inestabilidad de microsatélites (21-30%, MSI-L),
microsatélites estables (0-17%, MSS) y resultados no concluyentes (18-20%).

- La preparacion del panel Action OncoKitDx se realiza de forma automatizada con el
robot Magnis Dx NGS Prep System (Agilent). Tras la extraccion de ADN a partir de la
muestra remitida, se procede a su fragmentacidn enzimdtica y posterior
enriquecimiento de las regiones de interés mediante hibridacidon con sondas de captura
y el empleo de la tecnologia SureSelectXT HS segun las recomendaciones del fabricante.
La secuenciacién masiva de alto rendimiento se realiza en la plataforma NextSeq 550
(llumina, San Diego, CA, US) mediante sintesis por terminacion reversible ciclica (paired-
end, 2x75pb), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este andlisis permite la
deteccion de mutaciones puntuales (sustituciones, deleciones o inserciones) asi como
de grandes alteraciones de secuencia en los genes seleccionados.

- El analisis bioinformatico de los resultados se lleva a cabo mediante una pipeline de
analisis especificamente diseflada a través de la plataforma Data Genomics
(www.datagenomics.es). El andlisis bioinformatico incluye el alineamiento de las
secuencias obtenidas con la secuencia de referencia (GRCh37/hgl19) para el gen y
regiones diana tras filtrado segun criterios de calidad, y la identificacidon de variantes. La
nomenclatura de las mutaciones y variantes identificadas se ajusta a las
recomendaciones de Human Genome Variation Society (HGVS; www.hgvs.org).

- La validacién analitica y la utilidad clinica del panel Action OncoKitDx han sido
establecidas (Martinez-Fernandez et al. J Pers Med 2021; 11: 360. doi:
10.3390/jpm11050360). Tanto en panel como el programa de andlisis Data Genomics
cuentan con marcado de diagnéstico in vitro (CE-IVD).



- Segun especificaciones del fabricante, el panel Action OncoKitDx puede detectar
alteraciones genéticas (por ej. mutaciones y/o variantes estructurales) presentes en el
tumor con una frecuencia alélica del 5%. La deteccion de alteraciones puede verse
comprometida cuando la profundidad de lectura de la secuenciacién es menor de 200
lecturas (200x). El porcentaje de celularidad tumoral requerido para alcanzar ese limite
de deteccidn es de al menos 30%. Para alcanzar ese limite de deteccion se recomienda
gue el porcentaje de celularidad tumoral sea mayor del 30%, una cantidad de ADN de
partida recomendada de entre 50-200ng y una calidad del DNA estimada en un valor
DIN (DNA Integrity Number) >3. Para la interpretacién de la inestabilidad de
microsatélites mediante el panel Action OncoKitDx se recomienda un porcentaje de
celularidad tumoral minimo del 30%. Segun especificaciones del fabricante, el analisis
de muestras con menor porcentaje de celularidad tumoral y/o ADN de una
concentracion o calidad menores de las indicadas es posible, aunque la especificidad y
sensibilidad del andlisis se ven reducidas.

3.3 Determinacion de Inestabilidad de Microsatélites
El estado de MSI se evalué mediante dos técnicas:

e NGS, utilizando paneles especificos que incluyen loci de microsatélites ya
nombrado en el apartado anterior.

¢ Inmunohistoquimica (IHQ), analizando la expresién de las proteinas del sistema
de reparacion de ADN o MMR compuesto por 4 proteinas (MLH1, MSH2, MSHS6,
PMS2).

3.4 Criterios de interpretacidn de la expresion por inmunohistoquimica de proteinas
del sistema MMR

En la Figura 1 se muestra un ejemplo representativo de la expresion
inmunohistoquimica de las proteinas MMR en uno de los tumores analizados. Se
observa pérdida de expresiéon nuclear de PMS2 y MLH1 (imagenes A y B), con
conservacion de la expresion de MSH2 y MSH6 (imdagenes C y D), lo que indica un
fenotipo deficiente de reparacion de MMR (dMMR). Este patrdn sugiere una probable
inactivacion de MLH1, secundaria a hipermetilacion de su regién promotora o a
mutaciones en el gen.

La pérdida simultanea de MLH1 y PMS2 suele deberse a la inactivacion de MLH1, ya que
PMS2 depende funcionalmente de él para su estabilidad y expresidn, fendmeno comun
en tumores esporadicos con MSI sin mutacién en BRAF. En cambio, la pérdida aislada de
PMS2 podria ser indicativa de sindrome de Lynch.

Las imagenes A y B evidencian la ausencia de tincién nuclear para PMS2 y MLH1 en las
células tumorales, mientras que las imagenes Cy D muestran una tincion nuclear intensa
de MSH2 y MSH6, compatible con una expresion mantenida.



La evaluacién inmunohistoquimica de las proteinas del sistema de reparacion de errores
de apareamiento (MMR) en muestras tumorales de cancer colorrectal esporddico
constituye una herramienta diagndstica fundamental.

Estos resultados ilustran la utilidad de la inmunohistoquimica como herramienta
diagnodstica para detectar defectos en el sistema MMR, con implicaciones clinicas tanto
en el prondstico como en la indicacién de terapias dirigidas.

La presencia de tincion nuclear en las células tumorales se interpreté como expresion
positiva del marcador correspondiente. Se considerd que los casos con expresion
preservada de las cuatro proteinas analizadas presentaban un sistema de reparacién de
errores de apareamiento competente (PMMR), mientras que la pérdida de expresién de
al menos una de ellas se clasificd como deficiencia del sistema MMR (dMMR).

Figura 1. Expresidon inmunohistoquimica de proteinas del sistema de reparacidon de errores de
apareamiento (MMR) en tejido tumoral de pacientes con cancer colorrectal esporadico.
A: Pérdida de expresidn nuclear de PMS2 con conservacion de tincién en células normales adyacentes. B:
Pérdida de expresion nuclear de MLH1 con tincién positiva en células no tumorales (control interno); C:
Expresién nuclear positiva de MSH2; D: Expresion nuclear positiva de MSH6.

La tincidn marrén-amarilla indica positividad inmunohistoquimica. Observacién realizada mediante
microscopia dptica (aumento 10x).

3.5 PCR en tiempo real: Idylla KRAS mutation test e Idylla NRAS-BRAF mutation test

El andlisis de mutaciones en el gen KRAS se realizé con el Kit Idylla KRAS mutation test y
la plataforma Idylla de Biocartis. Se trata de una prueba de diagndstico in vitro que
permite la deteccidn cualitativa de 21 mutaciones en los codones 12, 13,59, 61, 117 y



146 del gen KRAS mediante un proceso automatizado que integra la amplificacion de las
regiones diana y su deteccién mediante PCR en tiempo real.

El andlisis de mutaciones en los genes NRAS y BRAF se realiz6 con el Kit Idylla NRAS-BRAF
se mutation test y la plataforma Idylla de Biocartis. Se trata de una prueba de
diagnodstico in vitro que permite la deteccidn cualitativa de 18 mutaciones en los
codones 12, 13,59, 61, 117 y 146 del gen NRAS, y de 5 mutaciones en el codén 600 del
gen BRAF mediante un proceso automatizado que integra la amplificacidon de las
regiones diana y su deteccién mediante PCR en tiempo real.

4. Andlisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de la frecuencia de mutaciones en KRAS, NRAS y BRAF,
asi como de la presencia de MSI. Para evaluar asociaciones entre mutaciones e MSI, se
utilizaron:

e Prueba de chi cuadrado (x?) y test exacto de Fisher, segun la distribucién de los
datos.

e Cdlculo de odds ratio (OR) e intervalos de confianza del 95% (IC 95%).

e Se considerd significativo un valor de p < 0.05.

El analisis de datos se llevo a cabo con el software Jamovi.

5. Inteligencia Artificial

Con el objetivo de optimizar la presentacion de los resultados, se emplearon
herramientas de inteligencia artificial (ChatGPT, OpenAl) para estructurar una tabla que
representara de manera claray precisa los hallazgos del analisis descriptivo previamente
realizado por la autora. Asimismo, dichas herramientas fueron utilizadas como apoyo en
la interpretacion y sintesis de los resultados obtenidos en el andlisis comparativo, una
vez completado el tratamiento estadistico de los datos.

Resultados

1. Analisis descriptivo

El analisis descriptivo n=166 (Figura 2) de la frecuencia mutacional en el cancer
colorrectal espordadico explora las distintas implicaciones prondsticas en las mutaciones
de KRAS y la mutacidn BRAF V600E. Se excluyeron los pacientes con cancer de colon
hereditario no polipdsico, Sindrome de Lynch, o aquellos con cancer rectal inferior o
medio. Se analizd la frecuencia de mutaciones en los casos que contaban con el estudio
molecular parcialmente. Fueron mas pacientes los que contaban con el analisis
individual de MSI que del resto de marcadores, seguido por KRAS.
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Figura 2. Prevalencia de mutaciones en KRAS, NRAS, BRAF e Inestabilidad de microsatélites

Se llevd a cabo el estudio estadistico descriptivo en los 166 tumores de CCR, donde se
observé una alta prevalencia de la mutacion en KRAS (52.4%), lo que refuerza su
relevancia en la tumorogénesis del cancer colorrectal y su implicacion en la resistencia
a tratamientos anti-EGFR (Tabla 1). El gen NRAS obtuvo una baja tasa de mutacién
(8.9%), en comparacion con KRAS (Tabla 2). El 22.1% de los casos eran mutantes BRAF
(Tabla 3). En relacion con MSI, el 12.1% de los casos eran tumores inestables (Tabla 4).
Los pacientes con MSI pueden beneficiarse de inmunoterapia, por lo que su
identificacidn es clave.

Tabla 1. Observacidn del estado del gen KRAS

KRAS Frecuencias % del Total
No mutado 50 47.6%
Mutado 55 52.4%

Tabla 2.0bservacién del estado del gen NRAS

NRAS Frecuencias % del Total
No mutado 71 91.0%
Mutado 7 9.0%
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Tabla 3. Observacion del estado del gen BRAF

BRAF Frecuencias % del Total
No mutado 60 77.9%
Mutado 17 22.1%

Tabla 4. Observacion del estado de estabilidad de microsatélites.

MICROSATELITES Frecuencias % del Total
Estable 109 87.9%
Inestable 15 12.1%

2. Analisis comparativo

Sin embargo, el estudio comparativo se llevé a cabo en aquellos pacientes que cumplian
con todos los criterios de inclusidn y, se estudio la asociacidn entre cada uno de los genes
con la alteracién o no del sistema de reparacion de microsatélites.

2.1 Asociacion entre KRAS y MSI

En primer lugar, se estudidé la asociacién entre la mutacion en KRAS y la MSI,
encontrando las siguientes caracteristicas (Figura 3).

20 A

15 1

MSI

10 4 estable
inestable

Frecuencias

no mutado mutado

KRAS

Figura 3. Frecuencia de mutacidn en el gen KRAS asociado o no a inestabilidad de microsatélites. En ninguiin
caso KRAS mutado existe MSI.

El analisis estadistico llevado a cabo (Tabla 5) revel6 una asociacidn significativa entre la
mutacion en el gen KRAS y la estabilidad de microsatélites, con un valor de p = 0.049 en
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la prueba de chi cuadrado, lo que indica que los tumores con mutacidon en KRAS tienen
menos probabilidades de presentar MSI. No obstante, al aplicar el test exacto de Fisher,
mas apropiado en tablas con frecuencias pequeiias, se obtuvo un valor de p = 0.070,
gue, aunque cercano al umbral de significaciéon, no permite afirmar una asociacién
estadisticamente significativa, por lo que no puede descartarse que la relacién
observada sea fruto del azar (Tabla 6). En cuanto al analisis del Odds Ratio, se obtuvo un
OR de 0.106 (IC 95%: 0.00549 — 2.06), lo que sugiere que la mutacién en KRAS se asocia
a una menor probabilidad de MSI; sin embargo, el amplio intervalo de confianza que
incluye el valor 1 indica que esta asociacion no es concluyente y podria tratarse de un
hallazgo casual (Tabla 7).

Tabla 5. Tabla de Contingencia

MSI
KRAS estable inestable Total
No mutado 20 5 25
Mutado 17 0 17
Total 37 5 42

Tabla 6. Pruebas de x2

Valor gl p

X2 3.86 1 0.049
Test exacto de Fisher 0.070
N 42

Tabla 7. Medidas Comparativas

Intervalos de Confianza al 95%

Valor Inferior Superior
Odds ratio 0.1062 0.00549 2.06
Riesgo relativo  0.800° 0.658 0.973

2 Se aplicd la correccién Haldane-Anscombe

b Se comparan filas
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2.2 Asociacion entre NRAS y MSI

Para estudiar la asociacion entre el gen NRAS y el sistema de reparacion de
microsatélites se empled el mismo estudio estadistico, obteniendo los siguientes
resultados (Figura 4).

30 A

20 1 MSI

estable
inestable

Frecuencias

no mutado mutado

NRAS

Figura 4. Frecuencia de mutacidn en el gen NRAS asociado o no a inestabilidad de microsatélites. En
ningun caso NRAS mutado existe MSI.

Los resultados obtenidos en el analisis de la asociacidn entre la mutacidon en NRAS y la
estabilidad de microsatélites (Tabla 8) no revelan significacion estadistica, ya que el valor
de p en la prueba de chi cuadrado fue de 0.509, muy por encima del umbral
convencional de 0.05, lo que impide rechazar la hipdtesis nula. Esta hipdtesis plantea
gue no existe asociacion entre la presencia o ausencia de mutaciones en el gen NRAS y
el estado de los microsatélites, frente a la hipdtesis alternativa que si plantea dicha
asociacion. En consonancia con este resultado, el test exacto de Fisher arrojo un valor
de p = 1.000, lo cual refuerza la conclusidon de que no hay una relacion estadisticamente
significativa entre la mutacidon en NRAS y la inestabilidad de microsatélites (Tabla 9).
Ademas, el andlisis del Odds Ratio mostré un valor de OR =0.896 (IC 95%: 0.0405 — 19.8),
es decir, un valor muy proximo a 1, lo que sugiere que la mutacidn en NRAS no tiene un
impacto relevante en la probabilidad de MSI, aunque el intervalo de confianza tan
amplio y que incluye el 1 limita la interpretacién de una posible asociacion (Tabla 10).

Tabla 8. Tablas de Contingencia

MSl
NRAS estable inestable Total
No mutado 34 5 39
Mutado 3 0 3
Total 37 5 42
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Tabla 9. Pruebas de x2

Valor gl p
X’ 0.437 1 0.509
Test exacto de Fisher 1.000
N 42

Tabla 10. Medidas Comparativas

Intervalos de Confianza al 95%

Valor Inferior Superior
Odds ratio 0.896° 0.0405 19.8
Riesgo relativo  0.872° 0.773 0.983

2 Se aplicd la correccién Haldane-Anscombe

b Se comparan filas

2.3 Asociacion entre BRAF y MSI

Finalmente, se estudio la asociacién entre la presencia de la mutacién en el gen BRAF e
inestabilidad de microsatélites. La prueba estadistica reveld los siguientes datos (Tabla
11y Figura 5).

30 A

20 A

MSI

estable
inestable

Frecuencias

no mutado mutado

BRAF

Figura 5. Frecuencia de mutacion en el gen BRAF asociado o no a inestabilidad de microsatélites. Si se
encontraron casos de BRAF mutado con inestabilidad de microsatélites.

El analisis de la asociacién entre la mutacién en el gen BRAF y la MSI (Tabla 11), mostré
un resultado estadisticamente significativo en la prueba de chi cuadrado (p = 0.043), lo
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gue indica que la presencia de mutacion en BRAF se asocia de forma significativa con un
mayor riesgo de presentar MSI. Este hallazgo sugiere que los pacientes portadores de la
mutacion tienen mas probabilidades de mostrar inestabilidad en los microsatélites que
aquellos sin la mutacién. No obstante, al aplicar el test exacto de Fisher, se obtuvo un
valor de p = 0.078, que, si bien se encuentra por debajo del umbral de 0.1, no alcanza el
nivel de significacidn estadistica convencional (p < 0.05) (Tabla 12). En cuanto al analisis
del Odds Ratio, se observé un OR de 6.43 (IC 95%: 0.897 — 46.1), lo que sugiere una
fuerte asociacion entre la mutacién en BRAF y la presencia de MSI. Sin embargo, el
intervalo de confianza es amplio y cruza el valor 1, lo que indica una alta incertidumbre
en la estimacion y limita la solidez de la conclusién. A pesar de ello, el valor elevado del
OR apunta a una tendencia relevante que podria confirmarse en estudios con un mayor
tamafio muestral (Tabla 13).

Tabla 11. Tablas de Contingencia

MSl
BRAF estable inestable Total
No mutado 30 2 32
Mutado 7 3 10
Total 37 5 42
Tabla 12. Pruebas de ¥?
Valor gl p
X 4.10 1 0.043
Test exacto de Fisher 0.078
N 42

Tabla 13. Medidas Comparativas

Intervalos de Confianza al 95%

Valor Inferior Superior
Odds ratio 6.43 0.897 46.1
Riesgo relativo  1.34° 0.884 2.03

2 Se comparan filas
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Discusion

Nuestros hallazgos respaldan el papel de KRAS como la mutacion mas prevalente en
CCRe, asociada a tumores estables; mientras que los tumores BRAF mutado muestran
una mayor frecuencia de MSI, alineandose con su relevancia clinica. La baja frecuencia
mutaciones en NRAS coincide con estudios previos y no muestra una relacién con MSI.

Las principales observaciones incluyen una elevada frecuencia de mutacion en KRAS
(52.4%) y una proporcién considerable de mutaciones BRAF V600E (20.8%), mientras
gue NRAS mostrd una baja tasa de mutacion (8.9%), en linea con lo previamente descrito
en la literatura. Ademas, se identifico MSI en el 12.1% de los casos, porcentaje acorde
con lo esperado en el contexto del cancer colorrectal esporadico.

Desde el punto de vista estadistico, se observé una asociacion significativa entre la
mutacion en KRAS vy la estabilidad de microsatélites (p = 0.049), lo que sugiere que los
tumores KRAS mutados tienden a presentar un sistema MMR funcional. Este resultado
es coherente con estudios previos que han asociado mutaciones en KRAS con tumores
MSS y un perfil molecular distinto al del fenotipo MSI. En contraposicidn, se identificd
una asociacién significativa entre la mutacion BRAF V600E y la inestabilidad de
microsatélites (p = 0.043), reforzando su valor como marcador molecular caracteristico
de este subtipo tumoral. No obstante, el tamafio muestral limitado y los intervalos de
confianza amplios —como el OR de 6.43 (IC 95%: 0.897-46.1)— sugieren que estos
resultados deben interpretarse con cautela y corroborarse en estudios con mayor poder
estadistico. Por otro lado, no se evidencié una asociacion significativa entre la mutacién
en NRAS y el estado de los microsatélites (p = 0.509). El OR cercano a 1 (0.896) y el
intervalo de confianza amplio que cruza el valor nulo indican que la mutacidon en NRAS
probablemente no desempefia un papel relevante en la inestabilidad gendmica de estos
tumores.

Estos hallazgos son consistentes con los resultados reportados por Ye et al. (2015),
guienes describieron una mayor prevalencia de mutaciones en KRAS en tumores MSS,
apoyando la hipétesis de que KRAS se asocia a un sistema MMR funcional. Ademas, la
baja frecuencia de mutaciones en NRAS en nuestra cohorte concuerda con lo observado
en dicho estudio, reforzando la idea de un papel mas limitado de este gen en la
carcinogénesis del cancer colorrectal esporadico. La asociacion entre la mutacion BRAF
V60OE y el fenotipo MSI ha sido ampliamente descrita en la literatura. En particular, los
estudios de Birgisson et al. (2015) y Fan et al. (2021) reportaron una fuerte asociacién
entre esta mutacion y tumores con MSI, lo cual se refleja en nuestros resultados. De
forma complementaria, Rasuck et al. (2012) resaltaron el papel del BRAF V600E en
contextos de inestabilidad gendmica y alteraciones epigenéticas del sistema MMR,
subrayando su relevancia como biomarcador molecular y prondstico

Pese a la relevancia clinica y biolégica de estos resultados, el estudio presenta algunas
limitaciones que deben ser tenidas en cuenta. En primer lugar, el tamafio muestral
reducido, especialmente en el subgrupo con informaciéon completa de mutaciones y
estado MSI (n = 42), limita la potencia estadistica de las pruebas empleadas y puede
condicionar la robustez de las asociaciones detectadas. Esto se refleja en los resultados

17



del test exacto de Fisher y en los intervalos de confianza amplios obtenidos, que reflejan
una alta variabilidad en las estimaciones.

Asimismo, el disefio retrospectivo y unicéntrico del estudio podria introducir sesgos de
seleccion. La falta de informacién clinica detallada en algunos casos —como estadio
tumoral, localizacidon anatdémica especifica o tratamiento recibido— impide una
caracterizacion mas completa de los pacientes y dificulta el analisis de posibles
correlaciones entre el perfil molecular y el comportamiento clinico.

Segln nuestro modelo de decision para el estudio molecular de genes, la técnica de NGS
se impuso frente a técnicas de analisis individual (PCR en tiempo real e
inmunohistoquimica). La inclusién de otros biomarcadores relevantes como PIK3CA,
NTRK o alteraciones epigenéticas del sistema MMR podria contribuir a definir con mayor
precision los perfiles moleculares asociados a la estabilidad gendmica y su impacto
clinico en 42 casos (Figura 6).

KRAS y/o NRAS
<3 y/0 BRAF
Idylla™ Mutation Test IHQ
KRAS/NRAS/BRAF
/PIK3CA/
=4 T|  NTRK1, NTKR2, NTKR3
y/0 ERBB2 +MS|

Panel Action OncoKitDx

Figura 6. Estudio de alteraciones genéticas y busquda hallazgos moleculares comparando las dos vias
diagndsticas mas utilizadas. Fila superior: El estudio de 3 genes o menos, llevado a cabo mediante Idylla™
Mutation Test y posterior estudio del sistema MMR mediante inmunohistoquimica (IHQ). Fila inferior: El
estudio de al menos 4 genes con el estudio del sistema MMR mediante NGS.

Conclusiones

Es fundamental que futuras investigaciones amplien la cohorte de pacientes con un
disefio prospectivo y multicéntrico que integre variables clinicas, moleculares y
evolutivas. De esta manera, la validacidn de estos hallazgos en diferentes poblaciones
permitiria mejorar la generalizacion y aplicabilidad de los resultados, sentando las bases
para una medicina mas personalizada en el abordaje del cancer colorrectal esporadico.
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De nuestros resultados podemos extraer que la mayor eficiencia se alcanza estudiando
el panel genético completo de inicio por medio de NGS, ya que ahorra tiempo, consume
menos material tisular y el coste econdmico es menor que el estudio individualizado de
cada gen; al mismo tiempo que podemos optimizar la caracterizacidn molecular y guiar
estrategias terapéuticas, especialmente en la seleccion de pacientes candidatos a
terapias dirigidas e inmunoterapia. De este modo se obtiene una clasificacidn eficiente
de los tumores en base a KRAS y BRAF como marcadores prioritarios, y la expresién de
los microsatélites, optimizando recursos y tiempos en el diagndstico molecular del CCR.
Unicamente en aquellas situaciones en las que no se pueda realizar NGS de inicio,
recomendamos, en base a nuestro estudio, iniciar el andlisis individual de KRAS, y en
caso de no expresién, continuar el estudio con BRAF e MSI.

Publicacion del estudio en el XXXII Congreso de la SEAP-IAP

Como parte de la difusion cientifica de este trabajo, se presentdé un pdster
representativo en el XXXII Congreso Nacional de Anatomia Patoldgica SEAP-IAP,
celebrado en San Sebastian, los dias 21, 22 y 23 de mayo de 2025. Esta participacién
permitié exponer de forma presencial nuestros resultados y conclusiones ante la
comunidad cientifica, contribuyendo asi al conocimiento actual sobre el cancer
colorrectal esporadico y fomentando el intercambio de experiencias e informacién en el
ambito de la anatomia patoldgica.
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Simple Summary: Next-generation sequencing (NGS) in sporadic colorectal adenocarcinoma
(CRC) represents an ambitious diagnostic approach that may pose considerable challenges. There
are limitations regarding the indication and availability of this technique, which may indirectly in-
fluence the outcome of the underlying disease. The objective of the study is to identify and analyze
the frequency of mutations in commonly altered genes in this pathology, assess their correlation,
and highlight the need for a personalized therapeutic approach based on the molecular profile of
the tumor. Additionally, we evaluated the importance of early genomic analysis using NGS in com-
parison to other techniques (real-time PCR and immunohistochemistry), aiming to optimize diag-
nosis in terms of turnaround time, tissue preservation, and cost-effectiveness. Our findings reinforce
the role of KRAS as the most prevalent mutation, typically associated with microsatellite-stable tu-
mors, whereas mutated BRAF is more frequently associated with MSL

Abstract: We retrospectively and cross-sectionally reviewed 648 cases with histological diagnosis of
colon adenocarcinoma. Of these, 166 had partial molecular studies, and 42 cases were selected based
on the availability of the genetic markers targeted in this study. We analyzed the frequency of mu-
tations in these genes, as well as their correlation with microsatellite instability (MSI). A high muta-
tion rate was found in KRAS (52.4%). NRAS mutations were less frequent (8.9%), whereas BRAF
mutations were observed in 20.8% of cases. This finding identifies a patient subgroup with MSI,
present in 12.1% of cases. Among the 42 patients analyzfor KRAS, NRAS, BRAF, and MS], a signifi-
cant association was observed between KRAS mutations and microsatellite stability, while no asso-
ciation was found between NRAS mutations and MSI.As expected, BRAF mutations showed a sta-
tistically significant association with MSI (p < 0.05), with the most common mutation being
¢.1799T>A, p(Val600Glu). Comprehensive NGS profiling from the start improves diagnostic effi-
ciency by saving time, tissue, and costs compared to gene-by-gene analysis. At the same time, it
enables better molecular characterization and facilitates tailored therapeutic strategies, particularly
in identifying candidates for targeted therapy and immunotherapy. This approach supports an ef-
ficient classification of tumors based on KRAS and BRAF as key markers, along with MSI status. If
initial NGS is not feasible, start with KRAS analysis, then test BRAF and MSI if no mutation is found.

Keywords: Sporadic colorectal cancer; KRAS; NRAS; BRAF; microsatellite instability; mismatch re-
pair system; next-generation sequencing; molecular profiling; genetic mutations; biomarker; preci-
sion oncology

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies and the leading
cause of cancer-related death in the digestive system. Most CRCs arise through the

Cancers 2025, 17, x
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