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A.- CCR HEREDITARIO Y GENETICA



La etiopatogenia del cancer colorrectal ha suscitado siempre
gran interés, primero por el papel atribuido a la dieta en su
desarrollo buscando factores externos que predispusieran, como la
grasa, 0 protegieran, como la fibra dietética, a la aparicion de los
tumores. Factores sobre los que se pudiera actuar, y que han
arrojado datos contradictorios tanto en estudios epidemioldgicos
como experimentales y, en los ultimos tiempos, factores genéticos,
debido al desarrollo de nuevas técnicas como la epidemiologia
genética, con el fin de identificar individuos de alto riesgo para la
aparicion de los tumores que requieran estrecha vigilancia

epidemioldgica.

|.- CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO

La incidencia anual del cancer colorrectal en Estados Unidos
es aproximadamente unos 148.300 individuos, 72.600 hombres y
75.700 mujeres, ocasionando 56.600 muertes®. El riesgo medio de
la poblacion general de desarrollar a lo largo de su vida un CCR es
de un 5-6%, mientras que individuos con historia familiar, es decir,
personas que tienen dos o mas parientes de primer o segundo
grado con CCR, tienen un riesgo de hasta un 20% de presentar la
enfermedad, lo que supone entre el 5y el 10% del computo global
de todos los pacientes diagnosticados®*%.

El conocimiento sobre el cancer hereditario aumentd a partir
de la década de los 80 debido, fundamentalmente, a los avances en
la genética molecular y al descubrimiento de una variedad
importante de mutaciones en la linea germinal que predisponen al

cancer, y que constituyen la etiologia de los sindromes de cancer



hereditario. Es probable que el progreso en la genética del cancer
favorezca una mayor atencién sobre la historia familiar en las
consultas médicas, a fin de identificar individuos con alto riesgo de
presentar canceres de cualquier localizacion™®.

Aunque los sindromes hereditarios de cancer colorrectal que
se transmiten de wuna forma autosdmica dominante son
responsables de una pequeiia proporcion de tumores, su
importancia clinica y biologica es considerable debido a que, dichos
tumores, frecuentemente se presentan a una edad mas tempranay,
por tanto, contribuyen de una forma mas importante a la cantidad de
afios perdidos de vida. Ademas, el despistaje, el diagndstico precoz
y la cirugia han demostrado ser eficaces en la reduccién de la
mortalidad en los dos sindromes hereditarios de cancer colorrectal
conocidos, la poliposis familiar adenomatosa (FAP), y el cancer

colorrectal hereditario no polipésico (HNPCC).

a) Patrones de presentacion

El cancer colorrectal normalmente se presenta en uno de
estos tres patrones: esporadico, hereditario o familiar®. (Fig. 1)

e La enfermedad esporadica supone aproximadamente el
70% de los canceres colorrectales en la poblacién. Es comun
en personas mayores de 50 afios de edad y entre sus factores
etiopatogénicos destacan los factores medioambientales,
dietéticos y el normal envejecimiento de la poblacion

o Menos de un 10% de los pacientes tienen una
predisposicion hereditaria al cancer colorrectal. Los
sindromes hereditarios se subdividen en polipésicos, en los
cuales los pdlipos son un dato clinico fundamental de la

enfermedad, y los no poliposicos, donde o no hay polipos o



éstos son apenas indistinguibles de la mucosa, los
denominados adenomas planos. Entre los primeros se
encuentran la poliposis familiar adenomatosa y los sindromes
polipoideos hamartomatosos; en los segundos destaca el
Sindrome de Lynch con sus variantes 1 y II.

e Latercera forma de presentacion, y la menos entendida, se
conoce como cancer colorrectal familiar. En ella, las familias
presentan el cancer de dicha localizacion con demasiada
frecuencia para considerarse esporadico, pero no tiene un
patron hereditario consistente. Mas de un 25% de todos los

casos pueden ser asignados a dicho patrén.

b) Aproximacion clinica

En la opinién de Giardiello®!, el paso méas importante que
lleva al diagnostico de un sindrome de cancer hereditario es una
exhaustiva historia familiar mediante la confeccion de arboles
genealodgicos, que debe estar enfocada a identificar tumores en
todos los sitios y de todos los tipos, la edad del familiar afecto
cuando se diagnosticé el cancer, la presencia de céanceres
multiples, cualquier asociacién con caracteristicas fenotipicas,
tales como adenomas colonicos, y la documentacion de los
hallazgos patologicos siempre que sea posible. Esta
informacion, con frecuencia, sera fundamental para identificar un
posible sindrome de cancer colorrectal hereditario.
Posteriormente, los tests moleculares genéticos aportaran la
verificacion a este diagnostico cuando identifiquen una mutacion
relacionada con el sindrome en la linea germinal®. Una vez se
ha establecido el diagndstico, el sujeto y sus familiares deben

ser informados y sometidos, si asi lo desean, al test genético



que les permita conocer si son portadores de dicha mutacion
para instituir medidas de vigilancia estrecha y reducir la

morbimortalidad®’.

Aspectos diaghosticos

Grosso modo, existen dos clases de canceres hereditarios
colorrectales basados en la localizacion predominante del tumor,
denominados distal y proximal. Los sindromes de cancer de
colon hereditarios mas frecuentes son la Poliposis Familiar
Adenomatosa (PAF) y el Cancer Colorrectal Hereditario no
Polipésico (HNPCC) o Sindrome de Lynch. La PAF y la
mayoria de los casos de CCR esporadicos pueden ser
considerados como paradigma de los tumores colorrectales
distales, mientras que los canceres colorrectales hereditarios no
polipésicos estan mas presentes en la segunda clase de
tumores o proximales'®1%,

Los sindromes con caracteristicas fenotipicas, tales como
los multiples pdlipos de la poliposis familiar adenomatosa, son
mas faciles de diagnosticar que aquellos que no las poseen; sin
embargo, el fenotipo atenuado de esta enfermedad,
caracterizado por pocos adenomas colonicos y con una edad de
presentacion mas tardia para el CCR que la forma clasica (55 vs
39 afios) tiene un diagndstico mas dificultoso, a pesar de un alto
indice de sospecha por la historia familiar*®.

En el caso del HNPCC podemos considerar cinco
caracteristicas que nos ayudan a identificar a las familias
afectadas'®:

v' Edad de aparicion del CCR mas temprana que en la

poblacion general (45 vs 63 afos).



v' Un patrén particular de canceres primarios dentro de la
familia, tales como canceres coldnicos y de endometrio.

v La supervivencia, que difiere de la norma para el cancer
especifico™®.

v Caracteristicas patolégicas distintivas.

v/ La quinta caracteristica y sine qua non es la
identificacion de la mutacion en la linea germinal en los

miembros afectos de la familia.

Il.- ASPECTOS GENETICOS DEL CANCER COLORRECTAL

Desde el punto de vista genético, se acepta desde hace afios
que el cancer colorrectal tiene un claro componente familiar®®; en
este sentido, estudios poblacionales han demostrado que el riesgo
de padecer esta enfermedad es, aproximadamente, dos veces
mayor entre los familiares de primer grado de un paciente ya afecto
de CCR *%,

Antes de 1990 el papel que los factores hereditarios tenian en
la etiologia del cancer adulto era poco entendido y despertaba
escaso interés entre los meédicos, con la Unica excepcion de la
poliposis familiar adenomatosa. Desde hace dos décadas, este
interés se ha incrementado de una forma notoria. Como ejemplo,
decir que en las West Midlands, las referencias a canceres
familiares en 1991 constituian menos de 1% de todas las
referencias genéticas clinicas, mientras que, 10 afios mas tarde,
éstas eran de mas del 30%*.

Entender los factores genéticos que condicionan Ia

predisposicion para el desarrollo de un CCR vy, en general, de



cualquier tipo de neoplasia hereditaria, implica el conocimiento de
las diferentes fases de la replicacion celular y de sus mecanismos

de control.

a) Replicacién del ADN

La replicacion del ADN, segun describe Chung®, tiene
lugar durante la preparacion para la mitosis o division celular vy,
consecuentemente, cada célula hija llevara una réplica exacta
del genoma de la célula progenitora. Muchas proteinas
nucleares trabajan en asociacion para ejecutar este proceso en
tres fases: iniciacion, elongacion y terminacion.

La replicacion siempre se origina en determinados puntos
especificos de un cromosoma, justo en el momento en que la
célula entra en la fase S o de sintesis del ADN del ciclo celular’.
La enzima helicasa separa la doble hebra del ADN en esos
puntos de inicio y su apertura da lugar a una estructura abierta,
sirviendo cada una de estas cadenas como molde para la
sintesis de una nueva hebra complementaria. De esta forma,
cada cromosoma hijo contiene una hebra paterna y otra de
nueva formacion, por lo que el proceso de replicacion es
semiconservador.

Tras la separacion del ADN, la enzima ADN-polimerasa
comienza el proceso de sintesis para lo que precisa de un primer
o cebador, es decir, una cadena corta de ARN localizada en el
inicio de la replicacion. A partir de aqui, se crean dos fuerzas de
replicacion bidireccionales que se alejan del punto de origen®. El
complejo que contiene la ADN-polimerasa lleva a cabo el

proceso de elongacién mientras afiade un nuevo nucleétido



complementario al cebador. En la figura 2 se puede ver una

representacion de este proceso.

El conocimiento molecular ha permitido llegar al

establecimiento de los distintos modos en que la replicacion

puede alterarse, dando origen a una mutacion. Atendiendo al

cambio molecular ocurrido en el ADN se distinguen®®:

1.

Sustitucion de bases: Cambio de wunas parejas
nucleotidicas por otras, pudiendo hablarse de una
transicion, si se origina la sustituciéon de una base purica
por la otra o una pirimidinica por otra de la misma clase,
o de una transversion si el reemplazo consiste en el
cambio de una base purica por pirimidinica o viceversa.
Inserciones de bases: Modificacion de la secuencia de
un gen por introduccion de una o mas bases en algun
lugar de la molécula.

Delecciones de bases: Modificacion de la secuencia de
un gen por pérdida de una o mas bases en algun lugar
de la molécula.

Transposicion de bases: Modificacion de la secuencia
de un gen por cambio en la posicion de una o mas
bases en algun lugar de la molécula.

Inversiones de bases: Modificacion de la secuencia de
un gen por giro de 180° de un grupo de bases dentro de

la molécula.

Estos cambios moleculares pueden obedecer a causas

muy diferentes, desde fallos del propio proceso replicativo, hasta

la accion de una amplia variedad de mutdgenos de muy diversa

indole.



El mantenimiento de la integridad del ADN es esencial
para el normal funcionamiento celular y los errores en su
replicacion pueden ser observados ya durante la fase de
elongacion. El error mas comdn es un mal apareamiento de los
nucledtidos. Una adenina siempre se aparea con una timidina y
una citosina con una guanina; sin embargo la ADN-polimerasa
puede, por ejemplo, aparear una adenina con una guanina y
este error repetirse cada 10° o 10* pares de bases™.

El segundo tipo de error mas frecuente también ocurre
durante la replicacion del ADN. Consiste en una pérdida
momentanea del ritmo de la replicacion. Es el slippage o error de
acoplamiento que afecta al complejo de la ADN- polimerasa y
gue se presenta durante la replicacion de las secuencias del
ADN de los microsatélites, o repeticiones cortas de dinucledtidos
0 mononucleétidos.

El complejo de la ADN-polimerasa constituye, por si
mismo, la primera linea de defensa frente a los errores de la
replicacién. A través de mecanismos escasamente definidos, la
ADN-polimerasa puede, Iinmediatamente, reconocer un
apareamiento incorrecto de los pares de bases. Una subunidad
enzimatica intrinseca escinde la secuencia incorrecta de la
nueva hebra formada y la reemplaza por las bases correctas™".

Para aquellos errores que no son inmediatamente
corregidos por la ADN-polimerasa, el sistema de reparacion de
los errores de la replicacion del ADN aporta un segundo sistema
de correccion. Este sistema no so6lo corrige errores de
apareamiento de pares de bases sino también bucles erroneos
de ADN, consecuencia de errores de replicacion de tractos de

microsatélites®°.



Cuando los mecanismos de reparacion de los errores
postreplicativos se encuentran intactos, los errores tanto de
apareamiento como de slippage se corrigen rapidamente y la
secuencia final del ADN es correcta con estabilidad de los
microsatélites. Sin embargo, cuando dichos mecanismos fallan,
los errores no se corrigen y aparece, bien las mutaciones, bien
la denominada inestabilidad de los microsatélites (MSI)*°, como

se observa en la figura 3.

b) Bases genéticas

Todas las células de un organismo tienen un ADN que es
virtualmente idéntico al ADN encontrado en el cigoto. Una
mutacion que se presente previamente o durante este punto del
desarrollo se denomina mutacion de la linea germinal. Una
mutacidén en el évulo o en el espermatozoide se transmite de
padres a hijos como un defecto hereditario y es el responsable
de un cancer de igual naturaleza. Cuando una mutacion se
presenta espontaneamente (mutacién de novo) en el esperma,
ovario 0 cigoto, los progenitores de la persona afectada no
manifestaran dicha alteracion, sin embargo, si se transmitira a
las generaciones sucesivas iniciando desde ese momento un
defecto hereditario®.

Con mas frecuencia, la mutacion espontanea se presenta
en la célula durante su etapa de crecimiento y desarrollo, dando
lugar a una proliferacion monoclonal de dicha célula que
contiene el material genético mutado, sin que este cambio
pueda transmitirse a las generaciones posteriores. El cancer

colorrectal esporadico surge como resultado de wuna



acumulacion de mdultiples mutaciones somaticas sobre el
material genético célular®®.

Los genes gue con mas frecuencia mutan en el cancer
humano pertenecen a una de las tres clases siguientes:
oncogenes, genes supresores tumorales y genes de reparacion
de los errores postreplicativos®***,

e LOos oncogenes son genes que en condiciones
normales estimulan la proliferacion celular. Cuando estos
genes mutan dan lugar a una proliferaciéon descontrolada
y, en ultimo lugar, a un cancer®.

e Los genes supresores tumorales son genes normales
cuya funcidén desaparece cuando ambas copias o alelos
del gen estan inactivadas. Cuando un gen supresor
tumoral se hereda como una mutacion en la linea
germinal, tan solo se requiere la mutacion del alelo normal
para la pérdida total de funcién del gen. Esta hipétesis de
los dos eventos mutagenos, conocida como hipétesis de
Knudson (Figura 4) explica el porqué la enfermedad
hereditaria se manifiesta, por lo general, a una edad mas
temprana que la enfermedad esporadica, asi como el
concepto de genes supresores que producen cancer de un
modo recesivo a nivel celular®.

e Los genes de reparaciéon de los errores postreplicativos
constituyen el sistema de reparacion de los errores del
apareamiento incorrecto del ADN conocido como
missmatch repair (MMR) y esta constituido por un
conjunto de genes que monitorizan el ADN recién formado
y corrigen los errores originados durante la replicacion®.

Los defectos en este sistema estan asociados al llamado



fenotipo mutador. Las células con mutaciones del sistema
MMR en ambos alelos acumulan errores del ADN a lo
largo del genoma, afectando entre otros a los genes
reguladores del crecimiento, tales como el TGF-RpII*®.
Estos genes de reparacion de los errores postreplicativos
son los que se encuentran mutados en el Sindrome de

Lynch.

Recientemente, se han reconocido cambios genéticos
sutiles que no afectan a la estructura proteica como posible
causa del cancer colonico familiar. Estos pequefios cambios,
llamados polimorfismos, son ligeras variaciones en las
secuencias de bases de los nucleétidos en los genes®. Son mas
comunes en poblaciones que las mutaciones genéticas del
cancer hereditario, pero no siempre dan lugar a su expresion

clinica.

c) Mutaciones especificas

Los genes humanos conocidos cuya mutacion puede llevar
al desarrollo de un tumor colorrectal son los siguientes:

1. Oncogenes

El oncogén ras, situado en el cromosoma 12, codifica

una proteina que actia como mecanismo de un solo sentido

en la transmision de sefiales extracelulares de crecimiento y

regula la transduccion de sefiales celulares. La activacion de

ras lleva a un estimulo continuo de crecimiento que puede

estar en la base de la carcinogénesis. Las mutaciones de K-

ras, uno de los tres tipos conocidos de ras, se detectan en

mas del 50% de los casos de cancer colorrectal esporadico y



en polipos grandes y el reconocimiento de sus mutaciones
puede ser de utilidad en el diagndstico precoz del cancer
colorrectal™®.

El oncogén src codifica una proteina que directamente
modifica el citoesqueleto y su disrupcion puede ser un hecho
precoz en el proceso de la transformacion maligna y la
carcinogénesis 2.

Otros oncogenes implicados en el cancer de colon

esporadico incluyen el c-myc y el c-erbB *°.

2. Genes supresores tumorales

De los genes supresores tumorales conocidos, el p53 es
el que con mas frecuencia aparece mutado en el cancer
humano®. El p53 normal actda deteniendo el ciclo celular
para favorecer la reparacion del ADN o para inducir la muerte
celular programada, denominada apoptosis, por lo que se
conoce a este gen como guardian del genoma. Mas del 75%
de los tumores colorrectales esporadicos exhiben inactivaciéon
de p53. La identificacion de las mutaciones de p53 en el
cancer colorrectal tiene implicaciones pronosticas. Las
personas con tumores que tienen mutacion de p53 tienen peor
pronostico y menor supervivencia que aquellas otras, con
igual estadio, que no presentan la mutacion®.

Otro gen supresor conocido es el gen APC, causante de
la Poliposis Familiar Adenomatosa, cuya funcion es la
inhibicion de la proteina B-catenina la cual, a su vez, regula la
proliferacion celular'®. Las mutaciones de este gen son
importantes en la transformacion precoz de la célula, de forma

que cuando se presenta en la linea germinal, nos



encontramos ante una poliposis familiar adenomatosa,
mientras que la mutacion somatica es un evento precoz en el
desarrollo de un cancer esporadico de colon.

En 1989, Fearon®’ identifico el gen llamado “deleted in
colorrectal carcinoma” (DCC) en el brazo largo del cromosoma
18. Dicho gen codifica una proteina que se piensa juega un
papel importante en las interacciones entre las células. El 70%
de los carcinomas colorrectales y el 50% de los adenomas
avanzados han mostrado tener mutaciones en DCC.

La presencia de la proteina DCC se correlaciona con la
tasa de supervivencia, de forma que ésta es similar entre los
pacientes con estadio Il de CCR que no expresan proteina
DCC y la de estadios Il mas avanzados'®®. Esta informacion
puede ser de utilidad para la seleccion de un subgrupo de
pacientes con estadio Il de CCR que podrian beneficiarse de
un tratamiento con quimioterapia adyuvante. Segun el estudio
publicado por Gal y colaboradores® en el afio 2004, la
expresion de la proteina DCC sirve para identificar a un
subgrupo de pacientes que responden favorablemente a la
guimioterapia adyuvante, con mayor supervivencia e intervalo
libre de enfermedad. En ausencia de tratamiento
complementario en los pacientes DCC+, las tasas antes
indicadas cayeron significativamente. Por dicho motivo, la
determinacion rutinaria de dicha proteina pudiera ser de gran
utilidad en el algoritmo terapéutico.

Recientes estudios sugieren que otro gen supresor,
DPC4 (deleted in pancreatic cancer), adyacente a DCC puede

ser el gen que se pierde en la mutacién del cromosoma 184



3. Genes de reparacion de los errores postreplicativos
(MMR)

Estos genes (MLH1, MSH2, MSH3, PMS1, PMS2 vy
MSHG6) estan involucrados en la correccion de los errores
originados durante la replicaciéon del ADN, y su alteracién
origina, bien la presencia de secuencias andémalas en los
microsatélites, bien mutaciones no corregidas®. La
consecuencia de la primera es la llamada inestabilidad de
microsatélites (MSI), que frecuentemente se encuentra en el
tejido tumoral de pacientes con cancer colorrectal hereditario
no polipdsico. La secuela de la segunda es una acumulacion
de mutaciones no reparadas que lleva a la transformacion
tumoral. Se han estudiado muchos de los loci de estos MMR
con el fin de conocer cuales son los mas comunmente
afectados en el HNPCC™.

4. Genes modificadores

Ademas de los genes descritos, muchos otros pueden
ser importantes en la carcinogénesis del colon, aunque no se
conozca su papel exacto ni los mecanismos de accion,
Ejemplos de lo anterior son los genes que codifican la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y el gen receptor proliferador-

activador del peroxisoma (PPAR)?.

d) Genética molecular

La genética molecular del cancer colorrectal es la mejor
entendida de las neoplasias humanas. Los modelos de
carcinogénesis se basan en la evidencia experimental de que la

acumulacion de mutaciones lleva a la alteracion de genes



especificos tales como oncogenes, genes supresores tumorales
y otros genes implicados en la regulacion del crecimiento
tumoral y la proliferacion, dando lugar a la expansion clonal
neoplasica.

Fearon y Vogelstein*® describieron las bases moleculares
del cancer de colon esporadico al describir un modelo de
carcinogénesis en varios pasos. Este modelo describe un
acumulo de eventos genéticos en el que cada uno de ellos
confiere a la célula una ventaja selectiva de crecimiento. Estos
cambios llevan, en dultimo lugar, a un crecimiento celular no
inhibido, a la proliferacion y al desarrollo clonal tumoral. El efecto
acumulativo de estas mutaciones somaticas, mas que el orden
en el que se producen, es la causa del cancer de colon
esporadico.

El cancer colorrectal se desarrolla a través de un proceso
de pasos secuenciales reconocidos a nivel histopatolégico por la
progresion de la mucosa normal a un carcinoma invasivo,
conocido como secuencia adenoma-carcinoma. En la mayoria
de los carcinomas colorrectales, la inactivacion del gen APC,
localizado en el brazo largo del cromosoma 5/, comienza el
proceso que lleva a la displasia, generalmente en forma de
adenoma. Desde aqui, las mutaciones adicionales en los
oncogenes, incluyendo los genes de la familia ras, y en los
genes supresores tumorales localizados en el cromosoma 18q
como el DCC, SMAD2, SMAD4, y en el 17q (TP53) llevan a la
progresion desde el adenoma inicial al adenoma intermedio v,
finalmente, al carcinoma. (Figura 5). Se pueden encontrar en los
tumores colorrectales diferentes combinaciones de estas

alteraciones®.



Sin embargo, en los CCR hereditarios, el niumero de
alteraciones en los oncogenes y en los genes supresores
tumorales es demasiado alto como para ser explicado sélo por
mutacion espontanea, por tanto, probablemente, se requiera de
un genotipo inestable para incrementar la tasa de estas
mutaciones que lleve al desarrollo de un tumor**.

Se pueden identificar, por tanto, dos mecanismos
genéticos de carcinogénesis aparentemente distintos:

1. El primero y mas comun, se caracteriza por la inactivacion
secuencial de genes supresores tumorales (APC, p53,
DCC, SMAD2, SMAD4). Los tumores que surgen de esta
“via supresora’” muestran inestabilidad cromosomica
(CIN), con anormalidades citogenéticas y pérdida alélica.

El mecanismo exacto que lleva al proceso de CIN no es
bien conocido®. Mientras que las mutaciones de los
oncogenes son generalmente eventos dominantes Unicos
gue ocurren mas frecuentemente por mutacion genética, la
inactivacion de los genes supresores tumorales depende
de la pérdida funcional de los dos alelos y es mas un
proceso cromosomico, generalmente una deleccion. Dado
gue ésta lleva aparejada una pérdida simultanea de los loci
de los genes situados proximos a los genes supresores
tumorales y, ocasionalmente a la pérdida de un
cromosoma completo o de uno de sus brazos, estos
eventos se encuentran fuertemente asociados a una
pérdida de heterocigosidad (LOH) en polimorfismo
hipervariables (minisatélites y microsatélites) localizados

en la region de la deleccion®.



2. El segundo mecanismo es tipico de los tumores del
HNPCC. Esta “via mutadora” se caracteriza por la
inestabilidad de microsatélites (MSI) que aparece a lo largo
del genoma®. Recientes estudios apuntan a que la
inactivacion del gen MLH1, a través de la promocion de la
hipermetilacion pueda también ser causa de la alta

inestabilidad del genoma en el CCR esporadico ¥

En estados normales, la tasa de mutacion cromosoémica es
mas alta que la gendmica. Por tanto, en tumores con un sistema
de reparaciéon intacto es esperable ver frecuentes delecciones
cromosomicas realizando la clasica via de la tumorogénesis (via
supresora). Cuando la via mutadora esta presente, la tasa de
mutacion genética se eleva unas 100 6 1000 veces, lo que hace
qgue las alteraciones cromosémicas que llevan a la LOH sean
mucho menos frecuentes.

Aunque estos dos mecanismos de inestabilidad genomica
pueden ser diferenciados por sus caracteristicas moleculares,
existen varias evidencias que sugieren cierto grado de
solapamiento entre ellos, y de que la presencia de MSI y CIN no
representan mecanismos completamente distintos, pudiendo
coexistir en algunos tumores, no existiendo una razon para que

la LOH no exista en tumores que expresan MS|®.



B.- POLIPOSIS FAMILIAR ADENOMATOSA



l.- ASPECTOS CLINICOS

La poliposis familiar adenomatosa (PAF), descrita por primera
vez en 1925 por Lockhart-Mummery*®, con una incidencia de
1:8000 recién nacidos®, representa el segundo sindrome mas
frecuente de predisposicion genética al cancer colorrectal, tras el
cancer de colon hereditario no asociado a polipos, siendo la
responsable del 1 al 2% de todos los casos de CCR.

A pesar de la fuerte desventaja selectiva que supone la
presencia de la enfermedad, la incidencia de PAF se mantiene por
la aparicion de nuevas mutaciones, que supone una cuarta parte de
todos los casos™.

La PAF se caracteriza por la presencia de cientos o miles de
polipos adenomatosos en el colon que, irremediablemente,
evolucionan hacia el carcinoma si no se diagnostican a tiempo y se
trata al paciente mediante colectomia o proctocolectomia
profilactica, siendo el riesgo de presentar cancer directamente
proporcional al nimero de pélipos®.

Los pdlipos pueden desarrollarse a edades muy tempranas,
aunque por lo general este proceso se presenta entre la segunda y
la tercera década de la vida, con una edad media de 16 afos. Los
pacientes pueden permanecer asintomaticos durante afios y cuando
la clinica aparece, el riesgo de padecer cancer se sitia en el 75%.
La edad promedio de aparicion del cancer es de 39 afios y el
fallecimiento de los enfermos no tratados de forma preventiva se
sitla a los 42 afos.

La PAF también manifiesta la aparicion de polipos
adenomatosos con capacidad de transformacién maligna en tramos

digestivos altos, sobre todo en el duodeno'. En los pélipos



situados en la papila, dicha transformacion llega a ser del 12%, de
modo que, incluso una vez tratado el colon, la degeneracion de
estos polipos es causa de muerte en muchos de estos pacientes®.
El Sindrome de Gardner se considera en estos momentos
como una variante de la PAF y hace referencia a la asociacion de
polipos colonicos con tumores quisticos epidermoides y tumores
osteoides benignos en los huesos largos o mandibula. Segun Lofti y

colaboradores!®*

, los tumores desmoides constituyen una causa
importante de morbimortalidad en los pacientes afectos de PAF, al
crecer, por lo general, en la pared abdominal o en el mesenterio
hasta alcanzar un tamafo considerable, precisando frecuentemente
de cirugia.

Existe una variante atenuada de la PAF, denominada aPAF,
gue se caracteriza por un menor niumero de polipos en el colon,
generalmente menos de 50, con predominio en el colon derecho, de
aparicion mas tardia y con degeneracion entre 10 y 15 afilos mas
tarde que en la variante clasica. Se asocia, ademas, con una mayor
afectacion de los tramos digestivos altos con numerosos polipos
hiperplasicos en el fundus gastrico y adenomas duodenales'®.

En ambos casos de poliposis, junto al riesgo de presentar
CCR o céancer duodenal, los pacientes tienen ademas el riesgo
afiadido de padecer cancer de tiroides, hepatoblastomas, tumores
desmoides, tumores de las vias biliares y otras alteraciones
fenotipicas, como la hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de
la retina (HCEPR)®. Esta alteracién se presenta aproximadamente
en el 60% de los familiares con PAF, no afecta a la vision, puede
ser detectada por oftalmoscopia a cualquier edad y, por tanto,
puede ser utilizada para identificar parientes de riesgo antes de la

aparicion de los pélipos.



La base genética de la PAF es una mutacion germinal del gen
APC, que se hereda de forma autondmica dominante con una
penetrancia del 100%, por lo que cada uno de los hijos del paciente
afectado tiene, en principio, un 50% de riesgo de padecerla, y una
marcada variacién fenotipica de la enfermedad®. Es por tanto
preciso realizar arboles genealdgicos detallados de las familias
afectas y conseguir un control sistematico de los enfermos y de sus
familiares directos, con objeto de realizar un diagndstico precoz de
la enfermedad y evitar la aparicion del CCR. Si no se dispone de
pruebas genéticas, los familiares directos del enfermo deben
comenzar a estudiarse mediante colonoscopia a los 14-16 afos, y
posteriormente cada afio, hasta alcanzar los 40-45, momento en el
gue puede descartarse razonablemente la enfermedad. También
hay que realizar endoscopias gastroduodenales para investigar la
posible afectacién de tramos digestivos altos®. En la figura 6 se

aprecia una representacion del gen APC.
.- ASPECTOS GENETICOS

a) El gen APC

Para esclarecer el origen genético de la PAF fueron

necesarias numerosas investigaciones hasta que en 1987,
mediante técnicas de mapeo genético, se localiz6 el gen en el
brazo largo del cromosoma 5 (Figura 7). Posteriormente, en
1991, se pudo identificar el gen responsable al que se

denomind adenomatous poliposis coli (APC)%®’

. Este gen
esta constituido por 8.535 pares de bases y 21 exones, que
codifican una proteina de 2.843 aminoacidos. El exdn 15

comprende el 75% de la secuencia codificante y es también el



lugar donde con mas frecuencia se producen las mutaciones,
tanto somaticas como germinales, que afectan al gen**.

La proteina APC juega un papel fundamental en la
regulacion de los niveles intracelulares de [-catenina
mediante su degradacion, disminuyendo su concentracion en
el citoplasma y estabilizando los tejidos. Por consiguiente, la
mutacion de APC conlleva la acumulacion de B- catenina,
condicionando la pérdida de adhesion celular y activacion de
la proliferacion, que provoca un crecimiento incontrolado de
las células epiteliales originandose, de esta forma, los

polipos®.

b) Mutaciones germinales en APC

En la mayoria de los pacientes con PAF se han hallado
mutaciones en la linea germinal del gen APC*. El 95% de
éstas corresponden a “mutaciones no conservadoras” que dan
lugar a una proteina truncada con una funcién anomala.
Segun la hipétesis descrita por Knudson®®, disefiada con el fin
de explicar a nivel genético la historia natural de la PAF,
existiria, ademas de una mutacion inicial en la linea germinal,
un segundo evento que provoca la malignidad. Este segundo
suceso seria una mutaciéon adicional en el otro alelo sano o
pérdida de heterocigosidad en ese locus®.

Un tercio de todas las mutaciones de la linea germinal
ocurre entre los codones 1061 y 1309. El resto se distribuye
homogéneamente entre los codones 200 y 1600, y rara vez
fuera de estos margenes®.

El tipo de mutaciéon germinal en el gen APC parece

determinar la naturaleza del segundo evento hacia la



carcinogénesis. Si la mutacion ocurre entre los codones 1194
y 1392, existe una fuerte seleccion para la pérdida alélica del
APC como segundo evento del desarrollo de un adenoma
colorrectal. Si la mutacion germinal se presenta fuera de esta
region, este segundo acontecimiento en la tumorogénesis es

la produccion de mutaciones truncantes®.

c) Correlaciones genotipo-fenotipo en la PAF (Fig.8)

El riesgo de desarrollar manifestaciones especificas de
PAF se correlaciona con la mutacion del APC que se ha
heredado. De esta forma, han sido descritas varias
asociaciones fenotipo/genotipo con una considerable variedad
en la expresion fenotipica dentro de las familias afectas y
entre individuos con la misma mutacion, como puede verse en
la figura 8. En este sentido, las mutaciones entre los codones
1250-1464 se asocian a la presencia de un fenotipo grave con
gran nimero, mas de 5.000, de pdlipos colorrectales'®,
aunque algunos pacientes con fenotipo similar tienen
mutacion del APC en el codén 233 del exdn 6 y en los
codones 486 y 499 del ex6n 11'%°. De igual modo, la mutacién
en el codon 1309 y en su extremo 3" provoca un debut
temprano de la enfermedad con fenotipo grave %,

Las mutaciones que suceden en los extremos 5’
(codones 78-163) o 3 del gen, o en la regiéon de
procesamiento post-transcripcional del exén 9, dan lugar a

formas atenuadas de PAFY’

, mientras que las que producen
entre los codones 457-1444 se relacionan con hipertrofia
congénita del epitelio pigmentario de la retina®. Las

afectaciones extracoldnicas parecen presentarse con mucha



mas frecuencia en pacientes con mutaciones entre los
codones 1445 y 1578, o entre los codones 1395 y 1493,
segln algunos autores °.

Se ha descrito una distinta evolucion de la mucosa del
mufon rectal y el riesgo de cancer a este nivel de los
pacientes sometidos a colectomia subtotal profilactica,
dependiendo de la localizacion de la mutacion en el gen APC.
Por esta razon, el analisis genético podria también determinar
el tipo de tratamiento quirdrgico adecuado de cada
paciente’™. No obstante, es necesario clarificar con mayor
profundidad las correlaciones entre genotipo y fenotipo, para
gue en un futuro sea posible disefar pruebas genéticas que
aborden exclusivamente el estudio de los lugares clave del

gen, para conocer la evolucion y prondstico de cada enfermo.

d) Mutaciones somaticas

Méas del 60% de todas las mutaciones somaticas de
APC ocurren en menos del 10% de la secuencia codificadora
del gen entre los codones 1286 y 1513; a esta region se la
denomina Mutation Cluster Region (MCR), donde existen dos
sitios calientes para las mutaciones somaticas en los codones
1309 y 1450 **.

En la mayoria de los canceres esporadicos
colorrectales, las mutaciones somaticas dan lugar a una
pérdida alélica de APC*, que se presenta muy temprano en la
via de la tumorogénesis colorrectal. Estas mutaciones se
encuentran en la mayoria de los adenomas y carcinomas de

colon y recto, incluyendo adenomas de tamafio inferior a 5



mm. De hecho, la inactivacion de ambos alelos de APC es un

fenémeno muy comun en el cancer colorrectal”®*°.



C.- CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO
NO POLIPOSICO (HNPCC)
O SINDROME DE LYNCH



El Sindrome de Lynch se caracteriza por el desarrollo de una
variedad de canceres incluyendo las localizaciones colorrectal,
endometrial y, con menor frecuencia, de intestino delgado,
estdmago, vias urinarias, ovario y cerebro. Este sindrome es debido
a una mutacion de uno de los genes de reparacion de los errores de
replicacion del ADN, denominados missmatch-repair. Su
caracteristica principal es la aparicion de tumores mudltiples a

temprana edad"”®.

|.- ANTECEDENTES HISTORICOS

El Sindrome de Lynch tuvo un inicio mas dificultoso en su
reconocimiento que la PAF. Historicamente, Warthin'®® en 1895 fue
el primero en identificar e informar sobre una familia, conocida como
familia G, domiciliada en Michigan y con una historia familiar
cargada de multiples tumores. En su informe inicial, en 1913,
describié su arbol genealdgico, mostrando ejemplos adicionales de
lo que él denominé “fraternidades cancerosas”. Doce afios mas
tarde, inform6 acerca del seguimiento de dicha familia, haciendo
notar que la mayoria de los tumores se presentaban en el
estdmago, colon y Gtero®®’.

La edad moderna del entendimiento de esta enfermedad
comienza con Lynch en 1966'%, quien describi6 dos nuevas
familias de Nebraska y Michigan, las familias M y N, que se
caracterizaban por un sindrome de cancer familiar con un patron
similar de tumores, incluyendo el CCR. Ante la similitud entre las
familias descritas, Lynch convoca una reunidbn con 600
descendiente de la familia G y cataloga como de herencia

autosémica dominante el patrén de este cancer familiar'®.



A pesar de lo ampliamente documentado del caso, muchos
siguieron pensando que se trataba s6lo de una curiosa Yy
excepcional agregacion de una enfermedad comun, como eran los
canceres, e incluso que podia ser la consecuencia de la exposicion
a agentes medioambientales desconocidos. Sin embargo, si se hizo
notar el hecho de que predominaba la presentacion en
determinados organos, como el colon derecho en el CCR, y que
afectaba a individuos demasiado jovenes para tener cancer. De una
forma importante, “el cancer de la familia G” demostré6 que la
tendencia en los miembros afectos era la aparicion de tumores a

edades tempranas, mientras que no era asi en los no afectados™®.

ll. EVOLUCION DE LA NOMENCLATURA

Desde 1970 hasta 1990, se realizaron multiples esfuerzos
para el estudio biologico del sindrome sin éxito. Durante todo este
tiempo, fue referenciado con multiples nombres como fraternidades
cancerosas, sindrome del cancer familiar, cancer hereditario
colorrectal de sitio especifico, Sindrome de Lynch con sus variantes
| y I, cancer hereditario colorrectal no polipésico, Sindrome de Muir-
Torre, Sindrome de Turcot, etc. A partir de los afios 80 los términos
con mas aceptacion fueron Sindrome de Lynch y Cancer colorrectal
hereditario no polipdsico.

En 1984, se utiliza por primera vez el término Sindrome de
Lynch®® en un intento de optimizar el nombre de sindrome de
cancer familiar que parecia no reconocer la especificidad de
determinados oOrganos para el desarrollo de tumores. En este
mismo articulo, también se acuné el término de Sindrome de Lynch

| y I, con el fin de diferenciar a las familias que sélo presentaban



canceres colorrectales (Lynch 1) de aquellas otras que presentaban
ademas tumores en el Gtero u otra localizacién (Lynch 11)%.

En 1985, Lynch empled el término de HNPCC (Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer) para enfatizar el hecho de que
esta enfermedad era distinta de la PAF, focalizando toda la atencion
en el cancer colorrectal'®.

Se han utilizado muchos términos para nombrar a la misma
enfermedad, incluyendo al propio Lynch, y otros sindromes ya
descritos aparecen como posibles variantes; sin embargo, la

clarificacién vendria unos pocos afios mas tarde.

lIl.- GENETICA DEL SINDROME DE LYNCH

El cancer es fundamentalmente un desorden genético, lo que
significa que, mutaciones en genes especificos, confieren a las
células tumorales una ventaja selectiva para el crecimiento®. Estas
mutaciones se pueden presentar de forma esporadica o hereditaria
en la linea germinal, lo que da lugar a una predisposicién hereditaria
para el desarrollo de cancer de aparicion temprana. La identificacion
de estos genes con susceptibilidad para el cancer ha permitido
conocer el proceso celular que, de ordinario, protege contra la
formacion de tumores. La definicion de las bases genéticas del
HNPCC ha demostrado la fascinante conexion existente entre la
maquinaria celular que regula la replicacion y la reparacién del ADN
con la formacién del cancer®.

La replicacion es el proceso por el que el ADN se copia como
paso previo para la division celular. Los errores de la replicacion son
inevitables, de ahi que exista un sistema de reparacion

especializado para prevenir la acumulacion de mutaciones



perjudiciales en el genoma. El sistema de reparacion de los errores
de la replicacion del ADN (MMR) funciona como un guardian que
identifica y corrige los errores en los apareamientos de las bases
del ADN. El mal funcionamiento de este sistema da lugar a un
fenotipo mutador y a la inestabilidad de los microsatélites®**%.

La conexion entre estos fendmenos y la deficiencia del
sistema MMR en Escherichia coli y en levaduras, aporta un
acercamiento inicial a la identificacion de los defectos de MMR
como causa de susceptibilidad al cancer en HNPCC/Sindrome de
Lynch en el hombre®*®.

La familia de las proteinas para la reparacion de los errores de
la replicacion estad conservada en la evolucion. Mientras que en E.
Coli, un homodimero MutS detecta el error replicativo y recluta un
homodimero MutL que efectta la reparacion, en la célula
eucaridtica se han identificado, al menos, 6 homoélogos al MutS y 4
del MutL; més aun, los diferentes homdlogos de MutS y de MutL
pueden formar heterodimeros en diferentes combinaciones de
acuerdo a los sustratos'®.

En el HNPCC, un alelo de estos genes reparadores muestra
una mutacion germinal y el otro alelo normal se inactiva o pierde por
mutacién somatica, lo que lleva a la acumulacién de errores de la
replicacion del ADN, con incremento de las mutaciones y, por
ultimo, a la aceleracién del proceso de la carcinogénesis®®.

Entre los 9 genes humanos del MMR identificados hasta la
fecha, las mutaciones en MLH1, MSH2 y MSH6 explican mas del
95% de todas las mutaciones asociadas al Sindrome de Lynch.
Estos genes también estan implicados en las sefiales que inducen
apoptosis, por lo que su inactivacién no solo podria incrementar la

frecuencia de mutaciones sino ademas, conferir una ventaja



selectiva para el crecimiento, dando lugar a la formacion del
tumor®”. En la figura 9 se puede observar la localizacién

cromosoOmica de los genes del sistema MMR.

a) Identificacion de los genes MutS y su asociacion a HNPCC

Los analisis de enlace o linkage en dos familias con
Sindrome de Lynch, una de Canada y la otra de Nueva Zelanda,
permitieron identificar en el cromosoma 2pl6 el primer locus
conocido que genera susceptibilidad para este sindrome'®.
Como MutS, MSH2 es el responsable de identificar y reparar los
errores de apareamiento. En el momento actual, MSH2 es el
segundo en frecuencia de los genes que aparecen mutados en
el Sindrome de Lynch, habiéndose descrito en él unas 200
mutaciones diferentes, lo que significa un 40% de las asociadas
al sindrome™®’.

Se ha encontrado que el factor de unién asociado a los
errores de replicacion predominante en humanos (missmatch-
binding), llamado MutSe, consiste en dos proteinas, MSH2 y
MSH6; esta ultima fue originalmente identificada como una
proteina de unién G/T, o GTBP, y se determiné su secuencia*.
De hecho, la proteina MSH6 parece ser la subunidad
responsable del reconocimiento del error replicativo dentro del
complejo MSH2/MSH6.

Los estudios en ratones aportaron la evidencia inicial de
que la mutacion en MSH6 podia causar susceptibilidad para el
cancer y pronto aparecieron los primeros informes en humanos
demostrando la mutacion germinal en MSH6 que se presentaba
en familias clinicamente atipicas con CCR'. Si bien estos

primeros casos iniciales mostraron profusion de inestabilidad de



microsatélites en el tejido tumoral, estudios posteriores han
demostrado que no siempre estas mutaciones germinales se
acompafian de dicho evento®®. La tasa de mutaciones en
MSH6 asociadas al Sindrome de Lynch es aproximadamente del
10%".

Ademas del MutSe se conoce otro factor de union a los
errores de replicacion llamado MutSe, consistente en la union de
MSH2 y MSH3. MSH6 y MSH3 se turnan para ser
funcionalmente complementarios. Mientras MutSe es el
responsable de la reparacion de los errores de la replicacion
base a base y de bucles de insercion/deleccion pequefios,
MutSe repara bucles de insercion/deleccion con un numero de
nucledtidos entre 2 y 8 no emparejados. Aunque MSH3 muestra
frecuentes mutaciones somaticas en tumores con inestabilidad
de microsatélites y su inactivacion simultanea puede potenciar
las consecuentes mutaciones en otros genes del MMR, no se
han detectado mutaciones germinales asociadas al HNPCC**.
La complementariedad funcional con MSH6 ofrece una probable
explicacion para la falta de mutaciones germinales en MSH3 en

las familias con Sindrome de Lynch”.

b) Identificacion de los genes humanos MutL y su asociacién
con HNPCC

Como en el caso de MSH2, la clonacion fue el método

usado para identificar MLH1, el principal gen homdlogo en
humanos del MutL. Los andlisis en familias suecas permitieron el
mapeo del locus MLH1 en 3p21 y la identificacion del gen en
esta region mostré6 mutaciones hereditarias en los pacientes con

Sindrome de Lynch®. Hoy en dia, aproximadamente se conocen



250 mutaciones germinales diferentes en MLH1 que explican el
50% de todas las mutaciones asociadas a este sindrome, siendo
el gen de mayor susceptibilidad genética en relacion al
mismo*®’,

Existen dos genes mas homologos del MutL, PMS1 en
2031-33 y PMS2 en 7p22, que fueron identificados gracias a la
secuenciacion de sus homdlogos en bacterias y levaduras. Las
mutaciones asociadas a PMS2 se han encontrado en pacientes
con Sindrome de Turcot, que se caracteriza por una
combinacion de tumor cerebral primario y adenoma o carcinoma

colorrectal*??.

Basados en todos los datos disponibles, las
mutaciones en PMS2 estan asociadas a distintos fenotipos. La
heterocigosidad para las mutaciones germinales puede
predisponer a la aparicion temprana del CCR aparentemente
espontaneo, mientras que la homocigosidad puede estar
asociada bien con el Sindrome de Turcot o con un sindrome de
cancer infantii consistente en tumores primarios del
neuroectodermo en ausencia de cancer de colon®®.

En asociacion con MLH1, el PMS2 contribuye a la
correccion de apareamientos incorrectos de bases y de bucles
de insercion-deleccion y este complejo (MutLe) forma el MutL
principal en el humano. En la apoptosis, PMS2 también puede
tener actividad independiente de MLH1, lo que enfatiza la
importancia de PMS2 como gen de susceptibilidad para el
cancer™®,

Algunos estudios® apuntan a la posibilidad de una
infraestimacion de la frecuencia de mutacion en PMS2 debido a

los actuales métodos diagndsticos.



En la misma familia portadora de la mutacion en PMS1 se
descubrid, ademdas, una mutacion germinal en MSH2 vy
posteriores estudios no han sido capaces de demostrar
mutaciones de PMS1 no asociadas a otras anomalias genéticas.
En el momento actual, no existen evidencias convincentes de
que la mutacion germinal en PMS1 cause predisposicion al
Sindrome de Lynch. Este gen es conocido por formar junto a
MLH1 un heterodimero (MutLf) en células humanas, pero la
posible implicacion de este factor en el sistema MMR esta alun
por demostrar**®.

En busca de proteinas adicionales a MLH1, se identifico
una proteina codificada por un gen humano novel, MLHS3,
localizado en 14q24.3%. El complejo MLH1-MLH3 (MutL) se
sugirié que participaba en la reparacion de bucles de insercién-
deleccion. En el momento actual MLH3 puede estar asociado
con un Sindrome de Lynch atipico con presencia de MSI muy

variable®®®.

IV.- INESTABILIDAD DE LOS MICROSATELITES Y CANCER
DE COLON HEREDITARIO

El investigador espafiol Manuel Perucho™® fue el primero en
utilizar, de una forma arbitraria, un iniciador de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) sobre el ADN de cancer de colon buscando
inserciones o delecciones gendmicas en el ADN tumoral. Comprobo
gue, aproximadamente en el 12% de las secuencias de ADN de los
CCR, aparecian pequefias mutaciones que no tenian nada que ver
con las pérdidas alélicas a gran escala que habia estado buscando.

Clond las secuencias mutantes y encontré que estas inserciones y



delecciones se presentaban en las secuencias de los microsatélites
o repeticiones de mono/dinucledtidos. Independientemente,
Thibodeau™’ descubrié una inestabilidad del genoma presente en el
28% de los céanceres colorrectales, sobre todo en los tumores
localizados en el lado derecho, y acuiié el término de inestabilidad
de microsateélites (MSI). Ambos autores estuvieron de acuerdo en
gue esto representaba una via novedosa de desarrollo tumoral,
pero no conocian ni el mecanismo implicado ni su asociacion con el
cancer de colon hereditario.

Al mismo tiempo, el Grupo de Colaboracién Internacional para
el estudio del HNPCC realiz6 el analisis del genoma en busca del
locus del Sindrome de Lynch en dos familias con cancer de colon
familiar. En 1993, este grupo'® descubri6 una asociacion
significativa a un locus del cromosoma 2p. Pensando en que el gen
del cancer de colon familiar tenia que ser un gen supresor tumoral,
se llevaron a cabo experimentos de pérdida de heterocigosidad,
cuyo resultado fue el hallazgo de secuencias de microsatélites
mutadas y lo sefialaron como “fenotipo de error de la replicacion®.
No mucho maés tarde, Lindblom y colaboradores® encontraron un
segundo locus en el cromosoma 3p en familias con cancer
hereditario y en estos tumores también se evidencio la presencia de
inestabilidad de microsatélites.

Existen cientos de miles de microsatélites en el genoma
humano. Durante la replicacion del ADN, las mutaciones que se
presentan en algunos microsatélites originan una incorrecta
alineaciéon de sus subunidades, dando lugar a contracciones y
elongaciones de la cadena. Estas anomalias son, por lo general,
reparadas por las proteinas de los genes reparadores de los errores

postreplicativos (MMR); sin embargo, en los tumores con deficiencia



de dichas proteinas la reparacion es defectuosa Yy se origina la
inestabilidad de los microsatélites® que puede ser detectada por
diferentes medios, como se aprecia en la figura 10.

Segun Boland®®, el descubrimiento de la inestabilidad de los
microsatélites y su relacién con el HNPCC en 1993, “abrié un nuevo
capitulo en la biologia tumoral y en el manejo clinico de los
pacientes con alta susceptibilidad al cancer”. Desde esta primera
descripcion se han realizado numerosos estudios del CCR basados
en la MSI. La consecuencia directa del defecto de la reparacion del
ADN es el asi llamado “fenotipo mutador o de error de la
replicacion”. Mas que una transformacion maligna causada de
forma directa, la deficiencia de la reparacion de la replicacion del
ADN, crea un entorno que permite que se acumulen las mutaciones
en otros genes que regulan el crecimiento. La mayoria de las
secuencias de microsatélites en el genoma se localizan en regiones
no codificantes o intrénicas, y las mutaciones en estos intrones se
cree son silentes y sin consecuencias. Sin embargo, los genes
pueden contener microsatélites dentro de sus regiones codificantes,
gue incluyen receptores para los factores de crecimiento, entre ellos
transforming growth factor-4 receptor Il, insulin-like growth factor Il
receptor, reguladores del ciclo celular, reguladores de la apoptosis
e, incluso, los mismos genes de reparacion de la replicacion como
MSH3 y MSH6. La transformacion hacia la malignidad ocurre, por
tanto, cuando estos genes diana mutan. Esta via MSI representa un
paradigma novedoso de la tumorogénesis humana®* y se
representa en la figura 11.

Boland y colaboradores'® demostraron la importancia de
identificar pacientes con CCR que mostraran alta frecuencia de

MSI, dado su relacion con mutaciones en los genes del sistema



MMR y el impacto directo sobre el diagnostico y el manejo de estos
pacientes y sus familiares. Ademas, la biologia de los tumores con
alta frecuencia de MSI (MSI-H) difiere de la de los tumores con baja
frecuencia (MSI-L) y con los que muestran estabilidad en los
microsatélites.

La mayoria de los tumores de las familias con criterios clinicos
para el HNPCC muestran también positividad para la MSI,
fendmeno que sugiere que la deficiencia del sistema MMR subyace
en la mayoria de los tumores del Sindrome de Lynch.
Paradgjicamente, cuando se testan a estas familias en busca de
mutaciones en MMR, entre un 45% y un 86% muestran una
mutacion. En aquellas familias con CCR que no cumplen
estrictamente con los criterios clinicos, las llamadas familias
HNPCC-like, la proporcion de mutaciones en MLH1 o0 MSH2 es auln
mas baja (8-30%)'®. Considerando esta evidencia, Lynch y de la
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Chapelle propusieron que la presencia 0 ausencia de una
mutacion germinal en uno de los genes MMR debe ser incorporada
en la definicion del HNPCC. Mediante este criterio, el diagndstico
del HNPCC sera erroneo en algunos pacientes, dado que no todos
los genes MMR estan estudiados y que los métodos de deteccion
de las mutaciones no son perfectos.

Teniendo en cuenta que la mayoria de los microsatélites
muestran MSI, se han utilizado una amplia variedad de marcadores
diferentes con el fin de definir el fenotipo tumoral. Inicialmente, los
mas usados consistieron en repeticiones de dinucleétidos®®y, sélo
mas tarde, se incorporaron los mononucledtidos®. Pronto se
observdé que el numero de microsatélites que mostraban MSI

parecia variar de un tumor a otro, sugiriendo la presencia de tres



grupos distintos de tumores, dos de Ilos cuales estaban
caracterizados por diferentes niveles de inestabilidad.

Historicamente, la falta de consenso sobre la definicion de
MSI llevé a discrepancias en la informacion sobre el fenotipo
tumoral asociado al defecto en el sistema MMR. El numero de
microsatélites y la proporcion que demuestra inestabilidad para ser
clasificado como MSI era variable en los diferentes estudios. En
1998, un grupo de trabajo del National Cancer Institute publico las
guias clinicas para el test de MSI a fin de asegurar uniformidad en
la definicién y en el diagnéstico de la MSI entre los laboratorios™.
Estas guias clinicas aportaron un panel de referencia de cinco loci
de microsatélites validados, consistente en marcadores de
repeticiones de 2 mononucledtidos (BAT25 y BAT26) y tres
dinucleétidos (D2S123, D5S346 y D175250)*. Usando este panel y
segun la positividad para los distintos loci de microsatélites, se
clasificaron los tumores en MSI-H, MSI-L o MSS. El grupo de
trabajo recomendod loci alternativos para el test de MSI, de forma
gue los laboratorios pudieran expandir sus paneles para incluir
marcadores que pudieran aportar informacion adicional.

Se recomends un nivel de corte en 30-40% en la MSI para
definir la MSI-H. Los tres grupos de tumores segun la estabilidad de
sus microsatélites se definieron como MSS o microsatélite estable,
cuando no muestra inestabilidad en ninguno de los marcadores,
MSI-L o de baja frecuencia de MSI, cuando menos de un 30-40%
de los marcadores muestran inestabilidad, y MSI-H o de alta
frecuencia de MSI, cuando méas de un 30-40% de los marcadores
muestran inestabilidad. Esta clasificacion fue adoptada en la

conferencia de consenso del National Cancer Institute en 1998%°.



Entre un 12 y un 15% de CCR no seleccionados muestran
MSI-H en el ADN tumoral™? pero sélo una cuarta parte de éstos, el
3% del grupo inicial, representan a pacientes con el Sindrome de
Lynch; los otros 10-12% son una forma adquirida, no familiar, de
CCR. Sin embargo, casi todos los CCR del Sindrome de Lynch
tienen MSI alto.

Tipicamente, en las células tumorales, la mitad o mas de
todos los microsatélites tienen mutaciones, por tanto, la MSI sirve
como un excelente marcador de deficiencia en la reparacion. Dado
gue la MSI se encuentra en casi todos los canceres colorrectales
hereditarios no poliposicos, se considera innecesario buscar
mutaciones en la linea germinal de los genes MMR en aquellos
pacientes cuyos tumores no tengan MSI. Una excepcion es la
mutacion en MSH6 que puede no mostrar inestabilidad de
microsatélites hasta en un 14% de los CCR'?,

El uso de marcadores con mononucleétidos en busca de MSI
es importante en la deteccion de anormalidades en MSH6. Las
mutaciones en este gen se presentan en aproximadamente el 10%
de las familias con Sindrome de Lynch y se asocian con una version
atenuada del sindrome®. Varios estudios han demostrado la
relacion entre la mutacion germinal en MSH6 y los tumores MSI-
L?°*, Mientras las células con mutaciones en MLH1, MSH2 o PMS2
muestran una pronunciada inestabilidad, tanto en los mono como en
los dinucledtidos, las mutaciones en MSH6 no parecen estar
fuertemente asociadas con MSI en las repeticiones de
mononucledtidos cuando se compara con las de dinucledtidos.
Dado que el MSH6 estd implicado en la correccion de
apareamientos de bases aisladas, pero no en la correccion de

bucles, se intuye que el defecto en MSH6 de lugar a inestabilidad



en los loci de mononucledtidos pero no en los de dinucledtidos. Por
tanto, la clasificacion de algunos tumores asociados al Sindrome de
Lynch como MSI-L, puede estar derivado de un error asociado a la
utilizacion de determinados marcadores en el analisis de MSI.

Los estudios demuestran que los tumores que muestran
ausencia de proteinas implicadas en MMR (MSH2, MLH1, y PMS2)
estan muy relacionados con los tumores con fenotipo MSI-H. Por
otro lado, la ausencia de expresion de proteinas MMR es
infrecuente en canceres de colon MSI-L y rara en tumores MSS. La
expresion de proteinas anémalas en la mayoria de los tumores MSI-
L puede ser debida al numero y al tipo de marcadores utilizados
para el analisis de MSI. En aquellos casos con ausencia de
expresion de proteinas para MSHS6, la inestabilidad se observa mas
frecuentemente con repeticiones de mononucledtidos en
comparacion con el uso de secuencias de dinucleétidos. Por tanto,
si el panel de marcadores utilizados para definir la MSI incluye una
alta proporcion de dinucleotidos, es mas probable que un tumor sea
definido como MSI-L méas que como MSI-H'.

En otros estudios, los analisis inmunohistoquimicos también
muestran que casi todos los tumores MSI-H sin mutacion germinal
en MMR, muestran una pérdida de expresion de MLH1. Estudios
posteriores apuntan a la metilacion del promotor MLH1 como la
causa probable de la pérdida de expresion del gen en esos tumores
esporadicos®’.

En el afio 2002, el grupo de seguimiento del National Cancer

Institute®®

afiadié nuevos criterios para realizar el test de MSI. Las
recomendaciones consistian en analisis de seguimiento de los
tumores clasificados como MSI-L y en los casos en que solo las

secuencias de dinucledtidos estaban mutadas. Concretamente,



para este Uultimo caso, se recomendaba el uso de loci de
mononucledtidos para excluir MSI-L.

Cuando se usan las recomendaciones del National Cancer
Institute, los estudios han demostrado una excelente correlacion
entre la presencia de mutacion germinal en los genes MMR vy el

fenotipo tumoral MSI-H'"®.

a) MSly CCR esporéadico

Aungque dependiendo del tipo y numero de marcadores

utilizados, los canceres de colon esporadicos muestran MSI-L en

una frecuencia entre el 5y el 50% y para MSI-H entre el 10-20%" **

167,168.

La presencia de tres diferentes grupos de tumores (MSI-H,
MSI-L y MSS) en el cancer de colon esporadico suscita muchas
cuestiones sobre la etiologia y las diferencias entre estos grupos.
Los que presentan fenotipo MSI-H muestran caracteristicas
clinicopatologicas distintas ya que se presentan predominantemente
en el colon proximal, con mas frecuencia en mujeres y con

tendencia a la diploidia™®’

, ademas también muestran una mejora de
la supervivencia’® y varias caracteristicas histopatolégicas que
incluyen alto grado histolégico, diferenciacion mucinosa o células en
anillo de sello, caracteristicas medulares y respuesta inmune como
reaccion linfoide Crohn-like con exceso de linfocitos infiltrando el
tumor™. Ninguno de los tumores MSS ni MSI-L demuestran tales
asociaciones y, en general, no se distinguen unos de otros. Todos
estos datos sugieren que los tumores MSS y MSI-L son diferentes
de los tumores MSI-H y en estos datos se basan algunas de las

recomendaciones de cribado del Sindrome de Lynch.



b) Analisis _de MSI e Inmunohistoquimia en lesiones

precancerosas

Existe controversia si en las lesiones precancerosas, tales
como los adenomas, existe material apropiado para los analisis de
MSI e inmunohistoquimia (IHC). En el cldsico modelo de la
evolucion del CCR, los adenomas son neoplasias en estadios
precoces'®, pero no todos progresan a carcinomas invasivos. Se ha
informado que los adenomas colorrectales de los Sindromes de
Lynch frecuentemente tienen un componente velloso y displasia de
alto grado, de forma que mientras los pacientes con Sindrome de
Lynch desarrollan adenomas en una tasa similar a la poblacion
general, la secuencia adenoma-carcinoma parece estar acelerada,
por lo que se ha sugerido un fenotipo “adenoma agresivo™®. El
57% de los adenomas colorrectales en el Sindrome de Lynch
presentan MSI®. La falta de MSI en una subpoblacién de adenomas
de Sindrome de Lynch es mas probablemente debida a una falta de
adecuada generacion de células en division como para permitir el
acumulo de MSI detectable, a pesar de una comun pérdida de
expresion de proteinas MMR por inmunohistoquimia.

lino y colaboradores’” estudiaron 30 adenomas colénicos y 17
polipos hiperplasicos de 24 individuos afectados por el HNPCC. Se
obtuvo el ADN de estas muestras y se analizaron la MSI y las
mutaciones conocidas de la deficiencia de los genes MMR. La
mayoria de los adenomas de los pacientes con diagndstico
definitivo de HNPCC aportd una MSI alta (80%). De verdadero
interés fue el descubrimiento de la transiciéon de MSI-L a MSI-H que
esta relacionado con el hallazgo de displasias de alto grado y la

mutacién de secuencias codificadoras que, a su vez, puede llevar a



mutaciones secundarias sobre MSH3 y MSH6. Es posible observar

cambios genéticos avanzados en adenomas de pequefio tamafio.
V.- DESCRIPCION CLINICA

La descripcidon de las caracteristicas clinicas del Sindrome de
Lynch ayuda a la identificacion de individuos predispuestos al
desarrollo de CCR y tumores de otras localizaciones, lo que resulta

de interés por la posibilidad de realizar medidas preventivas.

a) Herencia dominante

El Sindrome de Lynch se caracteriza por una herencia
autosdmica dominante. En su arbol genealdgico clasico, la mitad
de los parientes de las generaciones sucesivas presentan CCR,
cancer de endometrio y de otras localizaciones. En contraste
con una familia afecta de PAF, en los que una tercera parte de
los casos tienen su origen en una mutacion de novo del gen
APC, las familias Lynch con una nueva mutacion en el sistema
MMR son raras. Debido a la alta penetrancia de la enfermedad,
los saltos generacionales son muy raros. Esta es la razon por la
que la vigilancia mediante colonoscopia en las familias Lynch se
recomienda sélo en los parientes de primer grado, y no en los de

segundo, de los miembros afectados por la enfermedad*”.

b) Variedad de tumores

Se puede encontrar un amplio espectro de tumores en el
Sindrome de Lynch. El patrén de los tumores ha cambiado con
el tiempo. En las primeras familias descritas por Warthin a

principios del siglo XX, los canceres gastricos y de endometrio



eran los mas comunes®'

, mientras que, afios mas tarde, en
las generaciones siguientes, el CCR era el tumor mas
frecuente!®H417219 | 3 variacién del patron de los canceres con
el paso de los afios refleja el cambio en la incidencia de los
tumores en la poblacion en el mismo periodo de tiempo, lo que
también ocurre con las diferencias geograficas'®®. Estas
observaciones sugieren que, incluso en el Sindrome de Lynch,
los factores medioambientales juegan un papel importante en la
carcinogénesis.

Para saber cual es el programa de vigilancia mas
apropiado, debemos conocer previamente los tumores que
pertenecen al espectro tumoral del Sindrome de Lynch. No hay
dudas de que ademas del cancer colorrectal y de endometrio,
los tumores de intestino delgado, estomago, tracto urinario,
ovario, cerebro y de origen sebaceo estan asociados con el
sindrome. Para la mayoria de estos tumores, los estudios han
demostrado que la ratio entre tumores observados y esperados
esta aumentada'’>*%®,

No existe certeza de que los tumores de mama y prostata
pertenezcan al espectro tumoral del sindrome'*®**’®, dado que su
incidencia no es mayor que en la poblacion general pero, en
algunos estudios, se ha demostrado la presencia de MSI en
tumores de estas localizaciones de pacientes de familias Lynch.
Esto permitiria hipotetizar que la mutacion genética en el
sistema MMR jugaria un papel importante en la progresion del
cancer, pero no en la iniciacion del tumor dado que su
frecuencia no es mayor que en los sujetos no afectos del

sindrome!’®.



El riesgo de desarrollar un CCR en los portadores de los
defectos del sistema MMR varia de un 30 a un 85%*"*'", El
riesgo depende del sexo y del gen MMR involucrado.
Desafortunadamente el riesgo exacto de presentar un CCR es
desconocido por los sesgos de los estudios que incluyen
familias seleccionadas en base, precisamente, a su mayor
frecuencia de CCR.

El riesgo del cancer de endometrio es del 30 al 50%'* y el
de otros tumores asociados al Sindrome de Lynch es menor del
10%. Existen estudios que avalan la posibilidad de que la
aparicion de tumores extracolonicos viene marcada por la
presencia de la mutacion en MSH2'"°, mientras que familias con
mutaciones en MSHG6 se caracterizan por el desarrollo de CCR a
edad mas avanzada y un mayor riesgo de presentar tumores de

endometrio’?.

c) Edad temprana de aparicion

Todos los canceres asociados al sindrome se caracterizan
por la aparicion a edad temprana, lo que parece estar
relacionado con la presencia de la mutacion germinal en uno de
los genes de reparacion del ADN.

Estudios previos han demostrado que la edad en el
momento del diagnostico del CCR disminuye en generaciones
sucesivas de familias Lynch, en lo que se denomina
anticipacion'®. Voskuil y colaboradores®® en un estudio sobre
51 familias con diagnostico de Sindrome de Lynch, encontraron
un incremento del riesgo relativo para CCR en generaciones

sucesivas. Sin embargo, los propios autores sugieren que este



fendbmeno pueda deberse a un posible sesgo de inclusion en el

nacimiento de la cohorte.

d) Tumores sincronicos y metacronicos

Una de las caracteristicas del Sindrome de Lynch es la
presencia de multiples tumores en un mismo paciente. Hasta un
18% de pacientes con CCR con mutacion de los genes MMR
tienen un tumor sincrénico y/o metacrénico'”®. En pacientes con
la combinacion de CCR y otro tumor relacionado al Sindrome de
Lynch, la presencia de MSI es cercana al 50% de los casos.
Dada la alta probabilidad de desarrollar un segundo CCR tras el
primero, algunos autores recomiendan una cirugia mas agresiva,
como una colectomia subtotal, tras el diagnéstico de un CCR en

un paciente de la familia Lynch'®.

e) Caracteristicas del adenoma/carcinoma colorrectal

En un reciente estudio, de Jong® demostr6 que los
portadores de defectos en el sistema MMR desarrollaban
adenomas con mas frecuencia que los no portadores y que
éstos eran, ademas, mas grandes y con caracteristicas
histolégicas asociadas a un mayor riesgo de degeneracion
maligna, tales como alto grado de displasia y presencia de un
patron velloso mas extenso. Otra peculiaridad es su localizacion,
predominantemente en el colon proximal.

Los portadores de este defecto geneético sometidos a
vigilancia, presentan su primer adenoma a una edad media de
43 afios y el primer sintoma de un cancer colorrectal a los 46.
Estos hallazgos, en combinacion con la observacion de que una

relativamente alta proporcion de pacientes desarrollan CCR



dentro de los 3 afios siguientes a una colonoscopia limpia,
sugieren que la secuencia adenoma-carcinoma esta acelerada,
tardando menos de 3 afios en realizarse, en comparacion con
los 10-15 afios del caso de CCR esporadico™.

La mayoria de los adenomas de los portadores muestran
MSI o ausencia inmunohistoquimica en una de las proteinas del
MMR, por tanto, ambos analisis se pueden considerar de utilidad
en pacientes jovenes con adenomas grandes (>7 mm) y alto
grado de displasia®.

Algunos estudios sugieren que los pacientes de familias
Lynch con CCR sobreviven mas que otros no seleccionados
afectos de la misma enfermedad con el mismo estadio, aunque
es posible que dichos estudios retrospectivos tengan un sesgo
de seleccion. También, in vitro, se ha demostrado que los CCR
con MSI son mas resistentes a los agentes quimioterapicos,
pero es necesario estudios prospectivos para confirmar estos

hallazgos™®.

f) Criterios clinicos para el Sindrome de Lynch

Hasta hace 15 afios, el diagnostico de Sindrome de Lynch
se hacia en base a la ausencia de caracteristicas
patognomaonicas en contraste con la PAF, en la cual cientos de
adenomas colénicos confirman la enfermedad. Sélo la presencia
de una historia familiar hacia sospechar el diagndstico.

En 1990, el Grupo de Colaboracion Internacional para el
HNPCC (ICG-HNPCC) se reunié en Amsterdam y desarrollaron
unos criterios clinicos para ayudar a coordinar la investigacion
de esta enfermedad'’. Se tuvieron en cuenta consideraciones

matematicas para evitar la confusion con posibles agregaciones



de céanceres de colon esporadicos y se llegd al siguiente

acuerdo:

Criterios de Amsterdam | (Amsterdam 1990)

v Tres 0 mas familiares deben presentar cancer
colorrectal verificado histologicamente, uno de los
cuales ha de ser pariente de primer grado de los otros
dos, excluyendo la Poliposis Adenomatosa Familiar.

v' El CCR debe aparecer, al menos, en dos generaciones
sucesivas.

v Al menos un caso de CCR debe haber sido

diagnosticado antes de los 50 afios.

Estos criterios ayudaron a unificar la investigacion y a
definir el fenotipo. Desde el principio se reconocié que eran muy
restrictivos y podrian llegar a excluir a familias muy pequefas.
En 1999, el ICG-HNPCC volvié a reunirse en Coimbra para
consolidar los progresos y reconocié la importancia de los

tumores no colénicos, dando lugar a los Criterios de Amsterdam
”177

Criterios de Amsterdam Il (Coimbra 1999)

v  Tres o mas familiares deben presentar un cancer
asociado al CCHNP: CCR, endometrio, intestino
delgado o tracto renal verificado histologicamente o
mediante informe médico, uno de los cuales ha de ser
pariente de primer grado de los otros dos, excluyendo la
Poliposis Adenomatosa Familiar.

v' Debe haber, al menos, dos generaciones sucesivas.



v Al menos un caso de CCR debe haber sido

diagnosticado antes de los 50 afios.

En Bethesda, en 1996, se organizaron multiples
conferencias internacionales a fin de unificar conceptos,
clasificacion y nomenclatura sobre la enfermedad. Una
consecuencia directa fue el desarrollo de los llamados “Criterios

clinicos de Bethesda™™°

, que describen practicamente todas las
condiciones clinicas en las que hay sospecha de Sindrome de
Lynch. Si un paciente cumple uno de estos criterios, entonces
existe indicacion de realizar estudios genéticos moleculares
adicionales, bien de MSI del cancer colorrectal o andlisis
inmunohistoquimicos de proteinas MMR. Muchos estudios han
demostrado la utilidad de estos criterios en la seleccion de
familias para los andlisis de mutacién **°. Estos criterios fueron
posteriormente actualizados en diciembre de 2002 en

Bethesda'®.

Criterios de Bethesda clasicos (1996)

v' Pacientes con CCR que pertenecen a familias que
cumplen los Criterios de Amsterdam.

v' Pacientes con 2 neoplasias asociadas al HNPCC,
incluyendo CCR sincrénico o metacronico y/o cancer
extracolonico (endometrio, ovario, gastrico, hepatobiliar,
intestino delgado, carcinomas de células transicionales
de uréter o pelvis renal).

v Pacientes con CCR y un familiar de primer grado con
CCR, neoplasia extracolénica asociada al HNPCC o

adenoma colorrectal; uno de los canceres diagnosticado



antes de los 45 afos de edad y el adenoma antes de los
40 afos de edad.

v’ Pacientes con CCR o cancer de endometrio
diagnosticado antes de los 45 afios de edad.

v Pacientes con CCR localizado en el colon derecho e
histolégicamente indiferenciado diagnosticado antes de
los 45 afos de edad.

v' Pacientes con CCR tipo células en anillo de sello
(compuesto por mas del 50% de células en anillo de
sello) diagnosticado antes de los 45 afios.

v' Pacientes con presencia de adenoma colorrectal

diagnosticado antes de los 45 afios de edad.
Criterios de Bethesda modificados (2002)

» Cancer colorrectal diagnosticado en pacientes de menos
de 50 afios.

» Presencia de canceres multiples asociados al HNPCC
sincrénicos o metacronicos, independiente de la edad.

» Céancer colorrectal con MSI-H histologicamente
diagnosticado en un paciente < 60 afios.

» Individuos con CCR y uno a mas parientes de primer
grado con un tumor relacionado con HNPCC, con uno
de los tumores diagnosticado antes de los 50 afios.

» Individuos con CCR y dos 0 mas parientes de primer o
segundo grado con tumores relacionados con HNPCC,

independiente de la edad.



g) Importancia de los criterios en la practica clinica

Los Criterios de Amsterdam son ampliamente usados en la
practica clinica en todo el mundo. A las familias que los cumplen
se les debe realizar un analisis de MSI y/o inmunohistoquimico,
a fin de identificar el defecto genético del sistema MMR
implicado, seguido de un andlisis de la mutaciéon del gen.
Después de la identificacion, los familiares de primer grado
deben someterse a vigilancia colonoscopica sin demora.

Los Criterios de Amsterdam son adn Utiles dado que
aportan una terminologia uniforme y permiten la comparacion de
los resultados de los estudios publicados. Desde que se sabe
que el Sindrome de Lynch esta originado en un defecto del
sistema MMR y que éste puede ser identificado a traves de la
MSI, se ha prestado mas atencion a los Criterios de Bethesda
gue describen todas las condiciones clinicas en las que esta
indicada la busqueda de MSI. Todos los especialistas
implicados en el tratamiento del cancer deben conocer estos
criterios a fin de identificar a todas las familias sospechosas de
Sindrome de Lynch'”.

En general, se puede decir que los pacientes afectos de
Sindrome de Lynch pueden ser identificados en base a la edad
de presentacion y a una historia familiar caracteristica que
cumple los Criterios de Amsterdam y, en un intento de
seleccionar pacientes para el diagnéstico molecular, se
propusieron las guias clinicas de Bethesda. Pero incluso entre
personas de alto riesgo para el desarrollo de tumores, la
sensibilidad de los criterios se sitia entre un 40 y un 80%'* vy,
entre pacientes no seleccionados con cancer colorrectal, es del

50% 0 menos®.



VI.

I’ tanto los Criterios de

Segun el trabajo de Hampe
Amsterdam como los de Bethesda fallaron en 5 de 23
portadores de mutacion en MMR dentro de una cohorte de 1066
pacientes. A pesar de ello, estos criterios son aun validos en
situaciones donde no es posible el analisis secuencial de un
gran numero de pacientes.

Con el fin de evaluar la eficiencia de los Criterios de
Amsterdam y de Bethesda modificados en la identificacion de
pacientes con mutaciones de la linea germinal en MLH1 y
MSH2, Wolf y colaboradores™’ disefiaron un estudio sobre 81
familias austriacas HNPCC no relacionadas entre si. Como

resultado, se propuso un esquema de trabajo (Figura 12).

INCIDENCIA DEL SINDROME DE LYNCH

a) Prevalencia seqln los Criterios de Amsterdam

La estimacion inicial mas alta fue la realizada por
Mecklin'*? quien encontr6 que entre el 3.5 y 5.5% de todos los
CCR de una provincia finlandesa eran atribuibles al Sindrome de
Lynch. Por otra parte, en la relativamente pequefia region de
Mddena, en el norte de Italia, entre 3.4 — 4.5% de todos los CCR
se estimaron que eran debidos al Sindrome de Lynch'*. Sin
embargo, en un amplio estudio multicéntrico llevado a cabo en
Finlandia, que incluia la poblacién estudiada previamente, la
estimacion de la incidencia del Sindrome de Lynch estaba
comprendida entre el 0.7-2.4% de la poblacién™®. Dada la
temprana edad de aparicion del sindrome, muchos
investigadores intentaron extrapolar la incidencia del Sindrome

de Lynch a todas las edades a partir de la incidencia de una



cohorte de pacientes jovenes. Usando esta estrategia, Westlake
y colaboradores™®® concluyeron que la incidencia global en
pacientes de menos de 50 afos era de 3.1% y la incidencia
correspondiente para todos los CCR era de 0.3%. De igual
modo, Kee y Collins® la estimaron en un 6% en menores de 55
afos, con una incidencia total entre 1y 2.6%.

Las razones para tan amplias diferencias entre las

estimaciones segun los distintos estudios son:

e Diferencias interpoblacionales en las mutaciones
genéticas del sistema MMR o en la mutacién de los
genes modificadores.

e Diferencias interpoblacionales en la dieta y factores de
estilo de vida.

e Diferencias en la eficiencia de recogida de datos.

e Diferencias en los métodos de calculo.

e Sesgos de inclusion.

Es probable que algunos de estos factores, si no todos,

contribuyan a la variacion en los diferentes estudios.

b) Redefinicion del Sindrome de Lynch

Después de la clarificacion que supuso el papel de los
genes MMR en el Sindrome de Lynch, la definicion de la
enfermedad comenzo6 a incorporar la presencia o ausencia de
mutaciones en estos genes. Entre las familias diagnosticadas
clinicamente, la proporcion de mutaciones en el sistema MMR,
encontradas por estudios moleculares, varia considerablemente
entre los investigadores, situandose entre el 30 y el 90%'%, no
siendo esperable una concordancia del 100% debido a cambios

esporadicos que se pueden presentar en tres familiares, por la



existencia de mutaciones genéticas de alta penetrancia en otros
genes distintos a los MMR, presencia de alelos predisponentes
de baja penetrancia en otros genes e imperfecciones del
sistema de deteccion de mutaciones?®.

Estas consideraciones sugieren que el diagnéstico de
Sindrome de Lynch puede ser establecido de al menos dos
formas: bien por criterios clinicos, bien por positividad para la
mutaciéon del MMR. Es obvio que el diagnostico en base a
criterios clinicos fallard en la estimacion, pero también la
positividad para la mutacion errara en los calculos de incidencia
del Sindrome de Lynch, aunque por diferentes mecanismos. Sin
embargo, si el sindrome es definido molecularmente, existe el
riesgo de la sobreestimacion, dado que se pueden diagnosticar
mutaciones poco importantes y cambios secuenciales de
significado clinico desconocido™*°.

Por todo lo anteriormente expuesto, de la Chapelle®
propuso definir el Sindrome de Lynch exclusivamente
basandose en la presencia de mutaciones deletéreas o
perjudiciales en uno de los genes del MMR. Se define mutacion
deletérea a toda mutacion truncante, incluyendo los errores de
engranaje, que altere el ADN, y a aquella que se produzca en
regiones de regulacion que conlleve la ausencia de transcripcion
o de proteina. La patogenicidad de las mutaciones que
comportan cambios en las bases, de las exdnicas silentes y la
de otros cambios, que no se consideren a priori deletéreos,

deben ser valorada individualmente.

c) Calculo _de la incidencia _estimada _en base a estudios

poblacionales




Con el fin de evitar el sesgo asociado a los estudios sobre
familias de alto riesgo, se han utilizado informes poblacionales
para estimar la penetrancia, con el inconveniente de que,
cuando la tara es rara, hace falta realizar el genotipo de un gran
ntmero de individuos, lo que encarece el estudio®®.

La extrapolacion de datos a la poblacion general a partir
de poblaciones seleccionadas de alto riesgo es incorrecta, pero
sirve para realizar una primera aproximacion a la estimacion de
este sindrome. En un estudio del sur de California, a 1136
sujetos se le encuestd sobre la historia familiar de canceres.
Entre los 227 con una historia familiar positiva para CCR, 5
tenian mutacion genética de los MMR, concluyendo los autores
qgue la prevalencia del Sindrome de Lynch esta probablemente
mas cerca del 1% que del 5%"**. En un estudio similar britanico,
Evans y colaboradores* encontraron 3 mutaciones asociadas al
Sindrome de Lynch en una serie inicial de 1329 pacientes.

Las estimaciones sobre la incidencia del Sindrome de
Lynch deben estar basadas en todos los pacientes con CCR y/o
tumores asociados al sindrome. Como las detecciones de
mutaciones son muy costosas como metodo de despistaje, la
mayoria de los estudios hacen la deteccion de la inestabilidad
de microsatélites como primera aproximacion al diagnéstico,
seguido de la identificacién de la mutacién en aquellos pacientes
positivos para la MSI. Existen diferencias interesantes en la
frecuencia de tumores MSI positivos entre los diistintos estudios,
que oscilan entre el 8.3-20%. Es tentador postular que las
diferencias en las frecuencias de MSI son debidas a diferencias
entre las poblaciones o regiones, siendo las de menor incidencia

en paises mediterraneos, como lItalia o Eslovenia, y el de mayor



Estados Unidos. Sin embargo, no pueden hacerse conclusiones
definitivas. Otro aspecto que interfiere en los resultados es el
hecho de que los estudios de deteccidn de mutacion se realizan
casi con exclusividad sobre los genes MLH1 y MSH2%.

En el estudio finlandés de Salovaara y colaboradores™,
en un 2.7% de los 1044 pacientes estudiados con CCR, se
detectd una mutacion en MLH1 y/o MSH2. Es posible que esta
cifra sea el reflejo de que estas dos mutaciones fundadoras
estén ampliamente distribuidas entre la poblacién del este de
Finlandia y que originan casi el 70% de todos los casos de
Sindrome de Lynch en esta region, resultando que el este de
Finlandia puede tener mas incidencia que muchas otras
regiones.

Basandose en estos estudios publicados, se puede
concluir que, segun las estrategias y técnicas actuales, la
proporcion de CCR debida a Sindrome de Lynch se encuentra
entre el 1 y el 3% de la mayoria de las poblaciones®. Como sélo
se estudian los genes MLH1 y MSH2 y la mayor parte de los
cambios en las bases se consideran no deletéreos, las cifras
pueden estar infraestimadas. Si en la misma cohorte de
pacientes se estudiaran los genes MSH6 y PMS2 se detectarian
MAas casos.

Este hecho esta enfatizado por el estudio de Goodfellow®®,
en el que 441 pacientes no seleccionados con cancer de
endometrio y de dos zonas geograficas distantes se estudiaron
en busca de mutaciones en MSH6, encontrandose en el 1.6%
de los mismos (7 pacientes) mutacion a dicho nivel.

A los estudios anteriores hay que hacer varias

consideraciones:



0O Todos los estudios estan realizados en paises
occidentales, predominantemente sobre poblacién blanca
del mundo industrializado. La situacion puede ser bien
diferente, por ejemplo, en el tercer mundo o en la
poblacion no blanca de paises industrializados.

0 La inestabilidad de los microsatelites se ha presentado
como el “patron oro” para la deteccion de las deficiencias
del MMR, pero no ha sido posible determinar su
sensibilidad. Es posible que, mientras la MSI sea el Unico
método de cribaje, los falsos negativos de MSI lleven a
cifras equivocas de Sindrome de Lynch. Recientemente,
se ha estudiado la valoracion inmunohistoquimica (IHC) de
las proteinas del MMR en los tumores, cuya sensibilidad
para detectar MSI es hasta del 100%. Por tanto, en el
futuro, la IHC puede incluso reemplazar a la MSI como

método de cribaje.

d) Incidencia del Sindrome de Lynch

Para calcular la prevalencia, un método seria multiplicar la
incidencia acumulada de CCR (por ejemplo a los 70 afios) por la
proporcion de todos los CCR debidos a Sindrome de Lynch.
Usando esta estrategia, la prevalencia de mutaciones en MMR
en la poblacién del este de Finlandia esta calculada en 2.7% del
5% que es la incidencia acumulada de CCR*™. Con el mismo
meétodo y con un 80% de penetrancia entre los portadores de la
mutacion, Terdiman®®® concluyé que la tasa de portadores de la
mutacion en la poblacién general se situa entre 1:1600-1800.
Hay que tener en cuenta que estas cifras estan infraestimadas

dado que:



1. Seignoran las mutaciones en MSH6 y PMS2.
2. Ni las mutaciones ni la detecciéon de MSI son 100%
sensibles.

3. Las estimaciones se han hecho sélo en base al CCR.

En conclusion, si la proporcion de todos los CCR debidos
al Sindrome de Lynch se encuentra entre un 1y 3% vy el riesgo
acumulado de CCR es del 5%, la incidencia en la poblacion
general se sitda entre 1:2000 y 1:660, por lo que es razonable
concluir que el Sindrome de Lynch es una de las enfermedades

hereditarias mas comunes en el hombre?.

VIl.- ESPECTRO TUMORAL

Esta bien establecido que los portadores de las mutaciones en
los genes del sistema MMR tienen alto riesgo de desarrollar
canceres en el colon y endometrio®'™. Sin embargo, existen otros
tipos de tumores observados en los portadores del Sindrome de
Lynch y en los familiares de alto riesgo.

Es evidente que definir el espectro tumoral no es simplemente
una cuestion de listar los canceres que pueden afectar a los
pacientes con este sindrome. Ademas, no existe evidencia de que
estos pacientes no puedan desarrollar cualquier tipo de neoplasia,
por lo que la lista podria incluir cualquier tumor humano. El espectro
tumoral debiera incluir sélo aquellos tumores que estén asociados al
Sindrome de Lynch, pero no existe acuerdo en lo que quiere decir

asociacion. Al respecto existen dos puntos de vista':



1. El cancer asociado al Sindrome de Lynch es aquél que
se presenta en los pacientes afectos con mayor frecuencia
gue en la poblacion general. Este tipo de asociacion se
demuestra comparando las tasas de los portadores frente
a los no portadores o la de los afectos versus la poblacion

general.

2. Los canceres asociados son aquellos que se derivan del
defecto genético portado por el paciente. Se demuestra
porgue un tumor en un paciente con Sindrome de Lynch
con una mutacidon conocida, muestra pérdida o inactivacion
de uno de los alelos del gen mutado y la presencia de

inestabilidad de microsatélites en el tumor.

En el Sindrome de Lynch, los estudios dependientes del
genotipo son dificiles de interpretar a causa de que la deteccion de
la mutacion no es 100% sensible. La mayoria de las estimaciones
de la penetrancia basadas en el genotipo se hacen sélo sobre dos
genes, MLH1 y MSH2. Las mutaciones sobre MSH6 dan cuenta
s6lo de una minoria de familias Lynch, y su fenotipo difiere del tipico
de este sindrome: los tumores endometriales son mas comunes, la
edad de aparicion del cancer es mas tardia y la penetrancia es baja.
Existe también alguna evidencia de que las mutaciones en MLH1y
MSH2 no son equivalentes fenotipicamente™®.

Las familias Lynch en las que no se ha encontrado una
mutacién pueden ser portadoras de mutaciones en cualquier gen de
reparacion de los errores de la replicacion, y estas mutaciones
pueden tener mayor o0 menor penetrancia que las mutaciones

encontradas con las técnicas corrientemente usadas. Esto significa



gue las estimaciones de la penetrancia basadas en tales familias
estan sesgadas en una extension y direccién desconocidas.

Los estudios que no dependen del genotipo basan sus datos
en la valoracion clinica, principalmente en el fenotipo tumoral, para
identificar a las familias y los casos del Sindrome de Lynch. El
fenotipo tumoral de un caso individual nunca es un indicador
sensible ni especifico del sindrome; la historia familiar es siempre
una parte de la evidencia de que un paciente dado tiene este
sindrome. No existe una forma correcta de eliminar este sesgo de
inclusion.

Finalmente, debe hacerse notar que algunos de los tipos de
tumores asociados al Sindrome de Lynch son mas bien raros. En
tales casos, incluso si el riesgo es muy fuerte, el namero de
diagnosticos hechos puede ser pequeiio. En estos casos, la fuerza
del estudio para detectar elevaciones del riesgo es bajo excepto en
una muestra muy grande de casos de Sindrome de Lynch.

A pesar de estas cuestiones, es importante identificar lo mejor
posible los tumores asociados al Sindrome de Lynch. En el afio
2001"' parecia haber una clara evidencia para incluir como
tumores asociados los de endometrio, estbmago, ovario, tracto
urologico, intestino delgado, tracto hepatobiliar y tumores
cerebrales. De éstos, el cancer de endometrio es el mas coman*®,
apareciendo una media de 15 afios antes que en la poblacion

general®®.

Existe un riesgo aumentado para los tumores de
intestino delgado, mientras que para los canceres de pulmon,
mama, prostata, vejiga, laringe o cerebro el riesgo relativo es similar
a la poblacion general’®. Otros estudios parecen confirmar estas

conclusiones!**,



% realizaron un estudio

En Francia, Parc y colaboradores®
prospectivo de 348 sujetos, pertenecientes a 163 familias, en las
gue se establecié una mutacion en MLH1 o MSH2. El analisis de la
historia tumoral en los sujetos y sus familiares mostréo que,
aproximadamente la mitad de los tumores, se localizaban en el
colon proximal al angulo esplénico. En los varones, una cuarta parte
de los tumores estaban en el colon distal o en el recto, mientras que
en las mujeres, la proporcion de estos tumores era menor (19%) y
el cancer de endometrio suponia la cuarta parte de los tumores
diagnosticados. En el intestino delgado se localizaba el 6% de los
tumores en ambos casos. El 10% restante de ambos grupos se
repartia entre tumores mas raros como el estdmago, sistema
nervioso central, ovario, tracto biliar, riidén y tracto urinario. Las
neoplasias de mama, tiroides, pulmoén y préstata eran infrecuentes
en ambos grupos de pacientes.

Park y colaboradores™! investigaron a 1011 individuos
pertenecientes a 66 familias coreanas con Sindrome de Lynch,
centrdndose en el riesgo de céancer gastrico (28 familias con
Criterios de Amsterdam y 38 que no los cumplian). Se calculd el
riesgo relativo global y por edad en estas familias frente a la
poblacion general, identificandose 25 pacientes con cancer gastrico
de entre 22 familias Lynch. El riesgo de cancer gastrico en
pacientes con CCR y en sus familiares de primer grado fue de 2.1
veces mayor que en la poblacion general (95% de intervalo de
confianza; rango: 1.4-3.2). El riesgo relativo (RR) de cancer gastrico
en las generaciones mas jovenes era mucho mayor (11.3 veces a
los 30 afios y de 5.5 veces a los 40). Ademas, el RR era mayor en
familias con mutacidon positiva que en las que no presentaban

mutacion (3.2 vs 1.6 veces).



Existe controversia sobre la relacion cancer de mama vy
Sindrome de Lynch. Segun Risinger y colaboradores'*®, no hay
duda de que este tumor es parte integral del sindrome y basa su
afirmacion al observar dos tumores de mama en familias con
mutacion de MLH1. En ambos casos, los tumores de mama
mostraron alta inestabilidad de microsatélites con pérdida de la
expresion del alelo wild-type MLH1. También se examinaron otros 4
tumores mas de mama de otras familias con Sindrome de Lynch
que presentaban MSI en este mismo estudio. Otros autores’® sin
embargo, no han encontrado un aumento del riesgo de cancer de
mama en la poblacion de los Paises Bajos.

En el afio 2002, se aumento la relacion de tumores asociados
con un caso de leiomiosarcoma en el seno de una familia con
Criterios de Amsterdam positivos y con inestabilidad de

microsatélites en la isla de Tenerife'?®.

VIII.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El establecimiento de un diagnostico genético del HNPCC ha
llenado el hueco dejado por la investigacion de los criterios clinicos
del sindrome. Los tests genéticos nos permiten, no sélo garantizar
el diagnostico de una parte importante de familias con una historia
no confirmada clinicamente, sino también investigar la presencia o
ausencia de mutaciones en cada miembro de una familia.

Los principales tests disponibles para la investigacion son*":

1. Eltest de la inestabilidad de los microsatélites.

2. La inmunohistoquimia de las proteinas de los genes

reparadores del ADN.

3. La secuenciacion del ADN.



a) Test de la inestabilidad de los microsatélites

Los microsatélites son repeticiones de secuencias simples
de ADN, entre 1 y 6 pares de bases, que se distribuyen a lo
largo del genoma. Su origen se piensa que es defecto de
apareamiento durante la replicacion del ADN*°. La MSI se
caracteriza por elongaciones y contracciones del niumero de
repeticiones en multiples loci de microsatélites que el sistema
MMR normalmente reconoce Yy repara. Sin embargo, en
ausencia de un MMR funcional, estos errores no se corrigen y
dan lugar a la inestabilidad genémica®.

Para la deteccion de MSI, se extrae ADN de bloques
tisulares embebidos en parafina o de tumores en fresco. Para el
tejido tumoral, se usan aquellas areas que contengan mas de un
70% de células tumorales vy, para los controles
correspondientes, el ADN se obtiene de la mucosa normal
adyacente o de otros tejidos no neoplasicos del paciente.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliza
para amplificar y marcar con is6topos o fluoresceina una region
de ADN gue contenga microsatélites, seguida de una separacion
en base al tamafio de los productos de la PCR. La MSI se puede
observar mediante la comparacion de los patrones de
electroforesis del ADN amplificado, tanto del tejido tumoral como
del sano, y se puntla en base a la aparicibn de fragmentos
nuevos en el ADN de los tumores. El test comprende un panel
de marcadores propuestos por el Grupo Internacional de
Colaboracion que incluye: BAT25, BAT26, DS123, D5S346 y
D17S250. Segun el porcentaje de inestabilidad que presenten

las muestras, éstas se clasifican en MSI-H, MSI-L y MSS®.



Esta claro que los marcadores de las repeticiones de
mononucleo6tidos deben estar incluidos en cualquier panel de
marcadores de microsatélites utilizados para la deteccion de
tumores MSI-H. Estos son relativamente estables y algunos
datos sugieren que su uso tiene una mayor sensibilidad vy

H®% Los

especificidad para la deteccion del fenotipo MSI-
marcadores dinucleotidos son menos sensibles y especificos
gue los primeros para la detecciéon del fenotipo MSI-H, pero son
importantes con propaositos de control de calidad, especialmente
para minimizar el nimero de muestras a analizar.

En la actualidad, los tri, tetra y pentanucledtidos no se
utilizan para los estudios de MSI desde que se ha demostrado

su estabilidad en tumores MSI*°.

b) Inmunohistoguimia (IHC)

Dado que la MSI-H parece ser un marcador fenotipico de
defecto del MMR, es importante tener un mayor conocimiento de
las proteinas implicadas en estos casos. Mientras se identifican
los genes asociados al MMR del ADN, se estan desarrollando
anticuerpos frente a estas proteinas. Estos anticuerpos se han
convertido en agentes de gran utlidad tanto para Ila
investigacion como para la practica clinica mediante estudios
inmunohistoquimicos.

El examen del tejido colorrectal tumoral, en busca de la
pérdida de expresibn de las proteinas MMR mediante
inmunohistoquimia, complementa el analisis de MSI en el cribaje
de defectos de MMR en el Sindrome de Lynch'®. Al igual que el
test de la MSI, la IHC se realiza sobre bloques de tejido tumoral

embebidos en parafina. Las células tumorales que demuestran



una ausencia de mancha nuclear, cuando las células normales
gue las rodean si la presentan, se dice que tienen una ausencia
de expresion de proteinas.

El andlisis de IHC de tumores de individuos de moderado y
alto riesgo esta disponible para MSH2, MLH1, MSH6 y PMS2.
La falta de expresion para MSH2 esta casi siempre acompafiada
de una pérdida secundaria de MSH6 e, igualmente, la falta de
expresion de MLH1 se asocia a una pérdida de PMS2. Sin
embargo, la pérdida de MSH6 y PMS2 puede presentarse en
solitario, en cuyo caso representa el defecto primario. La razon
mecanica para la pérdida concomitante de estas proteinas no es
del todo conocida. Se especula con que la combinacion de
proteinas se une como un complejo de MMR vy, es posible, que
la pérdida de una parte de este complejo afecte a la expresion o

a la localizacion celular de la otra parte'*

. En la préctica, la
pérdida en solitario de MSH6 o PMS2 presenta una fuerte
evidencia de mutacion germinal en el gen respectivo. Sin
embargo, la pérdida de expresion de MLH1 es indicativa, bien
de una mutacion germinal o bien de la hipermetilacion del
promotor de ese gen®’.

La pérdida de expresion proteica de MMR estd muy
relacionada con el fenotipo MSI-H"#?®*7 Con la excepciéon de lo
publicado por Hendriks y colaboradores” y algunos casos de
MSHG6, existen muy pocas situaciones que muestren MSI-L/MSS
con una peérdida concomitante de expresion de las proteinas
MMR. En una serie de 1463 tumores analizados en la Clinica
Mayo, soélo el 0.2% con fenotipo MSS/MSI-L mostraron pérdida
de una de las proteinas MMR. En dichas muestras se evidenci6

pérdida de MSH6™.



Por otra parte, no todos los tumores con un fenotipo MSI-H
revelan una pérdida asociada de expresidon de proteinas.
Aproximadamente el 95% de los casos MSI-H se asocia a la
pérdida de MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, mientras que el
restante 5% se debe a etiologia desconocida®. Alguno de estos
casos pueden deberse a una mutacion insensible de uno de los
genes ya citados que de lugar a una pérdida de funcion, pero sin
alterar su expresion. Alternativamente, puede tratarse de la

alteracion de otros genes MMR.

c) Secuenciacion del ADN

Es el “gold standard” para la deteccion de mutaciones.
Consiste en comparar cada par de bases de un gen, o parte de
él, en muestras de sangre con las correspondientes regiones
normales del ADN. A pesar de su alta fiabilidad, tiene una
sensibilidad del 70%™°, incluso cuando se realiza en sujetos
muy seleccionados con diagnostico clinico de HNPCC basados
en los Criterios de Amsterdam. Ademas, la secuenciacion del
ADN continua siendo cara y laboriosa, aunque, una vez se ha
detectado la mutacion en un sujeto, los parientes pueden ser
testados a un bajo coste y dentro de un periodo de tiempo corto,
dado que el estudio puede ser realizado so6lo sobre la region

mutadal’®,

d) Estrategia de diagnostico para la identificacion de

pacientes con Sindrome de Lynch (Fig. 13)

El establecimiento del diagnostico de Sindrome de
Lynch ha sido dificultoso debido a la falta de caracteristicas

fenotipicas como ocurre en la PAF. Dado que el CCR



familiar/hereditario es heterogéneo y que el CCR esporadico es
relativamente comun en la poblacion con agregacion familiar, la
historia familiar por si misma no es ni sensible ni especifica para
hacer un diagnostico de Sindrome de Lynch. De las familias con
diagnéstico clinico de HNPCC, sélo en un 70% encontraremos
evidencia de defectos en el MMR vy, ademas, la anormalidad
puede estar presente en cualquiera de al menos 4 genes
diferentes*'. Por tanto, para identificar mejor las mutaciones en
la linea germinal de pacientes con historia familiar y/o criterios
clinicos de Sindrome de Lynch, se recomienda un procedimiento
diagnéstico escalonado®’™.

Primeramente se realiza un analisis de MSI e IHC sobre el
tejido tumoral, como una evaluacion inicial de individuos con
riesgo alto de ser portadores de defectos germinales de MMR.
Los tumores que tengan MSI-H y/o pérdida de expresion de una
proteina MMR (0 asociacidén con pérdida de MSHG6) tienen una
fuerte evidencia de presencia de mutacion germinal en ese gen
respectivo y se han de realizar esfuerzos para determinar la
mutacion precisa. Dado que esta mutacion se puede presentar
en cualquier lugar a lo largo de todo el genoma, se emplea bien
la secuenciacion directa del ADN o bien técnicas de despistaje
de la mutacion. Ambas se encuentran limitadas por el hecho de
gue no detectan delecciones largas, duplicaciones ni otros
desarreglos genémicos. Recientes estudios'® indican que estas
mutaciones conforman una significativa proporcion de las
observadas en MSH2 (aproximadamente el 30%) y MLH1 (del 5-
10%). Por tanto, debido a la presencia de delecciones y

duplicaciones, los métodos basados en PCR deben ser parte del



protocolo rutinario de deteccion de mutaciones para el Sindrome
de Lynch.

La realizacibn de estos ultimos andlisis, sin realizar
previamente una MSI y/o IHC, puede ser innecesariamente cara
y llevar a resultados erréneos, dado que, aproximadamente el
30-40% de las familias con Criterios de Amsterdam positivos y la
mayoria de los CCR de aparicion precoz, no tienen defectos del

sistema MMR*?,

IX.- SEGUIMIENTO EN EL SINDROME DE LYNCH

Una vez se diagnostica el sindrome, el sujeto presenta entre

un 70 y un 80% de posibilidades de desarrollar un CCR*">1#

y mas
de un 50% de riesgo de presentar un cancer de endometrio, antes
de los 50 afios si la paciente es portadora de una mutacion en
MLH1 o MSH2, o antes de los 55 si pertenece a una de las familias
MSH6*°. El propoésito principal de la vigilancia es la deteccion
precoz de las neoplasias en los estadios asintomaticos, que pueda
ser aplicada a los miembros de las familias que cumplen los
Criterios de Amsterdam o en aquellos individuos con sindromes
similares al de Lynch y con una mutacién desconocida'*.

El seguimiento correcto debe estar precedido de una
minuciosa charla informativa sobre la naturaleza del sindrome, su
historia natural y la necesidad de vigilancia a lo largo de la vida. Los
estudios deben comenzar entre los 20 y los 25 afios y deben
prolongarse hasta los 50 afios 0 mas, por lo que hay que evaluar las
consecuencias psicosociales de un seguimiento a largo plazo®. Sin

embargo, también el médico debe saber que las recomendaciones



presentes estan basadas en el conocimiento actual y en la opinion
de expertos, mas que en evidencias.

La necesidad de un uUnico abordaje para la prevencion del
cancer en los familiares con sindromes de canceres hereditarios ha
dado lugar al desarrollo de clinicas especializadas. En septiembre
de 1995, el Instituto del Cancer Hereditario de la Universidad de
Creighton creo¢ la Clinica para la Prevencion del Cancer Hereditario
(HCPC). Entre sus objetivos, trasladar los avances en biologia
molecular de canceres hereditarios y la experiencia institucional a
métodos de prevencidn clinicamente aplicables a familias con
riesgo  aumentado de tumores. Posteriormente, Lemon vy
colaboradores® publican sus primeros resultados, segun los cuales,
aquellos pacientes que perciben tener un mayor riesgo de
desarrollar canceres, en base a su historia personal y/o familiar,
desean realizarse test genéticos para conocer su propio riesgo
tumoral, las necesidades de salud de sus hijos, la toma de
decisiones de una cirugia, planear el futuro, tener hijos o para los
seguros de vida. Una vez informados de los riesgos potenciales,
beneficios y limitaciones de los test de ADN, algunos individuos

declinan realizarse dicha prueba.

a) Informacion a las familias

Una vez se ha desarrollado el arbol genealdgico, si se
tiene una razonable certeza de estar ante un sindrome
hereditario de cancer, hay que empezar a educar a la familia
sobre los programas de despistaje y seguimiento, a fin de que
comprendan los beneficios de los tests genéticos. Hay que estar
atentos a los problemas potenciales que se pueden presentar

como miedo, ansiedad, aprension, problemas con los seguros



sanitarios, discriminacion laboral y disputas entre los

familiares®®.

b) Guias clinicas de sequimiento

v" Tumores colorrectales

En base a estudios observacionales, se recomienda a los
individuos con mutacion asociada al Sindrome de Lynch una
colonoscopia cada 1-3 afios, comenzando entre los 20-25**y el
Grupo de Colaboracion Internacional para el HNPCC ha hecho
suya esta recomendacion'’®. Es mandatario realizar una
colonoscopia completa, dada la distribucion predominante del
CCR en el colon derecho en comparacion con la poblacion
general®.

La eficacia del intervalo de 1 a 3 afios entre las
colonoscopias surgié de un estudio finlandés en el que se
compararon los resultados tras la vigilancia de un grupo frente a
portadores de la mutacion que rehusaron el seguimiento. La
frecuencia de los CCR disminuy6 un 60% y la mortalidad global
un 65% durante el seguimiento de 15 afios y no se identificaron
muertes relacionadas con el CCR en el grupo del seguimiento.
Los tumores observados en el estudio fueron catalogados como
Dukes Ay B en un 25% de los casos y un 75% de adenomas’®.

Se han podido diagnosticar tumores asintomaticos dentro
de un periodo de vigilancia de dos afios'”, por lo que algunos
autores propugnan un seguimiento anual para portadores
probados de la mutacion'®, pero no existe evidencia de que
éste sea el intervalo mas 6ptimo. Dado que el riesgo de CCR es
bajo antes de los 30 afios en las familias con mutacion en MLH1

y MSH2, y muy bajo para la mutaciéon en MSH6>, la realizacion



de una colonoscopia cada 2 o 3 afios durante los 10 primeros de
seguimiento podria ser suficiente, para posteriormente pasar a

una vigilancia mas estrecha superados los 30 afios™*.

v" Tumores ginecolb6gicos

El carcinoma de endometrio es el segundo en frecuencia
de los canceres extracolonicos del Sindrome de Lynch®. El
riesgo acumulado es mayor del 50% en las mujeres portadoras y
la media de edad en el momento del diagnostico, como se ha
mencionado con anterioridad, es de 50 afios en las familias
MLH1 y MSH2 y de 55 en las MSH6*.Sin embargo, no se han
observado diferencias en las tasas de supervivencia entre las
mujeres con Sindrome de Lynch cuando se las compara con la
poblacion general, dado que este tumor es una causa
infrecuente de muerte.

El ICG-HNPCC" recomienda a partir de los 30-35 afios,
vigilancia anual o bianual para el carcinoma de endometrio
mediante ecografia transvaginal o mediante biopsia de
endometrio. Este seguimiento permite el diagndstico precoz de
lesiones premalignas y tumores, pero no existen datos
disponibles de que aporte beneficio clinico en pacientes
asintomaticas.

Un seguimiento menos frecuente y focalizado en grupos
de riesgo, como mujeres portadoras de mutacion en MSHS6,
podria ser una buena alternativa.

Es importante enfatizar que todas las mujeres con
mutacion en alguno de los genes MMR, independientemente de
la edad, a quienes se les practique una cirugia abdominal por

CCR deben tener un examen ginecologico previo a la cirugia



para descartar tumores sincréonicos o procesos endometriales

premalignos™*.

v Otros tumores

Los otros tumores extracolénicos asociados al HNPCC son
el carcinoma gastrico, ovario, intestino delgado, pelvis renal,
uréter y tracto urinario, pancreas y tracto biliar***. También se ha
encontrado asociacion con tumores cerebrales, asi como con
tumores de piel, el mas tipico de todos es el adenoma vy
carcinoma sebaceo. Es probable, que a medida que los
portadores de la enfermedad avancen en edad, se encuentren
nuevos tipos de tumores asociados a la mutacion del sistema
MMR™®,

La asociacion del Sindrome de Lynch con los tumores de

158 yy mama'’® es controvertida.

pulmén'”, préstata

Se ha sugerido que los portadores de mutacién en MSH2
tienen un riesgo incrementado de tumores extracolénicos frente
a los portadores de MLH1, pero no existe evidencia de que se
deba instituir programar de vigilancia especificos para cada
mutacion'’.

El despistaje para todos los canceres extracolonicos
parece ser imposible o ineficaz. La citologia de orina, la
ecografia abdominal y la determinaciéon del marcador CA-125
para las mujeres, se ha usado como meétodo de deteccion
precoz de tumores de rifion, tracto urinario u ovario sin que la

evidencia demuestre su eficacia’®.



c) Otras medidas preventivas

Durante los ultimos afios, informes crecientes indican que
la aspirina, AINEs y los inhibidores de la COX-2, disminuyen el
riesgo de adenomas colorrectales en los pacientes con CCR
esporadico y hereditario*®?. Estudios randomizados**® muestran
una significativa reduccion en el nimero de adenomas en
pacientes esporadicos y en la PAF. El CAPP2 es un gran
estudio de colaboracion internacional disefiado para establecer
la importancia de la aspirina en la prevencion de adenomas
colorrectales y de carcinomas en el Sindrome de Lynch, cuyos
resultados se publicaran en wunos afios. Los estudios
preliminares parecen indicar que en el futuro, Ila
qguimioprevencion debe ser combinada con la vigilancia en
grupos de alto riesgo, como portadores de la mutacion, en el
Sindrome de Lynch.

La importancia de los factores de riesgo para el cancer,
como el tabaco, la obesidad y los habitos dietéticos no se han
estudiado en el Sindrome de Lynch, pero si se ha informado de
diferencias en la edad de la primera manifestacion y en el riesgo
de tumores metacronicos entre individuos con idénticas

mutaciones*®.

d) Guia clinica recomendada

En la tabla niumero 1 se resumen las recomendaciones
hechas por el Grupo de Colaboracion Internacional para el
seguimiento de los pacientes con diagnéstico de HNPCC™®, a

fin de diagnosticar tumores precoces.



e) Indicaciones para sequimiento individualizado

No existen estudios que muestren que el seguimiento se
modifique de acuerdo con la afectaciéon genética o el tipo y
localizacion de la mutacion. Si se sabe que entre los afectados
por la mutacion en MSH6, la edad de presentacion de los
primeros sintomas es mayor, por lo que se recomienda que el

seguimiento comience a partir de los 30 afios’.

f) Coste-efectividad

El coste minimo del seguimiento de un individuo con
Sindrome de Lynch consiste en unas 20-30 colonoscopias

durante su vida. Vasen y colaboradores'’®

estimaron que la
vigilancia con colonoscopias aumentaba unos 7 afos la
esperanza de vida y que el coste del seguimiento era menor que
el del tratamiento del tumor diagnosticado. La identificacion de
los portadores mediante analisis de la mutacion se ha
demostrado ser coste-efectivo comparado con la vigilancia de
todos los miembros de la familia, sobre todo cuanto mas

numerosa sea ésta'®.

g) Resultados del seguimiento

Jarvinen y colaboradores™ evaluaron la eficacia del
seguimiento con colonoscopias en un ensayo controlado de
HNPCC a lo largo de 15 afios. La incidencia de CCR y las tasas
de supervivencia se compararon con dos cohortes de miembros
de alto riesgo de 22 familias con HNPCC. A 133 sujetos se les
sometio a colonoscopia cada 3 afios y a 119 controles no se les
realiz6 ningun seguimiento. Los resultados mostraron que el

CCR se desarrollé en un 6% de los pacientes seguidos frente a



un 16% de los controles (p=0.014). La tasa de CCR se redujo en
un 62%. Todos los tumores en el grupo de estudio fueron
locales y ninguno causoé la muerte; en comparacion, en el grupo
control, se registraron hasta nueve muertes secundarias a CCR.
La tasa de mortalidad global fue de 10 versus 26 en los grupos
de estudio y control respectivamente (p=0.003). La conclusion
fue que el seguimiento con colonoscopia cada tres afios
previene la muerte por CCR y disminuye la mortalidad global
aproximadamente en un 65% en las familias HNPCC.

Sin embargo, el CCR en el HNPCC se puede presentar a
pesar de un seguimiento intensivo. El objetivo del estudio de
Renkonen-Sinisalo y colaboradores®’ fue determinar si la
supervivencia asociada al CCR era mayor entre los pacientes
diagnosticados por colonoscopia frente a los que presentaban
sintomas. Los resultados fueron de un 93% a los 10 afios vs el
68% registrado para el grupo de no vigilancia (p<0.02).

En el afio 2006, de Jong y colaboradores® publicaron los
resultados de un programa de vigilancia iniciado a finales de la
década de los 80 en Holanda. Se evaluo la efectividad de este
programa mediante la valoracion de la mortalidad secundaria al
CCR vy al cancer de endometrio antes y después de 1990 y la
comparacion de la mortalidad de causa tumoral (excepto la del
CCR y de endometrio) con la mortalidad en la poblacion general.
Los resultados se resumen en una disminucion de la mortalidad
causada por el CCR y que, con excepcion de los tumores
cerebrales, no existia un incremento de la tasa de mortalidad

respecto a otros tumores.

h) Indicaciones de la cirugia




Desde la identificacion de los genes responsables del
HNPCC, los médicos estan mas alertas sobre este sindrome v,
en consecuencia, se reconocen un numero mayor de familias
potadoras de este defecto genético. Una cuestion importante es
si el manejo clinico del CCR asociado a HNPCC debe diferir del
realizado a los CCR esporadicos. Hasta ahora, existia un
acuerdo general sobre que la colectomia subtotal era el
tratamiento quirdrgico de eleccion para los pacientes con un
HNPCC bien definido con CCR precoces. Esta recomendacion
se apoyaba en el riesgo significativo del desarrollo de un CCR
metacronico segin varios grupos de trabajo'®. Sin embargo, un
reciente estudio mostré que las colonoscopias periodicas de los
miembros de las familias con alto riesgo para HNPCC conlleva
una significativa reduccion en la tasa de CCR y la gran mayoria
de los tumores detectados mediante seguimiento, se encuentran
en estadios precoces’®,

Otro estudio reciente!’

mostré que la colectomia subtotal
en pacientes con poliposis familiar adenomatosa lleva a una
disminucion importante de la calidad de vida en comparacion
con la poblacion general, cuestion que no es enteramente
extrapolable a los pacientes con HNPCC, en quienes la
colectomia es mejor tolerada gracias a una mayor cantidad de
intestino preservado. Desafortunadamente, los estudios de
calidad de vida después de diferentes opciones quirdrgicas no
consideran especificamente a los pacientes con HNPCC, en
quienes el riesgo de presentar tumores sincronicos o
metacronicos después de una reseccion de colon limitada podria
tener un considerable impacto en la calidad de vida debido al

miedo al cancer.



Con el fin de considerar cual es el mejor tratamiento para
pacientes con HNPCC, de Vos tot Nederveen y colaboradores'®
realizaron un estudio de analisis de decision y compararon los
efectos sobre la salud entre las principales opciones quirargicas.
Los resultados de su estudio mostraron que en pacientes
jovenes, la colectomia subtotal y la proctocolectomia llevan a un
significativo incremento de la esperanza de vida en comparacion
con las resecciones segmentarias o hemicolectomias. Afladido a
esta cuestion, se suma el peso de una segunda cirugia. Si se
asume un riesgo constante del 16% cada 10 afios después de
una colectomia parcial, los pacientes que presentan un CCR
primario con menos de 60 afos, tienen un riesgo de una
segunda cirugia debido a un nuevo CCR entre un 20 a un 60%,
mientras que el riesgo de cancer de recto tras una colectomia
subtotal es de 1% por afio'*®. En base a estos hallazgos y tras
estas consideraciones, este grupo de investigacion considero la
colectomia como el tratamiento de eleccion en pacientes
jovenes con alto riesgo de HNPCC.

Aungue la proctocolectomia se asocia con un mayor
incremento en la esperanza de vida, esta opcidbn no se
considera en los pacientes con HNPCC debido a sus peores
resultados funcionales. Sin embargo, si el cancer primario
asienta en el recto, la proctocolectomia con anastomosis
ileorrectal parece ser el tratamiento de primera eleccion.

En pacientes mayores de 60 afios, la proctocolectomia y la
colectomia subtotal solo llevan a un ligero incremento de la
esperanza de vida, incluso en tumores detectados en estadios
precoces. También, en pacientes afiosos, el riesgo medio para

el desarrollo de un segundo tumor es relativamente bajo. Como



consecuencia, en estos pacientes se considera a la reseccion
segmentaria como una opcién quirirgica apropiada®.

Para la deteccibn de CCR en pacientes con historia
familiar sugestiva de HNPCC, los analisis de IHC y/o MSI sobre
biopsias son herramientas Gtiles para confirmar la presencia de
inestabilidad de microsatélites, con lo que pueden ser utilizados
como paso previo a la toma de decision de una opcion
quirurgica.

En conclusion, aunque la vigilancia intensiva de los
pacientes con HNPCC reduce la incidencia de CCR y la
mortalidad global, permanece un riesgo importante de
desarrollar este tumor. Si el diagndstico se produce en personas
jovenes (<60 afos), el tratamiento de eleccion parece ser la
colectomia subtotal, en base a la diferencia existente en la
expectativa de vida entre las opciones terapéuticas y la
disminucion del miedo al riesgo de un posible segundo tumor.
En pacientes afiosos, la reseccion segmentaria es también una
opcion de tratamiento adecuada’®.

La cirugia profilactica antes del diagnéstico de neoplasia
no se recomienda, dado que cerca del 20% de los portadores
nunca desarrollan CCR y sélo se justifica en determinadas
circunstancias como la imposibilidad de una vigilancia regular*®.

En el caso de Sindrome de Lynch II, DeCosse*® considera
gue cuando se plantea una cirugia por la presencia de un CCR,
se debe ofrecer como opcion la realizacion de histerectomia y
doble anexectomia, sobre todo a mujeres postmenopausicas,
dado el riesgo de tumores de endometrio.

El interés de esta colectomia profilactica y/o extirpacion

profilactica de endometrio y ovarios, se evalud en 347 individuos



de 20 familias con HNPCC, testadas para las mutaciones MLH1
0 MSH2'®. De los evaluados, 144 fueron positivos para la
mutacion. Antes de conocer los resultados de la positividad para
las mutaciones, se discutié con los pacientes sobre la posibilidad
de realizar una colectomia y/o una cirugia ginecologica
profilactica. Aproximadamente la mitad de hombres y mujeres
contestaron afirmativamente. Dos terceras partes de las
mujeres, también considerarian una cirugia ginecoldgica. La
decision se mantuvo tras conocer los resultados de las
mutaciones.

Se ha valorado también el beneficio de la cirugia
ginecoldgica profilactica. Schmeler y colaboradores'®® disefiaron
un estudio para determinar la reduccién en el riesgo de canceres
ginecologicos asociado a la histerectomia y doble anexectomia
profilactica en mujeres con Sindrome de Lynch. Se identificaron
315 mujeres con mutaciones germinales documentadas
asociadas al sindrome. De ellas, se les realizd histerectomia a
61 mujeres y anexectomia bilateral a 47, y se establecido un
grupo control con las mujeres que no se sometieron a ningun
tipo de cirugia profilactica. No se detectaron tumores de
endometrio, ovario o0 cancer peritoneal primario entre las
pacientes que fueron intervenidas. En el grupo control, un 33%
de las pacientes presentaron cancer de endometrio, para una
densidad de incidencia de 0.045/mujer/afio, y el cancer de
ovario se presentd en un 5% del grupo control, para una
densidad de incidencia de 0.005/mujer/afio. Estos hallazgos
sugieren que la histerectomia profilactica con anexectomia

bilateral es una estrategia efectiva para la prevencion de



canceres de endometrio y ovario en mujeres con Sindrome de

Lynch.

X.- SUPERVIVENCIA DEL CANCER COLORRECTAL EN EL
SINDROME DE LYNCH

Watson y colaboradores'®* realizaron, en 1998, un estudio de
cohorte retrospectivo comparando las supervivencias entre los
casos de HNPCC, formada por 274 pacientes de 98 familias, con
una serie hospitalaria de 820 casos consecutivos de CCR. Los
resultados fueron que los pacientes con CCR de familias con
diagnostico de HNPCC tenian un menor estadio tumoral (p<0.001),
y menos metastasis a distancia en el momento del diagnostico
(p<0.001). En el analisis de supervivencia de acuerdo a su estadio,
los casos de HNPCC tuvieron una mejor supervivencia global.

El menor estadio tumoral en el momento del diagndstico
justifica el menor niumero de metastasis, pero su supervivencia fue
de todos modos mejor que la del grupo de tumores colorrectales no
seleccionados con el mismo estadio tumoral. Es de interés que la
tasa de mortalidad ajustada a edad y estadio tumoral es de dos

tercios de la tasa de mortalidad de la serie no seleccionada.

XI.- CONSEJO GENETICO

La interpretacion de los tests genéticos para el CCR no es
sencilla. La amplia variedad de pruebas disponibles, los diferentes
contextos clinicos en los que se pueden obtener y la dificultad en la
interpretacion de algunos resultados, son algunos ejemplos de la

complejidad de esta cuestion.



a) Consejo genético vy valoracion del riesqo

El consejo genético es un proceso de comunicacion
dinamica entre el paciente y el médico, quien aporta informacion
y educacion dentro de un equipo multidisciplinar. ElI consejo
genético esta dirigido a los individuos con interés en conocer la
estimacion de su riesgo personal. Aquellas personas con mayor
riesgo de desarrollar malignidad se podran beneficiar de las
pruebas de cribaje, mientras que a los de menor riesgo se les
podra tranquilizar al saber que su riesgo de CCR no es mayor
gue el de la poblacién general. AlUn mas, aquellas personas que
hayan sobrevivido a un cancer podran conocer el riesgo de
presentar una recidiva o un segundo tumor o el riesgo de sus
familiares, especialmente sus hijos.

El consejo genético es apropiado cuando la historia
familiar es sugestiva de una predisposicidn hereditaria para los
tumores. La presencia o ausencia de una historia familiar de
neoplasias benignas o malignas ayuda a determinar si una
persona tiene una mayor probabilidad de tumores. Otros rasgos
familiares pueden ser caracteristicos de un sindrome genético y
sugerir un riesgo incrementado de cancer. El analisis del arbol
genealdgico es multigeneracional e incluye detalles de ambas
partes de la familia. Se debe intentar documentar todos los
diagnosticos de canceres y para cada caso obtener informacion
sobre al menos la generacién previa y posterior. La edad actual
o la edad en el momento de la defuncion es importante para
cada probando, dado que una muerte temprana podria explicar
la ausencia de una historia familiar positiva. El conocimiento de

las edades de los miembros de la familia también puede ayudar



a determinar cuando los individuos de mayor riesgo se
beneficiaran de un seguimiento mayor.

Segun Wong y colaboradores'®, se recomienda consejo
genético a aquellos individuos con un riesgo absoluto mayor de
un 10%, segun la tabla niumero 2.

Aungue el analisis del arbol genealdgico es vital para la
valoracion del riesgo individual, la historia médica previa o la
influencia de factores medioambientales no se debe olvidar,
incluso ante la existencia de susceptibilidad hereditaria.

La valoracion del riesgo es sélo una parte del proceso
global educacional en el consejo genético que también debe
incluir informacion sobre los genes implicados, del proceso de
paso a las generaciones sucesivas y la historia natural de una
enfermedad neoplasica. Otros fines educacionales incluyen la
recomendacion de modalidades de seguimiento para la
deteccion precoz de tumores y las diferentes opciones
profilacticas.

La realizacién de tests genéticos se propone cuando la
historia familiar de un paciente sigue un patron hereditario
autonomico dominante. Las familias que deben realizarse estas
pruebas incluyen aquellas portadoras de mutacion en APC,
MLH1, MSH2, PMS1, PMS2 o MSH6 o las familias que cumplan
los criterios clinicos para PAF o HNPCC. La decision de realizar
tests genéticos es personal y esta basada en el consentimiento
informado que incluye informacion de los genes testados y sus
implicaciones, limitaciones e impacto de los resultados sobre la

personay otros miembros.



b) Interpretacion de los test genéticos

b.1) Implicaciones de un resultado positivo

Estos pacientes deben ser educados en el riesgo de
desarrollar un CCR, asi como un tumor de otras localizaciones,
con la consideracidén de conocer que su prondstico es mejor que
el de los pacientes con CCR esporadico'®. Deben someterse a
una colonoscopia completa cada dos afos, a partir de los 20, y
anualmente después de cumplir los 40%**". La vigilancia sobre
la posible aparicion de un carcinoma ovarico o endometrial es
también importante en las mujeres afectadas por el sindrome,
aunque de eficacia menos probada®. En aquellos pacientes que
desarrollen un CCR se debe indicar una colectomia total o

proctocolectomia™®.

b.2) Implicaciones de un test negativo
Un paciente con test negativo perteneciente a una familia
con mutacion conocida no tiene riesgo de padecer HNPCC,
dado que su resultado es concluyente. Consecuentemente, el
riesgo de presentar un cancer colorrectal es similar al de la
poblacion general y debe seguir los programas de vigilancia

generales'®.



OBJETIVOS




La posibilidad de que un individuo, tomado de la poblacion

general, desarrolle un CCR se estima entre un 3 y un 6%

y, de
éstos, hasta un 5% tendran su origen en la mutacion de los genes
de correccion de los errores postreplicativos del DNA*.

Con el objetivo de determinar la existencia o no de una zona
geografica con alta incidencia de sindrome de Lynch en la isla de
Tenerife, asi como las alteraciones genéticas especificas asociadas
a estas familias, se inicio la identificacion y estudio genético de los

sujetos guia y sus familiares de primer y segundo grado.

Los objetivos del presente trabajo podemos enumerarlos asi:

1. Identificar familias afectadas por el Sindrome de Lynch en
la isla de Tenerife

2. Estudiar y valorar posibles variaciones en el espectro de
presentacion tumoral en una zona genéticamente muy estable
3. Identificar la (las) mutaciones responsables de la

enfermedad



MATERIAL Y METODO




|.- RECOGIDA DE DATOS

La busqueda de posibles familias que pudieran ser
catalogadas como afectas de Sindrome de Lynch, comienza a partir
de los pacientes diagnosticados de CCR en el Servicio de Cirugia
General del Hospital Universitario de Canarias. Este Hospital es el
centro de referencia del Area Norte de Tenerife, cuyo censo es de
334.673 habitantes™.

A partir de los datos incluidos en el historial clinico de estos
pacientes y siguiendo un protocolo de recogida de los mismos, se
obtuvo una serie de parametros que se codificaron como variables
referentes a la filiacion, antecedentes, diagnostico, clinica,
tratamiento, morbilidad, mortalidad y seguimiento. Una vez
cumplimentados los formularios se introdujeron en una base de
datos Microsoft Access, que incluye pacientes desde 1985 a 2003.
Para el presente trabajo fueron de gran utilidad los datos referentes
a la filiacion y antecedentes personales y familiares. En caso de que
éstos aparecieran, se realizd una exhaustiva historia familiar con
arbol genealdgico completo. El estudio comenzd por el paciente
guia y se extendi6 hasta el primer ancestro conocido y a sus
descendientes con tumor hipotético o confirmado. Con tal fin, se
utilizaron los registros clinicos y, cuando no fue posible, los
certificados de defuncion. Para aquellos pacientes de las primeras
generaciones, muertos hacia mas de 40 afios, la memoria familiar
sirvio para establecer la localizacion tumoral.

Se excluyeron del estudio aquellas familias de pacientes
no nacidos en las Islas Canarias, asi como aquellos cuyos
antecesores, de al menos tres generaciones, no fueran oriundos

canarios o no existiera parentesco de sangre entre ellos.



Las familias cuyos individuos habian nacido en Canarias pero
no cumplian los criterios de Amsterdam fueron catalogados como
de baja probabilidad y, por lo tanto, no sospechosos de padecer
Sindrome de Lynch, siendo utilizados como grupo control.

De esta forma, entre enero de 1998 y diciembre de 2001, se
localizaron 10 familias del Valle de La Orotava que cumplian los
criterios de Amsterdam Il en su totalidad y con inestabilidad de
microsatélites presente en sus tumores, de acuerdo con los criterios
propuestos en la reunion de consenso de Bethesda.

Criterios de Amsterdam II*"’

v' Tres o mas familiares deben presentar un cancer
asociado al CCHNP: CCR, endometrio, intestino delgado
o tracto renal, verificado histologicamente o mediante
informe médico, uno de los cuales ha de ser pariente de
primer grado de los otros dos, excluyendo la Poliposis
Adenomatosa Familiar.

v' Debe haber, al menos, dos generaciones sucesivas.

v Al menos un caso de CCR debe haber sido

diagnosticado antes de los 50 afios.

Criterios de Bethesda modificados™*®

» Cancer colorrectal diagnosticado en pacientes de menos
de 50 afios.

» Presencia de canceres mdltiples asociados al HNPCC
sincrénicos o metacronicos, independiente de la edad.

» Cancer colorrectal con MSI-H histologicamente

diagnosticado en un paciente < 60 afos.



» Individuos con CCR y uno a mas parientes de primer
grado con un tumor relacionado con HNPCC, con uno
de los tumores diagnosticado antes de los 50 afios.

» Individuos con CCR y dos 0 mas parientes de primer o
segundo grado con tumores relacionados con HNPCC,

independiente de la edad.

Con todos ellos se realiz6 una base de datos en formato

SPSS que contenia las siguientes variables:
o Nombre

Apellidos
Edad
Sexo
Municipio
Nombre genérico de la familia
Numero identificativo
Extraccion del ADN de sangre y tumor
Numero de tumores diagnosticados

Localizacion de los mismos

0O 0O 0o 0O 0o o o o o o

Estatus de la mutacion.

Se registraron 541 pacientes, 102 de los cuales habian
fallecido antes del comienzo del estudio, por lo que 439 sujetos eran
candidatos a la secuenciacion del ADN obtenido mediante
extraccion sanguinea. Se excluyeron para el analisis genético, no
para la confeccion de los arboles genealdgicos, los individuos
menores de edad. La Unica excepcion fue un paciente de 6 afios

gue fallecié de un tumor del SNC durante el estudio, y del que se



obtuvo muestra de ADN con el consentimiento materno previo al
fallecimiento.

Se realizé una primera reunion informativa donde se les
explico a los familiares las caracteristicas del sindrome, los
objetivos del estudio y las posibles repercusiones personales,
sociales, econOmicas, é€ticas y otros de los resultados tanto
afirmativos como negativos. A todos ellos se les ofrecid la
oportunidad de participar y para los que aceptaron se obtuvo el
consentimiento informado. Si el paciente era analfabeto, un testigo
imparcial presenciaria la lectura y comentario del consentimiento
informado, después firmaria el paciente, asi como el testigo
imparcial y el que lo hubiese leido. Si el paciente era mentalmente
incapaz se obtendria el consentimiento informado de un progenitor,
tutor o representante legal. A los individuos menores de edad al
inicio del estudio, se les ofrecio la posibilidad de sumarse al mismo
cuando alcanzaran la mayoria de edad.

El investigador principal, en nombre del equipo de
investigacion, garantizaba en estas reuniones que la informacién
gue se recibiera seria confidencial y solo seria divulgada al comité
ético hospitalario. Esta confidencialidad garantizaba que tan solo el
investigador principal conoceria las identidades de las muestras a
estudio, las cuales serian “ciegas” para el resto de los diferentes
participantes en el mismo, incluyendo el analisis genético y el
tratamiento informatico de los resultados. Asimismo se explicé que
los datos generados por este estudio serian considerados
confidenciales, excepto para su posible inclusion en una publicacion
meédica que resumiera los resultados del estudio. También se les
informd que los resultados se entregarian de forma individual y

personal en sobre cerrado para mantener la confidencialidad en



todo momento, de tal forma que los resultados no serian notificados
ni entregados a familiares fueran cuales fueran su grado de
parentesco. Ademas se suministraria una segunda copia para el
Centro de Salud con objeto de mantener informado al médico de
familia, ante la aparicion de sintomas de alarma, aunque la decision
tltima de la utilizacion de dicha carta seria del propio paciente.

En los casos de resultado positivo con predisposicion genética
para el desarrollo de tumores, se les ofertd la posibilidad de
seguimiento por los diferentes médicos especialistas del propio
hospital, centralizado en el investigador principal del proyecto que
coordinaria las diferentes consultas del programa de vigilancia.

Se establecio un grupo control con 30 individuos sin
antecedentes familiares operados de CCR en el mismo hospital,
etiquetados como esporadicos y procedentes del mismo area
geografica de estudio. Adicionalmente, se establecié un segundo
grupo control con 70 muestras de ADN anonimas del banco de
sangre.

Los datos en cuanto a incidencia, edad de apariciéon de
tumores y distribucion de los mismos hallados en las familias del
estudio, se compararon con los ultimos registros poblacionales de
cancer disponibles para la Comunidad Autonéma de Canarias,

correspondiente al afio 1997

.- ARBOLES GENEALOGICOS DE LAS FAMILIAS DEL
ESTUDIO

Con la ayuda del programa Cyrillic 2.0 Pedigree Editor

(Cherwell Scientific Publishing Ltd.) se elaboraron los arboles



genealdgicos de aquellos individuos intervenidos de CCR en el
Hospital Universitario de Canarias. En funcion del cumplimiento o
no de los Criterios de Amsterdam, los arboles fueron clasificados en
grupos de alta y baja probabilidad de Sindrome de Lynch,
localizandose respectivamente a 10 y 30 familias en cada grupo. En
aquellas con alta posibilidad de Sindrome de Lynch, se expandio el
estudio del arbol, lo cual mostré la aparicion de mayor nimero de
tumores como se refleja en la figura 14.

En los arboles correspondientes a las familias de alta
probabilidad se presté especial atencion a aquellos miembros
afectos, haciendo constar las relaciones familiares entre los
mismos, el tipo de cancer del primer diagndstico de tumor, si éste
era de tipo colorrectal con su localizacion o uno de los tumores
asociados al Sindrome de Lynch, la edad en el momento del
diagndstico y si el paciente se encontraba fallecido en el momento
de la realizacion del estudio. En las familias de baja probabilidad la
ampliacion del arbol no mostré mayor nimero de tumores.

Aleatoriamente el programa asignaba a cada individuo un
namero identificativo, solo conocido por el equipo investigador, con
el que a partir de ese momento se realizaba el resto del estudio, lo
gue garantizaba la confidencialidad de las muestras enviadas al
laboratorio para el andlisis genético y estadistico.

Hay que destacar que un mismo paciente guia, sirvié para la
identificacion de dos familias, paterna y materna, ambas con

criterios de inclusion para el Sindrome de Lynch.

ll.- EXTRACCION DEL ADN

1) Reactivos y soluciones:




a.l. Los reactivos utilizados fueron:

= De Pharmacia: Ficoll-Paque

= De Boehringer: Proteinasa K, DNAasa

= De Merck: Etanol absoluto, Acetato de Amonio, Fenol,
Cloroformo, Alcohol isoamilico, NaCl, TrisHCI, EDTA,
SDS

a.2. Las soluciones empleadas:
o Buffer TENS: NaCl 4M, TrisHCI 1M, EDTA 0.5M, SDS
10%.
o TE: TrisHCI 10mM, EDTA 1mM

o Fenol-cloroformo-isoamilico: TrisHCI 0.1M (pH 8),

Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico 25:24:1.

0 Cloroformo-isoamilico: Relacion 24:1 de
Cloroformo:alcohol isoamilico

o Buffer de extracciéon de ADN: 10mM de TrisHCI (pH 8),
100 mM EDTA (pH 8), 20pg/mL RNAasa libre de
DNAasa, 0.5% de SDS.

2) Sangre
Se analizaron muestras de sangre total anticoagulada con

EDTA Kj extraida por venopuncion en todos los individuos
participantes. Para aquellos pacientes no residentes en las islas, la
extraccion de sangre se realizé en su lugar de origen y enviada al
laboratorio para su analisis, congelada a -4°C.

Los linfocitos se separaron de los hematies mediante
preparacion en un tubo conico de 10 ml segun el método de

Fontino>®, que sigue los siguientes pasos:



1. Sobre un colchon de 2-3 ml de Ficoll-Pague
(Pharmacia), se le afiaden 4-5 ml de la muestra de
sangre.

2. Se centrifuga durante 10-15 minutos a 3500 rpm a
temperatura ambiente.

3. Tras la centrifugacion se obtienen diferentes capas
siendo la de linfocitos la cuarta, que se aspira y se diluye
con tres volumenes de solucion salina.

4. Nueva centrifugacion durante 10 minutos a 3500 rpm vy a
temperatura ambiente. Se retira el sobrenadante y se
obtiene un pellet de linfocitos aptos para la extraccion
del ADN.

5. Si los pellets obtenidos son macroscopicamente
hematicos, se resuspende el pellet en 1 ml de TE, como
hemolizante, y se vuelve a centrifugar la muestra
durante 10 minutos a 3500 rpm desechando el

sobrenadante.

La obtencion del ADN se realizé mediante lisis celular seguida
de digestion de los nucleos con proteinasa K y extraccion fendlica.
1. Se resuspenden los pellets con los linfocitos con 500pl
de buffer TENS. Se afiaden 50-100ul de proteinasa K a
10 mg/ml y se incuba a 55°C durante al menos 2 horas
y, posteriormente, a 90°C durante 10 minutos para
inactivar la proteinasa.
2. Se afade a la muestra igual volumen de Fenol-
Cloroformo y se invierte varias veces el tubo para

mezclar las fases.



Se centrifuga la muestra a 13.000 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente.

En la fase superior se encuentra el ADN que se toma y
se hace precipitar con 1/10 del volumen de Acetato
amonico 3M y el doble del volumen de etanol absoluto a
—20°C.

Nuevamente se centrifuga la muestra a 13.000 rpm
durante 5 minutos, se decanta el sobrenadante y se
lavan los pellets con 1 ml de etanol al 70%.

Se centrifuga a 13.000 rpm durante 5 minutos mas, se
decanta el etanol, se deja secar totalmente el pellet de
ADN y se resuspende en una solucion de 100 ul de TE.
La muestra de ADN se conserva en congelador, a -20°C,

hasta su analisis.

3) Extraccién del ADN tumoral

c.1) De muestras congeladas

1.

Se corta el tejido vy, tras afadir nitrégeno liquido, se
golpea hasta pulverizarlo.

Una vez evaporado el nitrogeno y descongelado el
tejido, se afladen 5 ml de Buffer de extraccion del ADN.
El material se incuba durante 1 hora a 37°C en bafio con
agitacion.

Se le afaden 100uL de Proteinasa K a una
concentracion de 100 pg/ml.

El lisado tisular se incuba durante 3 horas en un bafo de

agua a 50°C.



Tras el enfriamiento de la muestra se procede a su

extraccion fendlica, consistente en:

1.

Se enfria la solucidbn a temperatura ambiente y se
afiade igual volumen de fenol. Se mezclan las dos fases
suavemente durante 10 minutos.

Se centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos y se
afiade un volumen igual de fenol-cloroformo-isoamilico
en proporcion 25:24:1. Se mezclan las dos fases
durante 10 minutos.

Tras centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos a
temperatura ambiente, se afilade un volumen igual de
cloroformo-isoamilico, a razén de 24:1 y se mezclan las
dos fases, suavemente, durante 10 minutos.
Nuevamente se centrifuga la muestra durante 15
minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. Se
afiaden 0.2 voliumenes de acetato amonico 10M y 2
volumenes de etanol absoluto. Se agita suavemente por
inversion del tubo. En este momento el ADN precipita.
Se recoge con un asa y se lava con etanol al 70%,
centrifugandolo durante 5 minutos a 13.000 rpm. Esta
misma operacion se repite dos veces.

Se elimina el etanol dejandolo secar durante unos
minutos. Tras la adiccidén de 0.5 ml de agua estéril y dos
horas a 37°C, el ADN tisular se encuentra listo para su

estudio.

c.2) Extraccion del ADN de muestras parafinadas

¢

Tampon de Digestion



Para la realizacion del proceso de extraccion del

ADN a partir de muestras embebidas en parafina, es

precisa la preparacion previa del tampon de digestion cuya

composicion es:

H20 mili-Q.890ul, 4450ul, 8.9ml

Tampén 10X de PCR 100 pl, 500 pl, 1 mi
Proteinasa K [20 mg/ml], 10ul, 50ul, 100ul
Total1000ul, 5ml, 10ml

¢ Procedimiento:

1.

Se atempera el bafio de agitacion a 56°C y, a
continuacion, se pasan dos cortes de 10 micras a
un tubo eppendorf de 1.5 ml, afiadiéndose 1200
Ul de Xilol para desparafinar.

Se arrastran los trozos de parafina al fondo y se
centrifuga durante 5 minutos a 14000 rpm.

Se retira el pellet con una micropipeta y se repiten
los pasos anteriores.

Se anaden 1200 pl de etanol absoluto a
temperatura ambiente y se mezcla bien
suavemente.

Se vuelve a centrifugar durante 5 minutos a
14000 rpm, se elimina el sobrenadante con una
pipeta sin retirar el pellet y se vuelven a repetir
los pasos anteriores.

Posteriormente, se seca poniendo el eppendorf
abierto a 37°C durante 15 minutos en la estufa
hasta que el etanol se haya evaporado.
Afadimos 300 pl de Tampdn de Digestion y se

agita manualmente.



8. Sellamos los eppedorfs con parafilm y se incuban
a 56°C en el bafio con agitacion hasta la total
digestion del pellet, unas 12-24 horas. En este
paso se puede parar y congelar a -20°C.

9. Si se decide continuar, se atempera la centrifuga
a 4°C, se afiaden 200 pl de Fenol — Cloroformo -
Isoamilico y se agita la mezcla manualmente.

10.Se centrifuga durante 5 minutos a 14000 rpm a
4°C y pasamos el sobrenadante, que es donde se
encuentra el ADN, a un tubo Eppendorf cuidando
de no coger la interfase que es donde estan las
proteinas.

11.Se afiade 0.1 vol (45 ul) de Acetato de Na 2 o 3M
y 2 vol (900 ul) de Etanol absoluto y se agita
manualmente durante 5 minutos.

12.Esperamos durante al menos 1-2 horas a 20°C
para que precipite el ADN y centrifugamos
durante 15 minutos a 14000 rpm, a 4°C y
eliminamos el sobrenadante.

13. Se afladen 150 ul de Etanol al 70% frio y se agita
manualmente.

14.Nuevamente se centrifuga durante 15 minutos a
14000 rpm a 4°C, se decanta el etanol, este paso
se realiza dos veces, y la segunda vez, después
de decantar, se extrae el resto de etanol con una
micropipeta.

15.Se seca poniendo el eppendorf abierto a 37°C
durante 15 minutos en la estufa hasta que el

etanol se haya evaporado.



16.Ainadimos 30 pul de TE pH 8.0, sellamos los
eppendorfs con parafilm, incubamos 1 hora en
bafio a 56° C y después en la estufa a 37° C
hasta la total disolucion del ADN, proceso que
llevara unas 24-48 horas. La muestra se conserva
a-20°C.

IV.- CUANTIFICACION DEL ADN

Con el método de extraccion del ADN utilizado, extraccion
fendlica y purificacion mediante precipitacion con etanol, el material
obtenido es suficiente para su cuantificacion mediante
espectrofotometria.

La técnica se basa en que el espectro de absorcion del ADN
presenta un maximo a una longitud de onda de 260nm. de forma
que la lectura, a dicha longitud, permite calcular la cantidad de ADN
presente en la muestra, correspondiendo la absorbancia 1 a 50
ug/ml de ADN de cadena doble, a 40 ug/ml de ADN de cadena
sencillay ARN, y a 20 ug/ml de oligonucleétidos.

Para el calculo de las muestras se realizé una dilucién 1/50 y
se cuantifico la concentracion de ADN en un espectrofotometro
Lambda Il Uv/Vis spectrofotometer de Perkin Elmer.

Se calculé la concentracion de ADN aplicando la formula:
ADN (ug/ul) = 2.5 x Absorbancia a 260 nm.

V.- INESTABILIDAD DE MICROSATELITES



Para certificar la inestabilidad de microsatélites, se utilizé un
panel de cinco microsatélites estandarizados con repeticiones de
mono y dinucleédtidos'®. Adicionalmente, para confirmar el estatus
de inestabilidad se afadi0 un segundo panel que incluia
repeticiones de dinucleétidos™’, cuyas secuencias se describen en
la tabla 3.

Se registraron como tumores con MSI de alta frecuencia
(MSI-H) los que exhibian cambios en la movilidad de los fragmentos
de PCR de al menos un 40% de los microsatélites analizados, en
comparacion con la mucosa normal. Cuando los tumores mostraban
inestabilidad en menos de un 40% de los marcadores, se
consideraba MSI de baja frecuencia (MSI-L). Finalmente, los
tumores con estabilidad de microsatélites no mostraban

inestabilidad en los marcadores analizados.

VI.- PERDIDA DE HETEROCIGOCIDAD

Para la valoracion de la pérdida de heterocigosidad, se
utilizaron algunos de los microsatélites descritos en la tabla nimero
3. Los marcadores usados para la LOH en el gen APC fueron: AC1,
D5S107; y para el gen DCC: MC1 y D18S74E. Respecto a TP53, su
pérdida de heterocigosidad se estimé mediante dos microsatélites,
el loci D17S1176 (intrénico al gen) y el adyacente a D17S578%.

La LOH se evaluo de acuerdo a la siguiente ecuacion: L= (T2
x N1) / (T1 x N2), donde T1, T2, N1 y N2 son las densidades de los
alelos 1 y 2 en las muestras de tumor y de mucosa normal

repectivamente. Si el valor de L se encuentra entre 1.67 y 0.6,



entonces uno de los alelos presenta una disminucion mayor del

40%, siendo positiva la LOH.

VIl.- DETECCION DE K-ras Y MUTACIONES EN p53

Las mutaciones en el coddén 12 del gen k-ras se detectaron
mediante PCR-RFLP enriquecido como describio Kahn vy
colaboradores en 1991%°.

Se utiliz6 una PCR-SSCP para analizar los exones 5 — 8 del
gen TP53 siguiendo los primers y condiciones descritas por
Georgiades y colaboradores®® en 1999, con modificaciones
menores. En la electroforesis para la deteccidon de mutaciones se
incluyeron muestras con mutaciones conocidas para ser utilizadas

como controles.

VIIl.- AMPLIFICACION Y ANALISIS MEDIANTE PCR-SSCP DEL
EXON 13 DEL GEN MSH2

a) Reactivos y soluciones:
1. Tampon PCR 10x: (10mM TrisHCI, pH9; 50 mM KCI; 1.5 mM
MgCls.
2. Tag-Polimerasa (Promega)
3. Cebadores o Primers MSH2 (1+5):
0 Msh2-1: 5- CGCGAT TAATCATCAGTG- 3
0 Msh2-5: 5- ATGGCACAAAACACCCAA -3
4. dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Boéhringer-Manheim)
5. ADN a amplificar




6. Agua destilada

7. Aceite mineral (Perkin-Elmer)

b) Material

Termociclador: DNA Thermalcicler de Perkin-Elmer

c) Mezclas
Las reacciones fueron hechas a un volumen final de 50 ul, donde se
incluyen:

v’ 30 ul de H,0

v 10 ul polymejor 5x

, 5 ul de Tampdén 10x PCR (10 mM TrisHCL, pH 9.0; 50

mM KCL; 1.5 mM MgCl, .

v 2 ul de dNTP a 2.5 mM.

v’ 1 ulde Msh2 (1 +5) a 25 uM.

v 1 ul de Taq DNA polimerasa (2.5 unidades)

v’ 1 ul de DNA.

v'Una gota de aceite

Se agita para obtener una buena mezcla.

d) Condiciones de la PCR

Se lleva la mezcla al termociclador, en el que tenemos

programadas las condiciones para la amplificacion:
1° Fase: 95° durante 3 min
2° Fase: 1 min a 94°C, 1 minuto a 47°C, seguido de
1 min a 72°C (x 30 ciclos)
3° Fase: 72°C durante 20 min



En estas condiciones, el fragmento de 180 bp es digerido con
la enzima Hsp92Il durante 3 horas a 37°C. El alelo codificante para
Arginina (R) origina un fragmento de 183 pb, no cortado por
Hsp92Il, mientras que el alelo codificante para Metionina (M) origina

dos fragmentos de 158 pb y 25 pb, como se aprecia en la figura 15.

e) Electroforesis vertical

A continuacion el producto amplificado se puede visualizar en
una electroforesis en gel de acrilamida, donde el ADN va a separarse
dependiendo de su tamafio molecular y de su carga. Debido a que el
ADN esta cargado negativamente, por los grupos fosfato, al ser
sometido a un campo eléctrico va a migrar hacia el polo positivo. La
tabla n° 4 refleja la composicién de los geles de poliacrilamida que se

confeccionan para la electroforesis.

Los reactivos en stock utilizados para la electroforesis son:
1. TBE 5X: se usa como buffer para mantener el pHy su
composicion seria:

0.47 M Trisma Base

0.44 M Ac. Borico

0.01 M EDTA

2. Acrilamida: Al 30%, en una proporcion acrilamida-
bisacrilamida de 29:1.

3. APS (Persulfato amonico) en una concentracion de
250 mg/ml.

f) Tincion con Bromuro de Etidio

Después de haber terminado la electroforesis se sumerge el gel

en una solucién de Bromuro de Etidio a 0.5 pg/ml durante 10-15



minutos con agitacion de 120 unidades por minuto y se lava con agua
durante otros 10-15 minutos. Se lleva a continuacion el gel al
transiluminador ultravioleta para ver la obtencion de los resultados.
Los geles se analizaron mediante el densitometro de imagen
GS-690, el software de analisis molecular de Bio-Rad y el software de
Excel de Microsoft. Se analizaron tanto las densidades como la
migracion de las bandas, en los tumores y en la mucosa normal. La
densidad relativa de los dos alelos en cada muestra tumoral se

comparo con la densidad relativa en sangre y en mucosa normal.

IX.- ANALISIS SECUENCIAL

Los productos de la PCR que mostraron movilidad
electroforética aberrante, fueron secuenciados ciclicamente usando
dideoxinucleéticos marcados con fluorcromo (Aplicado de
Byosystems y Beckman) bien en el primer o en el ultimo cebador.
Los productos de esta reaccion fueron separados por electroforesis
capilar y analizados mediante un software de secuenciacion
automatica (ABI310, Aplicado de Byosystems, y CEQ 2000 XL ADN
Sistema de Andlisis, Beckman). ElI software BLAST
www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST se utiliz6 para comparar la secuencia
con los datos del cADN y el genoma de MSH2 en Genbank,
www.ncbi.nim.nih.gov/genbank, numero de acceso: U41218 vy
NM_000251.

X.- ANALISIS DEL HAPLOTIPO


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank�

El analisis del haplotipo se realizé utilizando 5 microsatélites
(D2S391, D2S288, D2S123, D2S378, D2S136) alrededor del gen
MSH2 mediante PCR. Se analizaron las muestras de ADN de
miembros de dos generaciones sucesivas de las 5 familias con la
mutacién, asi como del grupo control. El haplotipo enfermo se
estimé usando el software de utilidad de linkage EH (Estimated

Haplotype; http://linkage.rockefeller.edu/software/eh/.

XI.- ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se expresan con frecuencias y
porcentajes. Las variables cuantitativas con medias y desviaciones
tipicas. Las comparaciones de proporciones para un orden de
clasificacién se llevaron a acabo con la prueba de Kruskal-Wallis y
los valores de probabilidad fueron exactos. Se usé en los andalisis
estadisticos el paquete StatXact 5.0.0 (Statsoft Co, MA).


http://linkage.rockefeller.edu/software/eh/�

RESULTADOS




De la base de datos de CCR del Hospital Universitario, en 42
pacientes (5,7%), se recogieron antecedentes familiares de cancer
colorrectal en primer grado y en 12 pacientes (1,5%) en segundo
grado. En 5 casos (0,6%) existian antecedentes familiares, tanto en
primer grado como en segundo grado. En conjunto, en 49 pacientes
(6,2%) se constatdo la presencia de algun familiar con cancer
colorrectal, como se refleja en la figura 16.

Tras la realizacion de la historia clinica, con especial atencion
a los antecedentes familiares del paciente, se consiguio identificar a
10 familias que cumplian enteramente los criterios de Amsterdam
modificados y cuyo paciente guia mostraba MSI en el tumor por el
gue habia sido atendido. Con todo ello se realiz6 una base de datos
en formato SPSS y, con la ayuda del programa informatico Cyrillic
2.0 ya descrito anteriormente, se elaboraron los correspondientes
arboles genealdgicos de las familias objeto del estudio, que quedan
reflejados en las siguientes figuras (Fig. 17-26).

De este modo se registraron 541 pacientes, 102 de los cuales
habian fallecido antes del comienzo del estudio, casi todos ellos
pertenecientes a generaciones anteriores al individuo guia, por lo
que 439 sujetos eran candidatos a la secuenciacion del ADN
mediante extraccion sanguinea. A todos ellos se les ofrecid la
oportunidad de participar aceptando 321 (Tabla 5).

La distribucién segun sexos de la totalidad de los miembros
de estas familias fue de 271 mujeres y 270 hombres (50.1% vy
49.9%, respectivamente), segun se muestra en la figura 27.

En 107 casos (19.8%) se pudo localizar algun tipo de tumor
asociado al Sindrome de Lynch. De éstos, 56 eran hombres y 51
mujeres (52.3% y 47.7%; p= 0,56), cuya distribucién de tumores

queda reflejada en las figuras 28 y 29.



La edad media de aparicion de los tumores fue de 48.9 + 0.14
afios (hombres 49.6 £ 0.31, mujeres 48.6 £ 0.25). En la tabla 6 se
especifican el numero de miembros afectos de cada una de las
familias, asi como el numero de tumores encontrados y la edad en
gue se hizo el diagndstico del primer tumor.

Por lo tanto, observamos que de los 541 miembros que
componian las familias del estudio, 107 computaron un total de 129
tumores. (Figura 30).

La proporcion de familiares con afectacion tumoral fue
desigual en las diferentes familias, como se aprecia en la figura 31,
expresandose en la figura 32 el nimero de tumores encontrados en
cada grupo de edad, expresados en déecadas.

Como se aprecia en la figura 33, el 49.4% de los tumores
aparecieron en pacientes menores de 50 afios y un 3.7% en los
menores de 20 afos, destacando una leucemia en un paciente de 5
afos, un retinoblastoma a los 2 afios, un cancer de colon a los 18
afios y un tumor de SNC, a los 6 afos, que causé la muerte del
paciente.

Se detectaron un total de129 tumores, de los que el CCR era
el mas frecuente, con un nimero de 65 casos (50.4%), afectando a
57 pacientes, que corresponde a un 53.3% de la poblacion
estudiada que mostraba algun tipo de tumor. La edad media de
aparicion de CCR fue de 53 = 0.2 afios.

A continuacién se muestran las localizaciones de los distintos
tumores. (Tabla 7 y Figura 34).

Un 12% de todos los tumores encontrados se encuadraron

bajo el epigrafe de “otros” que se representan en la figura 35.



La segunda localizacion en frecuencia fue la endometrial que,
con 16 casos registrados, afectaba al 5.9% de mujeres de la
muestra, lo que implica un 12.4% de los tumores.

El cancer de mama corresponde a un 4.7% de todos los
tumores diagnosticados en las familias del estudio, correspondiendo
a un 2.2% de la muestra, todos ellos pertenecientes a la misma
familia.

En 15 pacientes se diagnosticaron tumores mudltiples, lo que
supone un 14.01%, con predominancia significativa del sexo
femenino (60% vs 40% en los varones; p<0,001) (Figura 36).

El nimero de tumores hallados en cada uno de estos
pacientes vario de 2 a 5. En 10 pacientes se diagnosticaron 2
tumores, tres canceres en otros 3, se localizé a un paciente con 4
tumores vy, finalmente, otro desarrolld6 5 tumores en 10 afos. En
todos los casos de tumores metacrénicos, uno de éstos era 0 un
tumor CCR o de endometrio, excepto en dos casos cuyas
asociaciones fueron melanoma, epitelioma y prostata y, en otro
paciente, dos tumores de vejiga. Los datos se reflejan en la tabla 8
y en la figura 37.

La inestabilidad de los microsatélites se analizo en todos los
pacientes guia y su resultado fue siempre de MSI-H. En una de las
familias, la numero 1, donde se encontraron gran proporcion de
tumores  metacronicos |y  sincronicos, colorrectales vy
extracolonicos, se analizd la presencia de MSI con el fin de
determinar la posible relacion existente entre estos dos
pardmetros. En conjunto se analizaron tres tumores primarios
(CCR de lado izquierdo, endometrio y recto), 3 tumores

sincrénicos (mama, vejiga y uréter), tres tumores metacronicos



(colon derecho, mama y endometrio) y dos recurrencias (colon y
recto)

Todos los tumores CCR exhibieron MSI-H cualquiera que
fuera el panel de microsatélites utilizado y su estatus resulto
independiente de su localizacién y de si éstos eran primarios o
metacronicos. El unico tumor de mama metacronico analizado fue
MSI-H. También los tumores sincronicos de vejiga y uréter
mostraron MSI-H, en un 63.7% y 45.5% de inestabilidad
respectivamente.

Es de notar que ambos tumores endometriales presentaron
MSI-L. El primario mostré inestabilidad en un 25% (3 de 12
marcadores) asi como el metacronico, que mostro inestabilidad
exclusivamente en 1 de los 5 microsatélites testados (no se pudo
testar el panel adicional por la escasa cantidad de ADN que se
pudo extraer del bloque parafinado). El tumor de colon primario y
Su recurrencia eran MSI-H.

En la tabla 9 se resume el estatus de inestabilidad presente
en cada uno de los tumores estudiados.

No se encontré0 pérdida de heterocigosidad ni en el gen
APC/MCC ni en DCC de ninguno de los tumores. Solo revel6 LOH
el microsatélite intragénico de TP53 del cancer primario de colon
izquierdo del paciente nimero 2, quien no presentd mutaciones
adicionales en los exones 5-8 del mismo gen. Del mismo modo, no
se encontrd0 mutaciones en el codén 12 de k-ras en ninguno de los
tumores. (Figura 38).

La investigacion genética en busca de posibles mutaciones se
limité al gen MSH2 de los pacientes guia de todas las familias,
apareciendo resultado positivo en sélo 5 de ellas. Se detectaron un

total de 101 tumores en estas 5 familias, de los que el CCR era el



tumor mas frecuente, con un afectacion del 51.4% (52 casos). El
segundo tumor en frecuencia fue el de endometrio, correspondiente
al 8.9% de los tumores malignos. El cancer de mama represento el
5.9% de los tumores. La siguiente tabla (Tabla 10) muestra el
espectro tumoral de las familias con la mutacion del gen MSH2.

La figura 39 representa el espectro tumoral en las familias con
la mutacién encontrada.

En el analisis electroforético de este gen se encontré una
banda polimérfica en las amplificaciones del exén 13 de 5 pacientes
guia, lo que llevé a un andlisis mas detallado de estas familias. En
la siguiente figura (Fig. 40) se muestra un gel SSPC representativo
de una de estas familias mostrando la banda de migracion
aberrante.

Esta region exonal se amplifico utilizando iniciadores: MSH2-
1:5"-CGCGATTAATCATCAGTG-3’ y MSH2-2:5"-
GGACAGAGACATACATTTCTATC-3".

Este mismo patron se encontro en los pacientes guia de las 5
familias. Después de la secuenciacion directa de los productos de
amplificacion procedentes de estos pacientes guia, se observo la
presencia de un nucleétido de sustitucion, reemplazando una
Timidina por una Guanina en el codén 688 del exdén 13 de MSH2.
Esta transversion da lugar a un resultado predecible con la
sustitucion no-conservadora de metionina reemplazada por
arginina: M688R. (Figura 41)

El cribado para la mutacion M688R mediante PCR-RFLP se
llevé a cabo en los 188 miembros de las 5 familias que aceptaron
participar en el estudio. Un total de 37 familiares (19.68%), habian
heredado la mutacion entre los cuales, 18 individuos habian

desarrollado tumores malignos, mientras 19 portadores de la



mutacidén no presentaban canceres en el momento del estudio. Sélo
un paciente con diagndstico de retinoblastoma no presentaba la
mutacion (p<0.001). La proporcion de familiares sin tumores entre
los no portadores de mutacion fue del 88.8% (150 de 169). Los
datos se reflejan en la tabla 11.

El ADN tumoral de 17 casos de cancer de colon, endometrio,
vejiga, mama y recto se analizo también en busca de la mutacion
T—-G (M688R) mediante PCR-RFLP. Después de asegurar que las
muestras tumorales contenian cantidades insignificantes de tejido
no tumoral, se detectd en 13 de ellos la pérdida del alelo wild-type,
mientras que 4 no mostraron pérdida de heterocigosidad. Este
hecho también se confirm6 mediante la secuenciacion directa de los
productos de la PCR obtenida de la muestra tumoral (Figura 42 y
43).

El estudio de esta mutacion en 30 sujetos con cancer
colorrectal clasificado como esporadico en base a su historia
familiar, asi como de 70 muestras anénimas de ADN procedente de
donantes de sangre, resultdé negativa en todos los casos.

Una vez concluido el estudio, siguieron apareciendo nuevos
tumores en estas familias tales como dos CCR, un epitelioma, un
cancer gastrico, uno de préstata y un carcinoide de intestino
delgado.

De igual manera, en aquellas familias en las que no se
encontr0 mutacion en MSH2 se analizO posteriormente MHL1 sin

gue se haya encontrado ninguna mutacion hasta el momento.



DISCUSION




El Sindrome de Lynch o cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis (HNPCC) es una enfermedad hereditaria
predisponente a diferentes tipos de cancer, que se transmite de
forma autonémica dominante con una penetrancia del 70-90%**"°.
Clinicamente se define mediante los Criterios de Amsterdam
propuestos por el Grupo de Colaboracién Internacional*’**"’,
posteriormente modificados en Coimbra en 1998™°. La presencia

de CCR es el hallazgo fundamental en estas familias'®®***1"®

que,
de manera caracteristica, suele aparecer en individuos jovenes,
con tumores localizados preferentemente en el colon derecho y
con alta incidencia de canceres sincronicos y metacronicos; todos
estos datos permiten definir el Sindrome de Lynch tipo I, La
presencia de tumores de localizacion extracolonica, principalmente
de endometrio, estdmago, ovario, higado, intestino delgado y
tracto urinario define al Sindrome de Lynch tipo II'"”°. De éstos, el

cancer de endometrio es el mas comun*°*%

|108

, apareciendo 15 afnos
antes que en la poblacion genera
Genéticamente las mutaciones en los genes de reparacion
de los errores de la replicacion del ADN, o sistema missmatch
repair, son las responsables de la afectacion de estas familias,
localizandose en los genes MLH1 y MSH2 la mayor parte de estas
mutaciones hasta ahora descritas **%.
Pasamos a discutir, a continuacion, los diferentes aspectos

de la presente memoria.

|.- DISCUSION DE LA TECNICA EMPLEADA

a) Sobre |la obtencién de las muestras




Para el estudio del ADN tumoral se obtuvieron
muestras del tumor, de mucosa sana situada a 5 cm del
mismo y de mucosa lejana a mas de 10 cm de la lesion,
asimismo se obtuvieron muestras, cuando existian, de
polipos adyacentes en la pieza y/o de lesiones metastasicas.
El ADN de los tumores permitio saber, al confrontarlo con la
genética heredada, los cambios ocurridos en la
transformacion neoplasica. Este esquema también se siguio
para tumores de otras localizaciones. La mucosa sana
cercana nos permitia conocer el origen monoclonal o
policlonal del tumor y la mucosa lejana se comparaba con el
ADN de los linfocitos, que se us6 como “gold estandar” para
analizar la secuencia heredada por el individuo.

Existe una tendencia en algunos tumores,
especialmente en los colorrectales, a contener una
proporcion de células no malignas. Esta fraccion de células
sanas es realmente util por el hecho de que los alelos
normales presentes en el ADN constitucional se encuentran
también en el ADN tumoral, que puede exhibir inestabilidad
de microsatélites y permite la confirmacion del correcto
apareamiento entre el ADN tumoral y el sano y nos indica la
presencia de nuevos alelos en el primero, Esta probable
contaminacion del tejido tumoral con células sanas se tuvo
en cuenta al tomar las muestras de la parte
macroscopicamente mas tumoral, como  describe

Cawkwell?’

, por la importancia que este hecho puede tener
en la valoracién de los resultados. El propio Cawkwell*®, en
un estudio posterior, intenta mejorar en la basqueda, no sélo

diseccionando la zona mas tumoral, sino incluso con tincidn



previa. En cuanto a la mucosa sana, ésta fue resecada de la
zona mas alejada posible del tumor con objeto de evitar la
contaminacion con células neoplasicas.

Para obtencion de ADN que permitiera estudiar la
dotacién genética heredada por los individuos con vistas a
buscar posibles mutaciones, se eligio la extraccion de ADN
de linfocitos de sangre periférica obtenida por venopuncion.
La razon de esta eleccion se basa en que el rendimiento de
extraccion del ADN de los linfocitos es muy alto y no es
técnicamente complejo, ademas la venopuncion no causa
un dolor importante ni incomodidad al paciente, con lo que
se disminuye la posibilidad de rechazo al estudio por temor a
la prueba. Se valoraron otras fuentes de ADN, como biopsias
de mucosa coldnica obtenida por colonoscopia, pero dado lo
incomodo de la exploracion se estimé que el grado de
rechazo seria mayor.

En algunos casos, como pacientes ya intervenidos
antes del inicio del estudio o residentes en otros lugares, el
ADN se obtuvo a partir de muestras parafinadas. En los
pacientes ya fallecidos, ante la imposibilidad de obtener
sangre para el estudio de su dotacion génética heredada, las
muestras de mucosa sana de los blogues parafinados
sirvieron como fuente para la extraccion de ADN, con el fin
de demostrar la presencia o no de mutacion.

Las diversas fuentes de ADN permitieron, ademas de
la realizacion del presente trabajo, almacenar el excedente
de material genético por congelacion para futuros estudios

en funcion del progresivo conocimiento del sindrome.



Se han descrito numerosas técnicas, como la descrita
por Sambroock™? para la extraccion del ADN a partir de
tejido fresco y se han adaptado a los tejidos embebidos en
parafina. En cuanto a la técnica de extraccion del ADN

gendmico se utilizé la propuesta por Blin y Stafford™®.

b) Sobre la reaccién de |la cadena de la Polimerasa o
PCR

La eleccion como técnica de amplificacion de
microsatélites mediante PCR, frente al uso convencional de
digestion con enzimas de restriccion y Southem Blot para la
deteccion de fragmentos de restriccion polimorficos (RFLP)
se justifica por®”:

I La necesidad por parte de Southem Blot de grandes
cantidades de ADN de alto peso molecular, lo que
limita el andlisis de piezas de biopsias, normalmente
pequefas, y reduce el trabajo al tejido fresco,
restringiendo el estudio restrospectivo.

li. Precisa de mayor tiempo para su realizacion, a veces
una semana.

iii. Algunos RFLP estan limitados por bajos grados de
polimorfismos.

iv. La técnica es dependiente del uso de enzimas de
restriccion, lo que deriva en casos de digestion
incompleta y alto grado de muestras no informadas.

v. Uso de radioisétopos que precisa de recursos

especificos.



En cuanto a la utlizacion de los primers u
oligonucledtidos destacamos que, para poder estudiar con la
técnica de PCR un determinado fragmento de ADN, debe
conocerse por lo menos la secuencia de los dos extremos del
mismo. Una vez conocidas dichas secuencias nucleotidicas,
se sintetizan los 2 primers, uno para cada flanco y hebra, de
modo que se unan al ADN, formandose un fragmento de doble
cadena en cada hebra. A partir de aqui la enzima Taq
polimerasa puede sintetizar las cadenas complementarias en
direccion 5'» 3'. Se calcula que un oligonucleétido formado por
15-20 pares de bases tiene una elevada probabilidad de unirse
a un solo lugar del genoma humano.

Para el disefio de los oligonucleétidos se debe tener
en cuenta:

a) Seleccionar secuencias en las que no abunden
repeticiones de bases, ya que contribuyen a la
inespecificidad de la amplificacion.

b) Deben evitarse secuencias que puedan formar
estructuras secundarias por si mismas, ya que
dificultan la union de los propios primers con el ADN
inicial.

c) Evitar que los dos primers tengan
complementariedad entre ellos, lo que comportaria
una autoamplificacion.

d) Comprobar en un banco de datos que las secuencias
seleccionadas no estan en otro lugar del genoma
conocido, impidiendo asi amplificar otras regiones no

deseadas.



Si los primers no pueden tener 100% de
complementariedad con el ADN molde en toda su extension, si
deben tenerla con el extremo 3', por ser éste el lugar de union
de la Tag polimerasa.

La concentracion de Cl,Mg en la reaccion de la PCR es
muy importante ya que afecta seriamente a la especificidad de
la amplificacion. Habitualmente se utiliza una concentracion de
1.5 mM (concentracion final). Un exceso de ion Mg produce
amplificaciones inespecificas y una concentracion insuficiente
da lugar a un menor rendimiento. La cantidad de ion Mg debe ir
relacionada con la concentracion de los 4 dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP). Si se aumenta la concentracion de dNTP por
encima de 200 uM éstos quelan parte del magnesio, por lo que
hay que aumentar la concentracion de éste Ultimo. Los dNTPs
se utilizan a una concentracion final de 100 uM.

La lectura en gel de electroforesis vertical se eligio, frente
a la horizontal, por su mas facil ejecucion, menor duracion del
proceso (2 horas y media frente a 3 y media), la necesidad de
menor cantidad de tampones y de ningun reactivo adicional.

Se utilizo la deteccion de los productos de la amplificacion
con bromuro de etidio por ser el método de visualizacion mas

simple y por no ser un método radiactivo.

c) Sobre la secuenciacion

Basicamente, existen dos métodos que permiten
determinar las secuencias nucleotidicas, el quimico
desarrollado por Maxam y Gilbert en 1977, y el enzimético, o
método del dideoxinucledtido, descrito por Sanger vy

colaboradores en 1981,



El método quimico utiliza el desdoblamiento especifico

del ADN por medio de ciertas sustancias quimicas. Se utilizan
cuatro compuestos quimicos diferentes produciendo un juego
de fragmentos de ADN de longitudes diferentes, determinados
por las posiciones de los nucleétidos en el ADN gue ha sido
partido. ElI fragmento del ADN que serd secuenciado se
procesa para obtener una cadena simple marcada con un
isétopo radiactivo en 5°. Esta cadena se trata con cada uno de
los 4 reactivos y las 4 mezclas de las reacciones, una para
cada una de las bases, se corren en calles separadas de
electroforesis en gel de poliacrilamida, representando a cada
una de las 4 bases G, A, T o C, siendo el fragmento mas
pequefio el que migre mas lejos. La secuencia se lee en la
direccion opuesta a la migracion, obteniéndose la secuencia

en direccién 57 32,

El método enzimatico es el método de secuenciacion

mas utilizado en la actualidad y el que se empleé en el
presente trabajo. Se basa en el principio de que la sintesis del
ADN se termina cuando en lugar de un desoxinucleétido
normal (dNTP) se utiliza un didesoxinucledétido (ddNTP), que
difiere por la ausencia de un grupo hidroxilo en la posicién del
carbono 3°, haciendo imposible la union con un nuevo
nucleotido. EI ADN a secuenciar debe ser de cadena simple y
la sintesis se inicia con un cebador o primer y uno de los
cuatro ddNTP marcado con *P en el grupo fosfato. Cada vez
que en la secuencia aparezca el nucledtido en cuestion, el
didesoxinucleétido correspondiente ocasionara la terminacion

de la sintesis de la nueva cadena de ADN. Las cuatro



reacciones por separado daran lugar a un juego de
fragmentos de tamafos definidos, de acuerdo con las
posiciones de los nucleédtidos, en donde se ha terminado la
sintesis del ADN. Los fragmentos se separan de acuerdo con
el tamafo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
como en el método quimico. La secuencia del gel se lee en la
direccion desde los fragmentos mas pequefios hacia los mas
grandes, para determinar la secuencia nucleotidica en
direccion 5« 3%,

A la hora de plantear la secuenciacién del ADN, nos
decidimos por el método enzimatico por ser menos grosero,
no precisar de material radiactivo, ni de geles de gran tamafio,
indispensables en el método quimico, lo que dificulta la
secuenciacion y la lectura posterior. La secuenciacion del
ADN a gran escala requiere de procedimientos
automatizados, basados en la marcacion del ADN con
fluorescencia, y sistema de deteccion adecuados. Las marcas
fluorescentes generalmente utilizadas son los fluoréforos,
moléculas que emiten un color fluorescente distintivo cuando
se exponen a la luz UV de una longitud de onda especifica.
Cada una de las 4 bases se puede marcar de una forma
distinta. Este proceso puede realizarse en el método
enzimatico, no en el quimico, aumentando la fiabilidad y la

rapidez del mismo.

d) Sobre la inestabilidad de los microsatélites o MSI

Con el fin de estandarizar los resultados sobre la
inestabilidad de los microsatélites, se utiliz6 el panel

recomendado por el Grupo Internacional sobre la inestabilidad



de los microsatélites™. Sin embargo, las recomendaciones del
grupo de trabajo concerniente a su aplicacion a los tumores
no CCR son inciertas. Por esta razon, también se analizo la
MSI con un panel adicional con el fin de corroborar los
resultados.

La MSI-H o inestabilidad de alto grado caracteriza un
fenotipo Unico, clinico y patologico, que se identifica con el
sindrome de HNPCC, mientras que la inestabilidad de bajo
grado (MSI-L) y la estabilidad (MSS) se consideran fenotipos
similares sin implicaciones clinicas'**®.

En el presente trabajo se consideré que la MSI era de
alto grado cuando mas del 40% de los marcadores mostraban
inestabilidad, de bajo grado cuando el porcentaje era menor
de este 40%, y se consideraba MSS cuando los marcadores
no mostraban inestabilidad. Otros grupos, como el de
Vasconcelo'™, consideran fenotipo MSI-H cuando el
porcentaje de inestabilidad es superior al 30%. Creemos que

nuestra eleccion se justifica por un aumento de la sensibilidad.

|l.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

En el presente estudio, el trabajo se inici6 a partir de la
observacion de pacientes guias que contaban entre sus
antecedentes con un numero importante de miembros afectos de
CCR o de otro tipo de tumores, datos que llevaron a la realizacion
de un exhaustivo arbol genealogico hasta el primer antecesor

conocido.



Tras la identificacion de las familias, se pas6 a determinar la
presencia de inestabilidad de microsatélites en las muestras
tumorales de los miembros en los que el arbol genealdgico se
habia mostrado altamente sospechoso. El resultado fue positivo
en cada una de las muestras, hallazgo que no se dio en ninguno
de los tumores de familias con baja probabilidad de Sindrome de

Lynch.

a) Sobreladeriva genética

Las poblaciones insulares tienen wuna historia
demogréafica de probable aislamiento desde su fundacion,
alrededor del afio 1500, hasta bien entrado el siglo XX, lo
gue permite especular con que haya existido una deriva
genética considerable a lo largo de unas 20 generaciones.
Esta deriva genética reduciria la variabilidad alélica previa a
SuU mMAas reciente expansion, existiendo ademas un mayor
grado de consanguinidad debido al bajo numero de
fundadores. Todo lo anteriormente expuesto hace muy
interesante esta poblacion para estudios genéticos de
sindromes complejos como el de Lynch™.

Hardy y Weinberg”® en 1908, calcularon
matematicamente las frecuencias de los genes en las
poblaciones en lo que se conoce como Ley del equilibrio de
Hardy-Weinberg, demostrando que la herencia en si misma
no produce cambios en las frecuencias alélicas ni
genotipicas. Basicamente, esta ley establece que en una
poblacion idealizada, en la que no actuan fuerzas para el
cambio, las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen

constantes de generacién en generacion®.



Se conocen diferentes procesos que producirian
cambios en las condiciones de equilibrio y que, en definitiva,
produciran las variaciones de las frecuencias génicas que se
reconocen en el proceso evolutivo®™. Pueden clasificarse en:

1. Procesos sistematicos:
- Mutacién
- Recombinacion
- Migracion
- Seleccién natural
2. Procesos dispersivos

- Deriva genética

Aunque pueden actuar conjuntamente, los
procesos sistematicos actian en poblaciones grandes,
mientras que los dispersivos lo hacen en poblaciones
pequefias.

En cualquier caso, el equilibrio de Hardy-Weinberg se
basa en apareamientos al azar, sin embargo en
determinadas ocasiones esto no se cumple, es el caso de la
existencia, por ejemplo, de una barrera geografica que aisla
individuos que se verian forzados a elegir sus parejas
sexuales dentro del grupo y no con otros miembros de la
poblacion que, llevado a su caso mas extremo en
poblaciones muy pequefias, produce endogamia,

En las poblaciones grandes la muestra de genes que
pasa a la generacion siguiente es mas 0 menos constante,
pero en las pequenas la muestra puede no ser
representativa de la generalidad de la poblacion, lo que

originaria un error de muestreo y la desviacion de las



frecuencias génicas en cualquier sentido, por lo que tendera
a fijarse aleatoriamente alguno de los alelos. Estos efectos
de muestreo producidos al azar se denominan deriva
genética. Esta deriva genética es, por tanto, un factor que
disminuye la variacién genética existente en las poblaciones
y la magnitud de su efecto es inversamente proporcional al
tamafo de la poblacion de forma que, cuanto mas pequeia,
mayor es su efecto.

Una situacion favorable para la actuacion de la deriva
genética es el efecto fundador. La colonizacion de nuevos
territorios, por ejemplo islas, se llevara a cabo por unos
cuantos individuos procedentes de una poblacion grande
continental. Los pocos individuos que comienzan la nueva
colonia representan una muestra aleatoria de los genes de la
poblacion original, conduciendo a una divergencia de las
frecuencias alélicas y, finalmente, de los alelos respecto a la
poblacion original por efecto de la deriva genética™".

Como podemos apreciar, muchas de las
caracteristicas descritas anteriormente se dan en el grupo de
poblacion objeto de nuestro estudio, originario del Valle de
La Orotava. En este grupo se da un doble aislamiento, por
un lado estas poblaciones insulares tienen una historia
demogréfica de probable aislamiento desde su fundacion,
alrededor del afio 1500 cuando las islas fueron colonizadas
hasta bien entrado el siglo XXy, por otro lado, los valles son
siempre zonas geograficamente aisladas. La zona del valle
de La Orotava geograficamente debido suponer grandes
dificultades para sus pobladores a la hora de un intercambio

geneético, lo que permite especular con que haya existido una



deriva genética considerable a lo largo de unas 20
generaciones. Esta deriva genética reduciria la variabilidad
alélica previa a su mas reciente expansion, existiendo,
ademas, un mayor grado de consanguinidad debido al bajo
namero de fundadores. Por otro lado, al ser una poblacion
bastante estable en la que los factores externos han
actuado de igual manera sobre la poblacion, muestran un
escenario ideal para valorar la expresion génica del
sindrome en su version mas “pura”. Es facil comprender que
las migraciones, recombinaciones, climas, habitos de
alimentacion y demas factores medioambientales pueden
modificar, de alguna manera, la expresion de los genes, por
lo que el estudio de sindromes hereditarios en grandes
zonas expuestas es dificultoso®. Al mantener estas
condiciones iguales durante generaciones, la expresiéon del

gen se manifiesta libre de otras interacciones.

b) Sobre la utilidad del arbol genealéqgico

Durante muchos afios el poco conocimiento del
sindrome, asi como la escasa o0 nula accesibilidad a las
pruebas genéticas, hizo del arbol genealdgico el Unico arma
para la deteccion de familias con Sindrome de Lynch. La
irrupcidon con extraordinaria fuerza de la genética en la
medicina en general y de los sindromes hereditarios en
particular, en el contexto de una medicina cada vez mas
tecnificada, podria llegar a poner en duda la utilidad de la
historia clinica, representada aqui por el arbol genealdgico.

Por ello, nos propusimos valorar la correlacion entre el

estudio familiar exhaustivo, basado en un arbol genealdgico,



con el estudio genético, evaluando la posibilidad de padecer
la enfermedad. Nuestros resultados demuestran que todos
los tumores de las familias sospechosas segun su arbol
genealdgico, manifiestan una evidente inestabilidad de
microsatélites, lo que orienta hacia una carcinogénesis
mediada por la mutacion de genes reparadores de la
replicacion del ADN (missmatch repair), mientras que todos
los tumores de las familias no sospechosas, mostraron MSS.

Por todo lo anterior, se puede establecer que el arbol
genealégico es un arma extraordinariamente eficaz para
catalogar a una familia como sospecha de padecer
Sindrome de Lynch, en ausencia de un test genético que
permita un estudio mas profundo del paciente'’®. De esta
manera, se pueden identificar aquellas familias que se
beneficiarian de un programa intensivo de vigilancia y
estrategias de reduccion de riesgo de cancer, siguiendo las
recomendaciones del Grupo Internacional de Colaboracién’®,
con vistas a minimizar el riesgo de desarrollar tumores
relacionados con el sindrome en el futuro. Finalmente, el
presente estudio refuerza la importancia de la historia clinica
como instrumento fundamental para la correcta valoracion
del paciente, incluso en el seno de una medicina cada vez
mas tecnificada. Las figuras 44, 45 y 46 ponen de manifiesto
la importancia de la confeccidén de los arboles genealdgicos

para el correcto diagnostico de las familias.

c) Sobreladefiniciéon de Sindrome de Lynch

No existe acuerdo sobre qué definicion debe usarse
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para identificar este sindrome. En opiniéon de Watson™*, la



preferencia depende del observador. La primera definicion
se basa en las cuestiones clinicas que rodean al sindrome,
qgue incluyen la identificacion de familias sindrémicas y el
disefio de programas de prevencion de los tumores. La
segunda definicion se apoya en parametros bioldgicos, por
ejemplo el interés en clarificar como la deficiencia en la
reparacion de los errores de replicacion se desarrolla en
diferentes tejidos y cOmo se relaciona con la carcinogénesis.
Ambas cuestiones son importantes, pero el interés en definir
el espectro tumoral, surge principalmente de sus
implicaciones clinicas que ayudan a establecer qué
recomendaciones, en la prevencion del cancer, deben
hacerse a los pacientes con el Sindrome de Lynch que
difieran de las de la poblacién en general.

En nuestro estudio se tuvieron en cuenta ambas
definiciones al iniciarse, primeramente, sobre la sospecha
clinica de una especial agregacion tumoral en determinadas
familias y, posteriormente, al comprobar molecularmente la
presencia de una alteracion de los genes missmatch y una

mutacion en el gen MSH2 de un area geografica concreta.

d) Sobre el grado de aceptacion

A todos los individuos, miembros de las familias objeto
del estudio, se les ofrecido la oportunidad de participar,
aceptando 321 de los 439, lo que significa una compliance
del 73.12%, con una participacion desigual entre las
diferentes familias.

El primer informe, publicado en 1999 por Lerman y

colaboradores®, sobre la aceptacion de los tests genéticos



encontr0 un bajo nivel de conformidad. Se trata de un
estudio publicado en 1999 sobre 208 miembros,
pertenecientes a 4 familias, a los que se contactd via
telefonica. Solo el 43% acepto la realizacion de las pruebas.
Los motivos aducidos para la negacion fueron: escasa
informacion y sintomas depresivos asociados al diagnoéstico
del Sindrome de Lynch, especialmente entre las mujeres.

Posteriormente, en el afio 2000, Aktan-Collan y
colaboradores® presentan en Finlandia, una aceptacion del
75% de todos los miembros de las familias de alto riesgo que
completaron el seguimiento.

La principal diferencia entre los estudios de Finlandia y
Estados Unidos puede residir en el método de aconsejar,
mientras que en Finlandia se hacia mediante una entrevista
personal, en EEUU el método seguido era una llamada
telefonica.

Nuestro dato de una aceptacion del 73% nos parece
importante y creemos se debe a varias razones:

a) A las familias se les reunié para explicarles de forma
personal en qué consiste el Sindrome de Lynch, las
posibilidades de la familia de ser portadores, el
ofrecimiento de realizarles las pruebas genéticas y el
seguimiento médico necesario en cada caso.

b) En dicha reunion informativa se explicG también la
posibilidad de medidas preventivas para la deteccion
precoz de tumores, en caso de ser portadores de la
enfermedad, y la oportunidad de conocer la posibilidad

personal de desarrollarlos.



c) Nuestras familias provenian de una comunidad
pequefa, donde se conocia de una forma natural la
predisposicion de los miembros de las mismas de
desarrollar un tumor.

d) En todo caso se garantizaba la confidencialidad al

entregar de forma individualizada la informacion.

Probablemente, de todas ellas, el hecho de tratarse de
una comunidad pequefia haya sido fundamental. El inicio
del estudio en familias que durante generaciones habian
visto la desaparicion de muchos de sus individuos afectos de
cancer, se difundio entre los familiares, a veces mas
rapidamente que nuestros propios esfuerzos en localizarlos,
y cred0 entre los diferentes familiares un circuito de
retroalimentaciéon positiva que, en algin caso, se Vio
reforzado cuando algunos individuos que en un principio no
habian querido adherirse al estudio, sufrieron o conocieron la
aparicion de algun tumor, en alguna ocasién con resultados
de muerte. En todos los casos, lo reducido del area
geografica propagaba las noticias con gran rapidez y facilito,
a nuestro entender, la aceptacion del estudié en porcentajes

tan altos.

e) Sobrelafrecuenciadel sindrome

Es dificil poder establecer la frecuencia del sindrome,
dado la multitud de factores que intervienen en su
diagnostico, como la experiencia del investigador, las
diferencias geograficas y otras, pero se estima que varia

entre el 0.5% y el 5%, lo que la convierte en el factor



hereditario mas importante para el desarrollo del cancer
colorrectal™".

Segun de la Chapelle®, partiendo de una proporciéon
entre 1-3% de tumores de colon atribuibles al Sindrome de
Lynch y a un riesgo acumulado del 5% para presentar un
CCR, la incidencia de la poblacién general se situaria entre
un 1:2000 y 1:660.

En nuestra base de datos, el 6.2% de los casos
presentaban antecedentes familiares de primer y/o segundo
grado, de los que un 0.2% se han podido documentar como
Sindrome de Lynch. Esta casuistica es muy baja respecto a
los estudios mencionados previamente y se debe,
principalmente, a la inadecuada recogida de datos sobre los
antecedentes familiares en todas las historias clinicas. Hay
gue tener en cuenta que la base de datos abarca un periodo
temporal muy amplio e incluye un gran nimero de afios donde
el sindrome era poco o nada conocido y donde la recogida de
datos no era tan exhaustiva. Por otro lado, confeccionar un
fichero de cancer familiar requiere un gran esfuerzo y
dedicacion por parte de personal dedicado a este fin, ya que
es una labor dificultosa para médicos asistenciales.
Estimamos que el nUmero de casos puede ser mayor si se
investigan mas intensamente a las familias con alta
probabilidad de padecerlo. Creemos que, dado que no existe
una caracteristica fenotipica de este sindrome, los pacientes
no son facilmente reconocibles; por lo tanto, hasta que no
haya una mayor disponibilidad del mapa genético de la
enfermedad, consideramos que se deben aplicar los Criterios

de Amsterdam®’” para identificar los posibles casos.



Es conocido que aproximadamente un 4% de todos los
carcinomas tienen rasgos compatibles con sindrome de
cancer hereditario, fundamentalmente el cancer de mama*.
El reconocimiento del sindrome es el mayor indicador de
riesgo de padecer cancer colorrectal, por lo que la historia
clinica familiar debe ser minuciosamente recogida en todos
los pacientes con carcinoma Yy, una vez detectado el
sindrome, indicar el procedimiento adecuado para el
diagnéstico precoz'*.

Pensamos que pacientes con cancer de endometrio,
tracto urinario, estdmago, ovario y mama deben ser
interrogados acerca de sintomas de cancer colorrectal; por
otro lado, en pacientes con CCR verificaremos si han tenido
alguno de los tumores mencionados, haciendo también estas
comprobaciones en sus familiares de primer grado, de manera
gue cuando aparezca alguna concordancia respecto a la
posibilidad de estar ante un sindrome de cancer hereditario,
poner en marcha la construccion de un arbol genealdgico
completo. Es necesario disponer de un registro familiar y
seleccionar candidatos para estudios de ADN vy biologia

molecular en base a detectar genes deletéreos.

f) Sobre el espectro tumoral

El interés en definir el espectro tumoral surge,
principalmente, de sus implicaciones clinicas que ayudan a
establecer qué recomendaciones deben hacerse, en la
prevencion del cancer, a los pacientes con el Sindrome de
Lynch que sean diferentes a las de la poblacion general.

Pero definir el espectro tumoral como una compilacién de



tumores para los que los pacientes con Sindrome de Lynch
presentan un alto riesgo, tiene las dificultades metodoldgicas
gue supone comparar la incidencia de tumores que se
presentan en las familias afectas con la poblacion general.

La principal informacion sobre el espectro tumoral
deriva de estudios retrospectivos de familias con historia
significativa, que crean estimaciones erroneas debidas al
sesgo de inclusion, al favorecer la inclusion de casos muy
graves y, a su vez, los datos recogidos prospectivamente a
partir de familias de alto riesgo, pueden estar sesgados por
factores familiares, medioambientales y genéticos, y nho
familiares, como el cribaje del cancer'®2.

En nuestro estudio la valoracién del espectro tumoral
demostr6 que era similar al descrito en otras areas
geograficas, tanto en Europa como en Estados Unidos,
representando el cancer colorrectal un 50% de los tumores

encontrad0813,113,179,195

. La principal novedad en relacion a
dicho espectro tumoral es la aparicion de un leiomiosarcoma
en uno de los familiares que el analisis inmunohistoquimico y
genético certificé como asociado al Sindrome de Lynch™*®.
En nuestra serie, se detectaron un total de129 tumores
de los que el cancer colorrectal era el mas frecuente, con
un nimero de 65 casos (50.4%), afectando a 57 pacientes,
gue corresponde a un 53.3% de la poblacion estudiada que
mostraba algun tipo de tumor. Por contra, la datos para la
poblacion de la isla de Tenerife muestra que el tumor
maligno mas frecuente en el hombre es el cancer de prostata
y pulmén, con un 17.07% y 16.21% respectivamente y, en la

mujer, el de mama con una frecuencia relativa de 29.57%,



siendo las cifras para el CCR de 9.84% y 11.97% para
hombre y mujeres, respectivamente, segun datos publicados
por la consejeria de sanidad de gobierno de Canarias** (Fig.
47). Estos datos son sumamente interesantes porque
muestran que en nuestra poblacion la influencia genética fue
capaz de alterar la normal frecuencia de los tumores en la
isla, lo que habla de su penetrancia y su frecuencia en la
poblacion estudiada, fruto quizas del efecto fundador que
pudo darse en esta comunidad.

No se pudo estudiar la localizacion de los tumores en
el colon en todos los casos, dado la falta de informacion al
respecto en los certificados de defuncion. Sin embargo,
cuando este dato pudo ser verificado, se comprobo6 una alta
incidencia de tumores en el colon derecho (37%), dato
similar a los registrados en otras series’®, siendo la
distribucion de los tumores en el colon restante también
equivalente'®?,

En cuanto al cancer de endometrio, éste fue el
segundo en frecuencia en total coincidencia con trabajos

108189 " En nuestra casuistica, el 12.4% de los

anteriores
tumores eran de este tipo, afectando a un 5.9% de mujeres de
la muestra. Nuevamente este dato es mayor que el publicado
para la poblacion de la isla, con un registro para este tipo de
tumor de 5.3%"°.

La incidencia del cancer de mama en las familias
estudiadas fue mayor que en otras series'”® (5% vs 3%),
aunque podria tratarse de una sobreestimacion dado que
todos los tumores de mama aparecieron en la misma familia

(familia n° 1).



Existen discrepancias sobre su inclusibn como tumor
asociado a este sindrome. En 2001, Scout vy
colaboradores™ informaron de una remarcable alta
incidencia de cancer de mama en los miembros de las
familias con HNPCC, especialmente en las portadoras de la
mutacion MLH1 (Tasa de incidencia estandarizada de 14.77,
IC del 95%) y en los grupos mutacion-negativos (TIE: 18.3,
IC del 95%). No se hallé6 un aumento de la incidencia en los
portadores de la mutacion MSH2 (TIE: 2.02, IC del 95%).
Hasta entonces, estudios previos como los realizados por
Watson y Lynch'® en 1993, informaban de incidencias
mucho menores de cancer de mama en HNPCC,
identificando solo 19 casos en el seno de 23 familias. Otro
estudio de Aarnio y colaboradores® en 1999, sobre
portadores de mutacion MMR, informé de una tasa de
incidencia estandarizada de 1.4 con un intervalo de
confianza del 95%.

Estas contradicciones llevaron a Vasen vy
colaboradores'™® en 2001, a evaluar el riesgo de presentar
cancer de mama en las familias HNPCC alemanas. Los
resultados arrojaron que solo 4 de los 187 portadores de la
mutacion en MLH1 y 3 de los 141 con mutaciéon en MSH2,
desarrollaron cancer de mama. La tasa observada /
esperada (O/E) en ambas poblaciones fue de 0.6 con IC del
95%. La media de edad al diagnostico fue de 46 afos (32-59
afnos). Este estudio sugiere que el riesgo relativo de
desarrollar cancer de mama no estda aumentado en el
HNPCC, aunque pueden presentar una edad de aparicion

mas temprana. Una posible explicacion para esta precocidad



de los canceres de mama en las familias HNPCC es que, al
igual que el resto de la poblacion, los primeros estadios de la
enfermedad se presentar alrededor de los 40 afios, pero la
presencia de defectos en los genes MMR, les lleva a una
acumulacion de mutaciones en los genes implicados en la
progresion del cancer de mama, lo que acelera el desarrollo
tumoral®’®,

Es sabido que existen dos genes responsables del
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desarrollo de los tumores de mama, el BRCA;™“", localizado

199 an el cromosoma 13. No

en el cromosoma 17, y el BRCA,
obstante, no se debe olvidar que, ademas de estos genes,
existen otros factores genéticos que predisponen al cancer
de mama, como las mutaciones en el gen p53 o0 en el gen
ATM™*, asi como la adquisicion del fenotipo de inestabilidad
genética, donde se incluye el Sindrome de Lynch tipo II°".

A favor de la inclusion de este tipo de cancer en el
espectro tumoral del sindrome se encuentran Risinger**® y
Gonzalez-Aguilera®’, quienes se basan en la presencia de
MSI en el gen MLH1 de los miembros de las familias
HNPCC.

Es también de interés la baja incidencia de
cancer gastrico entre las familias del presente trabajo, un
0.01%, en comparacién con las primeros series publicadas al
respecto™®, donde el cancer gastrico era el segundo en
frecuencia tras el CCR. Sin embargo, las cifras aqui
presentadas estan mas de acuerdo con estudios mas
actuales, que muestran que este tipo de tumor no es tan
prevalerte entre las familias afectas de Sindrome de

Lynch'™.



Respecto a la presencia de un retinoblastoma en
nuestra serie, decir que se pudo demostrar, a través del
analisis genético de la muestra remitida al laboratorio que
confirmd la ausencia de mutacion, que dicho tumor no se
podia incluir entre los asociados al sindrome. Como es
sabido, el desarrollo de tumores de esta estirpe se ha
asociado a la presencia de mutaciones en el gen RB1 que a
la mutacién en uno de los genes MMR',

En nuestra serie podemos observar como los tumores
mas frecuentes asociados al sindrome son el CCR, el
endometrio y la mama, con diferencias apreciables respecto
a la poblacion de Tenerife™>. (Figura 48).

Todas las cifras anteriores implican que la deriva
genética y la consanguinidad, junto al aislamiento de la
poblacion del estudio, no ha alterado sustancialmente el
espectro tumoral de este sindrome que, en general, es
similar al de otras poblaciones descritas en la literatura.
Como Unico dato significativo mencionar una muy baja
frecuencia de cancer gastrico que confirma la tendencia de

estos tumores en las sociedades europeas occidentales.

g) Sobre el leiomiosarcoma

En la relacion de tumores identificados en las
familias afectas del sindrome aparece, por primera vez
descrito en la literatura, la presencia de un leiomiosarcoma
asociado a HNPCC''®. Hasta ese momento, la aparicién de
sarcomas en las familias Lynch sélo ha sido descrita
excepcionalmente'®. Nuestra paciente, en quien convergian

antecedentes familiares de Sindrome de Lynch, tanto por



parte del abuelo paterno como de la abuela paterna, presento
un leiomiosarcoma, lo que amplia las posibilidades de
presentacion de otros tumores extracoldnicos propios de este
sindrome.

Cuando la paciente fue diagnosticada se conocian sus
antecedentes por parte de la abuela paterna (Figura 49). Dada
la agresividad del tumor y la edad del diagnostico se realizo
una historia y arbol genealdgico mas detallados, lo que
permitio descubrir los antecedentes de la familia del abuelo
paterno y filiarlos como Sindrome de Lynch (Figura 50). Los
resultados preliminares del analisis de los tumores de ambas
ramas familiares mostraron una alta inestabilidad de
microsatélites, lo cual confirma que ambas familias eran
portadoras del sindrome.

Estos antecedentes, unido a la temprana edad de
aparicion del tumor en la paciente, permitian asociar el caso al
Sindrome de Lynch descartando la posibilidad de que se
tratara de un caso esporadico de leiomiosarcoma en una
familia portadora del sindrome. Estos datos, aportados por el
arbol genealdgico al principio del estudio, se vieron
confirmados al final del mismo cuando, identificada la
mutacion causante, se comprobd que la paciente era
portadora heterocigoto de la mutacion y que el tumor
presentaba una pérdida del alelo normal restante, mostrando
una homocigosis del alelo mutado.

La revision de la literatura nos permite afirmar que la
asociacion de un leiomiosarcoma a un Sindrome de Lynch no
ha sido informada. Joseph-Reinete y colaboradores®

describieron la asociacion de un sarcoma gastrico asociado al



sindrome, sin embargo en este caso el andlisis
inmunohistoquimico de actina y desmina fue negativo. Por el
contrario, en nuestro paciente ambos analisis fueron positivos,
lo cual indica, de forma clara, su origen muscular. (Figuras 51
y 52).

El conocimiento actual de la genética molecular de los
sarcomas de partes blandas, pone de manifiesto que las
alteraciones mas frecuentes involucran a genes supresores de
tumor y, en menor medida, a algunos oncogenes. Asi, en los
leiomiosarcomas, se han descrito cambios en la expresion y
pérdida homocigética (pérdidas bialélicas) del gen RB1'®.
Ademas la pérdida de una copia del cromosoma 13 en la
region de RB1 se ha encontrado en el 35% de sarcomas'®.
También se han descrito pérdidas del cromosoma 17
asociadas a la region de p53*, asi como alteraciones del gen
MDM2'®. En cuanto a los oncogenes, se ha demostrado la
activacion de K-ras en algunos leiomiosarcomas®®. Por el
contrario el anadlisis de la inestabilidad de microsatélites,
anomalia caracteristica de los tumores asociados al Sindrome
de Lynch, en estos sarcomas de partes blandas revela una
baja frecuencia (2 de 216), indicando que la mutacién en los
genes reparadores no juega un papel fundamental en el
desarrollo de los sarcomas. De hecho, algunos autores como
de Wind'®® proponen que la inestabilidad de microsatélites en
los sarcomas (rabdomiosarcomas) es un fendmeno
secundario y tardio en la evolucion del tumor. Esto podria
explicar la escasa presentacion de estos tumores en familias

portadoras del sindrome**®.



h) Sobre la edad del diagnostico de los tumores

De las diez familias estudiadas, en 107 casos (19.8%)
se pudo localizar algun tipo de tumor asociado al Sindrome
de Lynch. De éstos, 56 eran hombres y 51 mujeres (52.3% y
47.7%; p= 0,56), con una proporcion similar a la ratio
hombre/mujer de la poblacion tumoral de la isla de Tenerife
(57:43)"° y con una edad media de aparicién de los tumores
de 48.9 £ 0.14 afos (hombres 49.6 £ 0.31, mujeres 48.6 *
0.25). La edad media de presentacion en el conjunto de la
poblacion de Tenerife es de 63.9 afios™°. Este dato habla de
la gran predisposicion de las familias afectas a padecer
tumores y, por lo tanto, de la necesidad de su identificacion y
seguimiento.

Es de notar que el 49.4% de los tumores aparecieron
en pacientes menores de 50 afios, cuando la tasa especifica
para todas las localizaciones tumorales en relacion a este
grupo de edad, tanto para hombres como para mujeres,
segun datos de la Comunidad Autébnoma para la isla de
Tenerife en el afio 1997, es de 4.39% para los varones y

10.48% para las mujeres™®

, lo que totaliza un 14.87% de
todos los tumores.

Es también de interés la presencia de tumores en
pacientes menores de 20 afos: una leucemia en un paciente
de 5 afios, un retinoblastoma a los 2 afios, un cancer de
colon a los 18 afios y un tumor del SNC a los 6 afos.

La media de edad de aparicién de los tumores en las
familias estudiadas se encuentran dentro del rango descrito
en otras series publicadas por Mecklin®**, Vasen'”,

Westlake'® y Benetti**, quienes obtienen una media de edad



para los pacientes tumorales de 41, 46, 48 y 56.8
respectivamente. Respecto a los pacientes diagnosticados
antes de los 50 afios, que en nuestra serie fue del 49.4%, se
encuentra entre el 30% publicado por Benetti'® y el 70% de

Mecklin y colaboradores***.

1) Sobre la MSI en los tumores sincronicos vy

metacronicos.

Es sabido que la mayoria de los tumores colorrectales
esporadicos y la Poliposis Familiar Adenomatosa surgen de
una carcinogénesis mediada por la via supresora, que se
caracteriza por la presencia de mutaciones en varios genes
supresores como APC, MCC, DCC, SMAD4, p53; oncogenes
como k-ras, myc, etc; y por estabilidad cromosémica®. En el
presente trabajo, se determind la presencia o ausencia de
pérdida de heterocigosidad en los genes APC/MCC y DCC y
la mutacion o no en k-ras de los tumores primarios y
extracolonicos de una de las familia estudiadas. El resultado
fue que, salvo la LOH en un microsatélite intragénico de TP53,
en ninguno de los tumores analizados se encontraron datos
de carcinogénesis mediada por la via supresora lo que, junto
a la presencia de inestabilidad de microsatélites en dichas
muestras, nos hace concluir que la via para el desarrollo de
los tumores en dichas familias es la mutadora.

Los adenocarcinomas colorrectales con MSI-H estan
asociados significativamente con localizacion en el lado

y
existen evidencias de que los tumores con MSI-H constituyen

derecho, pacientes jovenes y supervivencia prolongada®®”%*

una entidad clinica diferente. Sin embargo, se han publicado



pocos informes con criterios estandarizados de MSI en
tumores asociados a HNPCC y con resultados dispares.

Dado que, mas de un 10% de Ilos pacientes
intervenidos de un cancer colorrectal desarrollan tumores
metacronicos'™ y que los pacientes afectos de HNPCC
tienen una incidencia incrementada de tumores colorrectales
multiples, de asociacion con polipos y de presentar tumores

malignos extracolénicos®%"*3!

, NOS propusimos analizar la
relacion entre la inestabilidad de microsatélites y los tumores
sincronicos y metacronicos relacionados con el Sindrome de
Lynch.

Como era necesario un conocimiento clinico exhaustivo,
se eligié para el estudio de esta variable una de las familias
en la que se daban una serie de condicionantes

especialmente favorables, tales como:

e gran proporcion de metacronicos y sincronicos.

e supervivencia prolongada de los individuos a los
diferentes tumores que permitid un seguimiento
clinico con el estudio iniciado.

e  matrimonios con familias multiples de muchos hijos

gue hacian mas fiables los resultados.

En la figura 53 se representa el arbol genealdgico de la
familia donde se realiz6 el estudio de MSI y se expresan los
diferentes tumores diagnosticados en los diversos miembros.

Todos los tumores colorrectales y el de mama fue MSI-

H, lo que apoya la idea de un mismo mecanismo de



desarrollo tumoral, por lo que consideramos que este cancer
debe formar parte del espectro tumoral del HNPCC.

Ambos tumores endometriales, tanto el primario como
el metacronico, presentaron MSI-L, con un porcentaje de
inestabilidad para los microsatélites estudiados del 25 y el
20% respectivamente. En el caso del tumor de endometrio
metacronico, el tumor primario de colon y su recurrencia
pudieron ser catalogados como MSI-H.

Se ha considerado hasta ahora que los tumores
endometriales muestran alta frecuencia de inestabilidad en
las repeticiones de mono y dinucleotidos, como ocurre en los
tumores de colon, y que ambas neoplasias exhiben un
fenotipo similar*®. Sin embargo, es preciso tener en cuenta
gue las conclusiones sobre los tumores endometriales se
han obtenido en base a casos esporadicos™®. Por otra parte,
los CCR con MSI-L y MSS se han considerado que no tienen
implicaciones patoldgicas'®. Nuestros resultados muestran
gue estas conclusiones no pueden ser generalizadas a los
canceres endometriales hereditarios y sugieren que éstos
experimentan MSI como consecuencia de alteraciones en
los genes MMR, pero de diferente forma que en los tumores
colorrectales, como ocurre en otras alteraciones
genéticas'.

En relacién a este hecho, es de notar que, en al menos
dos familias HNPCC o HNPCC-like, se han implicado
mutaciones en MSH6 y una alta proporcion de pacientes con
CCR y con MSI intermedia tienen una mutacion germinal en
MSH6'*. Wu y colaboradores®* estudiaron la relacién entre

MSI y mutaciones de MMR en 36 pacientes con sospecha de



HNPCC y se les distribuyd en dos grupos respecto a la
frecuencia de MSI en un grupo de alta y otro de baja
frecuencia. Los hallazgos revelaron que el grupo de tumores
MSI-L, 4 de los 18 pacientes (22%) tenian presumiblemente
una mutacion en MSH6. Por tanto, concluyen, que la
presencia de MSI-L no debe ser un criterio de exclusién para
la deteccion de mutaciones en los genes MMR.

Los tumores de vejiga y uréter analizados mostraron
MSI-H (63.7% y 45.5% de inestabilidad respectivamente). En
general, estos tumores raramente exhiben MSI a pesar de
gue se encuentran asociados al Sindrome de Lynch, pero
hay que tener en cuenta que la mayoria de los estudios se
han realizado sobre casos esporadicos™.

Los resultados de nuestro estudio confirman que la
inestabilidad de los microsatélites se encuentra presente en
todos los tumores que se desarrollan en los pacientes afectos
de HNPCC, no so6lo en los primarios, sino también en los
sincrénicos 'y metacronicos y en las recurrencias,
independientemente de su localizacién. Por otra parte, el
estadio tumoral o el nivel de diferenciacion en los tumores
colorrectales no parece afectar al estatus de MSI.

La MSI es un factor predictivo del desarrollo de
carcinomas colorrectales mdultiples metacrénicos en los
sujetos HNPCC, dado que los nuevos tumores se originan por
el mismo mecanismo de inactivacion del sistema MMR. Mas
aun, en el caso de los tumores de endometrio, el estatus MSI-
L también determina individuos de alto riesgo para la

presentacion de tumores metacronicos®’.



j) Sobrela mutacién de MSH2

La mutacion encontrada no ha sido previamente
descrita en asociacion con el Sindrome de Lynch. Sin
embargo, se pueden aducir diferentes razones por las que
considerar esta mutacibn como origen causal de la
enfermedad.

El cambio T>G da lugar a la sustitucion de un
aminoacido importante, metionina por arginina, es decir, de
un aminoacido hidrofébico y no polar por otro mas grande y

cargado positivamente. La Met®®

, en esta posicion, forma
parte de un grupo de 12 aminoacidos conservados en la
escala filogenética, desde la levadura hasta el hombre, lo
que refleja la importancia de esta region en la proteina.
(Figura 54).

La conservacion de un aminoacido en una localizaciéon
especifica es un buen indicador de la importancia funcional,
y la sustitucion por otro amionoéacido de un grupo diferente
generalmente tiene consecuencias fenotipicas™. Esta region,
conservada en la escala filogenética del gen MSH2, se cree
juega un papel en la dimerizacion y en la actividad ATPasa,
en base a su alineamiento con MutS'’. MutS forma un
dimero estable debido a las fuertes interacciones
hidrofébicas entre los dominios de la ATPasa. Parece
probable que la mutacion M688R aqui descrita, con la
introduccion de un residuo grande y cargado positivamente
en el dominio, tenga consecuencias estructurales
significativas.

Se han descrito otras mutaciones patogénicas en

regiones cercanas, tanto en el codén 680 como en el 697, en



la que también existe la sustitucion de una Guanidina por
Timina que condiciona el cambio de Cisteina por
Fenilalanina™®.

El analisis del pedigri de las cinco familias en las
gque el paciente guia portaba esta mutacion apoya
fuertemente el papel causal de este cambio descrito. Todos
menos uno de los pacientes con tumor pertenecientes a
estas familias presentaron la mutacion M688R en su linea
germinal. La Unica excepcion fue el paciente de 20 afios de
edad que desarrollé un retinoblastoma a los dos afios. Con
dicha excepcioén, todos los familiares que no eran portadores
no presentaron tumores hasta el cierre del estudio.

El papel patogenético de la mutacion heredada descrita
se refuerza por el hecho de que no se detectd en los CCR
esporadicos ni en las muestras de ADN obtenidas de
donantes andnimos del banco de sangre usados como
controles, demostrando que este cambio no es un
polimorfismo frecuente en nuestra poblacion, lo que refuerza
la tesis del efecto fundador de una mutacion deletérea que
afecto, gracias a la deriva genética, a una poblacion muy
especifica de la isla.

Finalmente, el analisis del haplotipo sugiere que
M688R es una mutaciéon fundadora, dado que el mismo
haplotipo de enfermedad se ha identificado en las cinco
familias con la mutacion, pero no en las restantes ni en las
del grupo control.

El descubrimiento de esta mutacion M688R permite
identificar sujetos que se pueden beneficiar de un programa

de vigilancia segun las recomendaciones del Grupo



Internacional de Colaboracion, todo ello facilitado por su
distribucion en un éarea geografica limitada, que permite

localizar nuevas familias en la misma region’®.

k)  Sobre los pacientes portadores de mutacion __sin

tumor
Respecto a los 19 familiares portadores de
mutacion que no tenian tumores, existen varias

posibilidades:

()  Que aun no hayan alcanzado la edad de riesgo.
La media de edad de presentacion de tumores en
estas familias fue 57.38 afos, mientras que la
media de los portadores sin tumores es de 33.65
anos. Refuerza este dato el que a lo largo del
desarrollo del estudio aparecieron tumores en
pacientes que al inicio no habian padecido
ninguno.

(i)  La penetrancia del sindrome no es del 100%, lo
gue hace posible que alguno de los portadores
no lleguen nunca a presentar tumores.

(i) Desconocemos, en el momento actual, algunos
de los mecanismos de regulaciébn génica que
pueden afectar a los missmatch repair de forma
gue, en algunos individuos, la mutacién no se
manifieste por algun sistema de “bloqueo” no
conocido. Actualmente se piensa en el papel que
los ARN de interferencia (IARN) puedan jugar en

la modulacion de la expresion genética.



1) Los ARN de interferencia
La introduccién de ARN de doble hebra (dsARN)

en una célula u organismo inicia una compleja cascada de

eventos, los cuales culminan con la degradacion del ARN
mensajero (MARN) de secuencia homologa al dsARN
originalmente introducido. La primera fase del complejo de
sefalizacion estd a cargo de una ribonucleasa tipo 3
denominada Dicer, que fragmenta el dSARN en porciones de
21-25 nucledtidos de longitud, los denominados SiARN o
ARN de interferencia pequefios que inducen la formacion de
un complejo de proteinas denominado RISC, RNA-Induced
Silencing Complex que se encarga, a su vez, de degradar el
MARN complementario a la secuencia del siARN. Estos
eventos se resumen en la siguiente figura® (Fig. 55).

El primer descubrimiento de la importancia de este
mecanismo fue realizado por el grupo del Dr. Victor Ambros
en el afio de 1993° quienes encontraron un nematodo mutante
gue presentaba problemas en la expresion de varios genes y
se sorprendieron al descubrir que el producto del gen
responsable era un RNA de tamafio pequefio que formaba
una estructura de asa imperfecta y resultaba en una
secuencia de dsARN de 70 nucledtidos. Fue el primer
microARN descrito (miARN); en la actualidad se han
descubierto méas de 350°. (Figura 56).

Aunque la funcibn de los mMIARNs no se conoce
totalmente, parecen estar implicados en procesos biolégicos
cruciales tales como desarrollo, diferenciacion, apoptosis y
proliferacion, regulando la expresién de sus genes diana'.

Los miARNs desempefian su funcibn mediante el



apareamiento imperfecto con sus dianas, los ARN mensajeros
transcritos de genes codificantes, regulando su expresion**.
Se piensa que los miARNS interactian con los mMARNSs de sus
genes diana en sitios especificos induciendo su corte o
inhibiendo su traduccion®. Por tanto, puede esperarse que la
sobre-expresion de los miIARNs se asocie a la infra-expresion
de sus dianas, lo que podria contribuir al desarrollo de

enfermedades humanas.



CONCLUSIONES




1. El arbol genealdgico es un arma extraordinariamente eficaz
para catalogar a una familia como sospechosa de padecer
sindrome de Lynch, en ausencia de un test genético que

permita un estudio mas profundo del paciente.

2. La edad media de aparicion de los tumores en los miembros
de las familias afectas fue de 49.2 afios, cifras similares a las
descritas en otros estudios, y muy por debajo de las
publicadas por la Consejeria de Sanidad para el conjunto de

la Comunidad Autdnoma, que se cifra en 63.9 afios.

3. En las familias objeto del estudio, el 49.4% de los tumores se
diagnosticaron en pacientes menores de 50 afos, frente al

14.8% en la Comunidad Autobnoma de Canarias.

4. En las familias estudiadas se produce un cambio en la
incidencia de los tumores, siendo el carcinoma colorrectal el
mas frecuente seguido del cancer de endometrio, a diferencia
de la Comunidad Autébnoma de Canarias donde los de
diagnostico mas frecuentes son los de prostata, pulmén y

mama.

5. El espectro tumoral es similar al descrito en otras poblaciones
afectas de sindrome de Lynch, tanto de Europa como de
Estados Unidos, lo que resalta la importancia que los factores
genéticos, frente a los medio-ambientales, tienen en el

desarrollo de este sindrome.



6. El estudio ha permitido ampliar el espectro de los tumores
asociados al sindrome de Lynch al aportar un caso de
leiomiosarcoma, tumor no descrito hasta el momento en

relacion con la enfermedad.

7. Los resultados demuestran que se trata de una poblacién de
alto riesgo que se beneficiaria de un programa intensivo de
vigilancia y de estrategias de reduccion de riesgo de cancer,
siguiendo las recomendaciones del Grupo Internacional de

Colaboracion.

8. La presencia de inestabilidad de los microsatélites en todos
los tumores de los pacientes afectos de sindrome de Lynch,
unido a la ausencia de pérdida de heterocigosidad en
APC/MCC, DCC, p53y K-ras, ratifica a la via mutadora como

causante de los tumores en el sindrome.

9. El alto grado de inestabilidad de microsatélites es un factor
predictivo del desarrollo de carcinomas colorrectales
sincronicos y/o metacrénicos en sujetos afectos de Cancer
Colorrectal Hereditario no Polipoideo. Mas audn, en los
tumores de endometrio, la presencia de inestabilidad de
microsatélites de bajo grado se ha mostrado también como

factor de alto riesgo.

10.El estudio genético realizado sobre el gen MSH2 ha
permitido el descubrimiento de una nueva mutacion en el exén

13 asociada al sindrome no conocida hasta ahora.
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FIGURA 1

Frecuencia de los distintos tipos de CCR segun su patron de

presentacion
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FIGURA 2

Esqguema representativo de la replicacién del ADN
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FIGURA 3
Representacion de MSI
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FIGURA 4

Representacion de la hipétesis de Knudson

Enfermedad
hereditaria g:g%:gg%%d

Antioncogen X
funcional

Cromosomas heredados )
&n paciente con PF Cromosomas en céluia
normal

'X¢ |

Cromosomas en celuia Cromosomas en céluia
de pdlipo

Cromosomas en célula
carcinomatosa

Hipdtesis de Kudson para carcinomas mediados
por antioncogenes



FIGURA 5

Teoria de Fearon y Vogelstein
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FIGURA 6

El gen APC. Mecanismo de accion y clinica
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FIGURA 7

Localizacion del gen APC en el cromosoma 5
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FIGURA 8

Relacion entre mutaciones de APC y expresién clinica
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FIGURA 9

Localizacién cromosdémica de los MMR
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Electroforesis de MSI
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FIGURA 11

Via mutadora de la carcinogénesis
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FIGURA 12
Algoritmo de diagnostico
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FIGURA 13
Algoritmo de diagnéstico par HNPCC
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FIGURA 14

Ampliacion del arbol genealdgico de una familia con alta probabilidad de
padecer Sindrome de Lynch (rectangulo rojo). Obsérvese como al ampliar
el arbol se aprecian méas tumores que refuerzan el diagnéstico.
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FIGURA 15

Productos de la PCR con los alelos para Arginina y Metionina
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FIGURA 16

Antecedentes familiares
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FIGURA 17
FAMILIA N° 1
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FIGURA 18
FAMILIA N° 2



%\
%;\

eInb ajusioed | ‘oploajfes/ ‘Jalniy

gSi0le)

e ‘9IQUIOH

FAMILIA N° 3

FIGURA 19




FIGURA 20

FAMILIA N° 4
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FIGURA 21

FAMILIA N°5
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FIGURA 22
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FIGURA 23
FAMILIA N° 7
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FIGURA 24
FAMILIA N° 8
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FIGURA 25

FAMILIA N°9
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FIGURA 26
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FIGURA 27

Distribucion por sexos de la muestra
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FIGURA 28

Tumores en hombres
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FIGURA 29

Tumores en mujeres
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FIGURA 30

Porcentaje de poblacién con tumores
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FIGURA 31

Proporcion de afecciéon tumoral
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FIGURA 32

Distribucion de tumores por grupo de edad
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FIGURA 33

Efecto de la edad sobre la aparicién de los tumores (%)
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FIGURA 34

Representacion de las frecuencias de los tumores
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FIGURA 35
Representacion del grupo OTROS
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FIGURA 36
Relacion por sexos de pacientes con tumores multiples
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FIGURA 37

Proporcién de pacientes con tumores multiples

01 Tumor @2 Tumores 03 Tumores

04 Tumores B5 Tumores

FIGURA 38
Resultados de k-ras y LOH
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A.- Falta de mutacién en el codén 12 de k-ras en todos los tumores analizados. C:
Control positivo para la mutacion.

B. LOH en TP53 en el cancer de colon izquierdo del paciente n°2. NM-mucosa normal.
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FIGURA 39

Representacion del espectro tumoral en familias con mutacion
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FIGURA 40

Gel con banda aberrante
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FIGURA 41
Productos de la PCR ex6n 13 MSH2
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Secuenciacion directa de los productos de la PCR del exon 13 del gen MSH2 en un
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paciente guia heterocigoto para la mutacion M688R. El panel de la izquierda muestra
la ventana del trazado anterdgrado, centrado en el doble pico (K=T/G) que codifica la
mutacion no conservadora M668R. El panel de la derecha corresponde al trazado

retrogrado.

FIGURA 42

Comparacion individuos MR / MM

183 bp
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Los productos de la amplificacién de parte del exdén 13, flanqueando la mutacién
€.2063T>G (M688R) se digirieron con Hsp92ll. La linea 1 muestra el marcador pUC19/Haelll;
las lineas 2, 3, 5y 6 corresponden a los individuos heterocigotos MR portadores de mutacion,

mientras que las lineas 4 y 7 son homocigotos MM



FIGURA 43

Pacientes con LOH
Pac.1 Pac.2 Pac.3 Pac.4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

183 bp

. 158 bp

A partir de muestras de sangre periférica (lineas 3, 5, 7 y 9) y de los tumores (lineas 4, 6, 7 y
10) se obtuvo DNA mediante PCR. Parte de la region del exon 13 se amplificé y digirié con
Hsp92ll. Los fragmentos de 158 bp representan el alelo wild-type (linea 2) y los de 183 bp
corresponden a la mutacion (¢.2063T>G, M688R) en la linea 1. Los pacientes 1, 2 y 3 muestran

pérdida de heterocigosidad en el tumor, mientras que el paciente 4 conserva ambos alelos.

FIGURA 44
Arbol genealégico de CCR esporadico

Ariol genealogica Bpico de cancer ce colon esporadico. Notese la ausencia de otros
antecedentes tumorales en la familia



FIGURA 45
Arbol genealégico dudoso

Arbol genealdgico de una familia que no cumple los Criterios de
Amsterdam pero si los de Bethesda para seleccionar familias con
cierta agregacioén familiar

FIGURA 46
Arbol genealégico tipico de HNPCC
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FIGURA 47

Comparativa de los tumores mas frecuentes
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FIGURA 49
Familia abuela paterna
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FIGURA 51
Positividad para desmina ( Peroxidasa X200 )

FIGURA 52
Metastasis pulmonares (Hematoxilina-Eosina x100).




FIGURA 53

Arbol genealdgico de la familia donde se estudio
la relacién MSI-tumores sincrénicos y metacronicos
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FIGURA 54

Secuenciacion de MSH2 en la escala filogenética
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FIGURA 55
Mecanismo de accién de los ARN de interferencia
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FIGURA 56

Convergencias y divergencias en miARN e iARN
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TABLA 1

Recomendaciones seguimiento para HNPCC

Organo Examen Comienzo Frecuencia
Colon y recto Colonoscopia 20-25 Cada 2 afios
Endometrio Examen 30-35 1-2 afios

ginecoldgico y eco
transvaginal
Ovario Ecografia de pelvis 30-35 1-2 afios
y CA 125
Tracto urinario Ecografiay 30-35 2-3 afios
citologia de orina
Estémago Endoscopia alta 30-35 1-2 afios




TABLA 2

Riesgo relativo segun antecedentes

Riesgo general 3-6
Pdlipos:
1. Historia familiar 4-7

2. Historia personal:

e <1lcmo® 3-6

e o 1lCcm @ 9-18

Historia familiar de CCR:

1. 1 familiar de 1° grado

e <45 afios 15-30
e 4555 afios 6-25
o 70 afos 3-6
2. Familiar de 1° grado y otro 10
a. de 2°grado
15-30

3. Dos familiares de 2° grado
4. HNPCC: Estado de 35-45

a. mutacién desconocido

5. Portador de mutacion de un 70-90
a. gen asociado a HNPCC
6. PAF (sin comprobacion clinica 40-45
a. y mutacion desconocida)
0-90

7. Portador de mutaciéon APC




TABLA 3

Secuencias de los cebadores de los microsatélites utilizados

Microsatélite Locus Cebadores (5’ 2 3)

Panel estandarizado

F: TCGCCTCCAAGAATGTAAGT

BAT25 4q12-4q12

R: TCTGCATTTTAACTATGGCTC

F: TGACTACTTTTGACTTCAGCC
BAT26 hMSH2

R: AACCATTCAACATTTTTAACCC

F: AAACAGGATGCCTGGCCTTT
D2S123 hMSH2

R: AGGACTTTCCACCTATGGGAC

F:ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG
D5S346 APC

R:AGCAGATAAGACAGTATTACTAGT

F: GGAAGAATCAAATAGACAAT
D17S250 P53

R:GCTGGCCATATATATATTTAAACC

Panel adicional

F: ATGGAGCCAGTAGGTTACAGC
D2S391 hMSH2

R: GGTGAGAGGGTATGATGGAA

F: AGGGCCTTGCTCTGGATT
25288 hMSH2

R: GGCCAGTGATTGTTCCCC

F: TGTGGGCTGGTCAGATATTC
D2S378 hMSH2

R: CGCTAGGATCACTATGTTTTGC

F: AGCTTGAGACCTCTGTGTCC
D2S136 hMSH2

R: ATTCAGAAGAAACAGTGATGGT

F: ATACTCTGGACCCAGATTGATTAC
D3S1029 hMLH1

R: TAATTCCCAAATGGTTTAGGGGAG

F: CCCCAAGGCTGCACTT
D3S1611 hMLH1

R: AGCTGAGACTACAGGCATTTG

F: AGCTCTCAGTGCCACCCC
D3S1298 hMLH1

R: GAAAAATCCCCTGTGAAGCG

F: TAAGTCCCAGAGGCAAAGG
D3S1561 hMLH1

R: CGCTAAACTATCCACAGGACAC

F: CTATGTAGTGGCCGTTCTTTTG
AC1 APC/MCC

R: CAGCCCCACAGGTCTTTTGT

F:ACCACTGGACTCCAGCCTGG
MBC APC/MCC

R: GTGTTGGCAATGCAGTAGTG

F: GGCATCAACTTGAACAGCAT
D5S107 APC

R: GATCCACTTTAACCCAAATA



F: ACTGCCATCCCTTGCCCAATTC

D17S1176 TP53
R:AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG
F: CTGGAGTTGAGACTAGCCT
D17S578 TP53
R: CTATCAATAAGCATTGGCCT
F: AGTAATGGTCCAGGCCCTGG
D18S74E DCC
R: GACCGGAATATCTGATTATC
TABLA 4
Composicién de los geles de acrilamida al 5%
Fino 0.75 mm
% ACRILAMIDA 5
TBE 5X (ml) 45
ACRILAMIDA 30% (ml 3.75
H,O HASTA (ml) 22.5
APS (ul) A 250 mg/mli 50
TEMED (ul) 10




TABLA S5

indice de participacion en las familias

N° Familia Miembros Fallecidos  Participantes %
1 137 18 106 89.07
2 116 32 54 64.28
3 57 16 36 87.8
4 36 2 29 85.29
5 20 0 13 65
6 46 12 17 50
7 26 4 13 59.09
8 33 11 12 54.54
9 28 3 20 80
10 42 4 21 55.26
TOTAL 541 102 321 73.12




TABLA 6

NUumero de tumores y edad media de cada familia

N° familia N° miembros N° tumores Edad 17

tumor
1 137 31 51.4
2 116 25 46.6
3 57 25 52.1
4 36 3 44
5 20 3 44
6 46 21 49.2
7 26 6 48.7
8 33 7 57.1
9 28 3 57.5
10 42 5 38.1

TOTAL 541 129 48.9




TABLA 7

Localizaciones de los tumores en las familias

Familia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL

Localizacion

[Eny
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w
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=
[op)
(6}
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[N
(o))
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Mama
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Pulmén
Cerebro

Uréter

Ovario

Prostate
Retinoblastoma
Gastrico
Mieloma
Pancreas
Melanoma
Eséfago

Higado

Cérvix

Lengua
Queratoacantoma
Rifion
Leucemia
Epitelioma
Leiomiosarcoma
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TABLA 8

Relacion de pacientes con tumores multiples

PACIENTE

ASOCIACION

[

COLON + MAMA

VEJIGA + VEJIGA

ENDOMETRIO + COLON + MAMA

COLON + ENDOMETRIO

COLON + MAMA

ENDOMETRIO + VEJIGA + URETER

COLON + COLON + COLON + VEJIGA + EPITELIOMA

COLON + PROSTATA

O 0O N| O O | W N

ENDOMETRIO + URETER

=
o

MELANOMA + EPITELIOMA + PROSTATA

[
=
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TABLA 9
Estatus MSI en los tumores estudiados

Paciente Localizacién Tipo tumor Edad % de marcadores MSI
con inestabilidad
1 Endometrio Primario 52 25 (3/12) L
Colon drcho Metacronico 44.4 (4/9) H
Mama Metacrénico 41.7 (5/12) H
2 Colon Izdo Primario 44 50 (6/12) H
Colon lIzdo Recurrencia 40 (4/10) H
Endometrio Metacronico 20 (1/5) L
3 Recto Primario 58 100 (5/5) H
Mama Sincroénico - -
Recto Recurrencia 60 (3/5) H
4 Vejiga Sincrénico 69 63.7 (7/11) H
Uréter Sincrénico 45,4 (5/11) H




TABLA 10

Distribucion de los tumores y su localizacion en las 5 familias con la
mutacion M688R de MSH2

Localizacion Familias
F3 F5 Total

'I'I
H
n
N
n
o

IR
=
[EEN
(o]
IR
w
a1
N

Colon
Endometrio
Mama

Piel / Partes blandas
Cerebro
Prostata

Vejiga

Rifién

Uréter

Pulmén

Lengua

Esofago
Estémago
Intestino delgado
Ovario

Mieloma
Leucemia

Ojo

Total

P O P O R P P O O FP O WIEFR O FP O W
O O O O OO O 0O Fr O O FP OFP NON
O O O P OO OO0 O FP N ONMDINIDNO b
O P O 0O OO OO FP O FP O ONIPRFP O Fr, ©
Ul ©O O O O O O O Fr OO0 O O R FPRL O OON
P P R P R P P P NMNNMNNMDMDMOOO OO O

w
ju
N
w
N
(o)}
=
(o)}

101



TABLA 11

Distribucion de la mutacion M688R en los familiares con y sin tumores

Presencia de tumor Ausencia de tumor

Presencia de 18 19
mutacion (94.7%) 11.2%
Ausencia de 1 150
mutacion 5.3% 88.08%
TOTAL 19 169
p <0.001
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