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RESUMEN

Introduccion: Los tumores de colon poseen defectuosa la maquinaria de
reparacion de errores de apareamiento que corrige la replicacién del ADN, por lo
que tienen un aumento de las mutaciones de tipo microsatélites, las cuales
generan inestabilidad en el genoma. Algoritmos diagndsticos que conjugan la
inmunohistoquimica y técnicas de PCR permiten clasificar estos tumores como
cancer esporadico o sindrome de Lynch, lo cual tiene importantes implicaciones

en las decisiones terapéuticas.
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Objetivo: Abordar, desde un enfoque integrador, el algoritmo diagndstico actual

disponible en el sistema de salud.

Conclusiones: Es necesario implementar en nuestro pais un algoritmo diagndstico
que conjugue la deteccion de MMR y la MSI, pues constituyen una sensible
herramienta diagndstica que permite evaluar el riesgo de cancer, pronosticar y

llegar al tratamiento de inmunoterapia en muchos casos que padecen CRC.

Palabras clave: inestabilidad de microsatélite (IMS); sistema de reparacion de
errores de apareamiento (MMR); inmunoterapia; heterodimeros; PCR;

inmunohistoquimica.

ABSTRACT

Introduction: Colon tumors have a defective in mismatch repaire system, the
machinery that is involved in the correction of mistakes during DNA replication. For
that reason, they have an increase in microsatellites mutations that conferee an
unstable genome. Diagnostics algorithms that combine immunohistochemistry
and PCR techniques make it possible to classify these tumors as sporadic cancer

or Lynch syndrome, which has important implications in therapeutics decisions.

Objective: The present work aims to approach these algorithms available in our

health system.

Conclusions: It is necessary to implement in our country a diagnosis algorithm that
comprises MMR detection and MS], as they stand as a sensitive diagnosis tool that
allows evaluating the risk of cancer, predicting and reaching immunotherapy

treatment in many patients who suffer CRC.

Keywords: microsatellite instability (MSI); mistmach repair (MMR);

immunotherapy; heterodimers; PCR; immunohistochemistry
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Introduccion

El cancer es un proceso evolutivo caracterizado por una compleja y diversa
epidemiologia, anatomia, histologia, genética y respuesta inmunoldgica. En su
desarrollo, diversas poblaciones de células cancerigenas estan sometidas a
presiones selectivas frente a la ecologia tisular del organismo. Estas fuerzas o
presiones, en su mayoria, se asocian a la diversidad genética, cuyos mecanismos,
que explican el desarrollo tumoral, no han sido totalmente dilucidados.(V Es por
ello que, en su mas reciente definicion, el cancer es considerado como un grupo de
enfermedades con perfil genético heterogéneo que poseen diferencias en cuanto

a presentacion clinica, supervivencia y respuesta a terapias®

Entre los cdnceres mas comunes y agresivos esta el cancer colorectal (CCR), cuyos
datos de incidencia y mortalidad se incrementan cada ano. Hasta el ano 2018, era
considerado la tercera causa de muerte por cancer;® sin embargo, reportes en el
ano 2020 muestran que ha ocupado el segundo lugar, con un total de 19,3 millones
de nuevos casos en el mundo, y con un incremento en la incidencia en individuos

menores de 50 afios.®

El CCR, también nombrado adenocarcinoma colorrectal, emerge a partir de células
epiteliales del intestino delgado que adquieren cierta ventaja selectiva, las cuales

forman una lesién precursora o adenoma. Aunque los mecanismos que conllevan
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a su desarrollo no han sido totalmente dilucidados, se conoce que los mismos

incluyen eventos genéticos, como mutaciones y pérdida de genes supresores.

Tres tipos de mecanismos genéticos se describen en el desarrollo del CCR. Entre
ellos, el mas comun es la inestabilidad cromosomal, presente en el 75 % de los
casos, seguido de modificaciones epigenéticas, relacionadas con la metilacion del
ADN, descritas en el 20 %, y, en el 15% restante, se describe la Inestabilidad de
Microsatélite (IMS), debido a deficiencias en la maquinaria de reparacion de errores

de apareamiento (MMR, del inglés mismatch repair system).®

En este trabajo, se abordara la IMS, un fenédmeno que caracteriza la inestabilidad
genomica de las células cancerigenas con importantes implicaciones clinicas en
el desarrollo del tumor, su relacién con el sistema MMR, responsable del
mantenimiento de la estabilidad genémicay la homeostasis, asi como la deteccién
de ambos sistemas como potente herramienta diagndstica que permite conocer el
estadio del tumor, evaluar el riesgo y predecir su comportamiento y sensibilidad al

tratamiento de inhibicion inmune.

Desarrollo

El ADN esta sometido a dano continuo, ya sea de manera espontanea durante el
proceso replicativo o inducido por agentes externos; por ejemplo, las radiaciones
ultravioletas. Las células han desarrollado sistemas especializados que reconocen
la lesion y la eliminan. La tasa de error intrinseca de las ADN polimerasas es del
orden de 1 por cada 10%10% nucleétidos incorporados. Sin embargo, gracias a
estos sistemas, la tasa efectiva de mutacion se reduce a 1 de cada 10°y 10'? bases
en cada fase S del ciclo de division celular.(”-8 Luego, garantizan la estabilidad del

genoma, y, con ello, la homeostasis.
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Bases moleculares del sistema de reparacion del ADN Yy la

inestabilidad de microsatélites

El sistema de reparacion del ADN por errores de apareamiento (MMR) fue
descubierto en Escherichia coli,® 9 y es uno de los sistemas de regulacion mas
conservados, capaz de garantizar la integridad del genoma en la mayoria de los

seres vivos.(10

Dilucidar el mecanismo molecular del sistema MMR en procariontes permitio
comprender la esencia de las bases moleculares del mismo, siendo estas
extrapolables, con ciertas particularidades, al sistema MMR humano.('") De esta
manera, en procariontes, las proteinas del sistema MMR son homodimeros que
utilizan la cadena complementaria del ADN como molde para reparar la de nueva
sintesis. El producto del gen MutS, proteina de igual nombre, detecta el error de
apareamiento en la doble cadena de ADN y recluta al homodimero MutL el cual
media la unién de la endonucleasa MutH, necesaria para la escisién de la cadena

danada.

La senal para el corte de la enzima es la presencia de sitios GATC hemimetilados.
Es necesario destacar que dicha sefial no ha sido atn descrita en eucariontes.(19
La brecha generada en la cadena de nueva sintesis constituye el sitio de union para
la helicasa uvrD quien desenrolla la doble hélice y la estabiliza para que la

polimerasa y la ligasa terminen el proceso de sintesis.(10.1)

En eucariontes, incluyendo células de mamiferos y humanos, el proceso es mas
complejo, pues involucra ocho genes, ubicados en diversos cromosomas, que
codifican para diferentes proteinas. Aquellas proteinas similares a MutS se

denominaron MSH; las homélogas en funcién a MutL se nombraron MLH, y son
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funcionales al formar heterodimeros entre ellas. De manera similar a lo descrito
en procariontes, pero con sistemas moleculares de mayor complejidad, en las
células humanas el proceso de reparacion describe tres pasos fundamentales, que,

a groso modo, son los siguientes:(12

1- La iniciacion. Esta tiene lugar a partir del reconocimiento del error de
apareamiento por las proteinas MutSa (heterodimero MSH2-MSH6) o MutS B
(heterodimero MSH2-MSH3). El heterodimero MSH2-MSH6 detecta los errores de
apareamiento mas comunes, aquellos de uno o dos nucleétidos. En cambio, MSH2-
MSH3 reconoce errores de aproximadamente 13 pares de bases de longitud. Es
por ello que, en las células humanas, usualmente, la razén de expresion de las

proteinas MSH6 con respecto a MSH3 es de 10:1.

2- Escision del error. El reconocimiento y union del heterodimero MSH2-MSH6
activa los factores nucleares de proliferacion y replicacion como PCNA (del inglés
Proliferating Cell Nuclear Antigen) y RFC (del inglés Replication Factor C),
respectivamente, asi como el heterodimero MLH1-PMS2 (homélogo de MutLa) y la
proteina de replicacion A (RPA del inglés Replication Protein A). El complejo activa
el reclutamiento de la exonucleasa 1 (Exol), la cual corta una hebra del ADN,

generando la brecha.

3- Sintesis de la cadena. El complejo de estabilizacién y la hebra de ADN permiten
la unién de la ADN polimerasa 0, la que sintetiza la nueva cadena empleando la

cadena parental como molde. Finalmente, la DNA ligasa | cierra la brecha.

Por lo general, a lo largo del genoma, existen secuencias innatas cortas que se
repiten, las cuales representan, aproximadamente, el 3 % del mismo, y se localizan,
principalmente, en regiones no codificantes. El polimorfismo que estas secuencias

determinan, representa una marca genética de cada individuo y son conocidas
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como regiones microsatélites (MS). Su tamafio varia desde uno hasta seis pares

de bases, siendo mas frecuentes aquellas de mononucleétidos.(1®)

Normalmente, los MS estan expuestos a errores durante la replicacién, ya que, al
ser unidades repetidas, ofrecen mas oportunidades para ello en el alineamiento
hebra naciente, por lo que son comunes las inserciones y deleciones de
nucleétidos, que traen consigo la formacién de estructuras secundarias
aberrantes.(® En condiciones normales, el sistema MMR es capaz de reconocerlas
y reparar los errores. Sin embargo, los genes que codifican para las proteinas del
sistema reparador pueden ser inactivados por mutaciones en la de la linea
germinal, mutaciones somaticas o silenciamiento epigenético, lo cual trae como
resultado un sistema MMR deficiente (MMRd). En consecuencia, a lo largo de
multiples ciclos de replicacion, la poblacién celular acumulara regiones MS que
crearan inestabilidad en el genoma, fendmeno que se conoce como inestabilidad

de microsatélites (IMS).(1974 (fig. 1)
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Fig. 1- Funcionamiento del sistema MMR. |- de manera eficiente, con el reconocimiento y
reparacion de las regiones MS, y II- sistema MMR deficiente, ya sea por degradacién de
los heterodimeros, como por la formacion de complejos inestables o disfuncionales.

Figura (Modificada de Tieng, y colaboradores 20210%)

Inestabilidad de Microsatélites y su relacion con el cancer

Usualmente, en un individuo, las mutaciones espontaneas tienen un rango de
incidencia a lo largo de la vida, las cuales son muy inferiores que las que se
manifiestan en una célula tumoral. Se plantea que esta carga mutacional de la
célula tumoral estd aumentada, precisamente, por la deficiencia del sistema MMR
que no puede reparar las mutaciones somaticas usuales, el aumento de
mutaciones MS que generan la IMS, asi como los genes que codifican para las
proteinas que constituyen los heterodimeros del MMR.(© Luego, es indiscutible el
papel central que juegan, en el desarrollo del cancer, la maquinaria reparadora de
errores de apareamiento y la IMS. Entre los tumores sélidos el cancer de colon ha
sido la localizacién mejor caracterizada segun la presencia de IMS y deficiencias

de MMR (MMRd).(‘f' 5,10, 15, 17).

Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




7 gnsn:m!cMrEanns Acta Médica 2023;24(2):e372

La IMS se puede determinar mediante métodos moleculares, los que se abordaran
mas adelante. Estas técnicas permitieron detectar y cuantificar las mutaciones de
IMS en tumores de colon y compararlas con el ADN constitutivo de los pacientes.
En un inicio la IMS en cancer de colon se correlacion6, en mas de un 90 %, con
mutaciones de linea germinal inherentes al MMR en familias con cancer colorrectal
hereditario, no polipésico o sindrome de Lynch (SL). Sin embargo, estudios
posteriores mostraron que la IMS; ademds, podia ocurrir en ausencia de
mutaciones germinales de MMR en el 15 % de todos los canceres colorrectales
(CCR) y este fendmeno podia explicarse por el hecho de que en la mayoria de los
CCR la IMS estaba mas asociada con la metilacién del promotor de MLH1 que con

mutaciones de linea germinal.(1®)

Estos estudios moleculares, ademas, permitieron establecer la clasificacién del
tumor segun la cantidad de mutaciones de IMS encontradas en tumores de alta
inestabilidad microsatelital (IMS-H), tumores de baja inestabilidad microsatelital
(IMS-L) y tumores que no muestran inestabilidad microsatelital o microsatélites
estables (MSS).(4 15.19) Encontraron que, aproximadamente, entre un 12 % - 20 %
de CCR se explican por tener IMS-H, y este tipo posee una alta incidencia en los
estadios tempranos del tumor (aproximadamente un 20 % en estadios [y lly 12 %
en estadio lll) y baja en estadios metastasicos (4,5 %). Las clasificaciones IMS-L y
MSS aun no se han diferenciado claramente por lo que se han incluido como un

mismo tipo.(15 20)

La presencia de IMS-H es un buen prondstico en el tumor. Esta contradiccion
aparente puede explicarse por el hecho de que las células con IMS-H producen un
alto numero de proteinas anémalas de todo tipo las cuales activan los mecanismos
del sistema que reconocen y actidan contra la célula tumoral, lo cual incide en una
progresion lenta del tumor.@' 22 Luego, la determinacion de la IMS tiene valor

predictivo y pronéstico.3 24 Las guias actuales para el diagnéstico y tratamiento
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recomiendan la determinacion del estatus de IMS en el tumor en canceres de colon

y endometrio.(20.23)

Inmuno histoquimica y PCR en tiempo real para el estudio de los
heterodimeros y la inestabilidad microsatelital. Combinacion de
métodos que permiten discriminar entre el cancer de colon hereditario

(Sindrome de Lynch) y el cancer de colon esporadico

Debido a la repercusiéon que tiene la identificacion de IMS para el tratamiento del
CCR, se hace imprescindible tener en cuenta dicha clasificacion molecular, la cual
permite distinguir el SL del cancer de colon esporadico (CCE). Es por ello que se
han elaborado consensos en cuanto a conceptos y recomendaciones de como
realizar e interpretar estas pruebas moleculares. Las mismas se basan en la
combinacién del reconocimiento por inmunohistoquimica (IHQ) de las proteinas
del sistema MMR y la determinacion por técnicas de reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real (PCR-TR) de las secuencias de IMS.(20.25)

La determinacion de MMRd por IHQ requiere la identificacion de las cuatro
proteinas del sistema MMR. Entre los métodos mas empleado esta el uso de un
panel de cuatro anticuerpos monoclonales (AcM) que identifican las proteinas
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 comercializados por la compania Roche Diagndstica

(VENTANA MMR IHC Panel, Roche, www.ventana.com).?® E| sistema incluye un

quinto AcM que reconoce a la proteina BRAF mutada en la posicion V600F; sin
embargo, la sensibilidad de este reconocimiento es muy baja, por lo que, como se
detalla en este acapite, lo que se emplea en este caso es la deteccion de la

mutacion por el método de PCR-TR.(20
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Cuando se afectan los genes que codifican para las proteinas primarias MLH1 y/o
MSH2 no se detectan las proteinas correspondientes a dichos genes, ni tampoco
las proteinas secundarias que forman el heterodimero PMS2 y MSH6 (MLH1-
PMS2) (MSH2-MSHS6). En este caso, se plantea que ha ocurrido una degradacién
del heterodimero (Fig. 1). Esta afectacion confirma que se trata de un tumor con
IMS-H, por lo que, en este punto se debe definir si se esta en presencia de un SL o
un CCE. Para ello, se determina, por PCR-TR, la mutacién V600F del gen BRAF. Si
este da mutado, deberia estudiarse la metilacion del promotor del gen MLHT; pero,
como hasta el momento es un método engorroso y poco efectivo, se asume que la
afectacion que ha ocurrido en este gen es esporadica, y se debe a la metilacion del
promotor del mismo 'y, por lo tanto, se trata de un CCE. Si no se detecta la mutacién
V600 F, entonces se sugiere que se trata de un SL, y que la mutacion ha ocurrido
en la linea germinal, por lo que ese individuo se envia a consulta genética (Fig. 2).(15
20) En estos casos, el prondstico es favorable y los individuos son susceptibles a

terapia de inhibicion inmune.@?

Si, por el contrario, las mutaciones en el MMR han ocurrido en los genes que
codifican para las proteinas secundarias PMS2 y MSH6, entonces el sistema de
IHQ detecta heterodimeros inestables o con pérdida de la funcion, ya que estas
proteinas pueden remplazarse por otras del sistema MMR- por ejemplo, la proteina
MSH6 puede sustituirse por MSH3 y PMS2 por MLH3 0 PMST1. En ese caso, se esta
en presencia de individuos con IMS-L o MSS y que tienen un peor prondstico. Ahi
se realizard la prueba de PCR-TR, que permitira corroborar el resultado o encontrar

IMS que permita definir sus opciones de tratamiento (Fig. 2).(15.20.27.28)
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Fig. 2- Interpretacion del panel de AcM que determinan la expresion de los heterodimeros

de MMR en individuos con IMS-H.

La gran mayoria de los laboratorios emplean métodos de PCR-TR que se basan en
el panel de secuencias de IMS de Betehestha (BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, y
D17S250), mediante el cual es posible detectar dos IMS de mononucluétidos
(BAT25 y BAT 26) y tres dinucledtidos (D2S123, D5S346, y D175250)('9), 0 en un
ensayo comercializado por la casa comercial Promega, que emplea sondas
tagman y una modificacion del panel de Bethestha. En este caso, emplea cinco
repeticiones mononucleétidas (BAT25, BAT26, NR21, NR24 y MONO-27). El empleo
de estas secuencias estd validado y demostrado su alta concordancia con el

método de ventana de IHQ.29)

Una vez clasificado el tumor con la presencia de IMS o MSS se define el
tratamiento, pues aquellos que presentan un estatus de IMS se veran favorecidos
de la terapia de inhibiciéon inmune. En cambio, aquellos individuos con MSS, podran

recibir quimioterapia adyuvante basada en fluoracilo.?* 27 Para definir la terapia
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inmune, una vez definido el estado de IMS, se recomienda determinar la presencia
de los marcadores PD1 en aquellos individuos con IMS-H, asi como la expresién de

HER2, NTRK en no respondedores (MSS).2%

El estado de IMS es mas frecuente en el cancer de colon en etapa temprana, y varia
desde 20 % en los pacientes en etapa I/1l al 5 % en la etapa IV. Por lo tanto, los
tumores inestables representan una proporcion significativa de CCR en estadio Il
(15a20%) y lll (8 a12%). Esto sugiere que, en estos tumores inmunoinfiltrados, la
vigilancia inmunolégica puede ser mas eficiente para limitar la propagacion de la
enfermedad, lo que representa porcentajes mas altos en pacientes con tumores
inestables en etapas tempranas en comparacion con aquellos en estadios

avanzados.(?9.30)

Conclusiones

A raiz de los conocimientos actuales, se hace necesario implementar en nuestro
pais un algoritmo diagndstico que conjugue la deteccién de MMR y la MSI, pues
constituyen una sensible herramienta diagndstica que permite evaluar el riesgo
de cancer, pronosticar y llegar al tratamiento de inmunoterapia en muchos casos

que padecen CRC.
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