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Resumen

Introduccién: El carcinoma colorrectal representa el cuarto cancer mas comun y es la tercera causa de
muerte en ambos sexos a nivel mundial, cerca del 85% son adenocarcinomas esporadicos, de estos
cerca del 10 al 20% muestran inestabilidad de microsatélites de forma adquirida y solo el 5% se asocian
a mutaciones hereditarias. El tratamiento oncolédgico de estos pacientes se ha ido personalizando cada
vez mas, por lo que el reporte del estudio de las piezas quirirgicas o bien de las biopsias, se ha
modificado con el tiempo, y se recomienda la realizacion de estudios de inmunohistoquimica con la
finalidad de detectar inestabilidad de microsatélites de forma rutinaria, por lo que en este estudio se llevo
acabo la realizacion de pruebas de inmunohistoquimica en el tejido de pacientes con diagnostico de
adenocarcinoma colorrectal para detectar la frecuencia de inestabilidad de microsatélites que tiene una

repercusion directa sobre el pronéstico y tratamiento de los pacientes.

Objetivo general: Reportar la frecuencia de inestabilidad de microsatélites, determinada por marcadores
de inmunohistoquimica en tejido procesado de biopsias y piezas quirurgicas, provenientes de pacientes
con adenocarcinoma colorrectal, registrados en un periodo de cinco afios que comprende del 1 de enero

del 2018 al 31 de diciembre del 2022 en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez.

Resumen de material y métodos: El estudio se realizdé recabando la informacién de los pacientes
registrados en las libretas del servicio de anatomia patolégica con el diagnostico de adenocarcinoma
colorrectal, aplicando los criterios de seleccion y obtenida la muestra, se realizé inmunohistoquimica a
todos los casos que no tuvieran reporte de microsatélites, se utilizaron cuatro inmunomarcadores por
paciente, los inmunomarcadores solicitados fueron MHL1, PSM2, MSH2 y MSHB6; una vez obtenidas las
laminillas se procedio a realizar la revisién por los investigadores, se valoro la expresion nuclear de los
cuatro marcadores y la informacién obtenida fue recabada en una base de datos en Excel, y se realizd

la interpretacion de los resultados obtenidos.



Descripcion de los resultados: De una total de 94 pacientes se obtuvo una muestra total de 37 casos,
de los cuales la edad media fue de 60 afios, con una predileccion por el sexo femenino representando el
54% de los casos, la mayoria de los casos fueron reportados como adenocarcinomas moderadamente
diferenciados en un 68%, de estos solo se detectd a un paciente masculino de 43 afios de edad, que
tenia el diagnéstico de adenocarcinoma moderadamente diferenciado, que mostrd alteraciones en los
inmunomarcadores solicitados, este paciente presentd pérdida de expresion de PSM2, MSH2 y MSHS,
con expresion intacta de MLH1, este patrdn de pérdida de expresion es inusual, sin embargo, se tiene
alta sospecha de inestabilidad de microsatélites, por la pérdida de expresién sola de PMS2 con MLH1
retenida con expresion nuclear, y la pérdida de MSH2 y MSH6 son altamente sugestivos de sindrome de

Lynch, el siguiente paso seria, la realizacion de pruebas genéticas que ayuden a descartar o confirmar

este sindrome.

Conclusiones: La frecuencia de la inestabilidad de microsatélites determinada por inmunohistoquimica
es baja, sin embargo en este estudio se estimé una frecuencia del 3%, con solo un caso de inestabilidad,
este porcentaje se correlaciona con los estudios realizados en otros paises que han reportado
inestabilidad de microsatélites en hasta el 20% de los casos; se obtuvo una muestra pequefia debido a
que los pacientes fueron enviados a otros centros hospitalarios, por lo que no se tuvieron bloques de
parafina, para la realizacion de inmunohistoquimica, lo que fue una gran limitante para este estudio.
Tomando en cuenta estos datos, concluimos que la realizacion de pruebas de inmunohistoquimica para
la deteccion de la frecuencia de inestabilidad de microsatélites en el Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez en un lapso de 5 afios fue baja, de solo el 3%, considerando que no ha todos los pacientes se

les logré realizar dicha valoracién podriamos estar subestimando dicha cifra.

Palabras clave: Microsatélites, inestabilidad, Adenocarcinoma, Inmunohistoquimica, Frecuencia.



Introduccion.

Antecedentes

El carcinoma colorrectal es definido como un tumor maligno epitelial derivado del crecimiento
incontrolado de células anormales, que se origina de la mucosa del colon o recto, producto de mutaciones
que ocurren en el genoma de una sola célula y que muestra una diferenciacion glandular o mucinosa. (1)
Representa el cuarto cancer mas comun y es la tercera causa de muerte en ambos sexos a nivel mundial.
(1) Los canceres esporadicos representan hasta el 85% de los casos, de estos cerca del 10 al 20%
muestran inestabilidad de microsatélites de forma adquirida, como consecuencia de una alteracion
epigenética y solo el 5% de los carcinomas colorrectales son resultado de mutaciones hereditarias que
se pueden presentar en diferentes genes como APC y TP53, o en vias de sefalizacion como KRAS,
BRAF y PIK3CA.(2-6) Se ha estimado, una probabilidad en la poblacion general de desarrollar carcinoma
colorrectal, en alrededor del 4 al 5%; siendo la edad, el principal factor de riesgo, dado que después de
la quinta década de la vida, el riesgo de desarrollar carcinoma colorrectal aumenta notablemente,
mientras que el desarrollo de carcinoma colorrectal por debajo de los cincuenta afios se considera raro
y son los carcinomas que frecuentemente se encuentran asociados a canceres hereditarios. (7) A nivel
molecular podemos agrupar los carcinomas colorrectales en aquellos que presentan inestabilidad
cromosomica y los que presentan inestabilidad de microsatélites; (8) Los microsatélites se definen como
secuencias cortas (que van de uno a cuatro nucleotidos) y repetitivas en regiones no codificantes del
ADN; Estas secuencias son susceptibles de errores durante la replicacion del ADN en la division celular,
por lo que las células labiles son las mas afectadas, como las del epitelio de mucosa colénica y rectal.
(2) Se considera inestabilidad de microsatélites cuando estas secuencias sufren un acortamiento o un
alargamiento (por inserciones o deleciones de nucleétidos); el mecanismo por el que se presentan y

acumulan estos errores en el ADN, es por una alteracién o disfuncion de las enzimas codificadas por uno



de los varios genes implicados en la reparacion de malos apareamientos del ADN (MMR), siendo los
genes mas afectados MLH1 y MSH2; La inactivacion de estos genes provoca la acumulacion de errores
en el ADN que se pueden repetir de docenas a cientos de veces dentro del genoma. Los errores de
replicacion se consideran el sello biolégico del sindrome de Lynch cuando las mutaciones se presentan
en la linea germinal (encontrandose en el ADN de células somaticas), de igual forma, se puede identificar
inestabilidad de microsatélites en el ADN tumoral de los carcinomas esporadicos. (1,3,4,9,10) El
diagnostico de carcinoma colorrectal se realiza mediante el estudio anatomo patolégico de biopsias o
piezas quirdrgicas producto de resecciones coldnicas donde las caracteristicas histolégicas de una
neoplasia epitelial maligna con invasién a la pared coldnica por un patrén infiltrante apoyan el diagnostico.
Sin embargo, en la actualidad se requieren de mas parametros en el reporte anatomo patologico que
influyen en la tipificacion de la neoplasia, con impacto en la decision terapéutica y en el prondstico de los
pacientes, como en el caso de la inestabilidad de microsatélites, que se ha visto asociado a un mejor
pronéstico, dado que los microsatélites inestables son altamente inmunogénicos, por lo que la terapia
que activa el sistema inmunolégico puede tener efectos muy prometedores en tumores con microsatélites
inestables. (5,11) Por lo anterior algunas publicaciones sugieren el screening de inestabilidad de
microsatélites a todos los carcinomas colorrectales, con la finalidad de identificar alteraciones en las
lineas germinales (Sindrome de Lynch) y también identificar a los carcinomas esporadicos que presentan
inestabilidad de microsatélites, y que esto sea parte del procesamiento rutinario del servicio de anatomia
patolégica y parte importante en el reporte de biopsias y piezas quirurgicas, porque a pesar, de aplicar
los criterios clinicos, cerca del 69% de los casos de sindrome de Lynch pueden no ser diagnosticados;
(3,12,13,14,15) tomando en cuenta que esta entidad se asocia con muchos otros tipos de carcinomas
en otros 6rganos como estomagd, endometrio, vias biliares, pancreas, vejiga, uréter, rifidn, ovarios,
sistema nervioso central y glandulas sebaceas, es de suma importancia realizar el diagnostico con fines
preventivos. (16) Se ha visto que muchas veces el carcinoma colorrectal no es el cancer centinela, en
particular entre las mujeres, donde el primer cancer suele ser el de endometrio. (17) Para la deteccion
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de inestabilidad de microsatélites se utiliza el analisis del sistema de reparacion de malos apareamientos
del ADN por medio de inmunohistoquimica o bien por amplificaciéon de bases en PCR. (4) Por medio de
la inmunohistoquimica, que tiene la ventaja de ser barato y de facil acceso para los patdlogos, se puede
detectar la perdida de expresion de una o mas proteinas del sistema de reparacidon de malos
apareamientos del ADN, en este método los anticuerpos contra las proteinas de malos apareamientos
del ADN son MLH1, MSH2, PMS2 y MSH6 que arrojan informacion sobre la funcionalidad del sistema.
El analisis con los anticuerpos MSH6 y PMS2 tiene un mayor potencial diagnostico que el analisis con
los anticuerpos MLH1 y MSH2. (4,18) Al evaluar las reacciones de inmunohistoquimica de las proteinas
del complejo de malos apareamientos del ADN en tejidos normales se ve una reaccion nuclear, que
generalmente es uniforme, pero puede ser de intensidad variable, y tiende a ser de mayor intensidad en
las células con rapida proliferacién, se consideran controles internos, las celulas del epitelio de la mucosa
colénica no afectada, los fibroblastos y los linfocitos; en las células cancerosas, que se caracterizan por
una taza de proliferacion elevada en comparacion con el resto del tejido, la intensidad de la tincidon suele
ser fuerte. Cuando existe un defecto en las proteinas de malos apareamientos del ADN existe perdida
de expresion de una o mas de las proteinas. Las cuatro proteinas principales se presentan como
heterodimeros, donde MLH1 se empareja con PMS2 y MSH2 con MSHGE, es decir mientras que MLH1 y
MSH2 pueden estabilizarse en la célula formando heterodimeros con otras proteinas, PMS2 y MSH6
solo pueden existir de manera estable en la célula en presencia de MLH1 y MSH2 respectivamente. Por
lo que a grandes rasgos pueden existir cuatro patrones anormales tipicos en la valoracion de la
inmunohistoquimica de las proteinas de malos apareamientos del ADN, estos son: La pérdida de MLH1
y PSM2 por pérdida de MLH1; Pérdida de MSH2 y MSH6 por pérdida de MSH2; Pérdida de MSH6 por
pérdida de MSHB; y pérdida de PMS2 por perdida de PSM2. Se debe de tomar en cuenta que existen
algunos puntos necesarios para poder realizar una adecuada valoracion de la inmunohistoquimica de
estas proteinas, el primero es que el tejido debe de encontrarse bien fijjado, es decir hay que evitar

evaluar las areas con pobre fijacion. En el caso de que exista una expresion débil y focal con un control
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interno fuerte y difuso debe anotarse e informarse como defectuoso o en su caso repetir la tincion en una
seccion diferente. Se considera expresion subclonal cuando existe una perdida focal de la expresion;
para identificarla y distinguirla de la expresidn variable como consecuencia de un artefacto de fijacion, se
debe observar una tincidon normal en el control interno en la zona de perdida de expresién en las células
tumorales, se cree que la expresion subclonal ocurre como un defecto adquirido. La expresion punteada
a nivel nuclear en MLH1 puede ser interpretada errbneamente como expresion retenida o normal, sin
embargo, esta expresion que se cree es un artefacto técnico y debe informarse como perdida de
expresion. De igual forma la expresion citoplasmatica o membranosa no constituye una expresién normal
y debe informarse como anormal, esto es, porque las proteinas de malos apareamientos del ADN se
localizan en el nlcleo. En el caso de que la pieza valorada haya recibido terapia neoadyuvante,
especialmente en los canceres de recto, puede afectar la tincion de inmunohistoquimica, especialmente
para MSH6, que puede estar ausente, débil o manchar solo los nucléolos. De la misma forma la expresion
intacta de las 4 proteinas no excluye por completo el sindrome de Lynch porque aproximadamente el 5%
de las familias pueden tener una mutacion diferente (especialmente en el MLH1), lo que resulta en
proteina no funcional con antigenicidad retenida. La recomendacion para el reporte de la

inmunohistoquimica del sistema de reparaciéon de malos apareamientos es el siguiente:

Si en los resultados tenemos una expresion normal de MLH1, PSM2, MSH2 y MSH3 se sugiere reportar,
las células tumorales muestran una reaccion nuclear normal, por lo que se concluye que no existe

evidencia por inmunohistoquimica de inestabilidad de microsatélites. (18)

Si se presenta un resultado anormal, por perdida de MSH6 se sugiere reportar que las células tumorales
muestran perdida de expresion de la proteina MSH6, con expresion normal, en MLH1, PMS2 y MSH2.
Por lo que se concluye que estd perdida de expresion en la proteina de reparacion de malos
apareamientos se asocia con Lynch y otros sindromes, por lo que se sugiere valoracion del paciente por

el servicio de genética. (18)



Si se presenta un resultado anormal por perdida de PMS2, se sugiere reportar que las células tumorales
muestran perdida de expresion de la proteina PSM2, con expresion normal, en MLH1, MLH6 y MSH2.
Por lo que se concluye que esta perdida de expresién en la proteina de reparacion de malos
apareamientos se asocia con Lynch y otros sindromes, por lo que se sugiere valoracién del paciente por

el servicio de genética. (18)

Si se presenta un resultado anormal por perdida de expresion en MSH2 y MSH6. Se sugiere reportar
que las células tumorales muestran perdida de expresion de la proteina MSH2 y MSHB6, con expresién
normal, en MLH1 y PSM2. Por lo que se concluye que esta perdida de expresién en la proteina de
reparacion de malos apareamientos se asocia con Lynch y otros sindromes, por lo que se sugiere

valoracion del paciente por el servicio de genética. (18)

Si se presenta un resultado anormal por perdida de expresion de MLH1 y PMS2, con ausencia de
hipermetilacion del promotor MLH1. Se sugiere reportar que las células tumorales muestran perdida de
expresion de la proteina MLH1 y PSM2, con expresion normal, en MLH1 y PSM2. Sin presencia de
metilacion del promotor de MLH1. Por lo que se concluye que esta perdida de expresion en la proteina
de reparacién de malos apareamientos, podria ser esporadico, sin embargo, se deben tener en cuenta
como diagnosticos diferenciales Lynch y otros sindromes relacionados. Por lo que se sugiere valoracién

del paciente por el servicio de genética. (18)

Si presenta un resultado anormal por perdida de expresion de MLH1 y PSM2 con presencia de
hipermetilacion del promotor MLH1. Se sugiere reportar que las células tumorales muestran perdida de
expresion de la proteina MLH1 y PSM2, con expresién normal, en MLH1 y PSM2. Con presencia de
metilacion del promotor de MLH1 en las células tumorales. Por lo que se concluye que esta perdida de
expresion en la proteina de reparacion de malos apareamientos, indica que lo mas probable es que sea

esporadico. Estos pacientes no requieren de valoracion por el servicio de genética. (18)



Si presenta un resultado anormal por perdida de expresion de MLH1 y PSM2. Sin valoracion de la
existencia de la hipermetilacion del promotor de MLH1. Se sugiere reportar que las células tumorales
muestran perdida de expresién de la proteina MLH1 y PSM2, con expresion normal, en MSH2 y MSH6.
La presencia de la hipermetilacion del promotor de MLH1 no ha sido valorada. Por lo que se concluye
que esta perdida de expresion en la proteina de reparacién de malos apareamientos, podria ser
esporadico, sin embargo, se deben tener en cuenta como diagnésticos diferenciales Lynch y otros
sindromes relacionados. Por lo que se sugiere la prueba para la identificacion de la hipermetilacion del

promotor MLH1, o bien enviar al paciente al servicio de genética. (18)

El método por PCR requiere de ADN de tejido tumoral y tejido normal, el principio de este método es
medir la presencia de diferentes longitudes de marcadores de microsatélites especificos en células
tumorales en comparaciéon con células normales. Durante los primeros intentos de diagnostico de
inestabilidad de microsatélites en el carcinoma colorrectal, se habia recomendado un panel de
marcadores de microsatélites que incluyeran tres repeticiones de dinucledtidos (D5S346, D25123 y
D17S250) y 2 repeticiones de mono nucledtidos (BAT25 y BAT26). Con lo que se podian agrupar en
alguno de los tres distintos fenotipos de inestabilidad de microsatélites; Se considera alto si dos o mas
marcadores de microsatélites estan mutados, se considera bajo si solo uno esta mutado y si ningun de
los locus examinados demuestra mutacion, el tumor se considerara estable. Este panel fue conocido
como el panel de Bethesda, después de unos afios se encontré que los marcadores de mono nucledtidos
tienen una mayor especificidad y sensibilidad que las repeticiones de dinucleétidos, por lo que los criterios
de Bethesda fueron revisados por el Instituto Nacional de Cancer en el 2004, donde se sugiere el uso de
mas paneles que contengan mas marcadores mono nucleétidos debido a su mayor sensibilidad y
especificidad en el diagndstico de inestabilidad de microsatélites en el carcinoma colorrectal. (2,4,11)
Ambos métodos pueden presentar una comparable sensibilidad y mostrar una concordancia del 96%.

(18)



Algunos estudios realizados que presentan similitud a este estudio, evaluaban las pruebas universales
de riesgo de cancer de la linea germinal detectando en una muestra de 500 pacientes de los cuales 185
eran menores de 50 afios, con una edad promedio de 44 afios, se identificé 25 pacientes con alteracion
en la linea germinal lo que represento el 19%, por lo que concluyeron que uno de cada 5 pacientes con
enfermedad de inicio joven albergaba una predisposicién al cancer de la linea germinal. Por lo que
concluyeron que, dada la tasa de deteccion obtenida y con el alto nivel de interés, apoyan la evaluacion
universal del riesgo de cancer de la linea germinal en esta poblacion de pacientes, es decir en menores
de 50 afos, ha esta misma conclusion se llegé en un segundo estudio donde se refiere que 1 de cada 5
pacientes diagnosticados con adenocarcinoma colorrectal en una edad menor de 50 anos es portador
de una mutacion germinal y en este estudio se vio que casi la mitad de ellos no tienen antecedentes
clinicos tipicamente asociados con algin sindrome, por lo que las pruebas de la linea germinal con
paneles de cancer multigénico deben considerarse para todos los pacientes jovenes con
adenocarcinoma colorrectal. (19,20) En otro estudio donde no se tomaron en cuenta las caracteristicas
clinicas y se realizé la determinacion de mutaciones genéticas, se encontrd que 9.9% de un total de 1,058
pacientes son portadores de una o mas mutaciones, de estas el 3.1% tenian sindrome de Lynch, y se
identifico que el 26.6% de los pacientes demostraron resultados anormales en los sistemas de reparacion
de microsatélites, lo cual se considera una cifra representativa. (21) En otros estudios donde se llevo a
cabo la determinacion del mecanismo de perdida de reparacion de desajustes se identificd que de un
total de 157 neoplasias donde se realizo un escaneo del genoma completo, el 66% tenian hipermetilacion
del promotor MLH1, el 18% presentaron variantes patdégenas constitucionales (Sindrome de Lynch), el
11% tenia variantes patogenas de reparacion de desajustes somatico bialélico y el 6% tenia inestabilidad
de microsatélites alto. La distribucién de la perdida de reparacion de desajuste fue la siguiente: perdida
conjunta de MLH1 y PSM2 (79%), perdida conjunta de MSH2 y MSH6 (10%), perdida solo de MSH6
(3%), y perdida solo de PMS2 (2%). Esta determinacién en el patron de pérdida de reparacion, puede

ayudar con la identificacion de pacientes cuya enfermedad es probable que responda a la inmunoterapia,
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por lo que las pruebas con un panel multigénico podrian considerarse para todos los pacientes con
adenocarcinoma colorrectal, primordialmente en pacientes con inicio temprano de la enfermedad es decir
menores de 50 afios. (22,23) En un estudio japonés donde se llevé a cabo la busqueda de la prevalencia
y las caracteristicas histolégicas de los adenocarcinomas colorrectales en pacientes menores de 50 afios
se detectd que de un total de 119 pacientes los cuales fueron valorados con inmunohistoquimica con los
marcadores MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, se encontré perdida de proteinas de reparacion de
microsatélites en 10 pacientes lo que corresponde al 8.4% de los cuales al continuar con su evaluacion
genética se demostro que 7 tenian sindrome de Lynch y los 3 pacientes restantes se asociaron a
adenocarcinomas colorrectales esporadicos con deficiencia de las proteinas de reparacion de
microsatélites. (24) Y tomando en cuenta el impacto del analisis de inmunohistoquimica de rutina del
tejido tumoral para la perdida de la expresion de las proteinas de reparacion de desajustes en pacientes
con adenocarcinoma colorrectal de inicio en edad temprana sometidos a reseccion se vio que de un total
de 198 pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma colorrectal, se obtuvo un resultado de
inmunohistoquimica anormal en 38 casos lo que representa el 19.1%, de estos se detectaron 10
pacientes con sindrome de Lynch lo que representa el 5.1%, por lo que concluyen que la prueba universal
de inmunohistoquimica para sindrome de Lynch en pacientes con adenocarcinoma colorrectal temprano,
identifica a un nimero sustancial de pacientes con sindrome de Lynch que se habrian perdido, si las

pruebas genéticas se hubieran basado solo en los criterios clinicos. (25)

Planteamiento del problema

La incidencia de inestabilidad de microsatélites se ha reportado en hasta el 20% de los césos de
carcinoma colorrectal esporadico, y de un 2 a un 3% se han relacionado con sindrome de Lynch, por lo
que se ha propuesto la realizacion de pruebas de inmunohistoquimica o PCR para la deteccion de
inestabilidad de microsatélites a todos los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma colorrectal, en
primera instancia para la deteccion de inestabilidad de microsatelites en un contexto de mutacion de la
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linea germinal (Sindrome de Lynch), y en segunda estancia para detectar a los pacientes que tienen
inestabilidad de microsatélites como consecuencia de una mutacion esporadica. En el contexto de
sindrome de Lynch la finalidad es detectar oportunamente a los pacientes que presentan esta
inestabilidad para ofrecerles un asesoramiento adecuado y prevenir la existencia de algun otro tipo de
neoplasia relacionada con este sindrome, y en el caso de los esporadicos ver la posibilidad de brindarle
algun tratamiento que pueda mejorar su pronéstico y sobrevida. Sin embargo, en nuestro servicio no se
busca de forma rutinaria la inestabilidad de microsatélites; Por medio de este estudio se busca ver la
frecuencia de marcadores de inestabilidad de microsatélites, con la finalidad de ver si es asequible la
determinacién rutinaria de inestabilidad de microsatélites en todos los pacientes diagnosticados por el
servicio de anatomia patologica, y con esto complementar los diagnosticos histologicos emitidos por la
division de anatomia patoldgica, repercutiendo directamente en el tratamiento y en el prondstico de los

pacientes.

Objetivo General

Reportar la frecuencia de inestabilidad de microsatélites, determinada por marcadores de
inmunohistoquimica en tejido procesado de biopsias y piezas quirlrgicas, provenientes de pacientes con
adenocarcinoma colorrectal, registrados en un periodo de cinco afios que comprende el 1 de enero del
2018 al 31 de diciembre del 2022 de la division de anatomia patolégica del Hospital General Dr. Manuel

Gea Gonzalez.

Material y métodos.

Se llevd a cabo la recoleccion de todos los informes de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
colorrectal por el servicio de anatomia patologica, en un lapso de cinco afios que comprende del 01 de

enero 2018 al 31 de diciembre 2022; de la cual se obtuvo una muestra total de 94 pacientes, a los cuales
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se le aplicaron los criterios de seleccion; estos criterios refieren, que los casos diagnosticados como
adenocarcinomas colorrectales, deben contar con laminillas y bloques de parafina, el no contar con tejido
suficiente en los bloques de parafina o la falta de estos para la realizacion de estudios de
inmunohistoquimica, los excluye de este estudio. Se obtuvo un total de 37 pacientes, los cuales cumplian
con los criterios de seleccion. A cada uno de estos pacientes se verifico el diagnostico emitido y se valoro
si existian ya estudios de inmunohistoquimica previos de inestabilidad microsatélites, en total 9 pacientes
ya contaban con los estudios de inmunohistoquimica por lo que se obtuvieron las laminillas de los cuatro
marcadores utilizados. A todos los pacientes que no contaban con estudios de inmunohistoquimica para
la deteccién de inestabilidad de microsatélites se le solicito, en total fueron 28. La elaboracion de
inmunohistoquimica fue realizada por el histotecnélogo especializado en la realizacién de
inmunohistoquimica de la division de anatomia patolégica del Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez, los
inmunomarcadores solicitados fueron MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, utilizando anticuerpos monoclonales
de raton, clona G168-728 isotipo IgG2a/K de MLH1, clona RBT-MSH2 isotipo IgG de MSH2, clona 44
isotipo 1gG1 de MHSB, y clona EPS1 isotipo IgG de PMS2. Con la obtencién de las laminillas de
inmunohistoquimica, se procedi6 a revisar las laminillas para su interpretacion, la cual fue llevada a cabo
por los investigadores. Para tener un adecuado control de los estudios de inmunohistoquimica, a todas
las laminillas de inmunohistoquimica, se le deben valorar los controles internos (mucosa coldnica
residual) y un control externo (tejido que muestra positividad al marcador, en este estudio se utilizaron
dos tejidos como marcadores externos, uno de ganglio linfatico y otro de mucosa colonica). Cada una de
las laminillas fue valorada con el microscopio 6ptico del servicio de anatomia patolégica en conjunto tanto
investigador principal como asociado. La interpretacién de la inmunohistoquimica se realizé de la
siguiente manera, se considerara adenocarcinoma con estabilidad de microsatélites, cuando en los
cuatro inmunomarcadores (MLH1, MHS2, MSH6 y PSM2) se observe una reaccion nuclear intacta en las
células neoplasicas, esta reaccion puede ser focal es decir puede que no todas las células neoplasicas

presenten reaccion nuclear intacta; y se considera como probable inestabilidad de microsatélites cuando
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existe perdida de expresion nuclear de uno o mas de los marcadores de inmunohistoquimica, ver imagen
1: y dependiendo del marcador que resulte no reactivo, se podra sospechar entre adenocarcinoma
colorrectal esporadico con inestabilidad de microsatélites, o bien adenocarcinoma en un contexto de

sindrome de Lynch. Todos los datos obtenidos fueron recabados en una hoja de Excel para su analisis.

Resultados.

De una muestra inicial de 94 pacientes, al realizar los criterios de inclusidn, la muestra final fue de 37
pacientes, de los cuales el 54% fueron mujeres (20 pacientes) y el 46% fueron hombres (17 pacientes),
tuvieron una media de edad de 60 afos, siendo el paciente mas joven de 29 afios y el paciente mas
grande de 92 afios de edad, ver Tabla 1. El afio en el que menos pacientes capturamos fue el 2021, en
el cual, solo se obtuvieron 5 pacientes, los afios que mas proporcionaron pacientes fueron el 2020 y el
2022 con un total de 9 pacientes en cada uno de los arios, el afio donde se tenia el mayor registro de
pacientes con inmunohistoquimica para valoracion de inestabilidad de microsatélites ya solicitada, fue
en el afio 2022 con un total de 7 pacientes. El diagnéstico que con mayor frecuencia se reporta en esta
poblacion fue el de adenocarcinoma moderadamente diferenciado con un 68% de los casos, seguido de
un adenocarcinoma bien diferenciado (14% de los casos). Solo 9 pacientes tenian 50 afios o menos al
momento del diagndstico lo que representa el 24% de la muestra. Se le realizo inmunohistoquimica para
valoracion de inestabilidad de microsatélites a un total de 28 pacientes. Solo un caso fue considerado
como no valorable, dado que las pruebas de inmunohistoquimica realizadas eran negativas por ausencia
de expresion nuclear en células neoplasicas, pero de igual manera los controles internos eran negativos.
Se encontro una frecuencia de inestabilidad de microsatélites determinada por inmunohistoquimica en
un paciente, lo que equivale al 3%, la edad del paciente fue de 43 afios, con un diagnostico de
adenocarcinoma moderadamente diferenciado, este paciente present6 una pérdida de expresion inusual
donde no se identificé expresién nuclear en PMS2, MSH2 y MSH6, con expresion conservada de MLH1,

ambos perfiles de expresion, es decir la perdida de expresion de PMS2 con retencion de la expresion de
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MLH1 y la pérdida de expresion de MSH2 y MSHB, pueden estar asociados con sindrome de Lynch, por

lo que el siguiente paso, es la determinacion de inestabilidad de microsatélites por medio de PCR.

Discusion.

En este protocolo se estimé una frecuencia de inestabilidad de microsatélites del 3%, tomando en cuenta
que la literatura consultada refiere una frecuencia de inestabilidad de microsatélites en pacientes con
adenocarcinoma colorrectal de hasta el 20%, este rango se encuentra dentro de lo reportado en estudios
extranjeros. Sin embargo, es importante mencionar que de una poblacion inicial de 94 pacientes con
diagnostico de adenocarcinoma colorrectal, solo tuvimos una muestra de 37 pacientes, debido a que la
mayoria de estos pacientes fueron enviados a centros oncolégicos donde se requiere €l envio del material
histoldgico, por lo que mucha poblacion se perdid, hubiese sido interesante realizar un mayor numero de
pruebas primordialmente a los pacientes que tenian el diagnéstico de adenocarcinoma colorrectal antes
de los 50 afios de edad, ya que en estudios previos, que han tomado como limite de edad (50 afios), ha
detectado una frecuencia de inestabilidad de microsatélites del 19%. Es importante recalcar, que el
estudio definitivo, donde se determinara la inestabilidad de microsatélites, es llevado por el servicio de
genética, por medio de pruebas de PCR, sin embargo, es de mucha ayuda iniciar con paneles de
inmunohistoquimica como screening, por lo accesible que pueden ser estas pruebas para las
instituciones, y ademas estas pruebas permiten detectar a los posibles pacientes que tengan esta
alteracion y que sean candidatos a estudios moleculares mas precisos para el diagnostico. Todo esto
tiene una repercusion en el pronostico y en el tratamiento de los pacientes por lo que es importante
comenzar a realizar dichas pruebas, sin embargo, creemos pertinente solo realizarlo en pacientes
menores de 50 afios, con la finalidad de mejorar los diagnosticos y evitar gastos innecesarios a la
institucion. Con estos resultados se concluyd que la frecuencia de inestabilidad determinada por
inmunohistoquimica en un lapso de 5 afios el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez fue del 3%,

una cifra baja, sin embargo, tomando en cuenta la repercusion directa que tiene este diagndstico sobre
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el paciente y sus familiares. creemos prudente la realizacién de pruebas de inmunohistoquimica para la
deteccion de inestabilidad de microsatélites en pacientes menores de 50 afios y mas que en esta
poblacién no se identificaron pacientes con alta sospecha de inestabilidad de microsatelites esporadicos,
o de la linea germinal en pacientes mayores de 50 afios, tomando en cuenta que 28 pacientes tenian

mas de 50 afos (75%) al momento del diagnodstico.
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Tablas e Imagenes.

No. | Edad | Sexo Diagnostico patolégico. Inmunohistoguimica | inmunomarcadores negativos
1 72 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
2 54 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
3 54 E Adenocarcinoma bien diferenciado Estable
4 66 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
5 47 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
6 61 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
7 50 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
8 44 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
9 67 M Adenocarcinoma Mucinoso Estable
10 | 74 F Adenacarcinoma bien diferenciado Estable
11| 69 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
12| 64 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
13| 83 F Adenocarcinoma poco diferenciado Estable
14 | 58 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
15 | 37 M Adenocarcinoma Mucinoso Estable
16 | 60 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
17 | 62 E Adenocarcinoma Mucinoso Estable
18 | 59 M Adenocarcinoma bien diferenciado No valorable
19| 72 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
20 | 45 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

21 78 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

22 | 56 F Adenocarcinoma bien diferenciado Estable
23 | 47 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

24 | 83 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

25| 73 F Adenocarcinoma bien diferenciado Estable

26 | 59 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
27 | 43 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Inestable PMS2, MSH2 y MSH6-

28 | 62 M | Adenocarcinaoma moderadamente diferenciado Estable
29 | 92 F Adenocarcinoma poco diferenciado Estable

30| 29 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
31| 69 M Carcinoma adenoescamoso Estable

32 | 66 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
33| 67 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

34 | 42 M Adenocarcinoma Mucinoso Estable
35 | 61 M | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
36 | 51 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable
37 | 50 F | Adenocarcinoma moderadamente diferenciado Estable

Tabla 1. Tabla de la muestra de pacientes, con edad, sexo, diagnostico, Estabilidad de microsatélites determinada por inmunohistoquimica y pérdida de
expresion de inmunomarcadores.
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Imagen 1. Fotomicrografia del lado derecho con expresién nuclear conservada en células neopldsicas; Fotomicrografia del lado izquierdo con pérdida
de expresion nuclear en células neopldsicas.
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