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Instability of microsatellites in colo-rectal cancer and
Its distribution according to prognostic factors in
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RESUMEN

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

Objetivo:

Determinar la frecuencia de inestabilidad microsatelital y su distribucion de
acuerdo a los factores prondsticos en biopsias de pacientes con cancer colo-
rectal atendidos en el Instituto del Cancer SOLCA-Cuenca durante el periodo
2004-2014",

Método:

Es un estudio de tipo observacional, analitico. Se estudiaron 240 pacientes
con cancer colo-rectal, diagnosticados en Departamento de Patologia del
Instituto del Cancer Solca Cuencay que disponian de su material de biopsias

endonde se realizaron las técnicas de inmunohistoquimica con 4 marcadores
MLH1, MSH2, MSHé6, PMS2.

Resultados:

EL37.9% correspondid a hombresy el 62.1% a mujeres. La media de edad fue
66.2 anos. E1 58.75% [n= 141) tuvieron localizacidn en colon. Se observé falta
de expresidn proteica en un 24.2 % (58 pacientes). En cuanto a que proteinas,
el 68.96% (40 casos) fueron MLH1/PMS2:1.72 % (1 caso) MSH2/MSHé6_ De los
casos que no expresaron las proteinas el 87.93% se localizaron en el colon;
79.3% fueron adenocarcinoma; 58.6% fueron grado moderado y 37.9% fueron
etapa Il. En el andlisis bivariado se establecié asociacidn estadisticamente
significativa entre la inestabilidad microsatelital con localizacién del tumor
(OR7.4;1C3.2-17) y el grado de diferenciacion (OR 2.8; IC 1.5-5.4].

Conclusiones:
Se recomienda el uso protocolizado dentro del tratamiento del cancer

colo-rectal.

Palabras Claves: Neoplasias del Colon, Inestabilidad de microsatélites,
pronoéstico.
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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 MLHT,
MSH2, MSHé, and PMS2.

Results:

The 37.9% corresponded to menand 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 MLH
/ PMS2; 1.72% (1 case) MSH2 / MSHé. 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, Cl 3.2-17)
and degree of differentiation (OR 2.8, Cl 1.5-5.4].

Conclusions:

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

Key words: colonic Microsatellite
Instability, Prognosis.

neoplasms,

INTRODUCCION

El carcinoma colo-rectales la neoplasia mas comun
que afecta a naciones industrializadas.Actualmente
constituye la tercera neoplasia mas comun 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 paises desarrollados

(1).
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Existeunaampliavariaciéngeograficadelaincidencia
en todo el mundo y los patrones geogréaficos son
muy similares en hombres y mujeres. Las tasas mas
altas estan en Australia / Nueva Zelanda y los maés
bajos en Africa occidental. La mortalidad es un 8.5%
a nivel mundial, pero un 52% es a nivel de regiones
pobres(1).

En una patologia heterogénea, especialmente con
respecto a la localizacion anatdmica del tumor, las
diferencias genéticas y raciales y, por ultimo, las
interacciones del estilo de vida que influyen en su
desarrollo (2).

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

En los estudios de carcinogenia colo-rectal se
han encontrado datos fundamentales sobre los
mecanismos generales de la evolucién del cancer. La
combinacién de episodios moleculares que conducen
al adenocarcinoma de colon es heterogénea e
incluye anomalias genéticas y epigenéticas. Una de
estas vias 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 estan repetidas de 10 a 60 veces y que pueden
sufrir deleciones o mutaciones (4).

Estas mutaciones o deleciones son arregladas por
el sistema de reparacién de errores y cuando hay
disfuncionalidad de este sistema existe acumulacion
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 esporadicas y estd presente en el cancer
hereditario y esporadico (6).

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

Muchas caracteristicas histolégicas 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 infiltracion tumoral y linfocitos
peritumorales (8).

Esta alteracién molecular puede ser identificada
mediante: a.- Estudio de las secuencias de
ADNI(PCR] o, b.- andlisis de los genes que reparan
estas secuencias llamados sistema de reparacion de
errores. Actualmente son 4 el grupo de genes que
se consideran dentro del sistema de reparacién de
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errores:MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 . Asuvezmediante
técnicas de inmunohistoquimica podemos analizar
el producto proteico de los genes anteriormente
mencionados. La alteraciéon de estos genes no
permitird 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 identificacion de
tumores con inestabilidad de los microsatélites son
muy altas, superiores al 85% (9).

Un resultado anormal es la ausencia (pérdidal
completa de inmunorreactividad nuclear para 1 o
mas de esas proteinas (10,11).

Numerosos estudios establecieron el valor del
estado de IMS como factor prondstico en todos los
carcinomas colo-rectales independientemente de la
edad. Los resultados de un meta analisis, incluidos
7642 pacientes, demostraron que los pacientes con
carcinoma colo-rectal que presentan inestabilidad
de los microsatélites muestran un prondstico
significativamente mejor en comparacion con

aquellos que no lo tienen (12).

METODOLOGIA

Se realizdé un estudio observacional analitico. El
proyecto fue realizado en el Departamento de
Patologia del Instituto del Cancer, SOLCA, Cuenca,
Ecuador. Se trabajé con 240 bloques que contenian
tejidos de pacientes con diagndstico de carcinoma
colo-rectal.

Se procedid a la recuperacion del bloque de tejidoy a
la fabricacién automatizada de los arreglos de tejido
(TMAJ con el equipo Unitma, modelo UATM-272 A
de procedencia Koreana, para lo cual se punciond
nlcleos de tejido cilindrico que miden 3 mm de
didmetro y se insertan en una parafina receptora.
Todos los bloques contenian control positivo.

Realizacion de la técnica de inmunohistoquimica: Se
utilizé 4 proteinas como son MLH1, MSH6, MSH?2,
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, MSHé
clona 44 B105B, PMS2 clona EP51 B105B. Se utilizd
el kit de deteccion Ultra View Universal DAB Ventana
equipo para procesamiento Benchmark Ventana. La
interpretacion de la expresién fue realizada por dos
patélogos previamente capacitados para ello.

Una vez recopilados los datos sobre las variables
de estudio se ingresaron en una matriz de datos
en el programa estadistico SPSS version 15 en
espanol para Windows™ y se procesd la informacion

Patifno Murillo Gabriela Elizabeth

con estadistica descriptiva y analitica, mediante la
presentacion de tablas.

RESULTADOS

Se estudiaron 240 pacientes. EL 37.9% correspondid
a hombres y el 62.1%, a mujeres. La media de la
edad fue 66.2 afios (DS 16.7), la minima 19 afios y la
maxima 105, la mediana fue de 67 afos; en ambos
casos correspondieron a pacientes de sexo femenino.
En la zona urbana residian el 82.9% de pacientes y en
la rural el 17.1%.

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

Los resultados de los factores prondsticos se hallan
en la tabla 1

En la actualidad, debido a las diferencias en
la carcinogénesis, el comportamiento clinico,
estrategias de manejoy expectativas de supervivencia
al cancer de colony 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 anélisis
de la expresion proteica se ha tomado en cuenta
estos aspectos.

Analizando los datos de factores prondsticos vemos
que la localizacidon mas frecuente es en el colon, son
adenocarcinomas moderadamente diferenciados vy
en etapa clinica Il

58 casos mostraron inestabilidad de microsatélites y
al confrontarlos con los factores prondsticos se halld
asociacion estadistica con localizacién del tumor (p:
0.000) y grado de diferenciacion. (p0.0001).

Volumen 36 | N2 1| Junio 2018 | Pags: 9-16
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TABLA N° 1
Factores prondsticos N = 240 % = 100
Localizacion
Recto 99 4113
Sigmoides 30 12,5
Derecho 80 333
lzquierdo 19 79
Transverso 12 50
Histologia
Adenocarcinoma 207 86,3
A. Mucinoso 3] 12,9
A. Anilo de sello 2 08
Grado
Moderado 178 472
Poco 68 250
Bien 1 04
Etapa Clinica
| 36 150
Il 76 317
Ml 59 246
v 69 287

Elaborado por: Dr. Fabian Correa. Fuente: base datos de la investigacion

TABLA N° 2

Analisis bivariado de la expresién tisular de proteinas reparadoras del sistema microsatelital y factores
pronosticos en 240 biopsias de pacientes con céncer colo-rectal. Instituto del Cancer, SOLCA. 2004 a 2014.
Cuenca.

Expresionproteinas

Factores Pronosticos Si (182) % No(n=58) % Total (n=40) % OR IC P
Sexo
Masculino 71 3901 20 348 9l 3792 12 06-2,2 05
Femenino m 6099 38 66,52 149 62,08
Localizacion
Recto 92 50,56 7 1207 99 4,25 74 3,217 00
Colon 90 4A5 51 8798 141 5875
Tipo Histoldgico
Adenocarcinoma 161 8846 46 7931 207 86,25 2 09-4 007
Mucinoso y A
sello 21 n,54 12 2060 33 13,75
Grado tumoral
Bien y moderado 146 8072 34 5862 179 75 28 15-54 00001
Poco 36 1978 24 41,38 60 25
Etapa Clinica
I 27 14,8 9 15,5 36 15 09 -21 08
Il 54 297 22 379 76 317 08 415 06
I 45 247 14 241 59 246 10 05-20 09
v 56 308 13 224 69 288 15 0730 0.2

12 Volumen 36 | N¢ 1] Junio 2018 | Pags: 9-16
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DISCUSION

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

Jorissen y cols. en un trabajo realizado en Australia,
hizo un estudio en 746 pacientes con cancer de colon,
la media de edad fue de 70 anos, los hombres se
afectaron en 4%y las mujeres en un 44.6%. El estadio
mas frecuente fue el Il con 46.5%; se localizaron
mas frecuentemente en colon derecho 42.2%: el 83%
fueron bieny moderadamente diferenciadosy el 13.4%
mostraron inestabilidad de los microsatélites (13).

Hoseiniy cols realizaron un andlisis de factores
prondstico de 38073 de pacientes con céncer colo-
rectal. La media de edad fue de 57.2 afios, y la relacién
hombre-mujerfue 1.38. Encuantoafactorespronésticos
la mayor frecuencia fue: colon 58%; tipo histolégico:
adenocarcinoma 96.8%; grado de diferenciacion: bien
diferenciados: 52%: estadio Il: 39% (14).

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

La inestabilidad de los microsatélites estudiados,
ya sea por analisis del gen o por la expresion de
sus proteinas (inmunohistoquimica) es de gran
importancia.

La investigacién de alteraciones moleculares en
los pacientes con cancer colo-rectal, constituyen
indicadores de evolucion clinica en base a lo cual,
a futuro, se va a poder realizar una clasificacidn
molecular (15). Varios autores muestran esta
alteracién molecular en sus estudios: Zarate vy
cols. con 109 casos encontré 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 report6 un
16 % (19) con este cambio molecular. En el trabajo
que se presenta, la alteracion se dio en un 24.2%
de pacientes con cancer colo-rectal que tienen
una via de proliferacién diferente a la conocida
tradicionalmente; el porcentaje de pacientes que
presentan este cambio parece ser relativamente
parecido en los diferentes grupos poblacionales.

Patifno Murillo Gabriela Elizabeth

La utilizacion de 4 marcadores (MLH1, MSH2,
MSHé6, PMS2] equivalente a la inestabilidad de los
microsatélites ha convertidoa lainmunohistoquimica
en una técnica de valor predictivo alto. Los hallazgos
encontrados en el presente trabajo mostraron que
el 82.75% no expresd dos proteinas; 10.34% tres y el
6.89% cuatro proteinas. En cuanto a que proteinas, el
68.96% fueron MLH1/PMS2 sugiriéndose que podria
estar danado el gen MLH1, sin poder distinguir si
son de origen germinal o no; el 1.72% no expresaron
MSH2/MSHé6 en el cual podria existir mutacién en
la linea germinal MSH2 necesitandose del andlisis
genético por la probabilidad de presentar sindrome
de Lynch, tal y como lo expresa Zhang y cols.,
Kheirelseid y cols. En sus publicaciones (20,21). Los
autores mencionados no desagregan la informacion
en cuanto a estos hallazgos. Cicek y cols. en el 2011
publicé el 56.6% no expresaron MLH1/PMS2y 19.1%
MSH2/MSHé (22).

Cuando se revisa la distribucién de inestabilidad
de los microsatélites determinado por la ausencia
de expresién proteica en relacién a los factores
pronésticos en el cancer colo-rectal se encuentra
que Jungy 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 Il (23).
Gryfe y cols. en un trabajo con 607 carcinomas
colo-rectales e IMS publicé 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
I, datos que muestran una distribucién 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 Il]. El analisis
multivariado realizado por Gryfe y cols. encontré
que la inestabilidad de microsatélites actia como
factor significativamente independientemente de la
supervivencia; el mecanismo por el cual influye en
el resultado clinico 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
encontré asociacion estadistica de la inestabilidad
microsatelital con la localizacion (p: 0.0) y el grado
tumoral (p < 0.05).

En 520 casos estudiados, Alexandery cols. reportaron
un 15% con diferenciacion mucinosa hallandose
asociacion significativa con este patron distintivo,
reproducible y reconocido por la produccién de
mucina que puede ser focal (25); en el estudio que se
presenta se analizd en conjunto el patrén histolégico
con sus categorias, no encontrandose asociacion
estadistica en el analisis bivariado.
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En los trabajos que se refieren a cancer de colon por
separado, datos reportados por Liny cols. en Taiwan
con 709 pacientes, la distribucién favorecié al lado
derecho (76.7%), tipo histolégico adenocarcinoma
(100.0%), grado moderado (71.7%) y etapa clinica Il
(55.0%) evidenciandose asociacion estadistica con
localizacion, grado y tipo histoldgico (p: 0.001) (26).
Kawakami y cols., Sinicrope y cols. mencionan que
los pacientes que presentan inestabilidad tienen
localizacién preponderante en colon derecho, son
pocos diferenciados y de tipo mucinoso (27,28). En
los hallazgos de la investigacidon que se presenta,
la mayor frecuencia de los casos que presentaron
inestabilidad de los microsatélites se dio en lado
derecho (94.12%), tipo histoldgico adenocarcinoma
(82.35%), grado moderado (62.75%) y en la etapa
clinica Il (41.17%), encontrdndose asociacién
estadistica con la localizacion (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
inmunohistoquimica, por lo que, en los pacientes con
cancer de colon, se requiere en forma protocolizada
realizar un analisis integral tanto clinico como
molecular y determinar su optimo valor. La
inestabilidad de los microsatélites forma parte de
la nueva clasificacion molecular del cadncer de colon
que se esta proponiendo junto con otros marcadores
por lo que recomienda su realizacién en forma
rutinaria.
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Figura. 1

Fig. 1. Inmunohistoquimica
A.- MLH1 positivo y negativo
B.- MSH2 positivo y negativo
C.- MSHé positivo y negativo
D.- PMS2 positivo y negativo
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