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RESUMEN

Objetivo: Determinar la presencia de inestabilidad de microsatélites en pacientes con cancer colorrectal usando el panel
molecular Bethesda y discutir su importancia en pacientes con sospecha de cincer colorrectal hereditario no polipésico
(HNPCC) o con sospecha de sindrome de Lynch. Materiales y métodos: Se trabajé con muestras de sangre periférica y tejido
tumoral de 28 pacientes con diagnéstico de cancer colorrectal remitidos al laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) de Lima, bajo sospecha de Sindrome de Lynch. EI ADN fue extraido utilizando
kits de extraccion de dcidos nucleicos para sangre periférica y tejido tumoral embebido en parafina. Se amplificaron los cinco
marcadores microsatélites del panel Bethesda: BAT25, BAT26, D25123, D55346 y D175250, por reaccién en cadena de la
polimerasa. El analisis de IMS fue realizado mediante electroforesis en chip en el bioanalizador Agilent 2100. Resultados:
Del total de pacientes estudiados 11 tuvieron IMS alta (IMS-H) y uno no pudo ser totalmente clasificado quedando como
IMS-H/IMS-L. En todos los casos de IMS-H tanto BAT25 como BAT26 resultaron inestables. La IMS-H en estos pacientes
indica mayor probabilidad de HNPCC o sindrome de Lynch, lo cual debe ser contrastado con el analisis genético de los genes
MMR. Conclusién: La técnica permitié determinar cudles son los pacientes que deben continuar con el estudio de los genes
del sistema de reparacion de mal apareamiento del ADN, para establecer si estamos frente a casos de HNPCC o ante casos de
cancer colorrectal esporéadicos.

Palabras clave: Cancer colorrectal; Inestabilidad de microsatélites; Sindrome de Lynch; Reaccién en cadena de la polimerasa
(fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective: To determine the presence of microsatellite instability in patients with colorectal cancer using the molecular panel
Bethesda and discuss its significance in patients with suspected hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) or Lynch
Syndrome. Materials and methods: We worked with samples of peripheral blood and tumor tissue of 28 patients diagnosed
with colorectal cancer referred to the Laboratory of Molecular Biology of the Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), Lima, with suspected of Lynch syndrome. DNA was extracted using kits of nucleic acid extraction of peripheral blood
and paraffin-embedded tumor tissue. Five microsatellite markers of Bethesda panel were amplified: BAT25, BAT26, D25123,
D55346 and D175250, by polymerase chain reaction. IMS analysis was performed by electrophoresis on chip in the Bioanalyzer
Agilent 2100. Results: Of the patients studied, 11 had high IMS (IMS-H) and one could not be fully ranked, staying as MSI-H
/ IMS-L. In all cases of IMS-H both BAT26 and BAT25 were unstable. The IMS-H in these patients indicates high probability
of HNPCC or Lynch syndrome; it must be contrasted with the genetic analysis of MMR genes. Conclusion: The technique
allowed determine which patients have to continue with the study of system mismatch repair genes, for establish whether we
facing to HNPCC or sporadic colorectal cancer.

Key words: Colorectal cancer; Microsatellite instability; Lynch syndrome; Polymerase chain reaction (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Lainestabilidad de microsatélites (IMS) corresponde
a una via molecular patogénica presente en alrededor
del 15% de los casos de cancer colorrectal (CRC) ™.
Se origina cuando el sistema de reparacion de mal
apareamiento del ADN, conocido como sistema
MMR, es disfuncional @, lo cual conlleva a la
acumulacién de mutaciones originadas por la ADN

polimerasa, como mutaciones puntuales, deleciones
e inserciones . Las dos dltimas se dan principalmente
en las secuencias microsatélites, distribuidas
ampliamente en nuestro genoma, y genera una
disminucién o aumento del tamano de los microsatélites
en las células cancerosas . A este cambio en la longitud
de los microsatélites se le denomina inestabilidad de
microsatélites (IMS). Asi, la IMS es una huella genética
de la disfuncién del sistema MMR.

Citar como: Ortiz C, Dongo-Pflucker K, Martin-Cruz L, Barletta Carrillo, Mora-Alferez P, Arias A. Inestabilidad de microsatélites en pacientes con diagnéstico de cancer colorrectal.

2016;36(1): 15-22.

Rev Gastroenterol Peru. 2016;36(1): 15-22

V'

ARTICULOS ORIGINALES

15



16

Microsatélites en pacientes con diagnéstico de cancer colorrectal

La IMS estd presente en cancer hereditario y
esporadico, teniendo en ambos casos implicancias
clinicas para el paciente. En cancer de tipo hereditario
se presenta en pacientes con sindrome de Lynch cuya
etiologfa se debe a mutaciones germinales en los genes
del sistema MMR @. Este sindrome fue descrito por
primera vez por Warthin AS en 1913 como cancer de
colon hereditario no polipésico (HNPCC), reportando
una predisposicion hereditaria a desarrollar cancer
de colon, estémago y endometrio ®. Es asi que la
deteccién de IMS es (til como herramienta de apoyo
al diagndstico en pacientes con sospecha clinica de
sindrome de Lynch.

La IMS tiene ademas valor predictivo de resistencia
a terapia adyuvante basada en 5-fluorouracilo ©9, lo
cual ha sido estudiado principalmente en pacientes
con CRC esporadico, existiendo pocos datos para
los casos hereditarios ©°. Aln asi, en ambos casos
la IMS presenta la misma biologfa, por lo que el
beneficio de conocer el estatus de IMS colaboraria en
el tratamiento del paciente con CRC, tanto en casos
esporadicos como hereditarios. La IMS también ha
sido asociada con prondstico favorable, relacionado
con la elevada infiltraciéon de linfocitos observada
en estos tumores, que indica un grado de respuesta
inmunolégica contra el tumor. Al respecto, se ha
reportado que la células tumorales con IMS presentan
péptidos inmunogénicos de cambio del marco de
lectura (FSP, frameshift peptides), originados por
deleciones e inserciones en microsatélites que se
encuentran dentro de genes, como TGFRBII y BAX
©), alterando el marco de lectura y produciendo
péptidos cuya secuencia y estructura son reconocidas
como ajenas por el sistema inmunolégico. El valor
prondstico también se ha asociado al bajo porcentaje
de metastasis a 6rganos distantes que hacen las células
tumorales con IMS ©.

Con la finalidad de analizar la IMS, Boland et al.
recomendaron el uso del panel Bethesda, el cual consiste
en el andlisis de cinco marcadores microsatélites, tres
de repeticiones dinucleotidicas: D25123, D55346 y
D175250; y dos de repeticiones mononucleotidicas:
BAT25 y BAT26. Se estableci6 que el 40% o mas de
los marcadores probados (=2) deben encontrarse
inestables para clasificar a un tumor con inestabilidad
de microsatélites alta (IMS-H), el cual tiene aplicacion
clinica demostrada. Si solo un marcador es inestable
se clasifica como inestabilidad de microsatélites baja o
IMS-L, cuyo significado biolégico y clinico atin no ha
sido dilucidado ©.

En el presente trabajo realizamos un estudio en
pacientes con diagnéstico de cancer colorrectal
y sospecha clinica de céancer hereditario, para
determinar  inestabilidad ~de  microsatélites
utilizando el panel Bethesda. Se discute la
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implementaciéon de la prueba molecular como
andlisis rutinario y se hace énfasis en el significado
clinico de la prueba en pacientes con sospecha de
sindrome de Lynch.

MATERIALES Y METODOS
Muestras analizadas

Se estudiaron 28 pacientes con diagnéstico de cancer
colorrectal evaluados inicialmente en el consultorio de
Genética Médica del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplésicas (INEN), bajo criterios clinicos de sospecha
de predisposicién genética a cancer colorrectal (CRC).
Las muestras de los pacientes seleccionados fueron
remitidas al Laboratorio de Biologia Molecular del INEN
entre junio del 2013 a mayo del 2014. Cada paciente
fue consultado bajo consentimiento informado respecto
a su participacion en el presente estudio. Se utilizaron
muestras de sangre periférica, como tejido normal,
y muestras de tumor embebido en parafina con un
minimo de 30% de tejido tumoral.

Extraccién y cuantificaciéon de ADN

La extraccion de ADN a partir de sangre periférica
se realiz6 empleando el kit PureLink™ Genomincs
DNA (Invitrogen™) segln protocolo modificado en
nuestro laboratorio. El ADN de las muestras de tejido
tumoral embebido en parafina fue extraido a partir de
cuatro cortes de 5 um de espesor, los cuales fueron
desparafinados con xilol-alcohol y sometidas al kit
QlAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen). EIl ADN fue
cuantificado empleando la plataforma de cuantificacion
Qubit™ con 1 ul de cada muestra, seglin indicaciones
de manufactura

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplificaron por PCR los marcadores
microsatélites BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 vy
D17S250 propuestos en el panel Bethesda®. Para la
implementacién de la prueba se realizé una reaccién
de PCR para cada marcador, probando temperaturas
de hibridizacion entre 50 a 58°C, concentraciones de
cebadores entre 0,2 2 0,8 uM, y de i6n Mg*2 entre 2 a 3
mM. Luego se ensayaron dos PCR miiltiplex, la primera
con los marcadores BAT25 y D25123, y la segunda con
BAT26 y D17S250. En todos los casos se uso buffer 1X,
300 uM de dNTPs, 0,6 unidades de Taq polimerasa de
alta fidelidad Platinum® (Invitrogen™) y 50 ng de ADN.
Las condiciones de PCR fueron: 94 °C por 2 minutos;
40 ciclos de 94 °C por 35 segundos, 52-58 °C por 40
segundos, y 68 °C por 35 segundos; y una extension
final a 68 °C por 5 minutos. La estandarizacién fue
realizada usando ADN extraido de sangre periférica y
tejido tumoral parafinado.
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Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron analizados en gel
de agarosa al 3% en buffer TAE 1X. La electroforesis
se realiz6 en una camara de electroforesis horizontal
Fisher Biotecha 100 V por 60 minutos. El gel fue
coloreado en SYBR® Safe por 20 minutos y observado
en un transiluminador UV.

Electroforesis en chip en Bioanalizador y
clasificacion de inestabilidad

La determinacion de IMS se realiz6 en el
Bioanalizador Agilent 2700 (Agilent Technologies,
Inc.) empleando el kit DNA 1000 LabChip vy el
software Agilent’s 2100 expert seglin protocolo
modificado en nuestro laboratorio. Se compararon
los patrones de cada marcador microsatélite entre
tejido normal y tumoral. Se interpreté como marcador
microsatélite estable (MSS) cuando el patrén obtenido
fue el mismo en ambos tejidos; por otro lado, si se
observaron diferencias se clasific6 como microsatélite
inestable (IMS). Se consideré que un tumor presenta
inestabilidad de microsatélites alta (IMS-H) si al menos
dos marcadores, de los cinco estudiados, resultaron
inestables.

RESULTADOS

Se establecié la concentracion de i6n Mg**en
2,5 mM, de cebadores en 0,4 uM excepto para
D5S346 que fue de 0,2 uM. Los cinco marcadores
analizados amplificaron de forma especifica en todo
el rango de temperaturas de hibridizacion probadas,
estableciéndose la temperatura a 55 °C para cada
marcador (Figura TA). La PCR multiplex fue 6ptima
mostrando la misma eficiencia de amplificacién en
cada marcador (Figura 1B) e indistinto si el ADN
fue extraido sangre periférica o de tejido tumoral
parafinado.

El grupo de pacientes evaluados estuvo constituido
por individuos entre 25 y 65 afos de edad, de ambos
sexos. El andlisis de IMS se realizé en un Bioanalizador
Agilent 27100 comparando los patrones obtenidos entre
tejido normal y tumoral (Figuras 2 y 3). Se detect6
IMS-H en 11 de los 28 casos, todos menores de 50
afos y enviados por el consultorio de Genética del
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INEN bajo sospecha de sindrome de Lynch/cancer
colorrectal no polipésico hereditario. BAT26 y BAT25
fueron inestables en todos los casos positivos, siendo
estos los marcadores mds sensibles. En cuatro casos
los marcadores D25123 y/o D175250 no pudieron ser
amplificados (Tabla 1); sin embargo, el andlisis del resto
de marcadores fue suficiente para clasificar a estos
tumores, excepto en un paciente en el cual no se pudo
establecer IMS-H o IMS-L.

A M

BAT2S BAT26 D2S123 DS5SS346 D17S250

Peso

& Marcador molecular
= BAT25
-
s— BAT26 130 pb
D2S —
- D175 D28S123 200-250pb
D5S346 125pb
B25 B26
D17S250 150—200 pb

Figura 1. Implementacion de la prueba de inestabilidad
de microsatélites. A) PCR monoplex para los marcadores
el Panel Bethesda empleando 55 °C de alineamiento.
B) Derecha: PCR muiiltiplex combinando el marcador
BAT25 con D2S123 (carril 2) y BAT26 con D17S25 (carril
3), y monoplex para D55346 (carril 1). lzquierda: Pesos
moleculares (pb) propuestos para cada marcador (9). M:
Marcadores de peso molecular (pb). D5S: D55346. D2S:
D2S123. D17S: D175250. B25: BAT25. B26: BAT26.
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Figura 2. Estabilidad de microsatélites (MSS). En los electroferogramas se observa una superposicion perfecta
entre los patrones obtenidos de tejido tumoral y tejido sano. En la parte inferior se observa el gel obtenido con los
patrones de cada microsatélite, no se observan diferencias entre los patrones de bandas.
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Figura 3. Inestabilidad de microsatélites alta (IMS-H).

Las flechas en los electroferogramas indican diferencias al

superponer los patrones entre tejido tumoral y tejido sano. En la parte inferior se observa el gel obtenido con los
patrones de cada microsatélite, las flechas resaltan los patrones alterados en tejido tumoral.
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Tabla 1. Resultados del andlisis de inestabilidad de microsatélites de los pacientes.

Marcadores microsatélites del Panel Bethesda

Muestra BAT25 D25123 BAT26 D175250 D55346 Conclusion
1 Inestable E Inestable N.A. E IMS-H
2 Inestable Inestable Inestable Inestable E IMS-H
3 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
4 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
5 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
6 Inestable Inestable Inestable E Inestable IMS-H
7 Inestable E Inestable N.A. E IMS-H
8 Inestable E Inestable Inestable Inestable IMS-H
9 Inestable Inestable Inestable E E IMS-H
10 Inestable N.A. Inestable N.A. E IMS-H
11 Inestable Inestable Inestable E E IMS-H
12 E E Inestable N.A. E IMS-L/IMS-H
13-28 E E E E E MSS

MSS: microsatélites estables. IMS-H: inestabilidad de microsatélites alta. IMS-L: Inestabilidad de microsatélites baja. E: estable. N.A.: No amplificd.

DISCUSION

El cancer colorrectal, es el tercer cancer mas frecuente
y cuarto cancer mas letal a nivel mundial "?. En el Per(
corresponde al 3,3% de los casos de cancer registrados
entre el 2006 y 2011 ™. Tiene su inicio en lesiones en
la mucosa epitelial del colon en donde se producen
los primeros cambios genéticos que conducen al
desarrollo de las células cancerosas '?. Se han propuesto
tres vias patogénicas de desarrollo de estos tumores:
inestabilidad cromosémica (INC), fenotipo metilador
en las islas CpG (CIMP) e inestabilidad de microsatélites
(IMS) ™. Por lo general, una de las tres vias predomina,
por lo que raras veces se traslapan. La INC esta asociada
con la desregulacién secuencial de genes supresores
de tumores y oncogenes, tales como APC, KRAS, DCC/
SMAD4 y TP53. El CIMP consiste en una hipermetilacion
de las islas CpG en varios loci. Por su parte, la IMS se
presenta en los casos con sindrome de Lynch y en
tumores esporadicos, y es causada principalmente por
la inactivacion del sistema reparador del ADN por mal
apareamiento o sistema MMR.

La IMS representa 15% de los casos de CRC, aunque
ello depende de la poblacién en estudio, siendo del
15% en Estados Unidos, 20 al 45% en afroamericanos
y de hasta 37% en poblacién egipcia *'?. Del total de
casos de IMS un 20% corresponden a sindrome de
Lynch, mientras que el 80% restante forman parte de
un CRC esporadico "¥. En general las caracteristicas
de los tumores con IMS suelen presentarse en el colon
proximal, ser diagnosticado en estadios patologicos
bajos "'y caracterizarse histolégicamente por abundante
infiltracion de linfocitos al tumor, pobre diferenciacién,
células en anillo de sello y fenotipo mucinoso .

La IMS representa la disfuncionalidad del sistema
MMR, y de sus principales genes componentes: MLH1,
PMS2, MSH2 y MSH6 @?. El fallo del sistema MMR
lleva a la célula a un estado de inestabilidad genética
en el cual se produce acumulacién de mutaciones
durante la replicacion del ADN. La acumulacién es
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especialmente evidente en las secuencias repetitivas
cortas o microsatélites, debido a la poca eficacia
que tiene la ADN polimerasa de unirse a secuencias
repetitivas durante la replicacién . Es asi que una célula
con el sistema MMR deficiente es incapaz de reparar
los errores ocurridos en estas regiones produciendo
un cambio en la longitud del microsatélite, situacion
conocida como inestabilidad de microsatélites.

Laapariciontempranade CRCconlIMSestarelacionada
con la inactivacién de los genes MMR producida por
mutaciones germinales. Por otro lado, la aparicion tardia
suele desarrollarse en un contexto de hipermetilacion
que lleva al silenciamiento del gen MLHT “19. Asi, en un
paciente menor a 60 afios con CRC e IMS la probabilidad
de cancer de tipo hereditario (sindrome de Lynch) es
mayor, siendo importante establecer el estatus de IMS
como estrategia inicial de estudio en estos pacientes. La
prueba que permite confirmar el sindrome de Lynch es
el secuenciamiento de los genes MMR, proceso bastante
complejo si consideramos el nimero y tamano de los
genes implicados, ademas de la complejidad de las
mutaciones que se pueden encontrar. En ese contexto,
se deben realizar dos andlisis complementarios antes
del secuenciamiento: expresion de proteinas MMR por
inmunohistoquimica (IHC) y el andlisis de la mutacién
V600E del gen BRAF. La primera indicard qué genes del
sistema MMR estarfan disfuncionales, y la segunda, si
fuera positiva a la mutacién, determinara en el paciente
CRC esporadico @7'®. Ambas pruebas aumentan la
efectividad del tamizaje disminuyendo el nimero de
casos que pasarfan a ser analizados por secuenciamiento
de los genes MMR.

Respecto a la prueba de inmunohistoquimica (IHC)
para deteccion de proteinas MMR, ha mostrado elevada
sensibilidad y especificidad para la identificacién de
pacientes con los genes MMR disfuncionales. Debido
al bajo costo, facil implementacién y sensibilidad de
la metodologia, algunos autores la prefieren sobre la
prueba de IMS. Sin embargo, la IHC tiene la desventaja
de que la tincién puede ser heterogénea en todo el
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tumor, afectando la sensibilidad del test . Esta
dificultad se ha descrito en la deteccion de la expresion
proteica del gen MLH1, cuya mutacion abarca hasta el
50% de todos los casos de sindrome de Lynch 1920,
Ademas, en los tumores puede ocurrir pérdida parcial
o incompleta de la expresién proteica, dificultando
la interpretacién del resultado. Por lo indicado, se
recomienda realizar tanto la IHC como el andlisis de
IMS para concluir sobre un caso en particular @".

La IMS se determina usando cinco marcadores
microsatélites: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346
y D17S250; que en conjunto constituyen el panel
Bethesda . Respecto al estatus de IMS se ha establecido
tres categorfas: estabilidad de microsatélites (MSS),
inestabilidad de microsatélites baja (IMS-L) e inestabilidad

César Ortiz, et al

de microsatélites alta (IMS-H), siendo este dltimo el
que posee las aplicaciones clinicas descritas ®. Para la
clasificacién de IMS-H se debe considerar que al menos
dos de los cinco marcadores sean inestables, es decir, el
tamano de dichos microsatélites es distinto entre tejido
tumoral y tejido sano. Sin embargo, la observacién de
dicho evento depende de la metodologia utilizada:
electroforesis en geles de poliacrilamida, electroforesis
capilar o electroforesis en chip. En el presente trabajo
se utilizé electroforesis en chip, metodologia para
realizar electroforesis de alta resolucién, que identifica
un microsatélite inestable cuando de la comparacién
entre tejido sano y tumoral, resultan dos patrones
distintos, no observandose necesariamente diferencias
en la longitud del marcador. Si bien los otros dos tipos
de electroforesis son los mas utilizados debido a que la

PACIENTE CON CANCER COLORRECTAL
Edadmenor a60 aitos
/ \
Obtencion de Obtencion de
Tejidonormal tejido tumoral
Prueba deinestabilidad de
microsatélites
v
Positivo 5 Negativo
Sistema MMR disfuncional Sistema MMR funcional
Prueba deIHC de Basqueda de Poco probable cancer
protenas MLH1, mutacién colorectal hereditariono
PMS2,MSH2, +| VG600E del gen poliposico (HNPCC)
MSH6 BRAF
| Negativo
Busqueda demutaciones
en el gen o genes
afectados Negativo
Positivo I
Busqueda demutacion en £ giﬂl?adoa pa?entey ’
fymiliares ‘ amiliares con colonoscopia
Faskvo | Negativo
SINDROME DE LYNCH CANCER ESPORADICO
Cancer Colorectal Hereditario
no Polipésico (HNPCC)

Figura 4. Algoritmo empleado para la bisqueda de pacientes con HNPCC/sindrome de Lynch. El algoritmo comienza con
el enrolamiento de un paciente con edad menor a 60 afos segtn los criterios establecidos de Amsterdam |, Amsterdam
[1'y Bethesda. Sistema MMR: Sistema de reparacién de mal apareamiento del ADN. IHC: inmunohistoquimica.
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lectura es mucho mds sencilla, la electroforesis en chip
es una metodologia rdpida y poco compleja, con una
sensibilidad comparable a las otras metodologias 2.

En el presente trabajo se reporta la estandarizacion de
la metodologia para el andlisis de los cinco marcadores
microsatélites del panel Bethesda: BAT25, BAT26,
D25123, D55346 y D175250, el cual culminé con el
establecimiento de un protocolo de PCR mdiltiplex para su
andlisisenunbioanalizador mediante electroforesisen chip.
Se encontraron 11 pacientes con IMS-H. Considerando
que estos pacientes fueron enviados por el consultorio de
Genética del INEN por sospecha de sindrome de Lynch,
los siguientes pasos serfan complementar el estudio
evaluando la inmunohistoquimica (IHC) de expresién de
proteinas MMR, buscar la mutacién V60OE del gen BRAFy
el subsecuente andlisis de mutaciones en los genes MMR
de los casos negativos para V60OE del BRAF. Los genes
a evaluar serdn determinados por la inmunohistoquimica
(IHC). Este procedimiento forma parte de un algoritmo
establecido para la bisqueda de casos de Sindrome de
Lynch/HNPCC (Figura 4).

En conclusién, la inestabilidad de microsatélites es
una via molecular del cancer colorrectal cuya deteccién
constituye un tamizaje molecular de pacientes con
sospecha de sindrome de Lynch. Posee ademas valor
predictivo de resistencia a tratamiento con 5-fluorouracilo.
La implementacién de la prueba de IMS en el laboratorio
de Biologia Molecular del INEN permitié definir a los
pacientes que entrarian en los subsecuentes estudios,
tales como deteccién de la mutacién V6OOE del gen BRAF
y el secuenciamiento de los genes del sistema MMR, con
miras a determinar un diagndstico genético definitivo.

Conflicto de interés: Los autores declaran no tener
conflictos de interés en la concepcién, desarrollo y
publicacién del presente trabajo.
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