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RESUMEN:

El carcinoma colorrectal es la tercera neoplasia maligna mas frecuente a nivel
mundial. La alteracion en el sistema de reparacion de errores de replicacion del
ADN, es el segundo evento molecular mas frecuente en la carcinogénesis de esta
neoplasia, la inmunohistoquimica es un método accesible para la determinacion
de esta alteracion. El presente estudio analiza por este método la alteracion en las
proteinas MLH-1, PMS-2, MSH-2, MSH-6 en 35 casos diagnosticados en personas
menores de 55 afos entre 2000-2016 en el Hospital Central Sur de Alta
Especialidad. Resultados: De los 35 casos estudiados, 14 presentaron positividad
para los cuatro marcadores y ausencia de MLH-1 correspondiente a casos
esporadicos a los que no se tienen que hacer pruebas complementarias, 15 casos
con ausencia de MLH-1 y PMS-2 a los cuales se debera realizar la deteccién de
mutacion de BRAF y 6 casos con ausencia de MSH-2 y/o MSH-6 o PMS-2 a los
que se tendra que llevar a cabo una prueba genética para confirmacion de la
mutacion.

Colorectal carcinoma is the third most frequent malignancy worldwide. The
alteration in the mismatch repair system of DNA is the second most frequent
molecular event in the carcinogenesis of this neoplasia, immunohistochemistry is
an accessible method for the determination of this alteration. The present study
analyzes by this method the alteration in the proteins MLH-1, PMS-2, MSH-2,
MSH-6 in 35 cases in people under 55 years old between 2000-2016 in the
Hospital Central Sur de Alta Especialiad. Results: Of the 35 cases studied, 14
presented positivity for the four markers and absence of MLH-1 corresponding to
sporadic cases that do not need more supplementary tests, 15 cases with absence
of MLH-1 and PMS-2 to which the detection of BRAF mutations must be done and
6 cases with absence of MSH-2 and/or MSH-6 or PMS-2 which a genetic test for
confirmation of the mutation will have to be carried out.

Palabras clave: Carcinoma colorrectal; MLH1; PMS-2.
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ALTERACION EN LA ViA DE REPARACION DE ERRORES DE
APAREAMIENTO DEL ADN, DETECTADO POR INMUNOHISTOQUIMICA EN
PACIENTES MENORES DE 55 ANOS CON CARCINOMA COLORRECTAL EN

EL HOSPITAL CENTRAL SUR DE ALTA ESPECIALIDAD DE 2000 A 2016.

INTRODUCCION:

El carcinoma colorrectal es la tercera neoplasia maligna mas frecuente a nivel
mundial. "’ En el Hospital Central Sur de Alta Especialidad representé la tercera
neoplasia mas frecuente en el periodo de 1999 a 2016.

Son tres los eventos moleculares principales que participan en la carcinogénesis
del carcinoma colorrectal, uno de ellos es la inestabilidad cromosomica
representada por la activacion del oncogén KRAS e inhibicion de genes
supresores como APC o TP53 que suman el 65 al 90% de los casos. La alteracion
en el sistema de reparacion de errores de apareamiento del ADN, que da lugar a
inestabilidad de microsatélites ocupa el segundo lugar con cerca del 15% de los
casos y esta dado por alteraciones en las proteinas reparadoras principalmente
MLH-1, PMS-2, MSH-2, MSH-6 y en menor porcentaje MLH-3, MSH-3, PMS-1, en

tercer lugar el fenotipo metilador. ("®

La determinacidon de estas alteraciones por distintos métodos ha permitido
clasificar a estos pacientes en diferentes grupos, pretendiendo lograr la deteccion

oportuna de pacientes con Sindrome de Lynch.



MARCO DE REFERENCIA.

El carcinoma colorrectal representa la tercera causa de muerte a nivel mundial. !
En México del afio 2002 a 2012 el numero de defunciones por afio a causa de

éste aumento de 2,178 a 4,694, lo que implica un aumento del 50%.?

En el Hospital Central Sur de Alta Especialidad el cancer colorrectal representé la
tercera neoplasia mas frecuente en el periodo de 1999 a 2016, el cancer de

préstata y de mama ocuparon el segundo y primer lugar respectivamente.

La incidencia y mortalidad por cancer de colon y recto se ha duplicado debido a
los cambios en el estilo de vida, de alimentacién aunado a otros factores como
sedentarismo, obesidad, tabaquismo, consumo elevado de proteinas de origen

animal y de grasas saturadas, y la falta de fibra en la dieta. ®

El CCR (carcinoma colorrectal) es una neoplasia de etiologia multifactorial, que
puede presentarse con una lesion precursora como los adenomas coldnicos, o
como una neoplasia esporadica o asociada a Sindromes Polipoides, a cancer

colorrectal hereditario no polipdsico o Sindrome de Lynch.

La colonoscopia representa el “gold standard” para la deteccion de adenomas y
adenocarcinomas de colon y recto, se observa una tasa de falsos negativos de 12

a 13% para polipos de 5-10 mm, y de hasta un 26-28% para polipos < 5 mm.



El riesgo de un individuo con un familiar de primer grado con CCR es 5-6 veces
mayor para adenocarcinoma/adenomas de alto riesgo comparado con la
poblacién general, y 2-4 veces mayor para adenomas de cualquier tipo. Se
recomienda realizar la colonoscopia a partir de los 30- 35 afios de edad cada 2 o
3 afios o cada 1- 2 afios después de los 40 afios o desde 10 afios antes que la
edad de diagndstico en el familiar comprometido si se diagnostica antes de los 30

afios. ®®

El cancer de colon es mas frecuente en el sexo masculino. Los sintomas estan
relacionados con el estadio de la enfermedad, pudiendo ser asintomatico al inicio
de la enfermedad y manifestandose con rectorragia y obstrucciéon en los casos

avanzados. ")

Son tres los eventos moleculares que participan en la carcinogénesis del
carcinoma colorrectal, la inestabilidad cromosémica representada por la activaciéon
del oncogén KRAS e inhibicion de genes supresores como APC o TP53 suman el
65 al 90% de los casos. La alteraciéon en el sistema de reparaciéon de errores de
apareamiento del ADN, que da lugar a inestabilidad de microsatélites ocupa el
segundo lugar en cerca del 15% y esta dado por alteraciones en las proteinas
reparadoras MLH-1, PMS-2, MSH-2, MSH-6 y en menor porcentaje MLH-3, MSH-
3, PMS-1, en tercer lugar el fenotipo metilador. ("® Sin embargo, pueden
presentarse de forma conjunta eventos moleculares de la via supresora con
inestabilidad cromosdmica y de la via mutadora, tal como lo demuestra Samowitz

y cols. en un estudio realizado en 497 casos de carcinoma colorrectal donde



encontraron que del 4.7 al 11.8% de los casos con inestabilidad de microsatélites

presentaban también mutacion de KRAS.

Las proteinas reparadoras son encargadas de identificar y reparar pares de bases
discordantes dentro del genoma. MLH-1 y PMS-2, MSH-2 y MSH-6 forman
heterodimeros respectivamente, y cuando se encuentra MLH-1 alterada en un
alto porcentaje PMS-2 también se encontrara, lo mismo ocurre para MSH-2 con

MSH-6. @)

La alteracion en las proteinas reparadoras, da lugar a la acumulacion repetitiva de
mutaciones, es decir, la inestabilidad de microsatélites en la cual las células
neoplasicas son incapaces de corregir deleciones o inserciones en regiones

repetitivas del AND por el complejo de proteinas reparadoras.

La inestabilidad de microsatélites se encuentra en un 12 a 15 % de carcinomas

esporadicos y en cerca del 90% de casos asociados a Sindrome de Lynch. ("

En un estudio realizado en Espafia se encontré inestabilidad de microsatélites en
un 7.4% de casos de carcinoma colorrectal de los cuales 83% pertenecian a
casos esporadicos y el 17% al sindrome de Lynch. © Un trabajo realizado en
poblacion Africana se reporta IMS (inestabilidad de microsatélites) en un 60% de

carcinomas de colon, sin embargo, ninguno se asocié a sindrome de Lynch. ("

Hashmy y cols. estudiaron por inmunohistoquimica con técnica manual, casos en

poblacién de Pakistan, observando que el 34% presentaban mutaciones en las



proteinas reparadoras, y destacan una cifra alta del 39% de mutaciones en

pacientes menores de 50 afios.'?

No existen estudios realizados en residentes de la Republica Mexicana, sin
embargo Ricker y cols. publican los resultados obtenidos del estudio en poblacion
latina residente en el estado de California, en el cual cerca del 50% eran personas
nacidas en México o de ascendencia mexicana, encontrando que el 13% del total
de casos presentd la mutacion, siendo en mayor frecuencia afecciéon de MLH-1,

seguida de MSH-2, MSH-6 y PMS2.(¥

La deteccion de tumores con inestabilidad de microsatélites se puede llevar a
cabo a través del estudio directo de genes, el analisis de expresion de proteinas
codificadas por medio de inmunohistoquimica, método de mayor acceso en la

actualidad; asi como, el andlisis directo de microsatélites por PCR. ©

El estudio directo de los genes mediante el analisis de mutaciones germinales, es
un método relativamente sencillo, y tiene la gran ventaja que permite identificar
portadores asintomaticos; sin embargo, el costo es una limitante importante para

muchos centros de trabajo. ©

El analisis de microsatélites por PCR que compara el tamafo de los alelos del
tumor con su correspondiente ADN no tumoral, estudia cinco marcadores:
D2S123, D5S346, D17S250, BAT25 Y BAT26, siendo estos ultimos los mas
sensibles y encontrados en mas del 95% del tumores con IMS; aquéllos casos

con dos o mas marcadores positivos se dice que presentan IMS-H (alta
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inestabilidad de microsatélites) e IMS-L (baja inestabilidad) para aquéllos casos

con un solo marcador positivo. ©'4

La alteracion en la via de reparacion de errores de apareamiento del ADN, es
posible llevarse a cabo mediante pruebas de inmunohistoquimica, a través del
cual se detecta la ausencia de alguna de las proteinas MLH-1, MSH2, MSH6 o
PMS2 dentro del nucleo de células neoplasicas las cuales se unen para formar
complejos, MSH2 - MSH 6 son los mas abundantes y MLH1 - PMS2 en segundo
lugar. ©® La determinacion por este método tiene una fuerte correlacién con la
determinacion de inestabilidad de microsatélites por PCR; sin embargo, puede

verse afectado por otros factores como la fijacién mayor a 24 horas. (1217(18)

La determinacion por medio de inmunohistoquimica tiene una sensibilidad y
especificidad general del 80 al 90%, y especificamente para MLH-2 y MSH-2 es
del 90% y para MSH-6 y PMS-2 la sensibilidad es del 55 al 77% y la especificidad
del 90%.? Se afirma que para los casos esporadicos la sensibilidad y

especificidad es del 100%. ©

El patrén de tincidn es nuclear, si la tincion es débil, punteada o en la membrana
nuclear debera considerarse como expresion ausente. Si esto ocurre se debera
llevar a cabo una investigacion adicional comparando la tincidon con el estroma o
linfocitos circundantes los cuales funcionan como control interno, o en su caso

repetir la prueba en un bloque diferente o realizar la prueba para IMS por PCR.

Se considerara que la expresion esta presente cuando hay positividad en mas del

5 al 10% de los nucleos de las células neoplasicas. Es importante mencionar que
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puede haber heterogeneidad de la tincidon en diferentes areas del tumor. Se debe
tomar en cuenta que puede haber resultados erroneos en tumores que fueron

tratados con quimioterapia adyuvante, especialmente en la proteina MSH-6. ()®

Paya y cols. sugieren que el resultado de inmunohistoquimica se reporte con las
palabras expresion presente o ausente, ya que los términos positivo o negativo
puede generar confusion; asi mismo, no es necesario reportar la intensidad ni

porcentaje ya que esto no correlaciona con la presencia de inactivacion génica. ©

Aquéllos pacientes que presentan inestabilidad microsatelital tienen mayor
sobrevida y en los casos esporadicos se ha encontrado que los pacientes tienen

una respuesta deficiente al tratamiento de quimioadyuvancia con 5-fluoracilo.

(6)(16)(17)

Se reporta que la mayoria de los tumores con IMS son mas frecuentes en mujeres
y en el lado derecho del colon. Los tipos histologicos relacionados con estas
mutaciones son carcinomas mucinosos, también las variantes de células en anillo
de sello y medular se han relacionado. Estos casos presentan algunas
caracteristicas histolégicas particulares ya que en comparaciéon con los tumores
convencionales se ha visto que estos presentan en menor cantidad la necrosis
sucia, también presentan un mayor numero de linfocitos intratumorales llegando a
formar grandes foliculos. Tienen un margen expansivo en el 6% de los casos,
incluso se afirma que el hallazgo de estas caracteristicas histolégicas tiene una

sensibilidad del 100% para la alteracion en las proteinas reparadores del ADN.

(6)(19)
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Sin embargo varios estudios han encontrado que la mayoria de los casos se
relacionan con carcinomas convencionales y con mayor localizacion en lado

izquierdo del colon. (V113

Diversos organismos recomiendan la deteccion de la alteracion de las cuatro
proteinas por inmunohistoquimica en todos los nuevos casos de diagnostico de
carcinoma colorrectal que se estima esta presente entre 7 - 19% de casos de

CCR "y en 2- 4 % con sindrome de Lynch. ®@"

Los casos esporadicos que presentan alguna alteracidon en las proteinas
reparadoras del ADN es producto de la inactivaciéon del gen promotor MLH-1, el
cual sera negativa para inmunomarcaje de esta proteina y para el sindrome de

Lynch puede haber afeccién en cualquier proteina. 2

Aquellos casos que presenten afeccion de MLH-1 o PMS-2 se realizara
determinacion de mutacién de BRAF 600E por PCR. Si se encuentra presente,
este corresponde a un caso esporadico en cual debera considerarse ciertas

opciones terapéuticas, estos representan el 10 - 15% de casos de CCR.

13



JUSTIFICACION:

La determinacion sistematica por inmunohistoquimica de la alteracién en las
proteinas reparadoras de apareamiento del ADN permite la identificacion de
pacientes con un alto riesgo de padecer una segunda neoplasia maligna. Esta
técnica es de facil acceso, econdmica y en el servicio de Patologia se cuenta con

los reactivos, y el material necesario para llevarlo a cabo.

14



OBJETIVO:

OBJETIVO GENERAL

Determinar el numero de pacientes menores de 55 anos con Carcinoma
Colorrectal que presentan alteraciones en la via de reparacién de errores de
apareamiento del ADN en el Hospital Central Sur de Alta Especialidad de 2000 a

2016.
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MATERIAL Y METODOS:

Poblacién de estudio: Casos con diagnéstico de carcinoma colorrectal en
pacientes menores de 55 afos diagnosticados en el servicio de Anatomia

Patoldgica del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de 2000 a 2016.

Tamano de la muestra.

- 78 casos con diagnostico de adenocarcinoma en pacientes menores de 55 afos
en el sistema electronico de Patologia del Hospital Central Sur de Alta

Especialidad.

A este numero de casos de aplicaron los siguientes criterios de seleccion:

Criterios de Inclusion.

e Todos los casos con diagndstico histopatolégico de carcinoma colorrectal

en pacientes de 55 aflos 0 menos.

e Todos los casos con los que se cuente con bloque de parafina.

e Casos que presenten mutacion de KRAS, NRAS.

Criterios de exclusion.

e Todos los pacientes con diagndstico histopatolégico de CCR mayores de 55

anos de edad.

e (Casos de CCR asociado a Poliposis Adenomatosa Familiar.

16



e Biopsias que presenten alteraciones por tratamiento previo de

Quimioterapia y/o radioterapia.

Criterios de eliminacion.

e Casos en los que no se cuente con bloque de parafina.

e Casos en los que el tejido no sea representativo de la neoplasia

e Casos en que el tejido no sea util para estudio de inmunohistoquimica

17



RESULTADOS:

Se busco en el sistema electrénico de Patologia todos los casos con diagndstico
de carcinoma colorrectal entre los afios 2000 a 2016 y arrojé un total de 358
pacientes con diagnostico de adenocarcinoma en esta topografia, de los cuales 78
casos (21.8%) corresponden a personas menores de 55 afios y de estos se
eliminaron 28 ya que no se contaba con el bloque de parafina o el material era
inadecuado para la realizacidén de las pruebas de inmunohistoquimica (grafica 1 y
2). Aplicando los criterios de Amsterdam |l (Tabla 1) para el diagnodstico de
Sindrome de Lynch, se tomo en cuenta el de la edad y se amplié 5 afios mas para
dar la oportunidad a mas pacientes de ser tamizados. La distribucién total por
género mostré una ligera mayor prevalencia en mujeres con 19 casos (54%) y
para el sexo masculino 16 casos (46%) (grafica 3). La edad al diagnéstico fue
mayor en personas por arriba de los 40 anos con 24 casos (68.57%), 10 casos

(28.57%) entre 31 y 40 anos y 1 caso (2.86%) menor a 30 afios (grafica 4).

Tabla 1. Criterios de Amsterdam Il para el diagnéstico de sindrome de Lynch

1. Tres individuos afectados por cancer colorrectal, endometrial,
intestinal, ureteral o vesical (uno de ellos familiar de primer grado en
relacion a los otros dos).

2. Un afectado antes de los 50 afios de edad.
3. Afectacion de dos generaciones consecutivas.

4. Exclusion de Poliposis Adenomatosa Familiar.

18



Gréafica 1. Casos totales con diagnéstico de carcinoma colorrectal y casos
correspondientes a personas menores de 55 anos.

B Mayores de 55 afios

B Menores de 55 afios

Grafica 2: Total de casos de pacientes menores de 55 afios y casos eliminados
por ser insuficientes o inadecuados para estudio de inmunohistoquimica.

Pacientes menores de 55 afios

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

M Casos eliminados 1 Casos a estudiar
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Gréfica 3. Distribucion por género del total de casos correspondientes a personas
menores de 55 afnos.

B Femenino ™ Masculino

Gréfica 4. Edad al diagndstico de carcinoma colorrectal encontrando que el menor
fue a los 29 anos y el mayor a los 50 afios.

Edad al diagnostico

e=gEdad al Dx.

24

29 afios 31-40 afios 41-50 afos
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En cuanto a los tipos histolégicos encontrados predomina el tipo intestinal con

32 casos (91%), dos casos (6%) mixtos (tipo intestinal y mucinoso) y un caso (3%)

de tipo muci

Figura 1. A) Adenocarcinoma de tipo intestinal, observe la necrosis sucia en la luz
glandular, caracteristico de esta neoplasia. B) Glandulas con células pleomorficas
y presencia de mitosis. C) Adenocarcinoma de tipo mucinoso, presencia de
células neoplasicas en lagos de moco. D) Adenocarcinoma mixto, observe de lado
izquierdo la presencia de moco del componente mucinoso y en el otro lado en
componente de tipo intestinal.

Grafica 5. Tipos histologicos de Adenocarcinoma

Tipo mucinoso
1(3%)

Tipo intestinal y

mucinoso

2 (6%)
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Respecto al estadio clinico al momento del diagnostico 17 casos se presentaron
en estadio Il (48.58%), 16 en estadio Il (45.74%) y 2 (5.71%) en estadio IV
(grafica 6).

Figura 2. Imagen que muestra los estadios del carcinoma colorrectal, observe que
el estadio 0 corresponde a un carcinoma in situ, estadio | el tumor se ha extendido
mas alla de la submucosa, estadio Il la lesion se ha extendido hacia la capa
muscular o serosa pudiendo haber afeccion a 6rganos vecinos. En el estadio Il se
ha extendido mas alla de la serosa con afeccidn a ganglios regionales, y en el
estadio IV hay presencia de metastasis a distancia.

Gréafica 6. Numero de pacientes para cada estadio clinico al momento del
diagnéstico.
18

16 -

M Estadio Il

M Estadio lll

 Estadio IV

Numero de casos

Estadio
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La sobrevida maxima en meses corresponde a 188 meses y la menor de 1 mes,

con una media de 73.73 meses (grafica 7).

Grafica 7. Sobrevida expresada en meses, maxima de 188 meses y minima de 1
mes.

Sobrevida
180 : Q/A 187
160 3 155
140 /
131
120 118

100 98
60 3 60
40 M

20
0 1

Sobrevida en
meses

En cuanto a la localizacion de los tumores en colon 13 casos (37%) se
encontraron en recto, seguido de sigmoides con 9 casos (26%), 6 (17%) en colon
ascendente, 4 en ciego (11%), 2 en colon descendente (6%) y 1 (3%) en colon

transverso (grafica 8).

Figura 3. A) Tumor exofitico localizado en ciego con compromiso de la valvula
ileocecal. B) Tumor en recto, observe que se trata de un tumor circunferencial con
estrechamiento de la luz intestinal. C) Corte transversal del tumor en la figura B, se
aprecia la invasion al tejido adiposo adyacente.

23



Gréfica 8. Distribucion de la localizacion de los tumores.

H Ciego

H Ascendente
M Transverso
M Descendente
m Sigmoides

M Recto

La mortalidad se registré en 16 casos (45.72%) y 19 casos vivos (54.28%). En lo
que respecta a las metastasis, la mayoria no presentaron metastasis con 26 casos

(74%) y 9 sin metastasis (26%) (grafica 9 y 10).

Figura 4. A y B) Superficie de corte del higado, observe las multiples lesiones
nodulares metastasicas de carcinoma colorrectal.
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Gréfica 9. Total de pacientes vivos y muertos.

19.5

19
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18

17.5

17 | Vivos
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16

15.5

15

14.5
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Gréafica 10. Porcentaje de pacientes que presentaron metastasis de
adenocarcinoma colorrectal.

B Metastasis

M Sin metastasis




Posteriormente se busco en el archivo del servicio de Patologia los bloques y
laminillas para cada caso, en aquéllos con los que se contd con el material y en
condiciones adecuadas para la realizacion del estudio de inmunohistoquimica, se
marco y obtuvo una parte representativa del tumor, las cuales fueron colocadas en
numero de seis por capsula, esto de forma ordenada e identificada con un
namero, teniendo como referencia el tejido testigo (amigdala palatina). Una vez
obtenido esto, se realizaron 4 marcadores de inmunohistoquimica (MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2) para cada bloque, llevados a cabo en el sistema de deteccion
automatizado Ventana BenchMark XT de Roche, utilizando MLH1 Anticuerpo
monoclonal clona G168-15, MSH2 Anticuerpo monoclonal, MSH6 Anticuerpo
monoclonal, PMS2 Anticuerpo monoclonal clona A16-4 de Diagnostic BioSystems.
Se revisaron y determiné si el inmunomarcaje estaba presente o ausente en las
areas del tumor, considerandolo como presente cuando marcé mas del 5% de las

células neoplasicas (fig. 5).

Figura 5. A) Bloques de parafina en el archivo de Patologia. B) Marcaje del area
de tumor viable en bloque de parafina y laminilla. C) Laminilla y bloque de parafina
con muestras representativas de 6 casos.
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Con base en los resultados de inmunohistoquimica obtenidos se dividieron en 3
grupos, el grupo 1 compuesto por los casos en que todos los marcadores
estuvieron presentes o MLH-1 ausente y tres marcadores presentes, el grupo 2
con MLH-1 y PMS-2 ausentes, grupo 3 con MSH-2 y/o MSH-6 o PMS-2 ausentes,

esto con base al algoritmo propuesto por Chen y cols.(fig. 6)."

Algoritmo para deteccion de mutaciones en las proteinas
reparadoras de apareamiento del ADN en Carcinoma colorrectal

Inmunohistoguimica para MLH-1, PMS-2,

MSH-2 y MSH-6.
! 1 l
MLH-1 y PMS-2
Todos presentes Ausentes *(15 casos) MSH-2 yio M?H-E o PMS-2
0 MLH-1 ausente v Ausentes *(6 casos)
*(14 casos)

Analisis de BRAF por PCR o
inmunohistoquimica para VE00E

v v

Mutacion de BRAF o Sin mutacion de BRAF o
inmunohistoguimica positiva inmunohistoguimica negativa

v v

Sospecha de Mo sospechoso de
Sindrome de Lynch Sindrome de Lynch

4 Y
Prueba genética de I
L PMS. | wetiacion de MLH-1 |

i ! ~ ) !

Detener el estudio | | Detener el estudio Ausente Presente Prueba genética

para marcador
| Detener el estudio | ausente

v

Si mutacion germinal, diagnostico de Sindrome de
Lynch; si no hay mutacién germinal considerar
prueba genética para mutaciones somaticas o

manejar basado en historia familiar.

Figura 6. Algoritmo para la deteccidon de mutaciones en las proteinas reparadoras
de apareamiento del ADN pacientes con reciente diagndstico de carcinoma
colorrectal. Adaptado de Chen W, Molecular genetics of microsatellite-unstable
colorectal cancer for pathologists. Diagnostic Pathology. 2017;12(1):1-12
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Figura 7. Ay B) Inmunoh|stqu|m|ca posmva para los marcadores MSH-2 y MSH-
6. C) MSH-2 ausente en células neoplasicas.

La distribucién para cada grupo fue de 14 casos (40%) para el grupo 1, el grupo 2

con 15 casos (43%), 6 casos (17%) en el grupo 3 (grafica 11).

Gréfica 11. Porcentaje pacientes para cada grupo de acuerdo a los resultados de
inmunohistoquimica obtenidos.

B Todos presentes o MLH-1 ausente
H MLH-1/ PMS-2
B MSH-2 / MSH-6 / PMS-2
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Para el grupo 1 en el que todos los marcadores estuvieron presentes o MLH-1 y
tres marcadores positivos corresponden a casos esporadicos y se presentaron 14
casos, de los cuales 7 fueron hombres y 7 mujeres, 7 se encuentran vivos y 7
finados, 5 presentaron metastasis y 9 no, con una sobrevida media de 58.1
meses, una sobrevida menor respecto a los grupos negativos a los marcadores de
inmunohistoquimica, este es un comportamiento esperado para los tumores con
inestabilidad cromosdmica. Solo tres casos contaron con deteccién de mutacion

de KRAS, encontrandose mutado en 1 caso (fig.8) (Tabla 2).

D ey
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Figura 8. A) Tejido testigo (amigdala palatina). B) Positividad a MLH-1. C) Células
neoplasicas positivas a PMS-2. D y E) Inmunomarcaje positivo MSH-2 y MSH-6,

respectivamente.
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Tabla 2. Datos de los casos del grupo 1.

Grupo 1 (todos presentes)

| Sobrevida | Media
Frecuencia
en meses | meses
) Masculino 7
Género
Femenino 7
Colon izquierdo 13
Topografia
Colon derecho 1
Tipo intestinal 13
Tipo histoldgico Mucinoso 0
Mixto 1
Vivos 7
Vivos / Finados
Finados 7
Maximo - 188 meses
Meses de sobrevida 58.1
Minimo - 30 meses
: Si 5
Metéastasis
No 9
I 0
Estadio clinico Il 6
" 6
\Y] 2
Wt 2
K-RAS
Mutado 1
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El grupo 2 corresponde a aquéllos casos que presentaron ausencia MLH-1 y PMS-
2 con un total de 15 casos, 10 de género femenino y 5 masculino, en cuanto a su
localizacion 8 casos se presentaron de lado izquierdo y 7 en el derecho, esto
difiere con lo reportado ya que los casos que tienen inestabilidad de microstélites
son de predominio derecho, sin embargo, con base en el algoritmo (fig. 6) el
siguiente paso en este grupo es realizar la determinacion de BRAF para busqueda
de casos esporadicos. Los pacientes con vida fueron 8 y 7 finados. Solo se hizo
PCR para mutacion de KRAS en dos casos, resultando uno mutado y uno WT
(tabla 3). En este grupo un caso cuenta con antecedente de cistoadenocarcinoma

de ovario.
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Figura 9. A) Positividad en linfocitos del centro germinal en tejido testigo de
amigala palatina. B) Inmunomarcaje ausente para MLH-1. C) PMS-2 ausente en
células neoplasicas. C y D) Casos positivos (sin mutacion) a MLH-1 y PMS-2.
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Tabla 3. Datos de los casos del grupo 2.

Grupo 2 MLH-1/PMS-2

| Sobrevida _
Frecuencia Media
en meses
Masculino 5
Género
Femenino 10
Colon izquierdo 8
Topografia
Colon derecho 7
Tipo intestinal 14
Tipo histologico Mucinoso 0
Mixto 1
Vivos 8
Vivos / Finados
Finados 7
Maximo - 187 meses
Meses de sobrevida 70.66
Minimo - 1 mes
_ Si 3
Metéastasis
No 12
| 0
Estadio clinico Il 6
11l 9
\Y/ 0
Wit 1
Kras
Mutado 1
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El grupo 3 lo integran los casos en los que hubo ausencia de inmunomarcaje para
MSH-2 y/o MSH-6 o PMS-2, corresponden a 5 casos en total, de los cuales 4 son
hombres y uno del sexo femenino, la topografia se distribuye con 3 casos en colon
derecho y 2 en colon izquierdo, es importante mencionar que aquéllos casos que

cuentan con estas mutaciones tienen una predileccion por el lado derecho del

colon. Tres pacientes se encuentran vivos y uno presenté metastasis (tabla 4).

Figura 10. A) Centro germinal de un foliculo linfoide de amigdala palatina positivo
a MSH-2. B y C) Marcador de MSH-2 y MSH-6 negativos en tejido problema. C y
D) MSH-2 y MSH-6 positivos en casos que no presentan la mutacién.
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Tabla 4. Datos de los casos del grupo 3.

Grupo 3 MSH-2/ MSH-6 / PMS-2

_ Sobrevida _
Frecuencia Media
en meses
Masculino 4
Género
Femenino 2
Colon izquierdo 3
Topografia
Colon derecho 3
Tipo intestinal 5
Tipo histologico Mucinoso 1
Mixto 0
Vivos 4
Vivos / Finados
Finados 2
Maximo - 184 meses
Meses de sobrevida 114.5
Minimo - 1 mes
_ Si 1
Metastasis
No 5
| 0
Estadio clinico Il 5
1 1
\Y/ 0
Wit 1
Kras
Mutado 1
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Tabla 5. Distribucién de casos para cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Género
Masculino 7 5 4
Femenino 7 10 2
Topografia
Colon derecho 1 7 3
Colon izquierdo 13 8 3
Tipo histolégico
Tipo intestinal 13 14 5
Mucinoso 0 0 1
Mixto 1 1 0
Vivos / Finados
Vivos 7 8 4
Finados 7 7 2
Meses de sobrevida
Minimo 30 1 1
Maximo 188 187 184
Media 58.1 70.66 114.5
Metastasis
Si 5 3 1
No 9 12 5
Estadio clinico
I 0 0 0
Il 6 6 5
1 6 9 1
v 2 0 0
K-RAS
WT 2 1 0
Mutado 1 1 1
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DiSCUSION:

El sistema electronico de Patologia arrojo un total de 358 casos, se aplicé en
rubro de la edad de los criterios Amsterdam Il para el diagnostico de Sindrome de
Lynch, tomando en cuenta la edad y dando un margen mayor de 5 afos para dar
la oportunidad a mas pacientes de ser tamizados. Se obtuvieron un total de 78
casos y después de haber aplicado los criterios de exclusion y eliminacion se
trabajo con 35. Para cada caso se realizaron los cuatro marcadores de
inmunohistoquimica (MLH-1, PMS-2, MSH-2 y MSH-6), y con la finalidad de
optimizar recursos se colocaron de forma ordenada 6 casos por bloque,
obteniendo finalmente un total de 24. Se evalué la tincidbn considerando como
positiva cuando marco en mas del 5% de las células neoplasicas. Se encontré que
el 40% se trata de casos esporadicos y en el 60% se deberan hacer pruebas
complementarias. Con los resultados obtenidos se distribuyeron en 3 grupos, el
primero con aquéllos en que los 4 marcadores estuvieron presentes o MLH-1
estuvo ausente, considerando este grupo como casos esporadicos y no se
requiere hacer pruebas complementarias. El grupo 2 integrado por aquéllos en
que estuvieron ausentes MLH-1 y PMS-2, constituye el grupo con el mayor
numero de casos (15), a este grupo impera llevar a cabo la determinacion de
BRAF por PCR, ya que aquéllos que sean positivos a la mutacion de BRAF
corresponderan a casos esporadicos y en los que sea negativa se debera hacer
pruebas genéticas complementarias. La mutacion de K-RAS se llevo en cabo en
dos casos encontrando uno mutado y el otro WT. En este grupo hubo un caso con
antecedente de cistoadenocarcinoma de ovario. El grupo 3 representado por los

casos con MSH-2 y/o MSH-6 o PMS-2 ausentes con 6 casos se requiere hacer
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directamente las pruebas genéticas para las proteinas afectadas. Este grupo es de
especial interés ya que son los que tienen mayor probabilidad de estar relacionado
con sindrome de Lynch. Estos tumores de distribuyeron de igual forma en colon
derecho e izquierdo, y el de tipo intestinal con 5 casos predomino sobre el de tipo
mucinoso (1 caso). La media de sobrevida en este grupo fue la mayor con 114. 5
meses y un caso contaba con estudio de K-RAS la cual se encontré mutado y un

caso se presentd con un tumor sincronico de carcinoma renal de células claras.
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CONCLUSIONES:

1.- Los casos estudiados con carcinoma colorrectal menores de 55 anos fueron 35
pacientes, en los que se estudid la mutacidn de las proteinas reparadoras de
errores de apareamiento del ADN por inmunohistoquimica.

2.- EI 40% (14) de los pacientes corresponden a casos esporadicos de carcinoma
colorrectal con positividad para los cuatro marcadores (MLH-1, PMS-2, MSH-2 y
MSH-6).

3.- E1 60% (21) de los pacientes requieren de pruebas confirmatorias debido a que
por inmunohistoquimica se identificaron 6 casos con mutacion de las proteinas
reparadores de apareamiento del ADN MSH-2, MSH-6 y/o PMS-2 a los que se
recomienda realizar la prueba genética confirmatoria, y 15 casos con alteracion en
las proteinas MSH-2 y PMS-2 en los que se sugiere la busqueda de mutacion de
BRAF por PCR y separar los BRAF positivos (que corresponden a casos
esporadicos) de los BRAF negativos en los que se recomienda una prueba
genética confirmatoria.

4.- Se encontré solo una paciente con cistoadenocarcinoma de ovario, neoplasia
que se asocia a mutaciones en las proteinas reparadoras de errores de
apareamiento del ADN.

5.- Este estudio es el primer paso para la identificacion de pacientes con
predisposicién familiar a carcinoma colorrectal y otras neoplasias, por lo que es
necesario que se lleve a cabo los estudios de PCR y genéticos para la
confirmacion de las mutaciones, esto permitira en un futuro dar asesoria genética
a los familiares y por consiguiente lograr la deteccion temprana de ciertas

neoplasias.
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