
	INESTABILIDAD DE LOS MICROSATELITES EN CANCER COLO-RECTAL Y SU DISTRIBUCION DE ACUERDO A FACTORES PRONOSTICOS EN SOLCA-CUENCA 2004-2014

	Resumen

	Mundialmente, el cáncer colo-rectal constituye la tercera neoplasia más común en hombres y la segunda en mujeres. Las vías de tumorogénesis, nos permite subclasificar a los pacientes y protocolizar tratamientos. La inestabilidad microsatelital constituye una de estas vías; se presenta en un 15% a 20% en el carcinoma colo-rectal y su presencia se asocia a un mejor pronóstico. 

	Objetivo: 

	Determinar la frecuencia de inestabilidad microsatelital y su distribución de acuerdo a los factores pronósticos en biopsias de pacientes con cáncer colo-rectal atendidos en el Instituto del Cáncer Solca-Cuenca durante el periodo 2004-2014”.

	Método: 

	Es un estudio de tipo observacional, analítico. Se estudiaron 240 pacientes con cáncer colo-rectal, diagnosticados en Departamento de Patología del Instituto del Cáncer Solca Cuenca y que disponían de su material de biopsias en donde se realizaron las técnicas de inmunohistoquímica con 4 marcadores MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.

	Resultados: 

	El 37.9% correspondió a hombres y el 62.1% a mujeres. La media de edad fue 66.2 años. El 58.75% (n= 141) tuvieron localización en colon. Se observó falta de expresión proteica en un 24.2 % (58 pacientes). En cuanto a que proteínas, el 68.96% (40 casos) fueron MLH1/PMS2; 1.72 % (1 caso) MSH2/MSH6.De los casos que no expresaron las proteínas el 87.93% se localizaron en el colon; 79.3% fueron adenocarcinoma; 58.6% fueron grado moderado y 37.9% fueron etapa II. En el análisis bivariado se estableció asociación estadísticamente significativa entre la inestabilidad microsatelital con localización del tumor (OR 7.4; IC 3.2-17) y el grado de diferenciación (OR 2.8; IC 1.5-5.4). 

	Conclusiones: 

	Se recomienda el uso protocolizado dentro del tratamiento del cáncer colo-rectal.

	Palabras Claves: Neoplasias del Colon, Inestabilidad de micros satélites, pronóstico.

	Abstract

	Worldwide, colorectal cancer is the third most common neoplasm in men and the second in women. Tumorigenesis pathways allow us to sub-classify patients and protocolize treatments. The microsatellite instability constitutes one of these pathways; it is present in a 15% to 20% in colorectal carcinoma; its presence is associated with a better prognosis.

	Objective:

	To determine the frequency of microsatellite instability and its distribution according to prognostic factors in biopsies of patients with colorectal cancer in the Solca-Cuenca Cancer Institute during the period 2004-2014.

	Method:

	It is an observational, analytical study. About 240 patients with colorectal cancer were studied, they were diagnosed in the Pathology Department of the Cuenca Cancer Institute and who had their biopsy material where the immunohistochemical techniques were performed with 4 markers MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2.

	Results:

	The 37.9% corresponded to men and 62.1% to women. The average age was 66.2 years. The 58.75% (n = 141) had localization in the colon. A lack of protein expression was observed in 24.2% (58 patients). Regarding to proteins, 68.96% (40 cases) were MLH1 / PMS2; 1.72% (1 case) MSH2 / MSH6. About the cases that did not express the proteins, 87.93% were located in the colon; 79.3% were adenocarcinoma; 58.6% were moderate grade and 37.9% were stage II. In the bivariate analysis, a statistically significant association was established between microsatellite instability with tumor location (OR 7.4, CI 3.2-17) and degree of differentiation (OR 2.8, CI 1.5-5.4).

	Conclusions:

	The protocolized use is recommended within the treatment of colorectal cancer.
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	INTRODUCCION

	El carcinoma colo-rectales la neoplasia más común que afecta a naciones industrializadas.

	Actualmente constituye la tercera neoplasia más común en hombres (746.000 casos, 10% del total) y la segunda en mujeres (614.000 casos, 9.2% del total). Cerca del 55% de los casos ocurren en países desarrollados (1).

	Existe una amplia variación geográfica de la incidencia en todo el mundo y los patrones geográficos son muy similares en hombres y mujeres. Las tasas más altas están en Australia / Nueva Zelanda y los más bajos en África occidental.

	La mortalidad es un 8.5% a nivel mundial, pero un 52% es a nivel de regiones pobres (1).

	En una patología heterogénea, especialmente con respecto a la localización anatómica del tumor, las diferencias genéticas y raciales y, por último, las interacciones del estilo de vida que influyen en su desarrollo (2).

	La incidencia del cáncer colo-rectal alcanza el máximo séptima década de la vida; en menos del 20% de los casos aparece antes de los 50 años (3).

	En los estudios de carcinogenia colo-rectal se han encontrado datos fundamentales sobre los mecanismos generales de la evolución del cáncer. La combinación de episodios moleculares que conducen al adenocarcinoma de colon es heterogénea e incluye anomalías genéticas y epigenéticas. Una de estas vías es la inestabilidad de los microsatélites. Son elementos del DNA repetitivos en los cuales la unidad repetida es de solo 1 a 6 bases de largo y la unidad están repetidas de 10 a 60 veces y que pueden sufrir deleciones o mutaciones (4). 

	Estas mutaciones o deleciones son arregladas por el sistema de reparación de errores y cuando hay disfuncionalidad de este sistema existe acumulación de mutaciones en los microsatélites y se lo denomina inestabilidad de los microsatélites (IMS) (5).

	Constituye una huella dactilar molecular de los carcinomas colo-rectales.   Ocurre en un 15% de las lesiones esporádicas y está presente en el cáncer hereditario y esporádico (6).

	Existe evidencia acerca de que la inestabilidad en más frecuente en el sexo femenino y a su vez este se incrementa con la edad entre 4.9% entre edades comprendidas 41 a 50 años y 24% entre 71-80 años (7).

	Muchas características histológicas han sido identificadas en este grupo de pacientes, tal como la tendencia a ocurrir en el lado derecho del colon, fenotipo de carcinoma medular, presencia de componente mucinoso o de célula en anillo de sello, presencia de infiltración tumoral y linfocitos peritumorales (8).

	Esta alteración molecular puede ser identificada mediante: a.- Estudio de las secuencias de ADN(PCR) o, b.- análisis de los genes que reparan estas secuencias llamados sistema de reparación de errores. Actualmente son 4 el grupo de genes que se consideran dentro del sistema de reparación de errores: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.A su vez mediante técnicas de inmunohistoquímica podemos analizar el producto proteico de los genes anteriormente mencionados. La alteración de estos genes no permitirá el arreglo dentro de los microsatélites y se desarrolla la inestabilidad (9).

	En la mayor parte de los trabajos la sensibilidad y especificidad de esta técnica para la identificación de tumores con inestabilidad de los microsatélites son muy altas, superiores al 85% (9).

	Un resultado anormal es la ausencia (pérdida) completa de inmunorreactividad nuclear para 1 o más de esas proteínas (10,11).

	Numerosos estudios establecieron el valor del estado de IMS como factor pronóstico en todos los carcinomas colo-rectales independientemente de la edad. Los resultados de un meta análisis, incluidos 7642 pacientes, demostraron que los pacientes con carcinoma colo-rectal que presentan inestabilidad de los microsatélites muestran un pronóstico significativamente mejor en comparación con aquellos que no lo tienen (12).

	MATERIALES Y MÉTODOS

	Se realizó un estudio observacional analítico. El proyecto fue realizado en el Departamento de Patología del Instituto del Cáncer, SOLCA, Cuenca, Ecuador. Se trabajó con 240 bloques que contenían tejidos de pacientes con diagnóstico de carcinoma colo-rectal. 

	Se procedió a la recuperación del bloque de tejido y a la fabricación automatizada de los arreglos de tejido (TMA) con el equipo Unitma, modelo UATM-272 A de procedencia Koreana, para lo cual se puncionó núcleos de tejido cilíndrico que miden 3 mm de diámetro y se insertan en una parafina receptora. Todos los bloques contenían control positivo. 

	Realización de la técnica de inmunohistoquímica: Se utilizó 4 proteínas como son MLH1, MSH6, MSH2, PMS2. Para el control de calidad cada uno de los casos fueron interpretados con un control positivo. Los anticuerpos utilizados son MLH1 clona 6168-728 B105B, MSH2 clona 219-1129 B105B, MSH6 clona 44 B105B, PMS2 clona EP51 B105B. Se utilizó el kit de detección Ultra View Universal DAB Ventana equipo para procesamiento Benchmark Ventana. La interpretación de la expresión fue realizada por dos patólogos previamente capacitados para ello.

	Una vez recopilados los datos sobre las variables de estudio se ingresaron en una matriz de datos en el programa estadístico SPSS versión 15 en español para Windows™ y se procesó la información con estadística descriptiva y analítica, mediante la presentación de tablas

	RESULTADOS

	Se estudiaron 240 pacientes. El 37.9% correspondió a hombres y el 62.1%, a mujeres. La media de la edad fue 66.2 años (DS 16.7), la mínima 19 años y la máxima 105, la mediana fue de 67 años; en ambos casos correspondieron a pacientes de sexo femenino. En la zona urbana residían el 82.9% de pacientes y en la rural el 17.1%.

	En lo que se refiere a la expresión tisular del conjunto de las proteínas reparadoras del sistema microsatelital, se observó falta de expresión en un 24.2% (58 pacientes). El 82.75% (48 casos) no expresó 2 proteínas, 10.34% (6 casos) 3 proteínas y el 6.89% (4 casos) 4 proteínas. En cuanto a que proteínas, el 68.96% (40 casos) fueron MLH1/PMS2; 1.72 % (1 caso) MSH2/MSH6 y el 29.31% para otras combinaciones. El 75,8% del total (182 pacientes) si tuvieron una expresión conservada.

	Los resultados de los factores pronósticos se hallan en la tabla 1 
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	En la actualidad, debido a las diferencias en la carcinogénesis, el comportamiento clínico, estrategias de manejo y expectativas de supervivencia al cáncer de colon y recto se lo estudia por separado; a su vez el colon se lo divide en derecho o proximal (ciego, colon ascendente y transverso) e izquierdo o distal (colon descendente y sigma). Para el análisis de la expresión proteica se ha tomado en cuenta estos aspectos.

	Analizando los datos de factores pronósticos vemos que la localización más frecuente es en el colon, son adenocarcinomas moderadamente diferenciados y en etapa clínica II
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	58 casos mostraron inestabilidad de microsatélites y al confrontarlos con los factores pronósticos se halló asociación estadística con localización del tumor (p: 0.000) y grado de diferenciación. (p0.0001)

	 

	DISCUSION

	 

	El cáncer de colon constituye una de las neoplasias con mayor diagnóstico a nivel del mundo entero. Los cambios moleculares como es la inestabilidad de los microsatélites se comporta como un factor pronóstico y predictivo en estos pacientes. (24). El objetivo de este trabajo fue identificar la frecuencia de la expresión de proteínas del sistema microsatelital mediante técnicas de inmunohistoquímica en pacientes con cáncer colo-rectal.

	Jorissen y cols. en un trabajo realizado en Australia, hizo un estudio en 746 pacientes con cáncer de colon, la media de edad fue de 70 años, los hombres se afectaron en 4% y las mujeres en un 44.6%. El estadio más frecuente fue el III con 46.5%; se localizaron más frecuentemente en colon derecho 42.2%; el 83% fueron bien y moderadamente diferenciados y el 13.4% mostraron inestabilidad de los microsatélites (13).

	Hoseiniy cols realizaron un análisis de factores pronóstico de 38073 de pacientes con cáncer colo-rectal. La media de edad fue de 57.2 años, y la relación hombre-mujer fue 1.38. En cuanto a factores pronósticos la mayor frecuencia fue: colon 58%; tipo histológico: adenocarcinoma 96.8%; grado de diferenciación: bien diferenciados:  52%; estadio II: 39% (14).

	Los resultados obtenidos en el trabajo que se presenta, muestra diferencias en cuanto al sexo: las mujeres afectadas representaron el 62.1% y los hombres el 37.9%; al parecer, se hacen necesarias investigaciones que agrupen las diferentes fuentes de información para identificar una distribución de la enfermedad más precisa en cuanto a sexo.

	La inestabilidad de los microsatélites estudiados, ya sea por análisis del gen o por la expresión de sus proteínas (inmunohistoquímica) es de gran importancia. La investigación de alteraciones moleculares en los pacientes con cáncer colo-rectal, constituyen indicadores de evolución clínica en base a lo cual, a futuro, se va a poder realizar una clasificación molecular (15). Varios autores muestran esta alteración molecular en sus estudios: Zarate y cols. con 109 casos encontró inestabilidad de microsatélites en un 16 % (16); Zhenquiang en el 27.3% de 404 casos (17); Parcy cols. en el 17% de 142 (18) y Healdy cols. con1108 pacientes reportó un 16 % (19) con este cambio molecular. En el trabajo que se presenta, la alteración se dio en un 24.2% de pacientes con cáncer colo-rectal que tienen una vía de proliferación diferente a la conocida tradicionalmente; el porcentaje de pacientes que presentan este cambio parece ser relativamente parecido en los diferentes grupos poblacionales.

	La utilización de 4 marcadores (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) equivalente a la inestabilidad de los microsatélites ha convertido a la inmunohistoquímica en una técnica de valor predictivo alto. Los hallazgos encontrados en el presente trabajo mostraron que el 82.75% no expreso dos proteínas; 10.34% tres y el 6.89% cuatro proteínas. En cuanto a que proteínas, el 68.96% fueron MLH1/PMS2 sugiriéndose que podría estar dañado el gen MLH1, sin poder distinguir si son de origen germinal o no; el 1.72% no expresaron MSH2/MSH6 en el cual podría existir mutación en la línea germinal MSH2 necesitándose del análisis genético por la probabilidad de presentar síndrome de Lynch, tal y como lo expresa Zhang y cols., Kheirelseid y cols. En sus publicaciones (20,21). Los autores mencionados no desagregan la información en cuanto a estos hallazgos. Cicek y cols.  en el 2011 publicó el 56.6% no expresaron MLH1/PMS2 y 19.1% MSH2/MSH6 (22).

	Cuando se revisa la distribución de inestabilidad de los microsatélites determinado por la ausencia de expresión proteica en relación a los factores pronósticos en el cáncer colo-rectal se encuentra que Jung y cols.  publica 176 casos con inestabilidad de los microsatélites, el 42.6% fueron mujeres, 51.1% se localizaron en el lado derecho, 51.7% son poco diferenciados y el 34% son estadio II (23). Gryfe y cols.  en un trabajo con 607 carcinomas colo-rectales e IMS publicó que 50.0% fueron mujeres, el 26% estuvieron en el lado derecho, 92% correspondieron a tipo adenocarcinoma, 73% mostraron grado moderado y el 26% tuvieron etapa II, datos que muestran una distribución cercana a los hallazgos de nuestro estudio (66.52% en mujeres; 94.12% se ubicaron en el lado derecho; 79,31% fueron adenocarcinomas, 58,62% estuvieron en grado moderado y el 37,9% en etapa II). El análisis multivariado realizado por Gryfe y cols.  encontró que la inestabilidad de microsatélites actúa como factor significativamente independientemente de la supervivencia; el mecanismo por el cual influye en el resultado clínico se desconoce, pero puede estar relacionado con el tipo de mutaciones o las dianas genéticas implicadas (24), por lo que se requiere estudios multicéntricos. En nuestros hallazgos se encontró asociación estadística de la inestabilidad microsatelital con la localización (p: 0.0) y el grado tumoral (p < 0.05).

	En 520 casos estudiados, Alexander y cols. reportaron un 15% con diferenciación mucinosa hallándose asociación significativa con este patrón distintivo, reproducible y reconocido por la producción de mucina que puede ser focal (25); en el estudio que se presenta se analizó en conjunto el patrón histológico con sus categorías, no encontrándose asociación estadística en el análisis bivariado.

	En los trabajos que se refieren a cáncer de colon por separado, datos reportados por Liny cols. en Taiwan con 709 pacientes, la distribución favoreció al lado derecho (76.7%), tipo histológico adenocarcinoma (100.0%), grado moderado (71.7%) y etapa clínica II (55.0%) evidenciándose asociación estadística con localización, grado y tipo histológico (p: 0.001) (26).  Kawakami y cols., Sinicrope y cols.  mencionan que los pacientes que presentan inestabilidad tienen localización preponderante en colon derecho, son pocos diferenciados y de tipo mucinoso (27,28). En los hallazgos de la investigación que se presenta, la mayor frecuencia de los casos que presentaron inestabilidad de los microsatélites se dio en lado derecho (94.12%), tipo histológico adenocarcinoma (82.35%), grado moderado (62.75%) y en la etapa clínica II (41.17%), encontrándose asociación estadística con la localización (p: 0.00) y el grado tumoral (p: 005). 

	 

	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

	En la serie de casos analizados observamos un 24.2% de inestabilidad de microsatélites por inmunohistoquímica, por lo por lo que, en los pacientes con cáncer de colon, se requiere en forma protocolizada realizar un análisis integral tanto clínico como molecular y determinar su óptimo valor. La inestabilidad de los microsatélites forma parte de la nueva clasificación molecular del cáncer de colon que se está proponiendo junto con otros marcadores por lo que recomienda su realización en forma rutinaria.
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Anlisis bivariado de la expresion tisular de proteinas reparadoras del sistema microsateltal y factores
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Fig, 1. Inmunohistoquinica
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