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RESUMEN

Objetivo: Investigar molecularmente la deficiencia en los genes de reparo de DNA (MMR) asociados al sindrome de Lynch.
Materiales y métodos: Realizar los analisis de inmunohistoquimica e inestabilidad de microsatélites (MSI) en 5 familias con
sospecha de sindrome de Lynch de acuerdo a los criterios clinicos de Amsterdam y/o Bethesda, atendidos en el Hospital
Nacional Almanzor Aguinaga Asenjo de la ciudad de Chiclayo (Lambayeque-Pert) durante 2007-2010. Resultados. La falta
de expresién de las proteinas MLH1/PMS2 y una alta MSI (MSI-H) fueron observados en un paciente de sexo masculino de
60 anos diagnosticado con adenocarcinoma de grado I. Adicionalmente, se realiz6 el analisis mutacional puntual en el gen
BRAF (V60OE) a fin de descartar que se trate de un caso esporadico de cancer colorrectal. La ausencia de mutacién en el
gen analizado asociado a los resultados moleculares del tumor, sugiere la caracterizacion de este paciente como sospecha
de sindrome de Lynch. Conclusiones: Es el primer estudio molecular reportado en la poblacién peruana y demuestra la
importancia del analisis molecular en familias con sospecha de cancer colorrectal hereditario a fin de ofrecer posibilidades de
vigilancia y seguimiento que han demostrado reducir la morbilidad y la mortalidad del cancer colorrectal asi como contribuir
a la caracterizacién a nivel genética y clinica de este tipo de céncer en la poblacién peruana.
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ABSTRACT

Objective. To investigate the molecular deficiency in MMR genes associated to Lynch syndrome. Material and methods:
Immunohistochemical and microsatellite instability (MSI) analysis were performed in 5 families with suspected Lynch syndrome
according to the clinical criteria, Amsterdam and/or Bethesda that had been treated at the Hospital Nacional Almanzor
Aguinaga Asenjo (Lambayeque-Peru) during 2007-2010. Results: The absence of expression of MLH1/PMS2 and high MSI
(MSI-H) were observed in a male patient aged 60 with adenocarcinoma grade I. In addition, the point mutational analysis was
performed in BRAF (V600E) to rule that it is a sporadic case of colorectal cancer. The absence of mutation in BRAF together
with the molecular analysis suggests the suspicion as a Lynch syndrome. Conclusions: It is the first molecular study reported in
the Peruvian population and demonstrates the importance of molecular analysis in families with suspected hereditary colorectal
cancer in order to provide possibilities of surveillance and monitoring that have been shown to reduce morbidity and mortality
of colorectal cancer. The present study contributes to the genetic and clinical characterization of the Lynch syndrome in the
Peruvian population.

Key words: Colorectal neoplasms; Lynch syndrome; Genetic; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION el desarrollo de cancer colorrectal (CA-l) o en la co-
ocurrencia de tumores extracolénicos en las familias con
sindrome de Lynch (CA-Il). Posteriormente se incluyd la
evaluaciéon molecular para identificar a los pacientes con

sospecha de SL (Directrices revisadas de Bethesda) “.

El  sindrome de Lynch (SL) representa
aproximadamente 4% de todos los tipos de cancer
colorrectal ™. El SL es una enfermedad hereditaria con
patrén autosémico dominante que se caracteriza por un

riesgo aumentado del desarrollo de cancer colorrectal El rastreamiento molecular de pacientes con

(CCR) a edades mds tempranas en comparacién con
los casos de CCR esporadicos ?. El sindrome de Lynch
es causado por mutaciones germinales en los genes
reparadores del ADN (MMR): MLHT (42%), MSH2
(33%), MSH6 (18%) y PMS2 (8%) @. Con el fin de
estratificar a las familias para el analisis genético, se
definieron los criterios de Amsterdam (CA) basado en

sospecha de SL permite revelar de forma indirecta
la presencia de mutaciones en la linea germinal y
comprende la inestabilidad de microsatélites (MSI) 'y
la inmunohistoquimica (IHQ), estudiados a partir del
tejido tumoral colorectal “'". La secuenciacién de los
genes de MMR es la técnica definitiva y confirmatoria
de los resultados proporcionados por la IHQ y la MSI 2.

Citar como: l\7ique Carbajal C, Sdnchez Renteria F, Lettiero B, Wernhoff F Dominguez-Valentin M. Caracterizacion molecular de cancer colorrectal hereditario en Peru. Rev

Gastroenterol Peru. 2014,34(4):299-303.

Rev Gastroenterol Peru. 2014;34(4):299-303

\

%)
L
—
<
=
O
o
O
%)
@)
—
)
O
|_
o
<C

299



300

Caracterizacion molecular de cancer colorrectal hereditario

El estudio mutacional de los genes de MMR en
familias con sospecha de sindrome de Lynch de América
del Sur identific6 37% (rango 27-65% en diferentes
paises/registros) de las mutaciones en los genes MLH1
y MSH2 en familias que cumplen con los criterios
de Amsterdam y/o Bethesda ©'. Los registros de
cancer colorrectal hereditario han sido recientemente
establecidos en Argentina, Brazil, Uruguay y Chile con
la finalidad de recolectar, compartir informacion sobre
el espectro mutacional de los genes de MMR, identificar
mutaciones fundadoras potenciales, interpretar el rol
de las variantes genéticas de significancia desconocida
(VUS) asi como analizar los riesgos del desarrollo de
cancer hereditario en la poblacién de América del Sur,
sin embargo el diagnostico genético de SL alin no estd
disponible en el sistema publico de salud "%

El objetivo del presente estudio es investigar
molecularmente pacientes con sospecha clinica de SL,
caracterizar molecular y genéticamente esta poblacion
a fin de definir la mejor estrategia de estudio aplicable
a este grupo de pacientes en un pafs con recursos
limitados como Perd.

MATERIALES Y METODOS

Consentimiento ético

Todos los pacientes otorgaron su consentimiento
informado para la inclusién voluntaria en el estudio.
El Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de
la Universidad Catélica Santo Toribio de Mogrovejo
(USAT) aprobo6 la investigacion segtin Resolucion N° 016
-2011 CB FM USAT.

Seleccion de pacientes

Los pacientes fueron seleccionados de acuerdo al
cumplimiento de los criterios clinicos de Amsterdam
y/o Bethesda. La informacién clinica y patolégica fueron
recopiladas seg(in el reporte del Boletin de Cancerologia
de la Oficina de Epidemiologfa del Hospital Almanzor
Aguinaga Asenjo entre los afios 2007 — 2010, la historia
familiar de los pacientes que se sospecha tendrian SL
fue recolectada a través de una entrevista personal.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN genémico para el andlisis
mutacional de la linea germinal fue realizado a partir de
una muestra de sangre periférica (3 a 5 gotas de sangre
del pulpejo de los dedos) colectada en papel filtro
Whatman N° 3 siguiendo el protocolo de extraccion de
QiampDNA Mini Kit (Qiagen Valencia, CA).

Las dreas no necréticas tumorales del tejido tumoral
fijado en formalina y embebido en parafina (FFPE)
fueron macrodisectadas. La extraccion del ADN tumoral
fue realizada a partir de tres secciones de 5-mm de la
muestra de FFPE usando el Kit FFPE Qiagen (Qiagen
Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones de los
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fabricantes. La concentracién de ADN fue determinado
mediante el Qubit Fluorometric Quantitation (Invitrogen)
y las muestras con suficiente y alta calidad de ADN
fueron seleccionadas para los analisis de MSI.

MSI e IHQ

El andlisis de MSI fue realizado mediante el Sistema de
Andlisis MSI, Versién 1.2 (Promega, Madison, WI). EIADN
extraido y amplificado fue analizado en el Secuenciador
Automdtico 3130XL (Applied Biosystems, Foster City,
CA). El andlisis incluyé 5 marcadores mononucleotidos
BAT-25 BAT-26, NR-21, NR-24 y MONO-27 (Promega,
MSI Analysis System, Version 1.2, Madison, WI). Los
resultados fueron evaluados mediante el GeneMapper
Software Version 4.0 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) y definido como alta-MSI (MSI-H) cuando =2
marcadores son inestables, baja-MSI (MSI-L) cuando 1
marcador es inestable y estable (MSS) cuando ninguno
de los marcadores mostré inestabilidad.

La IHQ se realizé para las 4 proteinas de MMR, MLHT,
PMS2, MSH2 y MSH6 a partir de los tumores colectados.
Brevemente, 4-um secciones fueron colocados en los
slides microscopicos SuperFrost® Plus. La recuperacién
de los antigenos fue realizado en un hervidor a presion
en Solucién de Recuperacion Antigeno Especifica, pH 9
(Dako, Glostrup, Denmark) y tefiidos en un immunostainer
automatico (Autostainer Plus, Dako, Clostrup, Denmark)
usando el Dako EnVision™FLEX+ Detection System,
Peroxidase/DAB,  Rabbit/Mouse  (Dako,  Clostrup,
Denmark) de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes.
Los anticuerpos utilizados fueron MLH1, clone ESO5
(Dako, Glostrup, Denmark, dilucién 1:100), PMS2, clone
A16-4 (BD Pharmingen, San Diego, CA, dilucién 1:300),
MSH2, clone FE11 (Calbiochem, Merck KgaA, Darmstadlt,
Germany, dilucién 1:100), y MSH6, clone EPR3945
(Epitomics, Burlingame, dilucién 1:100). La expresion
tumoral de MMR fue establecida como normal (retenida),
pérdida y débil (cuando la intensidad de la IHQ es reducida
al ser comparada con el control interno normal).

Secuenciacion

El andlisis de la mutacion puntual en el gen BRAF
(V60OE) fue realizado mediante la amplificacién por PCR
y secuenciada utilizando Illumina Genome Analyzer
(Hlumina) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
La secuenciacion de los genes de MMR fue no realizada
debido a la insuficiencia de ADN genémico.

RESULTADOS

Cinco pacientes fueron seleccionados de acuerdo a
los criterios clinicos de Amsterdam y/o Bethesda, 3/5
tuvieron material suficiente para realizar los analisis
de MSI e IHC pero insuficiente para la secuenciacion
de los genes de MMR. Las caracteristicas clinicas y
resultados moleculares de los pacientes estan descritas
en la Tabla 1.
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Figura 1. La tincién inmuno-
histoquimica para MLH1 (B),
PMS2 (A), MSH2 (C) y MSH6
(D) en el tumor colorrectal,
mostrando la pérdida de
tincion de MLH1/PMS2.

La extraccion del ADN, MSI, IHQ y la secuenciacion
fueron realizadas gracias al apoyo del Departamento
de Oncologia del Instituto de Ciencias Clinicas de la
Universidad de Lund (Lund, Suecia). 1/3 (33%) de los
pacientes analizados presentd ausencia de expresion
de las proteinas MLH1/PMS2 y una MSI-H (Figura 1y
2). Estos marcadores moleculares alterados sugirieron el
analisis de la mutacion puntual en el gen BRAF (V600E)
que es un marcador de casos esporadicos. El resultado
negativo para la mutacion puntual confirma que no se
trata de un tumor colorrectal esporadico, sugiriendo
como un caso de sospecha de SL.

El paciente en menci6n es de sexo masculino, residente
en la ciudad de Chiclayo, con antecedentes personales
de epilepsia por neurocisticercosis, estrefimiento crénico,
tumor maligno de colon diagnosticado a la edad de 60
anos, ausencia de diabetes mellitus e hipertension
arterial. Los antecedentes familiares que presenta
el paciente comprenden un hermano de primer
grado con cancer de colon diagnosticado a la edad de
55, con 3 hijas aparentemente sanas al momento de la
entrevista. El diagnostico anatomopatologico determiné el
adenocarcinoma con componente mucinoso menor de 50%
bien diferenciado con invasién a la muscular propia (PT2).

Figura 2. Andlisis de Ila
inestabilidad de microsatélites
para los marcadores NR-21,
BAT26, BAT25, NR-24 vy
Mono-27 en el cancer de
colon a los 60 anos, donde el
eje X es el tamafio de las bases
y el eje Y es la intensidad de
fluorescencia. Los picos rojos
son los estandares de tamaino
internos. Picos verdes, azules
y negros son los productos
de amplificacion de loci
microsatélites. Los productos
de PCR de las cuatro regiones
de microsatélites amplificados
en el tumor se compararon
con el epitelio normal de
referencia. El ADN del tumor
mostr6 alelos que no estaban
presentes en el ADN normal
correspondiente y  fueron
clasificados como MSI positiva.
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DISCUSION

El SL es un sindrome de predisposicion al cancer
hereditario de colon mas comin. Es un sindrome
autosémico dominante causado por mutaciones en
la linea germinal en los genes MLH1, MSH2, MSH6
y PMS2. El SL representa el 2-3% de todos los casos
diagnosticados de cancer colorrectal y el 5-9% de
cancer de endometrio en pacientes menores de 50
anos de edad "?. En nuestro estudio, el niimero de
pacientes con sospecha de Sindrome de Lynch es de
33% (1/3), este porcentaje se encuentra en el rango
(27-65%) de las familias sudamericanas diagnosticadas
molecular y clinicamente con sindrome de Lynch ©13
. Sin embargo, esta tasa es alta al ser comparado
con las tasas de prevalencia de mutacién identificada
para MLHT (28%) y para MSH2 (18%) en la poblacion
de Asia; 31% y 20% en la poblacion multi-etnica
americana; 26% y 19% en las poblaciones Europeas y
Australianas "°.

El presente estudio confirma la sensibilidad de
IHQ e MSI para la deteccién de casos con sospecha
de Sindrome de Lynch, en concordancia con Boland
et al., quien considera la MSI como un marcador
molecular para la identificacién de familias con SL,
asi como marcador de pronostico y prediccién 7.
Recientemente, Van Lier et al. mediante un estudio
poblacional multicéntrico prospectivo determiné el uso
de la MSI para todos los pacientes diagnosticados con
cancer colorrectal hasta la edad de 70 anos, a fin de
identificar un mayor ndimero de pacientes con sospecha
de SL "9. En referencia a la IHQ, Shia et al. sugiere la
inclusion de un mayor nimero de marcadores en el
analisis de IHQ para que su sensibilidad sea tan igual
al andlisis de MSI. La IHQ es una prueba de deteccién
que presenta ventajas de disponibilidad y costos en el
rastreamiento de pacientes con sospecha de SL @.

Los criterios de Amsterdam | y Il asi como las
directrices de Bethesda definen el diagnéstico clinico
del sindrome de Lynch y son una indicacién para
realizar las pruebas de analisis de mutacion en los genes
de MMR. Sin embargo, el presente estudio demuestra
una baja sensibilidad de los Criterios de Amsterdam
en nuestra poblacién estudiada. Estos datos estdn en
correlacion con Van Lier et al. que sugiere considerar
a todos los pacientes diagnosticados con cancer
colorrectal a una edad < 70 anos para someterse a los
analisis de IHC y/o MSI para su rastreamiento "%

Al igual que en la mayoria de los sindromes de cancer
familiar, la edad temprana de inicio y la multiplicidad
de los canceres son caracterfsticas en el SL. En nuestro
estudio la edad media de diagndstico fue de 60 afios,
edad avanzada al ser comparada con otras poblaciones de
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América del Sur, Argentina (44,3 afos), Chile (35,7 afos),
Brasil (39,4 — 42,3 anos) y Uruguay (35,1 afios) y con
las poblaciones europeas (49,7 anos) "9. La diferencia
en la edad puede ser debido a la falta de recursos
econdmicos para acceder a los servicios de salud y
realizar un diagndstico temprano asi como a la falta de
conocimiento clinico y genético del espectro tumoral
del SL por parte de los profesionales de salud.

La identificacién clinica y genética del SL genera
un gran impacto en la salud publica de nuestro pafs.
La determinacién de la prevalencia de este sindrome
en pacientes con cancer colorrectal permite tener
el conocimiento que los pacientes afectados tienen
un mayor riesgo de presentar un segundo tumor y su
identificacion puede llevar a recomendaciones para la
deteccién e intervencion especificas para los pacientes
y sus familiares en situacion de riesgo 22".

Conclusion

Nuestro conocimiento actual sobre la influencia
genética en el riesgo de cancer colorrectal, ha permitido
establecer la importancia de la historia familiar de
cancer y el establecimiento de un registro de tumores
hereditarios en el centro de salud.

Esta informacién nos permitird hacer un seguimiento
aquellos pacientes que se sospecha tienen un alto
riesgo de padecer cancer colorrectal hereditario con
la finalidad de realizar un diagndstico temprano y
un tratamiento personalizado acompanado de un
aconsejamiento genetico.

Sin embargo aunque en nuestro medio no existe un
consenso sobre el método correcto para la obtencién
de informacién sobre la historia familiar de cancer y
su uso como herramienta de rastreamiento, es de gran
responsabilidad de parte de los profesionales de salud
identificar estos pacientes de alto riesgo y derivarlos a
los servicios de genética de los centros asistenciales.
El presente estudio molecular de Sindrome de Lynch
demuestra la importancia del analisis molecular en
familias con sospecha de cancer colorrectal hereditario
afin de ofrecer posibilidades de vigilancia y seguimiento
que han demostrado reducir la morbilidad y la
mortalidad del cancer colorrectal asi como contribuir a
la caracterizacién a nivel genética y clinica de este tipo
de cancer en la poblacién peruana.
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