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RESUMEN

Contexto.- El Sindrome de Lynch (SdL) es la forma més frecuente de cancer
colorrectal (CCR) hereditario. Las mutaciones de la linea germinal de los genes
reparadores de ADN son responsables de su etiologia. Existen diferentes estrategias
para la deteccion de portadores, basadas en criterios clinicos o en criterios de

inmunohistoquimia (IHQ).

Objetivo.- Evaluar las diferentes estrategias para el diagnostico de SdL
(Criterios de Amsterdam, Criterios de Bethesda, IHQ Universal) en nuestro medio y
analizar si la IHQ universal permite una mejor aproximacion diagndstica a esta

enfermedad.

Meétodos.- Estudio retrospectivo, en el que se incluyen todos los pacientes
intervenidos por CCR entre Septiembre 2016- Septiembre 2018, en los que se realizo,
por protocolo universal, la IHQ de la pieza tumoral para analizar si hay pérdida de

expresion de alguno de los complejos MMR.

Resultados.- 337 pacientes intervenidos de CCR. La edad media de diagnostico
del CCR fue de 68,12 afios. Los criterios de Amsterdam II fueron negativos en 335
casos (99,4%) y positivos en 2 (0,6%). Los criterios de Bethesda Revisados se
cumplieron en 91 pacientes (27%) y en 246 (73%) no. En 286 pacientes (96%) la ITHQ
no mostré inestabilidad de microsatélites y en 12 (4%) si. De estos ultimos, 7 cumplian
criterios de Bethesda (58,3%) y 4 no (41,7%). Se realizaron el Estudio Genético 4

pacientes, ninguno de ellos (100%) cumplio criterios de Amsterdam II.

Conclusiones.- Los criterios clinicos de Amsterdam II son insuficientes para
seleccionar a los pacientes de alto riesgo de CCR hereditario. Los criterios de Bethesda
Revisados lograron un mayor rendimiento pero también presentaron pérdidas de
pacientes. El Protocolo de IHQ Universal de genes MMR fue la técnica de mayor

rentabilidad diagndstica.

Palabras clave: Cancer Colorrectal Hereditario, Sindrome de Lynch, Genes

Reparadores de ADN, Cribado Universal.



ABSTRACT

Introduction.- Lynch Syndrome (LS) is the most common form of hereditary
colorectal cancer (CRC). Germline mutations in DNA mismatch repair genes are
responsible of their etiology. There are different strategies for the detection of carriers,

based on clinical criteria or on immunohistochemistry criteria (IHC).

Objetive.- To evaluate the different strategies for the diagnosis of LS
(Amsterdam Criteria, Bethesda Criteria, Universal Immunohistochemistry) in our
setting and to analyze if Universal IHC allows a better diagnostic approach to this

disease.

Methods.- Retrospective study, which includes all patients with diagnosed of
CRC between September 2016 - 2018, in which initial evaluation of tumor tissue to test
for deficient mismatch-repair proteins by means of IHC analysis was done, by universal

protocol approach, in order to descart LS.

Results.- 337 patients with surgical treatment of CRC. The average of diagnosis
age of CRC was 68.12 years. The Amsterdam II criteria were negative in 335 cases
(99.4%) and positive in 2 (0.6%). The revised Bethesda criteria were positive in 91
patients (27%) and negative in 246 (73%). In 286 patients (96%) the IHC didn’t show
instability of microsatellites and in 12 (4%) yes. In this last group of patients, 7 have the
Bethesda criteria (58.3%) and 4 didn’t (41.7%). The Genetic Study was performed on 4

patients, all of them (100%) have the Amsterdam II criteria negative.

Conclusions.- The clinical criteria of Amsterdam II are insufficient to select
patients with high risk of hereditary CRC. The revised Bethesda criteria shows higher
performance but also presented patient losses. The Universal IHC Protocol of MMR

genes was the technique with the better diagnostic capacity.

Key words: Hereditary Colorectal Cancer, Lynch Syndrome, Mismatch Repair Genes,

Universal Screening.



Introduccion

El Céncer Colorrectal (CCR) contintia siendo hoy en dia una de las primeras
causas de morbilidad y mortalidad por cancer en los paises desarrollados. Cuenta con
1,36 millones de personas afectadas en todo el mundo, lo que representa un 10% del

total de neoplasias’.

En la poblacién espaiiola, en el afio 2017, se detectaron 34.331 casos nuevos’
(15% del total) lo que la situ6 como la enfermedad neoplasica maligna mas
frecuentemente diagnosticada, seguida del cancer de prostata (13%), pulmoén (12%) y
mama (11%). De esta forma, en términos absolutos, el CCR representa en Espafia la
segunda causa de cancer en hombres (por detras del cancer de prostata) y en mujeres

(por detras del cancer de mama)'.

El principal factor de riesgo para el desarrollo del CCR es la edad. Se trata de un
factor de riesgo no modificable que muestra cémo el 90% de los casos aparecen en
personas mayores de 50 afios, habitualmente sin antecedentes de riesgo. Otros factores
si modificables que han demostrado asociaciéon con el CCR son la obesidad, el

tabaquismo, el consumo de alcohol, el sedentarismo y factores dietéticos’.

La mayoria de los CCR aparecen de forma esporadica, sin embargo, la historia
familiar va a estar presente hasta en un 30% de los casos’. En este contexto, se
diferencian dos etiologias principales del CCR: Espordadico o Germinal. El CCR
esporadico representa aproximadamente el 85% de casos y puede tener lugar por una
mutacion aislada de genes supresores tumorales o bien por una sobreexpresion de
oncogenes, siendo el factor mas importante implicado la edad. Por otro lado, el
germinal abarca aproximadamente el 15% restante que, en contraposicion, suele
manifestarse en grupos de edad mas jovenes. Dentro de este, a su vez, se diferencian
dos subgrupos: en los que no se detectan mutaciones en los genes reparadores de ADN
o Mismatch Repair (MMR), es decir, tumores con Estabilidad de Microsatélites (MSS),
lo cual representa aproximadamente un 12% de este grupo; y en los que si se detectan
mutaciones, es decir, tumores con Inestabilidad de Microsatélites (IMS), en torno al

. . , . e 10
5%, siendo este subgrupo especialmente relevante por su patrén de herencia familiar .



La funcion del sistema de genes reparadores (MMR) consiste en corregir los
errores que se producen durante la replicacion del ADN. De esta forma, el sistema
MMR esta compuesto por 4 genes: MLH1 (MutL homolog 1) localizado en cromosoma
3p22.2; MSH2 (mutS homolog 2) localizado en 2p21-16; MSH6 (MutS homolog 6)
localizado en el cromosoma 2p 16.3 y PMS2 localizado en 7 p22.1. A partir de cada uno
de estos genes se codifica una proteina, asi cuando alguno de estos presenta una
mutacion, dicha proteina no funciona correctamente y puede dejar algunos errores
replicativos sin corregir. De esta forma, la acumulacién de errores, que se irdn
incrementando tras sucesivas divisiones celulares, pueden dar lugar a un cancer’. Tal y
como se ha demostrado, algunos de los MMR comparten promotor y por tanto, esto da
lugar a dos complejos proteicos: MLH-1/PMS-2 y, por otro lado, MSH-2/MSH-6"", de
forma que si se produce la mutacién de un gen se afectard todo el complejo. Ademas,
todas las proteinas codificadas por estos genes son detectables en la practica clinica y se

emplean como marcadores en la investigacion etioldgica de diversas neoplasias.

Por este motivo, el subgrupo de tumores con IMS (5% del total de CCR)
justifica su importancia a la vez que se define el Sindrome de Lynch (SdL). También
denominado como Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico (CCHNP), el SdL es
el CCR hereditario mas frecuente, abarca un 3-4%'" de todos los CCR representando
por tanto un porcentaje significativo dentro de esta neoplasia maligna tan prevalente. Su
mecanismo de aparicion se basa en una mutacion de la linea germinal de los MMR que
mas frecuentemente afecta a MLH-1 o, en menor medida, de MSH-2, siendo
infrecuentes PMS-2 y MSH-6. Ademads, esta mutacion presenta un patréon de herencia
familiar autosdémico dominante con lo cual esto hace que la mutacion se pueda
transmitir a la descendencia con una probabilidad del 50%. Asi los pacientes afectados
pueden desarrollar a una edad mas temprana diferentes neoplasias entre las que no solo
se encuentra el CCR (el mas frecuente), sino también hay riesgo elevado de padecer,
sobre todo, carcinoma endometrial (39% a los 70 afios)". También existe riesgo, de
entre 3-25 veces sobre la poblacion general, de padecer cancer de estobmago, ovarico,
tracto urinario, intestino delgado, hepatobiliar y cerebral, asi como otras
manifestaciones cutdneas como las manchas café con leche y queratoacantomas. Por
otro lado, del fenotipo del sindrome de Lynch es caracteristico también que el CCR
aparezca en el colon derecho, asi como la escasa diferenciacion tumoral del mismo con

caracteristicas histologicas menos frecuentes como la de células en anillo de sello o un



patron de crecimiento medular o mucinoso, abundantes linfocitos infiltrantes en el

tumor y la presencia de CCR sincrénicos y metacronicos (esto ultimo con una

probabilidad del 16% a los 10 afios y 41% a los 20 afios)'*.

Clasicamente, el diagndstico de este sindrome estaba basado en la identificacion
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clinica de una serie de criterios™". Estos son:

Amsterdam I, desarrollados en 1990 por The International
Collaborative Group on Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer
(HNPCC): (1) Tres o més familiares con CCR diagnosticado, uno de los
cuales es un pariente de primer grado de los otros dos (se debe excluir la
PAF); (2) CCR en al menos 2 generaciones; 3) Uno o més casos de CCR

diagnosticados antes de los 50 afios.

Tras 9 afos, en 1999, con las nuevas asociaciones en el campo de las
neoplasias asociadas al CCHNP y con el objetivo de aumentar la
sensibilidad de los criterios anteriores, se establecieron los Amsterdam
II, siendo solo modificado el primer criterio: (1) Tres o mas familiares
con canceres confirmados asociados a HNPCC (CCR, endometrio,
intestino delgado, uréter, o pelvis renal), uno de los cuales debe ser
familiar en primer grado de los otros dos; debe excluirse FAP. (2) CCR
en al menos 2 generaciones; 3) Uno o més casos de CCR diagnosticados
antes de los 50 anos. El problema de esta estrategia es que seguia siendo
poco sensible aunque si muy especifica (Sensibilidad: 22%,

Especificidad 98%)’.

En 1996 aparecieron también los criterios de Bethesda que mas adelante,
en 2004 fueron revisados con el objetivo de aumentar el rendimiento
diagnoéstico apoyandose también en los criterios de Amsterdam II. Asi
los criterios Bethesda Revisados son: (1) Cancer colorectal
diagnosticado antes de los 50 afios de edad; (2) Tumores colorectales
sincronicos o metacronicos u otros relacionados a HNPCC (estdmago,
vejiga, uréter, pelvis renal, tracto biliar, cerebro (glioblastoma),

adenomas de glandulas sebéaceas, queratoacantomas y carcinoma de



intestino delgado), sin considerar la edad; (3) CCR con células en anillo
de sello, diferenciacion mucinosa, patréon de crecimiento medular o
infiltracion linfocitaria en paciente < 60 afios; (4) CCR con uno o mas
familiares de primera generacion con céncer colorectal u otros tumores
relacionados con HNPCC. Uno de los canceres puede ser diagnosticado
antes de los 50 afos; (5) CCR en dos o mas familiares con cancer
colorectal u otros tumores relacionados con HNPCC, sin considerar la
edad. Asi, esta estrategia tiene una sensibilidad y especificidad del 82 y

77% respectivamente’.

Sin embargo, ante la constante revision y modificacion de los criterios clinicos,

estudios actuales apuntan a que ninguno de ellos presenta, ni por si solos ni en su

conjunto, la sensibilidad y especificidad suficientes como para llegar a un diagnostico
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certero de Sindrome de Lynch sin requerir mas investigaciones ~.

Actualmente, el mayor conocimiento sobre la etiologia molecular del sindrome y

las nuevas técnicas de diagnodstico actuales ha hecho posible grandes avances en la

identificacion del mismo™¢. De esta forma se han desarrollado estrategias de detecciéon
g

de deficiencias en el sistema reparador de ADN basadas en el estudio de la pieza

tumoral mediante dos técnicas:

La Inmunohistoquimica (IHQ) consiste en el andlisis de la expresion de
la proteina MMR mediante una reaccion enzimatica que se activa cuando
unos anticuerpos especificos se unen a un antigeno en una muestra de
tejido organico concreta, de esa manera, el antigeno, que generalmente es
una proteina, se puede observar al microscopio. La prueba cuenta con
una buena sensibilidad (> 90%) y una excelente especificidad (100%)".
Esto, en la pieza tumoral del CCR permite identificar la expresion o no
de los complejos proteicos de los MMR por lo que permite sospechar el
gen implicado y dirigir el estudio genético, actuando asi como primer

escalon en la identificacion de un posible caso de CCR hereditario.

La Inestabilidad de microsatélites (IMS). Durante el ciclo de

replicacion normal del ADN de una célula se acumulan una serie de



errores replicativos: los microsatélites. Se trata secuencias cortas de
nucleétidos repetidas en tandem en todo el genoma'. En condiciones
normales, el adecuado funcionamiento del sistema MMR permite que el
niamero de estas repeticiones sea similar tras cada replicacion. Sin
embargo, en el SdL, dada la mutacion de la linea germinal de los MMR
hace que tras cada ciclo replicativo se acumulen mas repeticiones, dando
lugar asi a diferencias en el nimero de estas entre las células tumorales.
Esto ultimo es lo que se denomina IMS vy, en la préctica clinica, esta
situacion puede ser detectada gracias al desarrollo de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que utiliza los
microsatélites como marcadores de inestabilidad tumoral. Asi, tras la
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realizacion de la PCR en la pieza tumoral, puede ocurrir que :

o No se detecte IMS y por tanto que haya un niimero estable de

microsatélites. Sera entonces un tumor estable (MSS).

o Se detecte aumento del nimero de repeticiones entre las células
tumorales, siendo por tanto un tumor inestable (IMS). Dentro de

este grupo, a su vez puede ser:

= IMS de alta frecuencia (MSI-H): si dos o mas de los
cinco  marcadores de  microsatélites muestran

inestabilidad.

= [MS de baja frecuencia (MSI-L): si solo uno de los cinco

marcadores muestra inestabilidad.

El estudio genético para diagnostico de sindrome de Lynch resulta caro. Por este
motivo, las guias actuales® recomiendan una evaluacién escalonada, comenzando con
estudio de inmunohistoquimia o inestabilidad de microsatélites en la pieza tumoral™® de
todos los pacientes con diagndstico de CCR, y si alguna de estas técnicas resulta

patologica, se debe realizar un estudio genético dirigido.



Hipotesis y objetivos

Detectar la afectacion de la linea germinal es fundamental, si bien de ello
depende, entre otras cosas, el prondstico familiar. Actualmente existen diversos
protocolos que integran distintas maneras de proceder ante la sospecha de CCR

germinal.

Hasta 2016, en nuestro centro se realizaba estudio de la pieza tumoral o genético
basado en la historia familiar (criterios de Amsterdam o criterios de Bethesda). Desde
2016, y de acuerdo con las tltimas recomendaciones de las Sociedades Cientificas™>®'°,
se empieza a realizar la técnica Inmunohistoquimica (IHQ) de MMR en todos los CCR

que recibe el Servicio de Anatomia Patoldgica.

Este estudio se propone realizar una evaluacion de la rentabilidad diagnostica
del Cribado Universal de los genes MMR mediante IHQ, en el Hospital Universitario de
Canarias. Asimismo, se determinara si la implantacion de esta técnica ha permitido la
deteccion de nuevas familias con SdL y si esto aumenta la sensibilidad con respecto a
otras estrategias basadas en criterios clinicos tradicionales expuestos anteriormente:
Amsterdam y Bethesda. También se analizardn factores demograficos y descriptivos
(edad al diagnostico, localizacion, estadio tumoral...) de los CCR diagnosticados en este

periodo.

Asi, centrandonos en el abordaje del CCR que (Figura 1), en el Cribado
Universal con IHQ, muestra déficit de expresion de alguno de los genes MMR, teniendo
en cuenta que MLH-1 es el mas frecuente. En este sentido, en la mayoria de casos lo
que se encuentra es una “hipermetilacion” de MLH-1, formando parte entonces del
85% de casos de CCR esporadico. En esta ultima situacion, lo que sucede es que se
genera una disfuncion de este gen y de su proteina resultante dando lugar a la aparicion
de CCR pero que no asocia herencia familiar. Otro aspecto relevante en estos casos es
detectar si asocia o no una mutacion somatica del oncogén BRAF (V600E) lo cual
acontece en un 50% de casos'°. Tanto la mutacion de BRAF como la hipermetilacion de
MLH-1 confirma que estamos ante un caso de CCR esporadico y evita la necesidad de
realizar mas estudios. En contraposicion con todo esto, se encuentra lo que sucede en el

subgrupo de tumores en los que se detecta déficit de expresion de alguna proteina MMR
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mediante IHQ, lo cual puede ocurrir por una mutacion en la linea germinal de estos
genes. Esto supone un déficit total de la expresion proteica y, por tanto, de la funcion de
todo el complejo afecto, siendo en esta situaciéon en la que si son necesarios mas
estudios por lo que se remite al paciente a Consejo Genético. Lo siguiente es la
realizacion de una amplificacion de su genoma utilizando la técnica de Reaccidon en
Cadena de la Polimerasa (PCR) la cual permite identificar si el déficit de expresion del
complejo MMR se debe a la presencia de una mutacion en la linea germinal o no. En el
primer caso estaremos hablando entonces del SdL; y en el segundo de una situacion

particular de origen no claro conocida como “Lynch Like”.

Pieza tumoral CCR

!

Test IHQ (MSH-1/PMS-
2 y MSH-2/MSH-6)

v v v

[HQ Indeterminada Pérdida de expresion de Pérdida de expresion de
otras proteinas MMR MLH-1/PMS-2
l \ 4
Test IMS Anélisis de la mutacion de BRAF V600E (y/o de

la hipermetilacion del promotor de MLH-1)

VAN

MSI-L 6 MSS MSI-H Ausencia de la Presencia de la
mutacion de BRAF mutacion de BRAF
V600E (y/o de la V600E (y/o de la
hipermetilacion del hipermetilacion del

promotor de MLH-1) promotor de MLH-1)

Y \ 4 \ 4 \ 4
No continuar Remitir a Consejo Genético para estudio No continuar
estudio de mutaciones en la linea germinal MMR estudio

Figura 1: Algoritmo para la evaluacion sistematica del sindrome de Lynch en pacientes con cancer colorrectal.
CCR, cancer colorrectal; IHQ, inmunohistoquimica. Adaptado de: (9 K awakami H, Zaanan A, Sinicrope FA. Pruebas de
inestabilidad de microsatélite y su papel en el tratamiento del cancer colorrectal. Opciones de tratamiento de Curr Oncol . 2015; 16

(7): 30. doi: 10.1007 / s11864-015-0348-2.
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Material y métodos

Se realizd un estudio retrospectivo en el que se incluyen un total de 337
pacientes diagnosticados en el Hospital Universitario de Canarias de CCR entre
Septiembre 2016 - septiembre 2018. El criterio principal de inclusion fue que en todos
ellos se realizara el Protocolo de Inmunohistoquimia (IHQ) Universal de la pieza
tumoral de CCR para analizar si hay pérdida de expresion de alguno de los complejos
MMR. Por tanto, se excluyeron aquellos casos con sospecha diagnéstica e THQ
realizada (con pérdida de expresion o no) que se dieran en ese mismo periodo de tiempo
pero en otras piezas tumorales relacionadas con CCHNP (Endometrio, Estémago y
Metastasis hepaticas de CCR) o que fueran solicitados directamente por otros servicios

(Ginecologia, Digestivo y Oncologia,) y no por Protocolo Universal.

Se clasific ademas a los sujetos atendiendo a variables demograficas, referentes
a los antecedentes personales del diagndstico del CCR del paciente, a los antecedentes
familiares, a los criterios clinicos, al diagnoéstico molecular y al desenlace del paciente,

dando lugar a un total de 22 variables (7abla I):

Caracteristicas Variables
Demograficas * Sexo.

* Afo de nacimiento.

* Edad al diagndstico del CCR.
* Tipo diagnostico del CCR

(sintomas/cribado).
Antecedentes personales e Fecha diagnostico CCR.
en el paciente ¢ Localizacién CCR (colon derecho,

izquierdo o recto).
* Estadio tumoral CCR segiin TNM.
e Otras neoplasias: asociadas al

CCHNP y/o no asociadas.

* N°familiares afectos de ler y/o 2°
grado

Antecedentes familiares * Edad del caso indice mas joven de
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ler y 2° grado.
* Cancer extradigestivo asociado a

CCHNP.

Criterios Clinicos e Amsterdam II

e Bethesda revisados.

Diagnéstico Molecular * Inmunohistoquimia
* Estudio genético (si/no)

* Resultado estudio genético

Desenlace paciente ¢ Exitus (si/no).

* Supervivencia en meses.

Tabla 1: variables del estudio.

Los resultados de las variables cualitativas se expresan con frecuencias y
porcentajes. Las variables cuantitativas con medias y desviaciones estandar. Las
comparaciones de proporciones se llevaron a cabo con la prueba de Chi Cuadrado o
Exacta de Fisher, segiin procediera. Se consideraron significativos los valores de
probabilidad menores a 0,05. Se usé el paquete estadistico SPSS para los
analisis (Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY:
IBM Corp).

Resultados

La muestra del estudio (N) se compone de 337 pacientes diagnosticados y
tratados quirtrgicamente de CCR entre Septiembre de 2016 y Septiembre de 2018 en el
Complejo Hospitalario Universitario de Canarias (CHUC). La pieza tumoral de todos
ellos, tras ser debidamente conservada y procesada en el Servicio de Anatomia
Patoldgica, habia sido analizada mediante Inmunohistoquimia (IHQ) Universal para los
genes MisMatch-Repair (MMR) de acuerdo al protocolo que recomiendan las guias

clinicas actuales.

En la descripcion de la muestra, tal y como se resume en la Tabla 2, se

observaron los siguientes datos:
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La edad media de diagnostico del CCR fue de 68,12 afos, siendo la mediana de
70,00 afios, con una desviacion tipica de 11,805. La edad minima fueron 30 afios
y la maxima 93 afios. La distribucion por género resultd tal que de los 337

pacientes, eran hombres 218 (64,7%) y mujeres 119 (35,3%).

El diagnéstico en 283 de los casos (84%) tuvo lugar tras una serie de
manifestaciones sintomatologicas, y en 54 casos (16%) se llegd al mismo
mediante las recomendaciones de cribado actuales para el CCR. Asi mismo, la
frecuencia del lugar de aparicion del CCR resulté que en el colon derecho
aparecieron 114 casos (33,8%), en el colon izquierdo-sigma 141 casos (41,8%) y
en el recto 82 casos (24,3%). A su vez, el estadio tumoral al diagndstico, de
acuerdo a la clasificacion TNM, se distribuy6 de la siguiente forma: 91 casos en
el estadio I (27%), 81 casos en Ila (24%), 11 casos en IIb (3,3%), 3 casos en Ilc
(0,9%), 12 casos en Illa (3,6%), 82 casos en IlIb (24,3%), 13 casos en Illc
(3,9%), 31 casos en IVa (9,2%) y 13 casos en VD (3,9%).

Se estudi6 si se desarrollaron otras neoplasias extradigestivas de la esfera del
CCHNP en el propio paciente con CCR, apareciendo alguna de estas en 14 casos
(4,2%), los restantes 323 (95,8%) no presentaron ninguna. Asi como otras
neoplasias extradigestivas no pertenecientes a la esfera del CCHNP se
observaron en 36 casos (10,7%), no apareciendo en los 301 casos restantes

(89,3%).

En cuanto a los antecedentes familiares, se analizd si cada paciente a estudio
tenia familiares de primer y segundo grado afectados con CCR. De los 337
pacientes recogidos, 295 (87,5%) no tenian ningin familiar de primer grado
afecto, pero 42 (12,5%) si los tenian; a su vez, de este tltimo grupo 35 (10,4%)
solo tenian 1 familiar de primer grado afectado y 7 (2,1%) tenian dos. Por otro
lado, 321 (95,3%) pacientes no tenian familiares de segundo grado afectos,
siendo 16 (4,7%) los que si los tenian, de los cuales 14 (4,2%) tenian 1 Unico
familiar de segundo grado afecto y 2 (0,6%) tenian dos. Por otro lado, en lo que
respecta a la edad de los familiares de primer y segundo grado del caso indice,
se obtuvo que la media de edad fue de 61,16 afios con una desviacion tipica de

10,451 y de 66,33 con una desviacion tipica de 13,11, respectivamente. Se
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analiz6 también si alguno de los familiares habian tenido alguna neoplasia
asociada a la esfera CCHNP y se encontraron 46 (13,6%) casos que si habian

tenido, por los 291 (83,4%) que no.

De los pacientes incluidos en el estudio, habian fallecido 40 (11,9%) y
sobrevivido 297 (88,1%).

Se estudi6 también en cada uno de los pacientes que conforman la muestra del
estudio si cumplian o no los criterios clinicos clasicos empleados en el abordaje
de los casos en los que se sospeche CCHNP. Asi pues, en cuanto a los criterios
de Amsterdam fueron 335 (99,4%) los pacientes que no cumplian dichos
criterios siendo unicamente 2 (0,6%) los que si los cumplieron. Los criterios de
Bethesda los cumplian 91 pacientes (27%) al contrario que los 246 (73%)

restantes que no los cumplieron.

‘ Variables Resultado
Demograficas:
* Sexo: n(%)
o Varodn: 218 (64,7%)
o Muyjer: 119 (35,3%)

Antecedentes personales en el paciente:

¢ Edad al diagnéstico del CCR: (media

+ DE). 68,12 afios = 11,805
* Tipo diagndstico del CCR: n(%)
o Sintomas 283 (84%)
o Cribado 54 (16%)
* Localizacion CCR: n(%)
o Colon derecho 114 (33,8%)
o Colon Izquierdo 141 (41,8%)
o Recto 82 (24,3%)

¢ Estadio tumoral CCR (TNM): n(%)
o 1 91 (27%)
o Ila 81 (24%)
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o IIb

o llc

o Illa

o b

o lllc

o IVa

o IVb
Neoplasias asociadas al CCHNP:
n(%)

o Si

o No
Neoplasias no asociadas al CCHNP:
n(%)

o Si

o No

11 (3,3%)

3 (0,9%)
12 (3,6%)
82 (24,3%)
13 (3,9%)
31 (9,2%)
13 (3,9%)

14 (4,2%)
323 (95,8%)

36 (10,7%)
301 (89,3%)

Antecedentes familiares:

Familiares afectos de 1° grado: n(%)
o 0 familiares
o 1 familiar
o 2 familiares

Familiares afectos de 2° grado: n(%)
o 0 familiares
o 1 familiar

o 2 familiares

Edad del caso indice mas joven de 1°
grado: (media + DE).
Edad del caso indice mas joven de 2°
grado: (media + DE).
Cancer extradigestivo asociado a
CCHNP: n(%).

o Si

o No

295 (87,5%)
35 (10,4%)
7 (2,1 %)

321 (95,3%)

14 (4,2%)

2 (0,6%)

61,16+10,451

66,33+13,11

46 (13,6%)
291 (83,4%)
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Desenlace paciente:

¢ Exitus: n(%).

o Si 40 (11,9%)
o No 297 (88,1)
Criterios clinicos:
* Amsterdam II: n(%).
o Si 2 (0,6%)
o No

335 (99,4%)
* Bethesta revisados: n(%).

o Si 91 (27%)
o No 246 (73%)

Tabla 2: Descripcion de la muestra.

Evaluar el resultado de la inmunohistoquimia (IHQ) de la pieza tumoral y del
posterior Estudio Genético fue también objeto del andlisis, tal y como se resume en la
Figura 2. Se obtuvo que de los 337 pacientes intervenidos de CCR incluidos en la
muestra, 298 tenian el resultado de la IHQ en el momento del anélisis, siendo este grupo
los incluidos en el mismo (100%) y, por tanto, siendo 39 pacientes las pérdidas del
estudio. De los 298 pacientes con IHQ realizada, en 281 (94,3%) resultd ser normal, es
decir, no se encontré déficit de expresion de ninguno de los complejos MMR; no
obstante, en 17 de ellos (5,7%) si se obtuvo déficit de expresion. Desglosando este
ultimo subgrupo en funcidn del complejo deficitario, se obtuvo que: en 3 pacientes (1%)
se encontrd déficit del complejo MSH-2/MSH-6, y en 14 pacientes (4,7%) déficit del
complejo MLH-1/PMS-2. Tal y como aconsejan las guias actuales, en las situaciones en
las que la THQ detecte déficit de expresion de MLH-1 hay que hacer una determinacion
de la mutacién maés frecuente del gen BRAF (V600E) de manera que, si este aparece
mutado, no es necesario enviar al paciente a la Unidad de Consejo Genético si bien no
se considera esta situacion una inestabilidad de microsatélites. En este sentido, en el
estudio se obtuvo que, de los 14 pacientes con déficit de expresion del complejo MLH-
I/PMS-2, en 5 de ellos (1,7%) se encontré la mutacion V600OE del gen BRAF,
quedando estos, por tanto, excluidos de la realizacion del estudio genético; y en los 9

restantes (3%) no se encontr6 dicha mutacion.
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Por tanto, de la muestra inicial de 298 pacientes, en 286 (96%) no hubo
inestabilidad de microsatélites en la IHQ (incluidos en este grupo los que presentaron la
mutacion en BRAF) y fueron 12 pacientes (4%) los que si tuvieron déficit de expresion
de algin complejo MMR. Este Gltimo grupo de pacientes es el que, en consonancia con
el protocolo de manejo actual, se derivd a la Unidad de Consejo Genético para
determinar si existia mutacion de la linea germinal de algun gen reparador de ADN o
no. Se obtuvo que, de los 12 pacientes, 7 (3,9%) se habian realizado el estudio genético
en el momento del andlisis y, por tanto, 5 de ellos, atn sin el resultado, fueron excluidos
del mismo (1,5%). Considerando a los 7 pacientes que tenian el resultado del estudio
como el 100% se encontrd que este fue positivo, es decir, se encontrd alguna mutacion
en 4 de ellos (57,1%) y, por tanto, se confirmo6 el diagnostico de Sindrome de Lynch; y
negativo en 3 (42,9%), siendo este subgrupo enmarcado dentro del Sindrome Lynch
Like. Las mutaciones identificadas en los 4 pacientes fueron en el gen MSH-2 en 3 de

ellos (42,9%) y en MLH-1 en 1 de ellos (14,3%).

337 pacientes
intervenidos de CCR

h 4

298 pacientes con 3 39 pacientes
resultado en el test ITHQ perdidos

281 pacientes con
test IHQ normal

17 pacientes con déficit
de expresion en test IHQ

a -

3 pacientes con pérdida de 14 pacientes con pérdida de
expresiéon de MSH-2/MLH-6 expresiéon de MLH-1/PMS-2

‘ y
No;c;z:izinouar Analisis de la mutacién
de BRAF V600E

R A 4

9 pacientes sin 5 pacientes con
v mutacién de mutacion de
R . BRAF V600E BRAF V600E
12 pacientes remitidos a
Consejo Genético *
No continuar
3 pacientes estudio
con estudio
+ ‘L genético negativo
(LYNCH-LIKE)
5 pacientes 7 pacientes
perdidos por no con 4 pacientes 3 pacientes
tener aun resultado con estudio MSH2 mutado
resultado del del estudio genético positivo
estudio. genético (Sindrome de T
LYNCH) MLH1 mutado

Figura 2: Resumen del procedimiento de evaluacion de los resultados de la muestra. CCR, cancer colorrectal; IHQ,

inmunohistoquimica.
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Finalmente, el andlisis concluyd comparando los resultados obtenidos en la
Inmunohistoquimia y en el Estudio genético con los pacientes que cumplian criterios
clinicos de Bethesda Revisados y de Amsterdam II, respectivamente. De tal forma que
se encontrd que de los 12 pacientes que tenian déficit de expresion de alguno de los
complejos MMR en la THQ, 7 de ellos cumplian criterios de Bethesda (58,3%) y 4 no
los cumplian (41,7%). Por otro lado, de los pacientes que tuvieron un resultado positivo
en el Estudio Genético, es decir, 4 casos, ninguno de ellos (100%) cumplian criterios de

Amsterdam II.

Discusion

Este estudio presenta los resultados de una muestra de 337 pacientes
diagnosticados y tratados quirGrgicamente de CCR entre Septiembre de 2016 y
Septiembre de 2018 en el Complejo Hospitalario Universitario de Canarias (CHUC). La
pieza quirargica de todos ellos fue analizada siguiendo el Protocolo de
Inmunohistoquimia (IHQ) Universal de los genes MMR de acuerdo a las

. . . , 4,5,6,10
recomendaciones actuales de las Sociedades Cientificas ™.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestra muestra, se observa como el
CCR se muestra mayoritariamente en un rango de edad superior a los 50 afos,
concretamente, la mediana de edad al diagndstico fueron los 70 afios, de tal forma que
se sostiene que la edad avanzada es el factor de riesgo mas importante implicado’.
Ademas, de acuerdo con datos publicados en la literatura (ref: Cubiella et al,
Gastroenterol Hepatol 2018; 41(9):585-596), se observd mayor prevalencia en hombres
(64,7%) que en mujeres (35,3%).

Es importante destacar que, a pesar de los avances en la deteccion precoz de esta
neoplasia, s6lo un 16% de los CCR en ese periodo fueron diagnosticados por indicacion
de cribado, mientras que la gran mayoria (84%) tuvo su diagnostico debido a las
manifestaciones clinicas del CCR. A pesar de este hecho, se observd que en mas de la
mitad de los casos de la muestra al diagnostico presentaron un estadio precoz (I: 27%,
ITa: 24%), lo cual hace pensar en la pronta manifestacion sintomatoldgica del CCR,
hecho que beneficia en gran medida al prondstico individual. Ademas, resulté que la

localizacion mas frecuente del tumor fue el colon izquierdo-sigma, representado un
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41,8% de los casos del total de casos pero, si atendemos a la proporcién de pacientes
con diagnostico confirmado de Sindrome de Lynch (SdL) de la muestra se obtuvo que
el 50% (2 pacientes) el CCR se localiz6 en el recto y que, en las mutaciones detectadas,
fue mas frecuente la mutacion en el gen MSH2 (3 pacientes) que en MLH1 (1 paciente).
Estos ultimos resultados, no coinciden con los datos actuales que sugieren que en el
SdL el CCR se ubica con mayor frecuencia en el colon derecho y que la mutacion en el
gen MLHI es més prevalente que en el gen MSH2''. Sin embargo, dada la pequefia
proporcion de pacientes con tal diagnoéstico en la muestra no es posible extraer

conclusiones.

En el estudio de Moreira L et al (ref: JAMA 2012;308(15):1555-65)°, exponen
los criterios clinicos (Amsterdam II y Bethesda Revisados) por los que tradicionalmente
se establecia una sospecha de CCR hereditario y a partir de la cual se decidia si se
estudiaba la pieza tumoral o no. En dicho estudio, a partir de una amplia muestra
poblacional, se afirma que dichos criterios carecen de la sensibilidad y especificidad
necesarios para garantizar que, de todos los casos que abarca esta neoplasia tan
prevalente, se seleccionen con seguridad los pacientes calificados de alto riesgo de
CCR hereditario. En este sentido, al comparar esto con los resultados del Protocolo de
IHQ Universal de los genes MMR encontraron diferencias significativas en cuanto al
rendimiento diagnéstico del SAL claramente a favor de dicho protocolo’. Nuestro
estudio se propuso analizar si las conclusiones obtenidas en los estudios

3,8,10,11
precedentes™

, como el de Moreira L et al, eran aplicables a una muestra de
pacientes intervenidos de CCR en el CHUC durante el periodo de tiempo coincidente
con la implantacion del Protocolo de THQ Universal de los genes MMR en dicho
complejo hospitalario (Septiembre de 2016-Septiembre de 2018). El objetivo fue
evaluar la rentabilidad diagnostica de dicho protocolo frente a los criterios clinicos
tradicionales y analizar los datos de los CCR diagnosticados e intervenidos en area de

referencia del CHUC.

En relacion a lo anterior, nuestro estudio obtuvo que, de los 298 pacientes de los
que se tenia el resultado del test de IHQ Universal en el momento del andlisis, eran 286
(96%) en los que no se detectd inestabilidad de microsatélites (IMS) en la IHQ pero
hubo 12 pacientes (4%) en los que si se detectd, lo cual permitid derivarlos a la

realizacion del Estudio Genético. Destacd que, de estos 12 pacientes fueron 7 de ellos
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los que si cumplian criterios de Bethesda (58,3%), pero sin embargo, 4 pacientes no los
cumplian (41,7%). De esto se puede deducir que, si no se hubiera implantado el
Protocolo Universal y la seleccion de pacientes de alto riesgo de CCR hereditario (que
debieran someterse al test de IHQ como paso previo al Estudio Genético) hubiese
estado determinada por los criterios clinicos de Bethesda Revisados, un porcentaje de
pacientes se hubieran perdido, no habiendo podido conocerse si padecian o no SdL.
Esto supone una situacion de riesgo pues tiene importantes implicaciones en el
seguimiento del paciente y en el cribado de sus familiares. Algo similar pero de forma
mas llamativa se obtuvo al comparar los criterios de Amsterdam II con el resultado del
Estudio Genético, si bien de los 4 casos que resultaron positivos en dicho estudio, es
decir, en los que se encontrd una mutacion en la linea germinal de los genes MMR 'y por
tanto se diagnosticaron de SdL, ninguno de ellos, o lo que es lo mismo, el 100% no
cumplian criterios de Amsterdam II. Por tanto, puede afirmarse que en nuestra muestra
estos ultimos criterios no hubieran sido utiles para seleccionar con la adecuada
sensibilidad y especificidad a los pacientes que debieran realizarse el Estudio Genético.
Por otro lado, incidiendo en los pacientes con Estudio Genético realizado, se detectase
mutacion o no, es decir, 7 pacientes, es de destacar que, si se hubiesen aplicado los
criterios de Bethesda para seleccionarlos, también hubieran habido pérdidas, y es que, a
pesar de que de estos 7 casos 5 de ellos si los cumplian (los 4 pacientes con diagnodstico
de SdL y 1 paciente con Sindrome de Lynch-Like), hubo 2 pacientes que no. Estos
ultimos resultaron no tener mutacion en la linea germinal y por tanto, se diagnosticaron
de Sindrome de Lynch-Like en los que, de no haberse realizado el Protocolo Universal,
no se hubiesen podido diagnosticar con la implicacion que ello supone, si bien aunque
ain no se ha podido clarificar el origen de este sindrome, si se conoce que estos
pacientes tienen un riesgo elevado de padecer CCR 'y, por tanto, requieren un

.. , 3
seguimiento especifico.

Las principales limitaciones del estudio estan en relacion al tamafo muestral,
esto es, la pequena proporcion de pacientes con diagnostico de SAL. Sin embargo, cabe
destacar que, hasta nuestro conocimiento, es el primer estudio realizado en nuestra
Comunidad Auténoma dirigido a evaluar la utilidad de la estrategia universal de THQ
para el diagndstico de identificacion de pacientes con alto riesgo de CCR: Sindrome de
Lynch y Sindrome de Lynch-Like. Ademas, los resultados obtenidos van en la linea de

: 3,8,10,11
lo propuesto por los estudios precedentes™ ™.
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Por todo esto, y de acuerdo con la evidencia actual, estos resultados apoyan la
utilidad y la realizacion de la IHQ en todos los CCR diagnosticados en nuestro medio.
De tal forma que podemos concluir afirmando que los criterios clinicos de Amsterdam
IT no son tutiles para la seleccion de pacientes de alto riesgo de presentar CCR
hereditario, asi como los criterios de Bethesda Revisados que, a pesar de que si logran
seleccionar a un mayor nimero de pacientes de riesgo (de hecho los 4 pacientes de
nuestro estudio diagnosticados de SAL cumplian dichos criterios) lo cierto es que no
consiguen la sensibilidad y especificidad necesarias como para ser la técnica de eleccion
en el abordaje diagnoéstico inicial de pacientes con sospecha alteracion en la linea
germinal de los MMR (2 pacientes con Sindrome Lynch-Like no los cumplian). Por
otro lado, hemos podido corroborar que el Protocolo de IHQ Universal de los genes
MMR si logroé seleccionar tanto a los 4 pacientes que finalmente se diagnosticaron de
SdL como a los 3 pacientes con diagnostico final de Sindrome Lynch-Like, mostrando
en definitiva su superior rentabilidad diagnostica frente a los criterios clinicos y
justificando, por tanto, su acertada incorporacién al protocolo diagndstico habitual

empleado en este tipo de pacientes en el CHUC.

No obstante, dado el caracter novedoso a nivel regional de nuestro estudio y las
limitaciones antes mencionadas, es fundamental continuar con la investigacion
evaluando dicho protocolo de cara a poder reafirmar las conclusiones obtenidas hasta
ahora y/o determinar otras nuevas mediante su evaluacion continua en los centros
hospitalarios en los que esté presente. Para aumentar el tamano muestral, seria muy
interesante el incorporar los CCR diagnosticados en el resto de grandes hospitales de la
Comunidad Canaria que disponen de esta técnica para conocer la influencia de la
incorporacion de la estrategia de IHQ universal en nuestro medio. Ademas, y aunque no
ha sido el objetivo de este trabajo, en los Ultimos afos se ha demostrado la utilidad de
esta técnica para tomar decisiones terapéuticas en cuanto a la quimioterapia a plantear
en los pacientes con tumores con pérdida de expresion de los genes reparadores de
ADN vy las implicaciones pronosticas'*'?, lo cual apoya atn més la implantacion de la

estrategia.
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Conclusiones

Se encontraron caracteristicas epidemiologicas y clinicas referidas al CCR de los

pacientes del estudio en relacion con las expuestas en los estudios actuales.

Los criterios clinicos de Amsterdam II se muestran insuficientes para

seleccionar a los pacientes de alto riesgo de CCR hereditario.

Los criterios clinicos de Bethesda Revisados lograron un mayor rendimiento a la
hora de seleccionar pacientes de riesgo de CCR hereditario, en concreto al
seleccionar pacientes en los que posteriormente se establecio el diagnostico de
SdL; pero no mostraron igual fiabilidad en la aproximacién al Sindrome de

Lynch-Like, una condicion con gran implicacion en el prondstico del paciente.

El Protocolo de Inmunohistoquimia Universal se mostré como la técnica de
mayor rentabilidad diagnodstica para seleccionar a los pacientes de riesgo de
CCR hereditario. Permiti6 detectar el 100% de los casos con CCR cuyo déficit
de expresion de algun complejo MisMatch Repair (MMR) en la THQ resulto ser
por una alteracion en la linea germinal, tanto los casos de Sindrome de Lynch

como los de Sindrome de Lynch-Like.

¢Qué he aprendido?

No se concibe la ciencia sin investigacion, de igual manera que no se entiende la

medicina sin la figura del médico. Entonces, la medicina como ciencia, ;, va unida con

la investigacion ?, la respuesta es un rotundo si, aunque la unién médico-investigacion

es mas laxa. Pero lo cierto es que si no se investiga, no se descubre, y si no se descubre

no se avanza. En los tltimos siglos hemos pasado de conocimientos y técnicas que hoy

vemos como rudimentarias, a nuevas formas de proceder antes inimaginables. Hay un

factor comun en toda esta evolucion y no es otra que la propia investigacion. Por tanto,

el objetivo debe ser reforzar esa union entre el médico y la investigacion, para ello, el

Trabajo de Fin de Grado, en el ambito del Grado en Medicina, supone una toma de

contacto importante de cara a tal fin. No es una labor sencilla, de hecho requiere mucha
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dedicacion medida en horas de trabajo, pero sin embargo, si ofrece mucha satisfaccion
personal cuando al terminar se obtienen unos resultados y unas conclusiones que logran
enriquecer los conocimientos, sobre todo, de uno mismo y, ademads, los de toda la

comunidad cientifica.

Bibliografia

1. Win AK, Jenkins MA, Dowty JG, et al. Prevalence and penetrance of major
genes and polygenes for colorectal cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev

2017;26: 404-12

2. Koessler T, Oestergaard MZ, Song H, et al. Common variants in mismatch

repair genes and risk of colorectal cancer.Gut 2008; 57:1097

3. Moreira L, Balaguer F, Lindor N et al; EPICOLON Consortium. Identification
of Lynch syndrome among patients with colorectal cancer. JAMA. 2012 Oct
17;308(15):1555-65

4. NCCN clinical practice guidelines in oncology: genetic/familial high-risk
assesment: colorectal version 1.2015. Fort Washington, PA.: National

Comprehensive Cancer Network, 2016.

5. Chen E, Xu X, Liu T. Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer and Cancer
Syndromes: Recent Basic and Clinical Discoveries. J Oncol. 2018 Apr 23;2018

6. Cubiella J, Marzo-Castillejo M, Mascort-Roca JJ, et al. Clinical practice
guideline. Diagnosis and prevention of colorectal cancer. 2018 Update.

Gastroenterol Hepatol. 2018 Nov;41(9):585-59

7. Lindor NM, Greene MH. The concide handbook of family cancer syndromes.
Mayo Familial Cancer Program. J Natl Cancer Inst 1998; 90: 1039.

24



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Rubenstein HL, Enns R, Heidelbaugh J et al. American Gastroenterological
Association Institute Guideline on the Diagnosis and Management of Lynch

Syndrome. Gastroenterology 2015;149:777-78.

Issa IA, Noureddine M. Examen de deteccion de cancer colorrectal: una revision
actualizada de las opciones disponibles. Mundo J Gastroenterol .2017; 23 (28):
5086—5096. doi: 10.3748 / wjg.v23.i28.5086.

Kawakami H, Zaanan A, Sinicrope FA. Pruebas de inestabilidad de microsatélite
y su papel en el tratamiento del cancer colorrectal. Opciones de tratamiento de

Curr Oncol . 2015; 16 (7): 30. doi: 10.1007 / s11864-015-0348-2.

Balaguer F. Et al. Cancer colorrectal familiar y hereditario. Gastroenterol

Hepatol. 2014;37(Supl 3):77-84.

Caren G. Solomon, M.D., Frank A. Sinicrope, M.D. Lynch Syndrome—
Associated Colorectal Cancer. N Engl J Med 2018;379:764-73. DOLI:
10.1056/NEJMcp1714533.

Lodewijk A.A. Brosens, MD, PhDI1,2, G. Johan A. Offerhaus, MD, PhD,
MPH3, and Francis M Giardiello, MD4. Hereditary Colorectal Cancer: Genetics
and Screening. Surg Clin North Am. 2015 October; 95(5): 1067-1080.
d0i:10.1016/j.suc.2015.05.004.

Pedro Pérez Segural, Carlos Fernandez-Martos, Consulta Consejo Genético. S°
Oncologia Médica. Hospital Clinico San Carlos. Madrid. S° Oncologia Médica
Valencia. Guia de manejo de Céancer de Colon Hereditario No Polipdsico

(CCHNP). Adaptado de Gastroenterology 2001; 121: 195-97.

Ruby Guptaa, Surajit Sinhab, Rabindra N. Paulc. The Impact of Microsatellite
Stability Status in Colorectal Cancer. Curr Probl Cancer 000 (2018) 1-12.

25



