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DETECCION DE MUTACIONES PUNTUALES Y REARREGLOS GENOMICOS EN PACIENTES
CON POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR DEL INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN.

MARCO TEORICO

El cancer colorrectal es el tercer tumor mas comin en hombres y el segundo en mujeres,
corresponde a un 10% de todos los tipos de tumores a nivel mundial y la mortalidad estimada es de
608,000 muertes por afio (aproximadamente 8% de todas las muertes por cancer). El riesgo de
desarrollar cancer de colon depende de algunos factores, tales como el estilo de vida y genéticos.
Dentro de los factores genéticos, los sindromes de predisposicion a cancer de colon aportan 5 a 10%
de todas las causas de céancer coldnico.

La poliposis adenomatosa familiar (PAF), y sus variantes se observan con una frecuencia
aproximada del 1% [1]. Las condiciones asociadas a poliposis incluyen poliposis adenomatosa
familiar (PAF), PAF atenuada, adenocarcinoma gastrico y poliposis estomacal proximal.

Poliposis adenomatosa familiar clasica

La poliposis adenomatosa familiar es una enfermedad que se hereda de forma autosémica
dominante, causada por mutaciones en linea germinal de el gen APC. Esta enfermedad afecta
aproximadamente a 1 en 13, 500 personas. Los individuos portadores de mutacién en el gen estan
predispuestos en la mayoria de los casos a desarrollar cientos o inclusive miles de pdlipos
colorectales entre la segunda y tercera década de la vida; en promedio la edad de diagnéstico de
polipos es a los 16 afios (promedio de 7-36 afios). A los 35 afios el 95% de los individuos con PAF
tendra pdlipos. Una vez presentes los pélipos, incrementan rapidamente en nimero, cuando la
expresién colénica se completa se han desarrollado cientos y miles de poliposis adenomatosos
coldnicos lo cuales son tipicamente observados. Sin la realizacion de colectomia, el cancer de colon
es inevitable. El promedio de edad de diagndéstico de cancer de colon en individuos no tratados es
de 39 afios (promedio 34-43 afios). Siete por ciento de individuos sin tratamiento desarrollan cancer
de colon a los 21 afos, 87% a los 45 afios y 93% a los 50 afios. Aunque es raro, individuos
asintomaticos a los 50 afios han sido reportados. La variabilidad fenotipica intrafamiliar es comun.
En adicion, los pacientes con PAF pueden desarrollar formas extracol6nicas.

Tabla 1: riesgo de desarrollar cdncer extracolonico a lo largo de la vida en PAF.

Sitio Tipo de cancer Riesgo de cancer alo largo
de lavida
Duodeno o periampular Carcinoma 4-12%
Duodeno distal Carcinoma Raro
Pancreas Adenocarcinoma 1%
Tiroides Carcinoma papilar tiroides 1-12%
SNC Meduloblastoma <1%
Higado Hepatoblastoma 1.6%
Ductos biliares Adenocarcinoma Incrementado
Estémago Adenocarcinoma <1%

Otras formas de presentacién variable en poliposis adenomatosa familiar

-Pdlipos de intestino delgado y cancer: pélipos adenomatosos del duodeno, observados en 50-90%
de individuos con PAF son comiunmente encontrados en la segunda y tercera porcion de duodeno y



menos frecuentemente en el intestino delgado distal. Una clasificacién sistematica para polipos
duodenales basada en el nUmero de pdlipos, histologia y grado de displasia ha sido desarrollada.
No esta clara la asociacion entre el nimero de poélipos colénicos y el nimero de pdlipos
gastrointestinales identificados.

Los polipos adenomatosos de la regién periampular (incluyendo la papila y el &mpula de Vater) son
vistos en aproximadamente 50% de los individuos con PAF. Los pélipos en esta area pueden causar
obstruccion del conducto pancreatico, resultando en pancreatitis u obstruccion biliar. Ambos ocurren
con incrementada frecuencia en PAF. Estos polipos, con frecuencia son pequefios y requieren
endoscopia para su visualizacion. Algunos autores sugieren que las secreciones pancreatobiliares
afectan el desarrollo de adenomas y pueden contar para incrementar el riesgo de desarrollar
malignidad en los pélipos de la region periampular.

El riesgo de desarrollar cancer de intestino delgado a lo largo de la vida es del 4-12% y la gran
mayoria ocurren en el duodeno. El adenocarcinoma duodenal ocurre mas cominmente en la region
periampular. Este ha sido reportado que ocurre entre los 17 y 81 afios con una media de diagnéstico
entre los 45 y 52 afos. El cancer distal de intestino delgado ocurre en el duodeno, pero es raro. En
2010 se identificaron solo 17 casos de carcinoma yeyunal y 3 casos de carcinoma ileal individuos
con PAF reportados en la literatura.

Céncer pancreatico. Aunque existen datos limitados, un estudio realizados de 197 familias con PAF
revelo el riesgo relativo para desarrollo de cancer de 4.5 en individuos con PAF comparados con el
riesgo de la poblacién general.

Cancer de tiroides y enfermedad tiroidea benigna. Un alto grado de variabilidad en la frecuencia de
cancer tiroideo es reportada en individuos con PAF. Varias revisiones retrospectivas han reportado
una prevalencia de 2.6 a 11.8%. Existe un rango llamativo de 80:1 en PAF en la relacion mujer: varén
y mayor del 80% en los individuos que son diagnosticados de los 18 a 35 afios. Predomina la
histologia papilar y puede presentar un patron cribiforme. Un subtipo de carcinoma papilar de tiroides
llamado variante cribiforme-morular es tipicamente asociado con PAF. Aunque este tipo de cancer
ocurre de forma esporadica, esta variante de carcinoma papilar de tiroides es un criterio para el
diagndstico molecular de APC.

Los datos en cuanto a la enfermedad tiroidea benigna son limitados. En retrospectiva 9.1% de los
individuos con PAF tienen enfermedad benigna tiroidea caracterizada por la presencia de
hipotiroidismo, quistes, bocio y/o tiroiditis. Se ha observado ocurrencia familiar y preponderancia
femenina.

SNC. Los tumores del SNC en individuos con variantes patogénicas en APC son tipicamente
meduloblastomas. El riesgo para desarrollar tumores de SNC esta sustancialmente incrementado en
personas con PAF, aunque el riesgo absoluto de aproximadamente 1%. HistGricamente la
combinacion de poliposis coldnica y tumores de SNC estaban incluidos en el sindrome de Turcot.

Hepatoblastoma. El riesgo de hepatoblastoma en PAF es de 750 a 7500 veces mas alto que en
poblaciones generales, aunque el riesgo absoluto es menor del 2%. La mayoria de los
hepatoblastomas ocurren antes de los 3 afios.

Pdlipos gastricos y cancer. El riesgo para polipos adenomatosos y de las glandulas findicas del
estébmago esta incrementado en PAF.

Los pélipos de las glandulas fundicas gastricas son neoplasias benignas localizadas en el fondo y
cuerpo del estbmago, ocurren aproximadamente en la mitad de los individuos con PAF.

Los pdlipos adenomatosos son las segundas lesiones estomacales mas prevalentes en individuos
con PAF y usualmente confinadas al antro gastrico.



Lesiones no malignas.

La combinacion de polipos colénicos y manifestaciones extraintestinales, como osteomas, anomalias
dentales y lesiones cutaneas benignas se nombré como sindrome de Gardner en honor a Elvin
Gardner quien originalmente describié esta asociacion.

Los osteomas ocurren en el 20% de los individuos con PAF, corresponden a crecimientos 6seos
encontrados cominmente en el craneo y mandibula, pero pueden crecer en cualquier parte del
cuerpo. No tienen potencial de malignizar.

Anomalias dentales. Alteraciones como ausencia congénita de uno o mas dientes, dientes
supernumerarios, quistes odontogénicos, y odontomas han sido reportados en aproximadamente
17% de los individuos con PAF.

Hipertrofia congénita del epitelio de la retina. Hace referencia a lesiones pigmentadas, planas, de la
retina, no son dependientes de la edad, no causan ningun problema clinico y se ha reportado ocurren
en mas del 75% de los individuos con PAF.

Lesiones cutdneas benignas, incluye quistes epidermoides y fibromas, pueden ocurrir en cualquier
parte del cuerpo incluyendo la cara, no parecen tener ningun potencial maligno, solo cosmético.

Los tumores desmoides se desarrollan en aproximadamente el 20 al 30% de individuos con PAF. El
riesgo de tumores desmoides en individuos con PAF es mas de 800 veces el riesgo de la poblacion
general. Aproximadamente el 80% ocurre a los 40 afios, y el 65% ocurre dentro de la cavidad
abdominal o pared abdominal. Estos tumores fibrosos son benignos, se consideran proliferacion local
sin metastasis. Predictores independientes para el desarrollo de tumores desmoides incluye: la
deteccion de una variante patogénica en la posicién 3'del codén 1399, historia familiar, sexo
femenino, cirugias abdominales previas.

Tumores adrenales. La mayoria de estas masas son reportadas como adenomas asintométicos,
encontrados accidentalmente. Se han reportado de 2 a 4 veces mas frecuente en PAF que en la
poblacién general.

Poliposis adenomatosa familiar atenuada

La PAF atenuada se caracteriza por una menor cantidad de pdlipos (promedio 30), que la PAF
clasica, pero con riesgo significativo de desarrollar cancer de colon. Los pdlipos tienden encontrarse
mas proximales en el colén. El riesgo acumulativo para cancer colorrectal a los 80 afios en PAF
atenuada es del 70%. La edad promedio de diagnéstico de cancer de coldn en individuos con cancer
de colon es de 50 a 55 afios (10 a 15 afios después que en PAF clasica).

En grandes familias reportadas previamente con PAF atenuada y variantes idénticas en linea
germinal se reporto:

La media de numero de poélipos hamartomatosos en 120 individuos con variante patogénica fue de
25 (0-400).

44 (37%) de 120 individuos con variantes patogénicas, tuvieron disponibles los reportes de
colonoscopias que en promedio reportaban 10 polipos.

3 de 44 individuos con variantes patogénicas tuvieron menos de 10 polipos y cancer colorrectal.
Hallazgos adicionales en PAF atenuada:
Pdlipos y cancer del tracto Gl superior, similar a lo visto en PAF clasica.

Manifestaciones extracolénicas (CHPRE y tumores desmoides son raros).



Cancer de tiroides.
Diagnostico

El grupo de trabajo internacional de cancer (NCCN), publicé un algoritmo que debe considerarse en
el diagnostico tanto de PAF como de PAF atenuada. Estas guias incluyen recomendaciones para el
examen genético de APC.

Acorde con las guias de manejo de la NCCN, las condiciones asociadas a poliposis deben ser
sospechadas en individuos con cualquiera de las siguientes caracteristicas clinicas:

Multiples pélipos adenomatosos colorrectales (aproximadamente 10 a 20 adenomas colorrectales)

Historia familiar de poliposis adenomatosos colorrectales (>10 en un solo individuo o menos, si >1
de un familiar tiene multiples polipos, diagnosticado a edad temprana) y /o si presenta algunas de
las manifestaciones extracolonicas mencionadas a continuacién. El total del nimero de pdélipos, la
edad de inicio, nimero de familiares afectados y la presencia o ausencia de hallazgos extracolénicos
pueden influir para la realizacién de pruebas y asesoramiento genético.

Hepatoblastoma

Hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina (multifocal/bilateral)
Tumor desmoide

Cancer papilar de tiroides variante morular cribiforme

Formas adicionales sugerentes de poliposis asociada a APC. Estas pueden influenciar en la decision
de ofrecer la realizacion de examen genético para APC. Cancer colorrectal de inicio temprano con o
sin pélipos adenomatosos, anomalias dentales (dientes supernumerarios), osteomas, odontomas,
quistes epidermoides, adenomas duodenales y cancer, poliposis gastrica fundica, cancer gastrico,
cancer de pancreas, carcinoma de intestino delgado y/o meduloblastoma.

Para establecer el diagnéstico es tipicamente considerado un individuo con hallazgos clinicos
caracteristicos y establecer la identificacion de una variante patogénica heterocigota en linea
germinal en el gen APC.

El diagnostico de poliposis adenomatosa familiar (PAF) es considerado en un individuo con una
variante patogénica en linea germinal en APC, por examen genético, y la presencia de una de las
siguientes:

Aproximadamente 100 poélipos colorrectales adenomatosos (individuos a edades jovenes o con
colectomias pueden tener menos de 10 pélipos adenomatosos). La presencia de 100 o més pdlipos
no es especifico de PAF, en este caso el examen genético para APC puede ayudar a distinguir de la
PAF de otras condiciones colorrectales.

Mdultiples adenomas, pero menos de 100 pélipos y un familiar con PAF confirmada.

Para el diagnostico de PAF atenuada es considerado cuando un individuo con una variante
patogénica en linea germinal en APC y una de las siguientes caracteristicas:

Un familiar con PAF atenuada confirmada y/o
Menos de 100 pdlipos adenomatosos colorrectales; o
Mas de 100 pélipos colorrectales a edad avanzada (>40 afios).

El diagnostico de adenocarcinoma gastrico y poliposis gastrica proximal es considerada en un
individuo con los siguientes datos:



Pélipos gastricos restringidos al cuerpo y fondo.
Mas de 100 pélipos en el estbmago proximal o mas de 30 pdlipos en un familiar de primer grado.

Pélipos predominantes en las glandulas fandicas, algunos tienen regiones de displasia (0 un
miembro en la familia con poliposis del fondo gastrico o adenocarcinoma gastrico).

Patron de herencia autosémico dominante
No evidencia de poliposis duodenal o colorrectal.

Otras causas de poliposis gastrica deben ser excluidas, incluyendo el uso de inhibidor de la bomba
de protones y otras causas hereditarias. Los criterios anteriores fueron propuestos originalmente
para la identificacion de variantes asociadas a la enfermedad, localizadas en el promotor IB del gen
APC.

Diagndstico diferencial

La poliposis asociada a APC puede ser distinguida de otras condiciones hereditarias de cancer de
colon y otros sindromes de poliposis gastrointestinal por medio de pruebas moleculares. Hallazgos
histopatolégicos y caracteristicas fenotipicas.

Enfermedades hereditarias a considerar en el diagnostico diferencial:

Poliposis asociada a MUTYH (MAP): el fenotipo de MAP puede ser similar a la PAF atenuada pero
es heredada de forma autosGmica recesiva. Variantes patogénicas bialelicas en linea germinal en
MUTYH predisponen a la formacion de multiples adenomas o poliposis colénica.

Poliposis asociada a sindrome de Lynch: es causado por variantes heterocigotas patogénicas en
linea germinal en uno de los 4 genes de reparacion por mal apareamiento de bases (MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 o EPCAM). El sindrome de Lynch se caracteriza por un incremento de riesgo para el
desarrollo de cancer colorrectal y otro tipo de cancer (endometrio, ovario, estomago, intestino
delgado, hepatobiliar, tracto urinario superior, cerebro y piel). Puede ser dificil de distinguir entre
sindrome de Lynch y PAF atenuada en un individuo con céncer colorrectal de inicio temprano y
algunos pdélipos coldnicos adenomatosos. En esta situacion la historia familiar de neoplasias
extracolénicas y manifestaciones como andlisis de la inestabilidad microsatelital y/o
inmunohistoquimica de tejido tumoral pueden ser de utilidad para decidir a cuél condiciébn asemeja
mas.

Poliposis asociada a MSH3: causado por variantes patogénicas bialelicas en el gen MSH3, es
heredada de forma autosémica recesiva. Se caracteriza por adenomas duodenales y colorrectales,
céncer géstrico y astrocitoma de inicio temprano.

Sindrome de Peutz Jeghers: es caracterizado por la asociacion de poélipos gastrointestinales y
pigmentacion mucocuténea, ninguno de los cuales estan presentes como condiciones asociadas a
la poliposis asociada a APC.

Sindrome de formacion de tumores hamartomatosos asociados a PTEN: el sindrome de Cowden es
la presentacion mas comudn del sindrome de tumores hamartomatosos asociados a PTEN, se
observan multiples poélipos colorrectales, aunque poco asociado a APC ya que estos son de tipo
hamartomatoso y se pueden presentar algunas otras formas clinicas como polipos juveniles, lipomas
y ganglineuromas, con un riesgo incrementado para el desarrollo de cancer colorrectal.

Sindrome de poliposis juvenil: es caracterizado por predisposicion para formacién de pdlipos
hamartomatosos, los cuales en ocasiones distinguen los sindromes de poliposis asociados a APC y
el sindrome de poliposis juvenil. Los pdlipos hamartomatosas ocurren en el tracto gastrointestinal,
especificamente en el estdbmago, intestino delgado, colon y recto. Muchos individuos con SPJ



desarrollan pélipos a la edad de 20 afios. La mayor parte de los pélipos juveniles son benignos, de
cualquier forma, la transformacion maligna puede ocurrir. Esta enfermedad se hereda de forma
autosOmica dominante y el 20% de los individuos con SPJ tienen variantes patogénicas en SMADA4.
No han sido detectadas variantes patogénicas en APC.

Sindrome de poliposis mixta hereditaria: asociada con un incremento de riesgo de cancer colorrectal
y multiples tipos de polipos colorrectales. Las lesiones caracteristicas en sindrome de poliposis mixta
hereditaria son pdlipos colonicos adenomatosos mixtos. Adicionalmente, adenomas hiperplésicos,
adenomas serrados y pélipos hiperplasicos adenomatosos pueden ocurrir. Esta enfermedad es
causada por una duplicacion rio arriba de GREML1.

Poliposis asociada a NTHL1:
Condiciones adquiridas para ser consideradas en el diagnostico diferencial:

Sindrome de Cronkhite-Canada: considerado por poliposis hamartomatosa astrointestinal,
hiperpigmentacion cutanea, pérdida de cabello y atorfia ungueal.

Hiperplasia nodular linfoide: desorden linfoproliferativo que resulta en nédulos linfoides hiperplasicos
en intestino delgado, estomago, colon y puede estar asociado a inmunodeficiencia comun variable.

Poliposis linfomatosa: caracterizada por ocurrencia de linfomas extranodales primarios en el tracto
gastrointestinal.

Poliposis inflamatoria: es caracterizada por pélipos no neoplasicos acompafiados de enfermedad
inflamatoria intestinal, mas comunmente colitis ulcerativa.

Tumores esporadicos colorrectales: en la mayoria de los tumores colorrectales no se conoce historia
familiar asociada, tienen variantes patogénicas somaticas en APC y se cree que estas ocurren en la
tumorogenesis colorrectal temprana.

Poliposis asociada a terapia: recientemente se han reportado como una posible causa de poliposis
gastrointestinal en pacientes tratados con radioterapia y quimioterapia.

Estudio molecular
El examen molecular puede incluir estudio de un solo gen o la realizaciéon de un panel multi gen.

Examen de un solo gen: el examen puede incluir andlisis por secuenciacion y delecidn/duplicacién
de APC, podria también incluir estudio de las regiones reguladoras (especificamente el promotor 1B)
de APC si es que las variantes patogénicas en APC no se identifican en el estudio inicial.

Panel multigen: estos incluyen APC y otros genes de interés que pueden ser considerados. Los
genes incluidos en cada panel pueden variar dependiendo del laboratorio donde se realice. Los
métodos usados en el panel multigen pueden incluir analisis de secuenciacion, delecién/duplicacion
y/o otros estudios basados en secuenciacion.

Método analisis Proporcion de probandos con variantes patogénicas detectables
por este método

Secuenciacién < 90%

Analisis delecién/duplicacion ~8%-12%

Correlacion genotipo-fenotipo



A pesar de que ocurren variaciones entre individuos y entre familias con variantes patogénicas en
APC, se ha logrado realizar algunas correlaciones fenotipo-genotipo. Algunos han sugerido
estrategias de manejo basadas en estas asociaciones.

Las siguientes correlaciones pueden consideradas importantes en el manejo y toma de decisiones
en el futuro.

- La variante patogénica mas frecuente estd localizada en el cod6n 1309
(c.3927 3931delAAAGA). Las variantes patogénicas en este codon llevan a la formacion de
un gran numero de adenomas colénicos a edad temprana.

- En promedio la edad de inicio en individuos con sintomas col6nicos varia dependiendo de
la localizacion de la variante patogénica:

Cododn 1309: edad de 20 afios.
Entre el codén 168 y 1580 (excluyendo 1309): edad de 30 afios.
5" de coddn 168 y 3'del cod6n 1580: edad de 52 afios.

- Poliposis profusa (en promedio 5000 polipos): se han reportado con variantes patogénicas
en los codones 1250-1464.

- PAF atenuada asociada con los siguientes:

Variantes patogénicas (usualmente variantes proteina trunca) en la parte 5° del gen (codén
1-177), exdén 9 y la porcion distal final de 3"del gen.

Deleciones intersticiales del cromosoma 5g22 que incluyen APC.

Deleciones parciales y deleciones de todo el gen.

Mosaicismo somético para variantes patogénicas de APC que generalmente estan
asociadas con PAF.

- Existe un riesgo de 4 veces mas para el desarrollo de adenomas duodenales con variantes
patogénicas entre los codones 976 y 1067.

- Manifestaciones prominentes extracolonicas a veces se correlacionan con variantes
patogénicas mas distales en el gen APC. Un estudio retrospectivo de 190 individuos con
PAF, se evaluaron 9 manifestaciones extracolonicas (tumores desmoides, osteomas, quistes
epidermoides, adenomas duodenales, pélipos gastricos, hepatoblastoma, anomalias
dentales, cancer periampular y tumores de SNC), revelaron que:

Individuos con variantes patogénicas en los codones 1395-1493 tienen rangos
significativamente mas altos de tumores desmoides y quistes epidermoides que los que
tienen variantes patogénicas en los codones 177-452.

Individuos variantes patogénicas en codones 1395-1493 tienen en promedio mayor cantidad
de tumores desmoides y osteomas que aquellos pacientes con variantes patogénicas en los
codones 457-1309.

Ningun individuo con variantes patogénicas en codones 177-452 desarrollaron osteomas o
cancer periampular.

Solo los individuos con variantes en codones 457-1309 desarrollaron hepatoblastoma y/o
tumores cerebrales.

Tumores desmoides también mostraron la siguiente correlacion:

Multiples familias con tumores desmoides graves con variantes patogénicas en el extremo
final 3"de el gen, han sido reportados

A pesar de que se encontrd una elevada incidencia de variantes patogénicas en 3" del codén
1399, los autores concluyeron que la enfermedad desmoide se puede desarrollar
independientemente de los sitios de mutacién de APC. Adicionalmente las variantes
patogénicas en esta regidon son ocasionalmente mas sintomaticas y letales.

- Hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina:

Variantes patogénicas entre los codones 148 a 243
Deleciones de todo el gen APC.

- Individuos con cancer de tiroides

La mayoria de las variantes patogénicas identificadas fueron en 5°del codén 1220



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1345/table/fap.T.selected_apc_pathogenic_variants/?report=objectonly

9 de 12 pacientes tuvieron variantes patogénicas identificadas proximales a la MCR
(mutation region cluster), codones 1286-1513.

- Una revisién de 2006 reveld 89 deleciones submicroscopicas de APC. Deleciones parciales
y de todo el gen fueron asociadas con el desarrollo de 100 a 200 adenomas col6nicos
aunque en PAF atenuada también ha sido visto. Los hallazgos extracolénicos fueron vistos
en 36% de los individuos sin diferencias significativas entre las deleciones parciales y de
todo el gen. En 6 reportes de individuos con deleciones parciales y de todo el gen, se
clasificaron con un fenotipo consistente con PAF opuesto a una PAF atenuada.

Gen APC

El gen APC tiene un peso de 108 kb de DNA gendmico (138,742 pares de bases) desde la base
112.118.468 hasta la 112.209.532, esta localizado en el cromosoma 5g22 y contiene 21 exones
y codifica para una proteina formada por 2843 aminodacidos y 311646 Da. Normalmente este gen
codifica para una proteina supresora tumoral, la cual actla como antagonista de la via de
sefializacion de Wnt; promueve la rdpida degradacion de CTNNBL1: la actividad de APC se
correlaciona con su estado de fosforilacion. Activa a GEF a través de SPATA13 y ARHGEFA4.
Ademas juega un rol de factor de crecimiento de hepatocito e induce la migracién celular.
Requiere de MMP9 para una sobrerregulacion de la via de sefializacion JNK en los tumores
colorrectales. Actia como mediador de ERBB2 dependiente de la estabilizacion de microtabulos
en la corteza celular. También es requerido para la localizacion de MACF1 en la membrana
celular y esta localizacion de MACF1 es critica para la funcién de estabilizacién de los
microtUbulos. Los defectos en este gen son causales de la poliposis adenomatosa familiar (PAF),
una enfermedad autosémica dominante premaligna que usualmente progresa a cancer. Las
mutaciones asociadas a la enfermedad tienden a estar agrupadas en una pequefia region
llamada “mutation cluster region” (MCR) y los productos resultantes son aquellos
correspondientes a proteina trunca. Mutaciones en APC han llevado a hacer algunas
observaciones interesantes. 1) la gran mayoria de las mutaciones a la fecha pueden resultar en
proteina APC trunca. 2) casi todas las mutaciones en APC ocurren en la primera mitad de la
secuencia codificante y las mutaciones somaticas en los tumores colorrectales se encuentran en
la regién llamada MCR (mutation cluster region). 3) muchas de las mutaciones puntuales
identificadas en el gen APC son transiciones de citosina por otro nucleétido. 4) la localizacién de
las mutaciones en linea germinal tienden a correlacionar con el numero de pélipos colorrectales
en pacientes con PAF. La inactivacion de ambos alelos de el gen APC son requeridas como un
evento temprano para el desarrollo de adenomas y carcinomas de colon, recto y algunos en
estomago.

Mutaciones en linea germinal de APC.

Estas se han demostrado en la mayoria de los pacientes, el 95% corresponden a mutaciones
sin sentido o que cambian el marco de lectura, las cuales resultan en una proteina trunca con
funcion anormal. Acorde con la hipétesis del doble hit de Knudson, los tumores colorrectales de
pacientes con PAF portan mutaciones somaticas adicionales o perdida de la heterocigocidad en
este locus en adicion a la mutacién en linea germinal original.

Las mutaciones mas comunes en linea germinal ocurren en los codones 1061 y 1309 entre estos
se localiza un tercio de todas las mutaciones en linea germinal. Aparte de estos picos, las
mutaciones en linea germinal en APC estan distribuidas uniformemente entre los codones 200
y 1600, pero raramente ocurren cercanas al codén 1600.

El tipo de mutacion germinal en APC parece determinar la naturaleza del segundo hit en APC.
Si la mutacion en linea germinal ocurre entre los codones 1194 y 1392, entonces hay seleccién
para perdida alélica de APC como segundo evento en el desarrollo de adenomas colorrectales.



Si la mutacidn en linea germinal esta fuera de esta region, el segundo hit en tumorogénesis es
més probable que produzca una mutacion truncada en la MCR (mutation cluster region).

Variantes sentido erréneo en APC.

Las variantes de sentido erréneo en APC han sido descritas en pacientes no PAF con multiples
adenomas o desarrollo de carcinoma a edad temprana. Una variante de sentido erroneo en
particular 11307K, se encontré en judios Ashkenazi, los portadores de ese alelo tienen alto riesgo
de desarrollar multiples adenomas y cancer colorrectal. Esta variante (11307K) consiste en una
sustitucion de T por A, produciendo un tracto de poly A, se asume que dicha variante precipita
la polimerizacidn y esta indirectamente predispone al desarrollo de cancer.

Otra variante en linea germinal detectada por polimorfismos conformacionales de una sola hebra
y fragmentos de restricciéon es E1317Q. Esta mutacién ha sido detectada en pacientes con
polipos o cancer colorrectal, incluso en controles normales. E1317Q codifica para una mutacién
en APC en la MCR que se encuentra entre los repetidos de 20 aminoacidos, que son sitios de
union a beta catenina.

Mutaciones somaéaticas en APC

Mutaciones somaticas resultan en la perdida de heterocigocidad del alelo silvestre de APC en la
mayoria de los carcinomas colorrectales esporadicos.

Mutaciones en APC ocurren de forma temprana durante la tumorogénesis. Las mutaciones
somaticas se encuentran en la mayoria de los adenomas y carcinomas colorrectales, incluyendo
adenomas >5 mm de tamafio. La inactivacion de ambos alelos de APC ocurre muy cominmente
en el cancer colorrectal.

Mas del 60% de todas las mutaciones somaticas en APC ocurren dentro de un 10% de la region
codificante de el gen, entre los codones 1286 y 1513; esta regién es llamada MCR. Dentro de la
MCR se encuentran 2 hot spots para mutacion somética entre los codones 1309 y 1450. Las
mutaciones dentro del MCR estan asociadas con perdida de la heterocigocidad, mientras que
los tumores con mutaciones no MCR estdn acoplados con mutaciones truncas, estos datos
indican que existe una fuerte presion selectiva para un mutante mas ventajoso que el APC
mutante que aparece por primera vez.

El nimero de transversiones contribuye menos de un 15% de todas las mutaciones somaticas
en APC. Cualquier agente ambiental es causal en la tumorogenesis colorrectal.

Metilacion del promotor de APC.

El gen APC tiene dos regiones promotoras IA y IB. El promotor IA es el mas comUnmente activo.
La hipermetilacién del promotor ha sido postulada como un posible mecanismo de segundo hit
en los tumores colorrectales donde solo se presenta una sola mutacion. Trabajos iniciales en
ratones Min con una disminucion general de la actividad de metiltransferasas, demostré una
reduccién dramética en el desarrollo de tumores intestinales. La region promotora IA de APC ha
mostrado ser altamente metilada en canceres y adenomas colorrectales. Tumores con la
hipermetilacion del promotor también han fallado para expresar trascritos de APC. La
hipermetilacion del promotor IA también ha sido reportada en gran numero de tumores
gastrointestinales, incluyendo de esofago, pancreatico y hepatico. Hasta el momento no hay
evidencia de mecanismos epigenéticos con el promotor IB de APC. Estos hallazgos sugieren
gue la hipermetilacion del promotor IA puede proveer un mecanismo epigenético alternativo para
la inactivacién de APC en los estadios tempranos de la tumorogénesis colorrectal, pero puede
ser un evento normal en la mucosa gastrica. Sin embargo, la preponderancia de mutaciones en
APC vy perdida de la heterocigocidad de APC en tumores colorrectales impide que la
hipermetilacion sea uno de los principales eventos en este proceso.



Funciones y dominios de la proteina APC.

La proteina APC consiste en dominios de oligomerizacién y un dominio armadillo en la regién N-
terminal. Un ndmero de 15 a 20 repetidos de aminoacidos en la porcién central y un C-terminal
contiene un dominio basico y un sitio de union a las proteinas EB1 y HDLG.

Los multiples dominios de la proteina APC permiten la interaccién con numerosos pares de
proteinas. La proteina APC es parte integral del mecanismo de sefializacién wnt, pero también
juega un rol en la adhesién celular, estabilizacion de los microtdbulos del citoesqueleto, la
regulacion del ciclo celular y en la apoptosis. Cada dominio de APC tiene una importancia
funcional.

Laregién armadillo

Consiste en una region de siete repetidos y muestra un alto grado de homologia similar a un
area en beta catenina. Es altamente conservado e invariablemente retenido en las proteinas
APC mutantes. La regioén armadillo de APC ha mostrado unirse a la subunidad de la proteina
fosfatasa A2, una enzima la cual también se une a axina via subunidad catalitica. Este hallazgo
puede sugerir que PPA2 puede actuar como antagonista de la fosforilacién de la cinasa sintasa
de glicogeno 3 beta, la cual marca a beta catenina para su posterior degradacion.

Un rol alternativo para APC es la estabilizacién y motilidad del citoesqueleto de actina. Es
probable que el dominio armadillo sea esencial para la supervivencia celular, es poco probable
que juegue un papel integral en el rol de supresor tumoral.

Regioén de repetidos de 15 aminoacidos

Tres repetidos de 15 aminoacidos ocurren entre los aminoacidos 1020 y 1169, proveen sitios de
unién para beta catenina. Estos sitios de union a beta catenina de 15 aminoacidos en APC no
marcan a beta catenina para su subsecuente regulacién a la baja, a diferencia de los sitios de
unién de 20 aminoé&cidos. Similar a la regiéon armadillo los repetidos de 15 aminoacidos son
retenidos en la mayoria de las proteinas APC mutantes. Esto es soportado por el hecho de que
ambos tipos de APC, mutante y silvestre pueden unirse a beta catenina.

Region de repetidos de 20 aminoacidos.

La regién central de la proteina APC contiene una serie de 7 motivos de repetidos de 20
aminoacidos. Estos fragmentos de APC contienen estos repetidos de unién a beta catenina, pero
solo uno es esencial para dicha unién. La unién a beta catenina en estos sitios de APC solo
ocurre después de la fosforilacion de cada sitio por GSK3B. La unién de beta catenina a APC y
a axina en un complejo es promovido por la fosforilacién de cada uno de sus propios residuos
de serina. De esta forma B catenina es marcada para su subsecuente degradacion por protedlisis
mediada por ubiquitinacién. La regulacion a la baja de B catenina es dependiente de la presencia
de aproximadamente 3 de los 7 repetidos de 20 aminoacidos. El limite 3" de la regién MCR en
el gen APC cae en el codon 1513, el cual coincide con el final 3"del tercer repetido de 20
aminodcidos. La mayoria de las proteinas mutantes truncas, tienen ausencia total o en su mayor
parte de los repetidos de 20 aminoacidos. Sugiere que esta area es blanco de eliminacion
durante el desarrollo del tumor.

Roles de APC y B catenina en la sefializacion WNT

Si B catenina no es fosforilada y por ende no regulada a la baja, esta se acumula dentro del
citoplasma célula y nacleo. Acumulacién de beta catenina puede ocurrir como el resultado de la
sefial wnt, por inactivacién de APC o por mutaciones en si misma. Dentro del nicleo B catenina



se asocia con miembros de la familia de activadores transcripcionales de factor de células T
(TCF) y el factor promotor linfoide (LEF). TCF4 es expresado en el nlcleo de células del epitelio
intestinal. B catenina y TCF/LEF forman un complejo el cual activa la transcripcion de genes
blanco. Mutaciones en los genes APC o en B catenina previene la fosforilaci6n mediada por
GSKS3B y la subsecuente degradacion de B catenina. Resultando en la acumulacion, activacién
y transcripcion B catenina.

B catenina tiene aproximadamente 2 dominios de activacion transcripcional. Los cuales
probablemente actlian en colaboracion. Se ha demostrado que los dominios de activacion
transcripcional reaccionan directa y especificamente con la proteina de union TATA. El objetivo
para la activacion transcripcional por B catenina incluye el oncogén c-myc y ciclina D1, los cuales
regulan la progresion del ciclo celular. Otros objetivos posibles incluyen las proteinas conexinas
43 y la metaloproteinasas matrilisina.

Sitios de unién a axina en APC.

Axina es el homoélogo de la proteina murina de fusion. Axina se une a los sitios de unién a APC
presentes dentro de la region de unién a beta catenina (repetidos de 20 aminoacidos). Se une a
APC entre el tercero y el cuarto, cuarto y quinto y después del séptimo repetido de 20
aminoécidos. Cada sitio de unién a axina contiene la secuencia de aminoacidos SAMP, la cual
si esta alterada, resulta en la abolicion de la unién de axina a APC.

La sobreexpresion de axina estimula el incremento de la degradacion de beta catenina.

Axina parece actuar como andamio en la formacién de un complejo de APC con B catenina,
dentro de la via de sefalizacién de por reduccion de la cuenta de B catenina disponible para
activacion transcripcional.

La ausencia de sefial en wnt lleva a la fosforilacion de axina mediada por GSK3B vy eficiente
union de APC a B catenina.

Los roles de APC y B catenina en la adhesidn intercelular.

El hecho de que B catenina se une a APC implica que APC puede tener un rol en la adhesién
celular epitelial. Las cateninas alfa, beta y plakoglobina (gama catenina) estan todas asociadas
con cadherinas las cuales median la adhesion intracelular. E-cadherina es responsable de la
adhesién célula-célula en las células epiteliales, con esto las cateninas se unen a un dominio
citoplasmico que es esencial para su funcién. El dominio citoplasmico en cadherinas comparte
la secuencia SLSSL encontrada en 4 de los repetidos de 20 aa de APC. B catenina localiza la
unién adherente a la zonula e interactla con E-cadherina para unirse después a la alfa catenina
y de alli a la red de actina. La interaccién entre E cadherina y B catenina es regulada por la
fosforilacion de tirosina. APC citoplasmico se acumula predominantemente en los bordes de las
células, para visualizarlo depende de la presencia de microtibulos intactos (pero no de la red de
actina).

APC contribuye a ordenar la migracion de las células intestinales dentro de las criptas intestinales
y B catenina juega un rol crucial en esta funcién. De hecho, si APC es sobre expresado, la
migracién de células epiteliales en modelos murinos, se torna desordenada. APC y E cadherina
compiten por sitios de union de la region armadillo en B catenina, pero mientras la unién de una
excluye la otra, esto parece separar (sobrelapar) regiones de B catenina mediante su rol en la
sefializacion de wnt y adhesién celular. Ciertamente parece afectar una via que podria impactar
en la otra, pero la naturaleza precisa de esta interaccion no esta clara.

El dominio basico en APC.



El dominio béasico de APC se encuentra dentro de la region C-terminal de APC entre los
aminodcidos 2200 y 2400. Estos dominios derivan su nombre de una proporciéon grande de
residuos basicos arginina y lisina. Pero también contiene un inusual alto porcentaje de residuos
de prolina. Esta combinacién sugiere que el dominio basico es probablemente un sitio de unién
a microtubulos, una teoria que ha sido comprobada es que el C-terminal de APC se une a
microtibulos y estimula la polimerizacién de tubulina in vitro.

Las proteinas APC truncas encontradas en tumores colorrectales rara vez retienen el dominio
bésico.

El dominio de unién EB1 de APC

El C terminal de APC también contiene un sitio de unién para la proteina EB1. EB1 se ha
encontrado estar asociada con el centrémero, huso mitético y microtibulos distales en todos los
estadios del ciclo celular. Si el dominio de unién EB1 es eliminado de la proteina APC, este
Gltimo todavia puede unirse a los microtibulos, pero lo hace indiscriminadamente. Estos
hallazgos sugieren que EB1 dirige a APC a los extremos de los microtibulos y puede entonces
facilitar la interaccién de APC con otros sitios especificos de la membrana celular. EB1 por si
misma no parece jugar un rol directo sobre la tumorogenesis, mutaciones somaticas en el gen
EB1 no se han encontrado en tumores colorrectales y en ratones transgénicos con proteinas
truncas con ausencia del sitio de union EB1 en APC.

El sitio de union HDLG en APC

HDLG es el homélogo de Drosophila (Discs large tumour suppressor protein). El C terminal de
APC se une a HDLG, asociacidn que se encuentra abolida por una delecion final de 72
aminoacidos de APC mientras un fragmento de APC contiene solo estos 72 aminoacidos
asociados fuertemente con HDLG. La sobreexpresién de APC suprime la progresion del ciclo
celular desde GO/G1 a la fase S, evidencias recientes sugieren que el complejo APC-HDLG es
responsable de este efecto en una manera independiente del efecto de B catenina en el ciclo
celular.
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Figura 1. Dominios funcionales de la proteina APC. Los asteriscos rosas indican sitios de unién
a axina en los repetidos SAMPs. Las flechas negras marcan NEs. Flechas moradas indican sitios
de NLS. Las flechas verdes indican las posiciones de union con DNA. el extremo 3" se localiza
antes de la localizacion del MCR en su porcién de unién a axina (Human molecular genetics,
2001, 721-733).



RPKM

Papel funcional de APC en el nucleo

Ha sido reconocido por algun tiempo que APC se encuentra dentro del nucleo, asi como en el
citoplasma. Evidencia mas reciente sugiere que APC puede transportar B catenina entre el
ndcleo y el citoplasma.

APC es demasiado grande para entrar en el nlcleo sin la presencia de una sefial de localizacién
nuclear, la cual puede ser reconocida por importinas las cuales median la translocacién de una
manera dependiente de energia.

La presencia de APC dentro del nlcleo puede interactuar directamente con DNA. Tres
potenciales sitios de unién han sido mapeados, cada uno contiene un grupo de 3 y 5 secuencias
repetidas S/TPXX. Los primeros sitios de uniéon se sobrelapan con la porcion proximal del
segundo repetido de 20 aminoacidos, el segundo se ubica dentro del dominio basico y el tltimo
cercano a el C-terminal de APC. Estos dominios se pueden unir preferencialmente a secuencias
ricas en A/T y regulan directa o indirectamente la transcripcion. Si APC muestra interaccion
simultaneamente con los microtibulos y con DNA estos podrian indicar un rol directo en la
division celular.

APC y apoptosis.

En el colon humano normal, la expresion de APC es limitada en las células de las criptas
luminales. Las células son el techo de la superficie luminal después de la apoptosis (muerte
celular programada). Contacto intercelular y las citocinas especificas proveen proteccion en
contra de la apoptosis en células epiteliales coldnicas. Las células epiteliales adenomatosas
muestran patrones desordenados de apoptosis pero permanecen susceptibles a las sefales
apoptoticas. Esto es posible ya que APC juega un rol indirecto en la regulacién de la apoptosis,
como la induccién de la expresion de APC tipo silvestre en una célula cancerosa con un
incremento de muerte celular con APC mutante. Existe evidencia preliminar de la region de APC
involucrada en la regulacion de la apoptosis coincide con la region que media la unién y
degradacion a beta catenina. Apoptosis esta asociada con el exporte de células desde la matriz
extracelular o desde los contactos celulares. Es concebible que APC tenga un impacto indirecto
en la adhesién intracelular y el matiz extracelular, esto provee estimulos para apoptosis.

Localizacion de APC intracelular

Dentro de las localizaciones subcelulares del producto de APC este se puede encontrar en las
uniones celulares y como proteina de adherencia celular, en el citoplasma, citoesqueleto, en la
proyeccion celular hacia el exterior.

Expresion tisular de APC

En cuanto a la expresion normal de este gen en los tejidos humanos se observa una
sobreexpresion desde etapa embrionaria preferencialmente hacia sistema nervioso central
(cerebro y medula espinal). La evidencia de expresion aumentada sobre tejidos esta
documentada y corresponde a sistema nervioso central, higado, sangre periférica e intestino. La
expresion diferencial proteica esta caracterizada por sobreexpresion en el humor vitreo y en el
cerebro fetal.




Figura 2. Muestras de tejido de 95 individuos humanos que representan 27 tejidos diferentes para
determinar la especificidad tisular de todos los genes que codifican proteina (www.nchi.nlm.nih.gov).

Vias de sefalizaciéon en las cuales interviene APC.

- Via de sefializacion Wnt en cancer

- Via de sefializacién beta catenina

- Degradacion de beta catenina por el complejo de destruccién
- Regulacién del citoesqueleto de actina.

- Muerte celular programa


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 3. Las proteinas Wnt son morfégenos secretados que se requieren para diversos procesos
de desarrollo; que incluyen la determinacién del destino celular, la proliferacion celular y la muerte
celular. Después de unirse al receptor Frizzled, se activan tres vias: la via canonica, la via de
polaridad celular plana y la via Wnt / Ca2 +. En la via canodnica, la principal B-catenina efectora
ingresa al nlcleo y promueve la expresion génica regulada por Wnt. La ruta de polaridad celular
planar promueve la remodelacion del citoesqueleto y el movimiento celular a través de la activacion
de RhoA y Rac. La via Wnt-Ca2 + media multiples funciones a través de un aumento en los niveles
transitorios de Ca2 + y la posterior activacion de PKC, CAMKII y calcineurina. Las vias de Wnt no
solo facilitan varios aspectos de la embriogénesis, incluida la polaridad apical / basal y el patrén del
tubo neural, sino que también inducen la tumorigénesis. Wnt sefalizacion también se ha informado
recientemente para regular la diferenciacion de células madre. (http://www.genetex.com).

OBJETIVOS
GENERAL

Conocer los diferentes tipos de mutaciones en pacientes con poliposis adenomatosa familiar e
identificar si existen posibles diferencias en el fenotipo dado por el tipo de mutacion.

ESPECIFICOS


http://www.genetex.com/

1. Determinar la frecuencia de mutaciones tipo delecién/duplicaciéon (Rearreglos genémicos grandes)
en el gen APC mediante la técnica de MLPA.

2. Determinar la frecuencia de mutaciones puntuales en el gen APC mediante la técnica de
secuenciacion masiva.

3.Establecer una probable correlaciéon genotipo-fenotipo en individuos con mutaciones puntuales y
tipo delecién/duplicacién en el gen APC.

4. Brindar adecuado asesoramiento genético a los pacientes y familiares portadores de este tipo de
mutaciones en APC.

DISENO DEL ESTUDIO:

Se trata de un estudio descriptivo, observacional, transversal y prolectivo. En cuanto a la recoleccion
de la muestra se realiz6 por conveniencia.

MATERIAL Y METODOS:

EN METODOS FALTA AGREGAR EL PROTOCOLO DE LABORATORIO DE LA TECNICA DE
MLPA. YA ESTA ESCRITO, PIDESELO A YEVGENIYA.

La muestra analizada se obtuvo de la revision de los expedientes de pacientes referidos a la consulta
del departamento de Genética en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” con diagndstico clinico de PAF, en el periodo de febrero 2017-febrero 2018.

Todos los casos se revisaron en la base de datos del departamento de Genética y del archivo clinico
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Se seleccionaron 8 casos
no relacionados para el fenotipo clasico. Y se consideraron los casos que clinicamente podian
corresponder al fenotipo de poliposis adenomatosa familiar atenuada, estos correspondieron a 3
casos no relacionados.

De todos los casos que se seleccionaron se tomé en cuenta estudios de gabinete como tomografias
computadas de abdomen, colonoscopias y el reporte de anatomia patoldgica de las biopsias o
espécimen quirdrgico completo.

Para el presente estudio se realiz6 una entrevista clinico-genética, para definir el caso en estudio
podia corresponder a un caso de PAF. Consideramos un caso de PAF cuando se contaba con la
encuesta clinico genética, el reporte de colonoscopia y reportes histopatolégicos compatibles con
PAF.

Para cada caso clinicamente compatible con PAF se realizé secuenciacion del gen APC mediante
amplificacion mediante multiplex PCR con Multiplicon Master Assay 2.1 del gen APC (NM_000038.5)
segun nomenclatura recomendada por la Human Genome Variation Society. Posterior secuenciacion
masiva en el pirosecuenciador 454 GS Junior (Roche). Las variantes encontradas fueron clasificadas
tras la revision de la literatura cientifica actual y la informacion contenida en las siguientes bases de
datos:

a) HGDM (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)
b) LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home)

c) UMD (http://www.umd.be)

d) NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Se describen como mutaciones patogénicas aquellas conocidas como causantes de enfermedad en
las bases de datos consultadas o en la revision bibliografica realizada.

No se incluyeron variantes codificantes sinénimas, ni variaciones intrénicas, que hayan sido
previamente establecidas como clinicamente no relevantes en el desarrollo de la patologia, segun la
evidencia cientifica actual.

Sin embargo, la ausencia de mutaciones en el gen APC no excluyen esta patologia, y debido a que
podemos encontrar un resultado negativo, consideramos el estudio de alteraciones en el gen APC
no detectables mediante secuenciacion (grandes deleciones/duplicaciones), por lo que en los casos
encontrados con estas caracteristicas se realizd la técnica de MLPA (Amplificacion de sondas
multiples dependientes de ligamiento) usando el kit SALSA-MLPA® P043-D1 APC. Por el método
siguiente:

SALSA® MLPA® probemix P043 APC disefiado diagnostico in vitro, exclusivo para la deteccion de
deleciones o duplicaciones en el gen APC humano, el gen MUTYH vy la regién rio arriba del gen
GREML, con el fin de confirmar una posible causa y diagnéstico de PAF, la poliposis asociada a
MUTYH (MAP) o sindrome de poliposis mixta hereditaria, respectivamente. Ademas las mutaciones
puntuales més comunes en el gen MUTYH entre los europeos pueden detectarse mediante la sonda
P043. Las alteraciones detectadas con la sonda P043 APC se verificaron con QT-PCR.

Especificaciones de la sonda

Sonda probemix P043-E1: esta sonda de MLPA, SALSA P043 contiene 45 sondas de MLPA con
productos de amplificacion entre 130 y 438 nt; 29 sondas para APC, 6 sondas para el gen MUTYH,
2 sondas GREM1, y 8 sondas de referencia.

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y
— %utfur sequence
Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)
2. Ligation

3. PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of ligated probes only
X N
E—————
4. Fragment analysis

(1O,

Figura 4. Unicamente cuando las dos sondas se encuentren hibridadas correctamente podran ser
ligadas (Fig. 1: paso 2), para posteriormente ser amplificadas por PCR (Fig.1: paso 3). Finalmente,
los productos amplificados generaran fragmentos de longitud variable que seran separados por



electroforesis capilar y analizados en un secuenciador automatico, pudiéndose estimar la cantidad
de producto obtenido mediante la emisién de un pico de sefial. (Fig. 1: paso 4). Las hemisondas que
no fueran ligadas, no podran ser amplificadas exponencialmente, y por consiguiente no generaran
sefial. Los resultados seran analizados mediante un software. El area de sefial de intensidad de pico
de los productos de PCR puede ser medido, permitiendo inferir la cantidad de secuencia presente.
Una disminucién del area de sefial indica delecién y un aumento duplicacion.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

Para todos los casos seleccionados se tomaron en cuenta los siguientes datos clinicos:
1. Historia familiar de >20 adenomas y/o cancer de colon.

2. Mutacion deletérea en APC conocida por medio de SNG (secuenciacion de nueva generacion)
(LABCONOUS) o estudio de secuenciacién negativo para variantes patogénicas en el gen APC.

3. Historia personal de tumores desmoides, hepatoblastoma, cancer papilar de tiroides en su variante
cribiforme-morular o multifocal, hipertonia congénita del epitelio pigmentario de la retina bilateral, 10
a 20 adenomas en colon.

Criterios de exclusion:

Que el paciente no cumpla cualquiera de los criterios mencionados.

Criterio de eliminacién:

Que el paciente en cualquier momento del estudio decidiera no seguir colaborando.

RESULTADQOS:

El tamafio de la muestra estuvo constituido por un total de 12 casos familiares no relacionados con
poliposis adenomatosa familiar. 9 casos familiares (33 individuos) correspondieron al fenotipo clasico
(72.7%) se asocio con la presencia de >100 pélipos por medio de la colonoscopia y 3 casos (3
pacientes) al fenotipo atenuado (27.2%) donde se observaron pélipos en un rango de <20. El total
de la muestra consistié en 33 pacientes. La edad de presentacion de poliposis se estimo en un rango
de los 10-50 afios de edad. Se realizaron estudios moleculares en menores de edad asintométicos
para descartar riesgo de hepatoblastoma. El promedio de edad de presentacion de la enfermedad
fue de 43.9 afios de la muestra total. Y de 28 afios para el fenotipo clasico y de 36.3 afos para el
fenotipo atenuado.

| Clasificacion de los pacientes en el presente estudio.



33 pacientes

22 familiares de los

11 casos indice probandos

L 12 molecular (+)
. 2 casos poliposis . X .
9 casos poliposis 10 sin polipos, sin

estudio molecular (+) no disponibles para cancer
secuenciacién

Figura 5. El esquema corresponde a la clasificacion de el numero total de individuos en el presente
estudio y su clasificacién en 11 probandos o casos indice, de este grupo se cuenta con 9 casos con
estudio molecular que confirma la enfermedad. Posterior a la deteccién de una mutacion causal de
enfermedad se extendi6 la busqueda a familiares en riesgo (22), lograndose detectar las mimas
variantes en 12 familiares asintomaticos.

Continuando con el algoritmo diagnéstico establecido por el grupo de trabajo internacional de cancer
(NCCN), se solicitd estudio de secuenciacién masiva sobre el gen APC en 11 pacientes de casos no
relacionados de 12 familias. Sin embargo, solo 9 casos indice no relacionados estuvieron disponibles
para realizacion de dicho estudio. Por lo tanto, el estudio molecular de 2 familias (16 individuos) con
criterios clinicos de poliposis adenomatosa familiar no se logré realizar. De los casos en los que el
estudio de secuenciacién no reporté variantes patogénicas asociadas a la enfermedad (2 casos con
fenotipo clasico y 3 casos con fenotipo atenuado), se procedio a la realizacién de MLPA en blusqueda
de Re arreglos genoémicos tipo delecion/duplicacion sobre el gen APC (solo estuvo disponible un
caso con fenotipo clasico y otro con fenotipo atenuado). En cuanto a las mutaciones puntuales en
PAF se identificaron 4 distintas variantes patogénicas en 4 individuos no relacionados con fenotipo
clasico de PAF, todas localizadas en el exdn 15. En cuanto a los hallazgos en relacion al estudio de
deleciones y duplicaciones en el gen APC en un caso se encontré la delecién completa de la region
promotora de APC y el otro caso no estuvo disponible para su estudio. Finalmente se realizé un
analisis de correlacién genotipo fenotipo con las variantes patogénicas y los casos estudiados, los
cuales se comentaran con detalle a continuacion.

Los casos que no cuentan con estudio molecular, se negaron a su realizacion, continuaron su
seguimiento como PAF clasica.

En cuanto a los familiares en riesgo (22 individuos) de los casos indice detectados, seis (4 femeninos
y 2 masculinos) de estos 22 ya habian desarrollado poliposis y 4 ya presentaban cancer colorrectal
al momento del andlisis. El rango de edad para este grupo se encontraba entre los 25 y 40 afios de
edad.

La tabla resume las mutaciones encontradas por secuenciaciéon masiva y MLPA complementario en
los casos indice analizados (6 individuos), el fenotipo clinico y los antecedentes heredofamiliares.



Tabla 2: mutaciones y fenotipico clinico de pacientes reportados en el presente estudio.

Sexo | Mutacién, regién Edad de Numero | CRC Formas Historia familiar
afectada, cambio presentacion | de Edad al extracol6nicas
proteico polipos | Dx de
CCR
M €.4348C>T, 13 >100 “) adenomas (+) padre y
p.Arg1450X duodenales, hermano con PAF
osteoma
M €.3460delG, 30 >100 30 osteomas Dos hijos (+)
p.Glul154LysfsTerll
M €.3927_3931delAAAGA | 44 >100 44 ) (+) madre, dos
p.Glul309AspfsTer hermanas con ca
colon
F ¢.G3289T, p. 37 3 ) adenocarcinoma | (-)
Glu1097Ter del ampula de
Vater
F del promotor 1A, 1B, 54 >100 ) lipomas (+) abuela materna,
exén madre y dos
hermanos con
cancer de colon

De las mutaciones encontradas, logramos documentar cuatro variantes patogénicas del tipo puntual,
en todas se produce un coddn de paro prematuro. En un caso se documenté la delecién completa
de la region reguladora (ambos promotores) del gen APC.

La mutacion (c.3460delG) se localiza en el exdn 15, origina un desplazamiento del marco de lectura
generado a partir del aminoacido 1154, ocasionando un codén de paro prematuro y genera una
proteina trunca de 1164 aminoé&cidos, esta mutacion se encuentra entre los codones 168 y 1580 lo
cual se relaciona con aparicion de sintomas gastrointestinales (poliposis, sangrado de tubo digestivo
bajo y cancer de colon) a los 30 afios. Esta misma mutacion se detecto en dos hijos del probando,
menores de edad (gemelos monocigotos) y posteriormente se descartd hepatoblastoma por USG,
enviaron a un centro de referencia pediatrico para su seguimiento como familiares en riesgo
portadores de una mutacién en APC. Dicha mutacion no ha sido previamente reportada en la
literatura. En el estudio in silico se informa su caracter patogénico. Otra mutacion fue reportada en
un caso familiar que corresponde a una delecién de cinco pares de bases, localizada en el exén 15,
((c.3927_3931delAAAGA) (rs121913224)) localizada en el codén 1309, ésta delecion genera un
codén de paro en el aminoacido 1312, es la mas frecuentemente observada en los pacientes con
poliposis adenomatosa familiar con fenotipo clasico. Esta variante patogénica se asocia con la
aparicién de la sintomatologia a una edad temprana, asi como la presentaciéon de cancer de colon.
En este caso se detect6 esta misma alteracién en la descendencia del propdsito (una hija de 25 afios
de dicho individuo), con antecedente de multiples pélipos reportados por colonoscopia. La mutacion
((c.4348C>T (rs121913332)), corresponde a una variante reportada previamente como patogénica,
gue se localiza en el exén 15, es una mutacion sin sentido que genera una proteina trunca de 1450
aminodcidos. Por su localizacion también se relaciona con la presencia de mas de 1000 pélipos en
todo el colon, esta misma alteracion a nivel del gen APC se detecto en el hermano del probando que
tenia multiples polipos en el informe de colonoscopia. La cuarta mutacion puntual encontrada en las
familias analizadas (G3289T) se localiza en el exdn 15, comprende un cambio de nucle6tido en la
posicién 3289, que genera una proteina trunca de 1097 aminoacidos. Esta mutacién tampoco ha
sido documentada previamente en reportes de familias con PAF.



Edades de los casos indice vs edad de aparicidn de los pélipos
45

40 -

35

30 >

25 >
20

15

10

0 -
€.3927_3931delAAA... G3289T
del promotor c.4348C>T

Figura 6. Este grafico nos permite apreciar la diferencia en la edad de aparicién de la sintomatologia
gastrointestinal que pudiera estar en funcidén de la variante patogénica encontrada. Todas se
encuentran dentro de la MCR, con excepcién de la delecion de ambos promotores del gen APC. No
se encuentra diferencia en la frecuencia de estas mutaciones por sexo.

Por otro lado, los hallazgos reportados en el analisis de MLPA de los casos indice con secuenciacion
negativa, un caso corresponde a la delecién de los promotores IB y IA del gen APC, ambos
corresponden a la regién reguladora de la transcripcion en APC, lo que se traduce en perdida de la
expresioén y deplecion proteica. Este cambio no ha sido reportado, contamos con casos en el mundo
donde se observo la pérdida del promotor IB o del IA pero nunca en conjunto. Podemos suponer que
esta alteracién predispone a una aparicién tardia de la enfermedad, sin embargo, este estudio
corresponderia al primer reporte de una familia con esta variante causante de enfermedad.
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Figura 7. Resultado de la prueba de MLPA, mostrando delecion de 5 sondas correspondientes a los
promotores 1By 1A de APC.

DISCUSION:

Durante esta evaluacion pudimos documentar mutaciones puntuales y deleciones grandes sobre el
gen APC siguiendo el algoritmo diagnostico recomendado para los pacientes con poliposis colénica,
dentro de estas, 2 mutaciones son variantes patogénicas previamente no reportadas en la literatura
y la delecién de la regién promotora de APC puede ser considerada el primer caso reportado a nivel
mundial.

En nuestro estudio reportamos que de un total de la muestra, 72% de los casos confirmados
corresponden al fenotipo clasico, y el 9% de los casos restantes presentaban un fenotipo atenuado,
estos resultados coinciden con lo previamente reportado por la literatura (Nieuwenhuis). Multiples
estudios realizados partir de 1991 se han enfocado a tratar de establecer una posible correlacion
genotipo-fenotipo segun la regién afectada del gen APC y su traduccion clinica. En el afio de 1992
se realizo el primer analisis de correlacién genotipo-fenotipo al proponer una mutacién truncada entre
los codones 1250 y 1464 con la presencia de >5000 pdlipos colorrectales en los individuos
portadores. Ahora se conoce que mutaciones sobre el codén 1309 (localizados entre los codones
1250 y 1464) estan asociadas con poliposis grave y edad temprana de los sintomas. Por otro lado,
ya también se sabe que la mayoria de las mutaciones en linea germinal de el gen APC que llevan a
un fenotipo intermedio estan localizadas en el coddn 157 y 1595 (excluyendo la MRC). Informacién
de PAF atenuada por alteraciones puntuales o genémicas en APC se ha centrado en la regiéon 57y
3’, ademas del exdn 9 coddén 312-412 donde se localiza un sitio de splicing alternativo, estas
alteraciones se expresan clinicamente con la aparicion de una menor cantidad de polipos (<100) a
una edad mayor (4ta-5ta década de la vida).

En este reporte llama la atencién que todos los pacientes con el fenotipo clasico (>20 adenomas y/o
antecedente de cancer de colon) presentaron una mutacién puntual en el exén 15 del gen APC. Este
sitio corresponde a dos tercios de la regién codificante del gen, ademas de que contiene la MCR
(rica en repetidos de 15 y 20 aa) que en la proteina corresponden a sitios indispensables para su
interaccion con beta catenina, estas uniones son indispensables para el marcaje por fosforilacion y
la posterior degradacién de beta catenina. La regulacion a la baja de beta catenina es dependiente
de la presencia de aproximadamente 3 de los 7 repetidos de 20 aa en APC. La no degradacion de



beta catenina tiene resultados catastréficos como su acumulo en el nicleo que en asociacion con el
factor de células T y el factor promotor linfoide activan la transcripcion de genes blanco que incluyen
el oncogén c-myec, ciclina D1 los cuales regulan la progresién del ciclo celular. Otros posibles genes
blanco incluyen la proteina de union gap conexina 43 y la proteinasa matrilisina. Clinicamente esto
se traduce como la perdida de funcion normal de APC como un evento temprano corresponde a la
patogénesis de cancer, ocurriendo lesiones adenomatosas como un estadio precancerigeno.

Ademas de las mutaciones puntuales, las deleciones alélicas grandes de la region codificante APC,
un rango anormal de isoformas de mRNA, la expresion alélica reducida o ausente, cambios en la
secuencias intrénicas profunda, han sido reportadas en pacientes con PAF, en adicion a esto una
pequefa fraccion de familias con PAF han sido asociadas con defectos en linea germinal que
involucran la regién promotora de APC que mantienen la secuencia génica intacta, como es el caso
del paciente indice que reportamos con una delecién que involucra los promotores IB y IA, esta
misma delecion también fue identificada en otros familiares en riesgo, incluyendo dos de sus hijos.
La probando cuenta con hermanos portadores de la delecion e inclusive con cancer de colon. Por
MLPA no podemos establecer el limite preciso de esta delecién y si es que hay secuencias
alternativas cercanas a esta region.

La existencia de dos promotores en APC ha sido bien documentada, asi como la ocurrencia bajo una
gran variedad de condiciones de mdltiples transcritos de APC de forma tejido especifica. EI promotor
IB esta localizado aproximadamente 30 Kb rio arriba del promotor IA. Por lo tanto, podemos
establecer la teoria de la consecuencia funcional de esta nueva delecion de ambos promotores.
Estos datos sugieren que la mutacion por delecion genémica de los promotores de APC da como
resultado falta de transcripcion del alelo mutante portador de la delecién lo que conduce a AFAP en
esta familia.

A continuacion, presentamos una tabla comparativa de los estudios que se han realizado hasta el
momento alrededor del mundo con deleciones en la regidon promotora de APC, ningln reporte hasta
el momento es idéntico al que obtuvimos por medio de MLPA (Tabla 3).

Hasta el momento no ha sido reportada una alteracién gendémica como la que identificamos en este
trabajo. Rohlin et al. describieron por primera vez la delecién completa del gen APC, (incluyendo
ambos promotores) en 5 familias con poliposis adenomatosa familiar con fenotipo clasico; en este
trabajo Rohlin propone la recombinacion homologa no alélica entre las regiones flanqueantes de la
ruptura, como el mecanismo de formacion del rearreglo genémico ya que son ricas en elementos
SINE, con la posterior confirmacion de la ausencia de expresion de productos funcionales y el
desarrollo de enfermedad. Sin embargo, el resto de los articulos revisados donde se ha documentado
la delecién del promotor IB con su confirmacién mediante la expresion reducida en tejidos
especificos, es la principal causa de PAF, una de las explicaciones es que se ha observado que este
promotor tiene un rol funcional mayor que el promotor IA. Pero aun, hay algunas discrepancias en
cuanto al tamafio de las deleciones, los transcritos producidos a partir de estas alteraciones y el
fenotipo encontrado en los pacientes. Debido a la baja frecuencia de este tipo de rearreglo genémico
en PAF aun es complicado poder establecer una correlaciéon genotipo-fenotipo.

Tabla 3. Deleciones en el promotor de APC.



Referencia Pais Delecién Localizaciéon Secuencia Secuencia
gendémica de laruptura | de laruptura
5 3
Presente México NA ?-112,707,473 | NA NA
estudio 112,738,449-
112,754,878
Ronhlin, A. et Suecia ~61 Kb 112,645,201- L2 L1PA15
al. (~19 Kb and 112,663,968 (LINE/L2) (LINE/L1)
~42 Kb)
112,665,480- AluSx3 Secuencia
112,707,631 (SINE/Alu) unica
Charames, G. | Canada NA NA NA NA
S. etal
Kadiyska, T. Bulgaria ~22 Kb 112,697,798- Secuencia AluSx
K. et al. 112,719,688 Unica (SINE/Alu)
insTTGCTCTA
TGACCAATT
Lin, Y. etal. Estados ~11 Kb 112,699,129- MER2 Secuencia
Unidos 112,710,148 (DNA/TcMar- | Unica
Tigger)
Pavicic, W. et | Finlandia 132 Kb 112,578,669- MLT1A0 MIRb
al. 112,710,741 (LTR/ERVL- (SINE/MIR)
MaLR)
Snow, A. K. Estados 11 Kb 112,699,129- MER2 Secuencia
et al. Unidos 112,710,148 (DNA/TcMar- | Unica
Tigger)
Ranzani, N. Italia 7 Kb 112,703,831- MLT1INZ2 MIRb
etal. 112,710,688 | (LTR/ERVL- | (SINE/MIR)
MaLR)
Yamaguchi, Japén 10 Kb 112,700,228- AluSg2 AluJb
K. etal. 112,709,815 (SINE/Alu) (SINE/Alu)

La tabla 3 resume los estudios previamente reportados en la literatura, asi como la comparacion con
nuestros hallazgos. (Incluye tamafio de la delecién, secuencia genémica y la localizacién genémica).

Otro punto que vale la pena destacar sobre el uso de pruebas genéticas predictivas en pacientes
asintométicos, como es el caso del grupo de los 22 familiares los cuales recibieron un asesoramiento
preprueba donde se explicaron las ventajas y desventajas del estudio, se resolvieron dudas y se
procedid a la toma de la muestra. Posteriormente el asesoramiento postprueba, al entregar los
resultados a cada individuo y dependiendo de su condicion fue que se le asigno un estado de
individuo sano al no haber heredado la variante patogénica o de individuo con probable poliposis
adenomatosa familiar que amerita un seguimiento como lo indica la ultima revisién de las guias
NCCN con el objetivo de reducir al maximo el riesgo de cancer de colon en estos pacientes. El
seguimiento esta basado principalmente en la realizacién de colonoscopia 0 una sigmoidoscopia
flexible cada 12 meses a partir de los 15 afios. Otro aspecto a tomar en cuenta son las
manifestaciones extracolénicas, el seguimiento de estas se basa en la realizacion de una
panendoscopia que se debe iniciar dentro de los 20 a 25 afios, examen anual de tiroides el cual inicia
en la adolescencia tardia. Examen neuroldgico anual, resonancia magnética abdominal para vigilar
la aparicion de tumores desmoides intraabdominales cada 5 a 10 afios. El riesgo de hepatoblastoma
se considera elevado los primeros 5 afios de vida por lo que en la infancia de un individuo portador
de una variante patogénica es imprescindible la toma de alfa fetoproteina cada 3 a 6 meses. En
nuestro caso se inicio con la realizacién de colonoscopias de todos los individuos positivos para una



mutacion en APC (6 pacientes) y en caso de los menores de edad (2 pacientes), se solicitd6 USG
hepatico y determinaciones de alfafetoproteina.

CONCLUSIONES

Con el presente trabajo logramos identificar distintos tipos de variantes patogénicas en un grupo de
pacientes con datos clinicos de poliposis adenomatosa familiar.

Documentamos 4 diferentes mutaciones puntuales, todas contenidas dentro del exén 15 del gen
APC. Los pacientes afectados presentaron un fenotipo clasico con aparicién de los pdlipos en la
adolescencia. Dos casos con datos de malignizacién antes de los 40 afios. Por otro lado, describimos
el caso de un paciente portador de rearreglo gendmico tipo delecién en ambos promotores del gen,
que no ha sido descrito hasta el momento.

Identificamos individuos sanos no portadores y portadores asintomaticos que se mantendran en
seguimiento y vigilancia de acuerdo a las guias internacionales de cancer de colon polipdsico.

La frecuencia de mutaciones tipo delecién duplicacién en el gen APC fue de un 20% del total de los
pacientes con poliposis adenomatosa familiar. En este punto es importante mencionar que a pesar
de que son pocos pacientes, la frecuencia es mayor a la reportada previamente en la literatura que
oscila de un 8 a un 12% de las variantes patogénicas en este gen.

La prevalencia de las mutaciones puntuales observadas en este trabajo fue del 80% Sin embargo,
las mutaciones encontradas, todas se localizan en el exén 15.

Los casos analizados presentan concordancia fenotipica con los datos previamente reportados,
exceptuando el caso con un rearreglo gendémico en el que adn esta pendiente realizar un andlisis de
expresion tisular y confirmar el caracter patogénico.

Todos los pacientes recibieron asesoramiento preprueba y postprueba. A los individuos no
portadores de mutacién se les brindé asesoramiento genético para pacientes sanos no portadores,
y a los portadores asintomaticos se les inici6 manejo enfocado a disminuir el riesgo de cancer segun
la edad al momento del estudio. A los individuos con sintomas y estudio molecular positivo se les
solicité apertura de expediente en el Instituto para su manejo interdisciplinario.
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