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con cancer colorrectal

Yenny Montenegro M1:2, José Luis Ramirez-Castro?,
Luis Fernando Isaza J12, Gabriel Bedoya B3°,
Carlos Mario Mufieton-Pefial P.

Microsatellite instability among
patients with colorectal cancer

Background: In patients with colorectal carcinoma, insertions or
deletions of short sequences of DNA, a phenomenon called microsatellite instability, are
observed. Aim: To look for microsatellite instability and mutations of MLH1 and MSH2 gene
mutations in patients with colorectal carcinoma. Material and Methods: Ten patients with
sporadic colorectal carcinoma and 31 patients fulfilling criteria for hereditary nonpolyposis
colon cancer (HNPCC), aged 9 to 70 years, were studied. Microsatellite instability was studied
in samples of tumor and peripheral blood mononuclear cell DNA. Six markers were amplified
by polymerase chain reaction and capillary electrophoresis. In samples with microsatellite
instability, mutations of MLH1 and MSH2 genes were studied by direct sequencing. Results:
Thirty four percent of patients had microsatellite instability and among these, 76% had a high
degree of instability. BAT40 marker had the higher frequency of instability. No mutations for
MLH1 and MSH2 genes were observed. However a new polymorphism, C399T, was identified in
exon 3 of MSH2 gene. This polymorphism was observed both in patients with sporadic colorectal
carcinoma and patients with HNPCC. Conclusions: There is a high frequency of microsatellite
instability among patients with colorectal cancer. A new polymorphism, not previously reported,
was identified in MSH2 gene (Rev Méd Chile 2006; 134: 1221-29).
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I cancer colorrectal (CCR), a escala mundial

es, en frecuencia, la tercera neoplasia y la
segunda causa de muerte por cancer en hombres
y mujeres!. Segln cifras mundiales, el CCR tiene
una frecuencia geogréfica muy variable y repre-
senta 9,4% de todos los canceres en hombres y
10,1% en mujerest2,

En la poblacién general, cerca de 80% de los
casos de CCR ocurre en forma esporadica y en el
resto existen antecedentes familiares, lo que su-
giere un componente genéticod. Del total de casos
de CCR, 5 a 10% muestra un patron de herencia
hereditario. En el CCR hereditario, se destacan
principalmente el cancer colorrectal hereditario
sin poliposis (HNPCC), o sindrome de Lynch, y la
poliposis adenomatosa colénica familiar (FAP), los
cuales etioldgicamente presentan una gran hetero-
geneidad genética*®.

En especial, el HNPCC es el tipo de CCR
hereditario mas comun, se caracteriza por un
patrén de herencia autosémico dominante, con
penetrancia incompleta. En la mayoria de los
casos, se diagnostica antes de los 45 afios y en
estados avanzados de la tumorogénesis®. Ademas,
tiene un mayor riesgo de desarrollar otros tipos de
canceres extracolénicos, como endometrio, ovario
y estdbmago. EL HNPCC se asocia con mutaciones
en varios genes del sistema de reparacién de
bases mal apareadas o mismatch (MLH1,MSH2,
MSH6, PMS1 y PMS2). Cerca de 80% de las
mutaciones informadas ocurre en los genes MLH1
y MSH26-8,

Se ha encontrado que en individuos con CCR
ocurren inserciones o pérdida de secuencias repe-
tidas cortas en el ADN (microsatélites), este
fenédmeno se conoce como inestabilidad micro-
satelital (MSI)%10. La MSI es responsable de la
acumulacion de mutaciones en diferentes genes
asociados con cancer y que son cruciales en la
iniciacion y progresion del tumor.

El propésito de este trabajo fue realizar un
estudio genético, especificamente un analisis de
inestabilidad microsatelital en 41 pacientes con
cancer colorrectal y, en los casos en que se
obtuvo MSI positiva (MSI+), realizar un analisis de
mutaciones por secuenciamiento directo en los
genes MLH1 y MSH2.

PacienTes Y METODO

Muestra. Durante el periodo comprendido entre
2000 y 2002, se estudiaron 41 pacientes con CCR,
teniendo en cuenta los siguientes criterios: indivi-
duos menores de 45 afios con diagnéstico clinico
e histopatolégico de CCR; casos de CCR con
antecedentes familiares y pacientes con sospecha
de HNPCC que cumplen con los criterios de
Bethesda (incluyen criterios de Amsterdam)! (Ta-
bla 1). El promedio de edad fue de 35,9 afios, con
un rango entre 9 y 70 afios. Los pacientes
procedian de diferentes instituciones hospitalarias
de Colombia, principalmente de las ciudades de
Medellin (CI), Bogota (CIl), Neiva (Clll) y Santan-
der (CIV). Este estudio fue revisado y aprobado
por el Comité de Bioética de la Universidad de
Antioquia. Previo consentimiento informado, se
tomaron muestras de sangre periférica y del tejido
tumoral a partir de biopsias frescas del tejido
afectado y de bloques de parafina de los archivos
de los diferentes departamentos de patologia de
hospitales que colaboraron con este estudio. Los
diagnosticos se confirmaron mediante revisién de
las historias clinicas y examenes de patologia.

Extraccion de ADN. Se aislé el ADN a partir de
linfocitos de sangre periférica empleando el kit
comercial Wizard de Promega, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. EI ADN del tejido tumo-
ral (biopsia fresca y microdiseccién a partir de
bloques de parafina), se obtuvo con el método
convencional de fenol-cloroformo y precipitacion
con etanol frio.

Andlisis de MSI. Se realizaron a partir de muestras
de ADN de sangre y del tejido tumoral de cada
paciente. Para determinar MSI se utilizaron los 6
marcadores microsatelitales recomendados inter-
nacionalmente por el National Cancer Institute
Worshop (también conocidos como Bethesda pa-
nel)12: BAT-25, BAT-26, BAT-40, D175250, D25123
y D5S346. Estos microsatélites se amplificaron
utilizando los cebadores que aparecen en la Tabla
2, marcados con Cy5 (Pharmacia Biotech), bajo las
condiciones de reaccion previamente informa-
das!3. Los tamafios alélicos se resolvieron en una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%,
utilizando un analizador genético ALFexpress 2.0
(Pharmacia Biotech) y empleando los programas
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Tabla 1. Criterios clinicos establecidos por consenso para el diagndstico de individuos con HNPCC

Tres miembros de la familia con CCR, uno en relacién de 18" grado
con los otros dos y que estén involucradas las dos ultimas
generaciones, uno o mas diagnosticados antes de los 45 afios.

Tres familiares con tumores relacionados con HNPCC (CCR, endo-
metrio, uretra o pelvis renal) de los cuales uno esté relacionado en

Dos generaciones afectadas con CCR y un caso diagnosticado antes
Personas con cancer cuyas familias cumplan con los criterios de

Persona con dos canceres relacionados con HNPCC.

Persona con CCR que tenga un familiar en 18" grado con CCR o un
cancer extracolonico relacionado con HNPCC o adenoma colorectal,
uno de los canceres diagnosticado antes de los 45 afios de edad y el
adenoma diagnosticado antes de los 40 afios.

Persona con CCR o cancer de endometrio con diagnéstico antes de

Persona con CCR en colon ascendente con patrén indiferenciado

Persona con CCR de células en anillo, menor de 45 afios.
Persona con adenomas diagnosticado antes de los 40 afios.

Nombre Criterios
Amsterdam modificados 1.
2.
18" grado con otro.
3.
de los 50 afios.
Bethesda 1.
Amsterdan.
2.
3.
4,
los 45 afios.
5.
antes de los 45 afios de edad.
6.
7.

Tabla 2. Juegos de cebadores empleados para la amplificacién de los 6 marcadores utilizados
para la evaluacion de MSI, en los pacientes con CCR estudiados

STR Forward Reverse

BAT-25 TCGCCTCCAGAATGTAAGT GAGCCATAGTTAAAATGCAGA
BAT-26 TGACTACTTTTGACTTCAGCC GGGTTAAAAATGTTGATTGGTT
BAT-40 ATTAACTTCCTACACCACAAC CAAGGTGGTCTTGCTCTAC
D2S123 CAGGATGCCTGCCTTTA GTCCCATAGGTGGAAAGTCC
D5S346 ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG CTAGTAATACTGTCTTATCTGCT
D175250 GGAAGAATCAAATAGACAAT GGTTTAAATATATATATGGCCAGC

ALFwin y Alelelinks. Se defini6 MSI por la
presencia de nuevas bandas en la muestra del
ADN tumoral (las cuales podrian presentar pérdi-
da o ganancia de alelos), luego de la amplifica-
cion por PCR, que no estan en el amplicon del
ADN normal. Se siguieron los criterios internacio-
nales del NCI para la determinacién de MSI en

CCR y las muestras se clasificaron sobre la base de
una alta o baja frecuencia de inestabilidad!2. Asi,
MSI alta (MSI-H), si dos 0 més de los 6 marcadores
en el tumor muestran inestabilidad (insercion/
delecion); MSI baja (MSI-L) si sélo un marcador de
los 6 es inestable; y estables (MSS) si no se detecta
inestabilidad en los 6 marcadores.
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Andlisis de mutaciones. Se realizaron en indivi-
duos con MSI positiva (MSI+). Se amplificaron los
exones 1, 8, 13, 14 del gen MLH1 y 3, 6 y 12 del
gen MSH2, tanto en el ADN del tumor como en el
del tejido normal, en los cuales se han informado
previamente mutaciones para la poblacion hispa-
noamericanal®. Los cebadores utilizados se mues-
tran en la Tabla 3, (Integrated DNA technologies,
INC. USA). Las condiciones de las reacciones de
amplificacion se siguieron con las informadas
previamentel®. Los amplicones obtenidos se puri-
ficaron con el kit Wizard DNA Purification (Pro-
mega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para el secuenciamiento se utilizé el Terminador
Sequencing Kit y las reacciones de secuencia se
resolvieron mediante electroforesis capilar en un
analizador genético ABI 310 (Applied Biosystems,
CA) empleando el programa Navegator.

ResuLTADOS

Se estudié en total 41 pacientes colombianos con
CCR (la mayoria procedentes de las ciudades de
Bogota, Medellin y Neiva). De éstos, 39,5% fueron
mujeres y 60,5% hombres; el promedio de edad
fue de 35,9 afios con un rango entre 9 y 70 afos;
74,4% de los pacientes era menor de 40 afios y
25,6% mayor de 41 afios.

Segun los criterios internacionales establecidos
para la identificacion de pacientes con HNPCC, se
encontrd que 31 (75,6%) cumplian los criterios de
Bethesda. Entre las familias estudiadas, se identifi-
c6 una con sindrome de Lynch tipo | (grupos
familiares que cumplen los criterios de Amsterdam
y en las cuales solamente se presenta CCR) y tres
familias con sindrome de Lynch tipo Il (agrega-

cion familiar de diferentes tumores en familias que
cumplen los criterios de Amsterdam). Cuarenta y
nueve por ciento de los casos presentaron antece-
dentes familiares de algun tipo de cancer, mientras
que 51,2% restante no tenian antecedentes.

El 88,1% (37/41) de los CCR estudiados se
localizaron en la regién ascendente del colon (24),
seguido por colon transverso (9) y colon descenden-
te (4). Los cuatro restantes se localizaron en el recto.

En la Tabla 3 se presentan los resultados sobre
la variedad histolégica y el grado de los CCR
estudiados. Se clasificaron en cinco grupos. El mas
frecuente fue el adenocarcinoma bien diferencia-
do, presente en 71,4% de los casos.

Con respecto a la clasificacion TNM de las
muestras, los tumores se clasificaron de la siguien-
te forma: TISNOMO (4,7%), T2NOMO (19,1%),
T3N2MO y T2N1MO (47,6%) y T3N2M1 (28,6%).

Inestabilidad microsatelital. Con los 6 marcadores
utilizados, se determiné MSI positiva en 14 de los
41 pacientes analizados (34,1%). La MSI+ observa-
da estuvo presente en uno o0 en mas de un
marcador utilizado. Este resultado esta en el rango
de MSI informado en individuos con CCR. De los
14 pacientes con MSI+, 11 (26,8%) presentaron
MSI alta (MSI-H), es decir, pacientes con una alta
probabilidad de tener HNPCC vy tres (7,3%) con
MSI baja (MSI-L). EI promedio de edad de los
individuos con MSI fue de 39,3 afios (con un
rango entre 29 y 59 afios).

En la Tabla 4 se describe la relacion entre los
resultados obtenidos de MSI y el lugar de proceden-
cia de los pacientes. Se encontrd6 MSI-H en indivi-
duos procedentes de las cuatro ciudades (I-V),
siendo las ciudades Cl y ClII las que presentaron un
mayor namero de individuos con inestabilidad.

Tabla 3. Distribucion de la variedad y grado histolégico encontrados en los 41 casos de CCR examinados

Variedad histolégica N° casos %
Adenocarcinoma bien diferenciado 30 71,4
Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 2 48
Adenocarcinoma mal diferenciado 4 9,5
Adenocarcinoma mucinoso 4 9,5
Tumor de células en anillo 2 4,8
Total 41 100
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Tabla 4. Distribucién por ciudades del tipo de MSI detectada en 14 individuos con CCR.
Notese que en todas las ciudades se identificaron individuos con MSI-H

Ciudades MSI-H MSI-L Total
Medellin (CI) 3 2 5
Bogota (CII) 2 0 2
Neiva (CIII) 4 1 5
Santander (CIV) 2 0 2
Total 11 3 14

C: Ciudades. CI: Medellin (noroccidente del pais); Cll: Bogota (centro) Clll: Neiva (suroccidente) CIV:
Santander (nororiente). MSI-H: inestabilidad alta. MSI-L: inestabilidad baja.

El microsatélite con mayor inestabilidad fue
BAT-40, seguido por D2S123; el de menor inesta-
bilidad fue el marcador D5S346. En este estudio se
identificaron los siguientes tipos de MSI en el
ADN tumoral, pérdida en el tamafio de los alelos
(60%) (Figura 1), inserciones (22,5%) y mdultiples
alelos (12,5%). Ademas, se detectd pérdida de
heterocigocidad (LOH) en 5%.

Mutaciones en los genes MLH1 y MSH2. Estudios
de secuenciamiento se realizaron solamente en
pacientes con MSI-H, no se detectaron mutaciones

en los exones evaluados de los genes MLH1 y
MSH2. Se detecté un nuevo polimorfismo, una
transicion de C por T en el exén 3 del gen MSH2
sobre el nucledtido 399 (C399T) en la tercera
posicion del codon 133 (GAT/GAC) (Figura 2),
que codifica para el acido aspartico; este cambio
no implica variacion en el aminoacido codificado
y, por lo tanto, no cambia la secuencia de la
proteina. Este cambio puede considerarse como
un polimorfismo, puesto que se encontro tanto en
pacientes con CCR esporadico y HNPCC, como en
individuos sanos.

L

A ‘
VAN

A. Pérdida alélica

B. Alelo nuevo (insercién)

Figura 1. Deteccién de inestabilidad microsatelital utilizando los 6 marcadores recomendados mediante un
secuenciador automatico. A. Se observa la pérdida o disminucién del tamafio alélico en el ADN tumoral de un
individuo con CCR y MSI positiva. B. Se muestra la aparicion de un alelo nuevo en el ADN tumoral en uno de
los pacientes estudiados. En el centro: ADN tejido normal. Linea inferior: ADN del tejido tumoral.
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Figura 2. Secuencia parcial de la region del gen MSH2, que muestra el polimorfismo nuevo C399T identificado
en el exén 3, en la tercera posicion del codon 133, en pacientes con CCR que presentaron MSI-H.

Discusion

Se realiz6 un estudio clinico-patoldgico y molecu-
lar del CCR esporadico y de tipo hereditario
(HNPCC), segun los criterios de Bethesda. En su
etiologia, el CCR presenta una gran heterogenei-
dad genética, ademas de la interaccion con facto-
res ambientales. Existen pocos trabajos en
poblaciones hispanoamericanas sobre los aspec-
tos genéticos de este tipo de cancer, especialmen-
te en lo referente a la inestabilidad microsatelital.

En la muestra analizada, la frecuencia de CCR
fue 1,5 veces mayor en hombres que en mujeres,
esta cifra es similar a las informadas en algunos
estudios realizados en poblaciones hispanoameri-
canas, en las cuales se ha observado un aumento
de CCR en los hombres2. Cabe mencionar que
previamente informamos en dos poblaciones co-
lombianas con CCR una frecuencia cercana a
20% en individuos menores de 40 afios'®.

En este estudio se identificaron 11 pacientes
menores de 25 afios, entre ellos, cuatro menores
de edad, cifra significativa si se tiene en cuenta
que existen pocos estudios con CCR en este grupo
etareo; este resultado podria sugerir un efecto de
anticipaciéon en nuestra poblacién por efectos de
heredabilidad (agregacion familiar) y de factores
medioambientales sobre la expresién del CCR.

Segun la localizacion y estadio del CCR, la
muestra estudiada tuvo el mismo comportamiento
que esta entidad ha mostrado en otras poblaciones,
siendo mas frecuente el tumor en el colon ascen-

dentel”18, Ademés, cabe mencionar que, al mo-
mento del estudio, la mayoria de los individuos
presentaban un estado avanzado del cancer, es
decir, con metastasis en varios ganglios linfaticos o
con metastasis a distancia y, por tanto, un mal
pronéstico de la enfermedad. Lo anterior llama la
atencion, puesto que un alto nimero de estos
individuos (74,4%) eran menores de 40 afios.

También se pretendia identificar, entre todos los
pacientes con CCR de este estudio, individuos con
sospecha de HNPCC, segun los criterios de Bethes-
da, dada la flexibilidad de estos criterios para la
identificacién de individuos con HNPCC, compara-
da con los criterios de Amsterdam que son mas
rigurosos. Se encontr6 que 75,6% de la muestra
seleccionada cumplid los criterios de Bethesda.
Estos criterios se consideran muy sensibles, aunque
poco especificos para seleccionar pacientes sospe-
chosos con HNPCC; sin embargo, otros autores
proponen que los criterios de Bethesda podrian ser
el criterio clinico con mayor sensibilidad y especifi-
cidad para la identificacion de individuos con
mutaciones en los genes MLH1 y MSH2, ademas de
presentar mayor facilidad en su uso para la practica
clinical®.

Con respecto a los microsatélites, los mas inesta-
bles fueron BAT-40, D2S123 y BAT-26, similar a lo
informado para pacientes con HNPCC20-22, Sin
embargo, algunos trabajos en poblacion finlandesa
muestran que BAT-26 es uno de los marcadores mas
inestables en familias con HNPCC1923; en este
estudio, BAT26 fue el tercer marcador més inestable.
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Con los resultados obtenidos, podria concluir-
se que la MSI es un evento comun en el CCR y
que solo con los marcadores BAT-40, D25S123 y
BAT-26, se podria evaluar e identificar todos los
pacientes que presentaron MSI+ y no utilizar 6
marcadores, en la misma forma como lo plantea-
ron Ward et al, para la poblacién australiana?. Sin
embargo, en nuestro caso seria necesario aumen-
tar el tamafio de la muestra poblacional y luego
evaluar la posibilidad de disminuir el nGmero de
marcadores.

Por otra parte, las pruebas de MSI se han
utilizado para ayudar a determinar la probabilidad
de que un individuo con CCR presente HNPCC10,
Por tal razén se desarrollaron los criterios de
Bethesda con el objeto de establecer una guia
para el diagnéstico de HNPCC1123. De esta mane-
ra, individuos con MSI-H podrian tener una mayor
probabilidad de tener mutaciones en los genes de
reparacion MLH1 y MSH224,

De acuerdo con lo anterior, los 11 (26,8%)
individuos que presentaron MSI-H pueden consi-
derarse con diagnéstico de HNPCC; ademas,
cumplian con los criterios de Bethesda. Otros
estudios han encontrado hasta 90% de MSI-H en
CCR asociado con HNPCC102526  sin embargo,
los resultados obtenidos de MSI-H y MSI-L estan
entre los rangos publicados en la literatura?0-22,
En cuanto a los individuos con MSI-L, éstos
podrian excluirse como HNPCC positivos. Varios
trabajos proponen que los casos de CCR con MSI-
L se deben a vias genéticas diferentes que se
presentan en el desarrollo de este tipo de can-
cerl9.20.23 En sintesis, la MSI, mas los anteceden-
tes familiares y una rigurosa evaluacion clinica
basada en los criterios de Bethesda, son de gran
importancia para el diagnoéstico e identificacion de
pacientes HNPCC.

Debe tenerse en cuenta que entre 15y 20% de
los CCR esporadicos presentan MSI-H, en su
mayoria originada por hipermetilaciéon en el pro-
motor del gen MLH1827:28_ En este estudio, 51,2%
de los casos esporadicos no mostraron MSI, por
tanto se podria descartar la hipermetilacién de
este gen; sin embargo, este mecanismo epigenéti-
co podria estar presente en otros genes relaciona-
dos con el CCR, como el gen k-ras, que se
encuentra alterado hasta en 50% de los casos?®.

Los estudios de MSI se consideran como una
buena estrategia para iniciar el tamizaje molecular de

familias con sospecha de HNPCC, antes de realizar el
secuenciamiento completo de los genes MLH1 y
MSH2, especialmente cuando se consideran los cos-
tos de este Ultimo. En los casos de HNPCC (con MSI-
H) identificados, no se detectaron mutaciones en los
siete exones secuenciados para los genes MLH1 y
MSH2. Se sugiere secuenciar los exones restantes de
estos genes, con miras a determinar la presencia de
mutaciones en estos pacientes como la causa molecu-
lar. Podria también mencionarse que la no deteccion
de mutaciones podria deberse al tamafio de la
muestra, puesto que se ha calculado que la frecuencia
de mutacion germinal en pacientes con HNPCC oscila
entre 0,9 y 2,7%5. Asimismo, no se debe descartar
mutaciones en otros genes del sistema MMR (como el
MSH3, MSH6 o PMS1)82230. Resultados similares se
han obtenido en otros trabajos en los cuales se
encuentran casos con MSI positiva y ausencia de
mutaciones en los genes MLH1 y MSH21021.31 En tal
situacion, podrian considerarse otras explicaciones,
ademas de las ya mencionadas, como alteraciones en
otros genes relacionados con CCR (k-ras, p53,
TGFRRII 0 BAX), fenémenos de hipermetilacién que
afectan la expresién de los genes involucrados o a
reordenamientos gendmicos (grandes deleciones),
que se presentan con mayor frecuencia en el gen
MSH2, los cuales no son detectados con las técnicas
convencionales de analisis de mutaciones®8:32-34, por
tal razon, muchos casos podrian quedar inconclusos
desde el punto de vista molecular.

Finalmente, en este estudio informamos la
identificacion de un nuevo polimorfismo C399T
en el gen MSH2 en individuos con CCR esporadi-
co y HNPCC en una muestra de la poblacion
colombiana. Este polimorfismo, aunque se en-
cuentra anotado en una de las bases de datos para
HNPCC3®, no se ha informado en la literatura
impresa, por lo tanto, se informa por primera vez
en la poblacion hispanoamericana. El significado
de este polimorfismo en CCR aln no esta bien
conocido. Podria sugerirse que esta variacion hace
parte del componente genético de la poblacién
colombiana, la cual es histéricamente aislada v,
por tal motivo, podria estar asociada con la
etiologia del HNPCC, tal como se ha podido
establecer para otros tipos de enfermedades gené-
ticas en nuestra poblacion3637, Ademas, el haber
identificado MSI-H en individuos de diferentes
regiones del pais y a la ya conocida alta frecuen-
cia de CCR en individuos jévenes colombianos?,
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podria proponerse que una alteracién genética,
mas los factores ambientales de cada region,
estarian incidiendo para que se presente una
mayor susceptibilidad para desarrollar CCR. Sin
embargo, son necesarios estudios adicionales para

10.

11.

12.
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