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RESUMEN

El objetivo de nuestro estudio es determinar la
inestabilidad de tres microsatélites (BAT25, BAT26 y
NME1) y observar si estd implicada en el desarrollo
de los tumores esporddicos de ovario. El trabajo se
ha llevado a cabo en 40 pacientes intervenidas
quirtrgicamente por tumor de ovario esporddico.
La comprobacién de la inestabilidad se realizd por
comparacién del tejido sano y tumoral de cada una
de las pacientes. Sélo se encontré inestabilidad en
3 casos: en BAT26 en tumor borderline; en BAT25
en cistoadenocarcinoma de células claras, y en
NMEL1 en cistoadenocarcinoma papilar seroso en
diferentes pacientes. La inestabilidad microsatélite
no parece estar implicada en la aparicién o el
desarrollo de los tumores esporadicos de ovario.
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SUMMARY

The aim of our study is instability’s determination
of three microsatellite (BAT25, BAT26 and NME1)
and see if they are implicating in development of
sporadic ovarian tumours. This study have been
carrying out in 40 patients operated for sporadic
ovarian tumour. The instability comprobation was
realized for comparation between healthy tissue
and tumour tissue of each patient. Was only found
instability in 3 cases: in BAT26 in borderline
tumour, in BAT25 in clear cells cystadenoma and
instability in NME1 in papilar serous cystadenoma
in diferents patients. The conclusion of this study is
that microsatellite instability does not seem be
implicated in apparition or development of
sporadic ovarian tumours.
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INTRODUCCION

El cancer de ovario representa el 4% de todos los
canceres en la mujer. En la actualidad es la primera
causa de muerte por cancer ginecolégico y la quin-
ta por céncer en la mujer, por detrds del de mama,
recto, colon y pulmén!?. Los tumores de ovario pre-
sentan una gran diversidad histopatolégica y se cla-
sifican en: tumores de ovario no epiteliales, con po-
ca incidencia, y tumores de ovario epiteliales, que
constituyen aproximadamente el 90% y tienen un
comportamiento clinico similar*®. Los tumores bor-
derline son lesiones con caracteristicas histopatologi-
cas similares a los epiteliales, y se caracterizan por
su bajo potencial maligno y un prondstico favora-
ble®”.

Clésicamente los factores prondsticos mds im-
portantes para predecir la evoluciéon son el estadio,
el tipo histolégico, la masa residual poscirugia y el
estado general de la enferma®!!. En la mayoria de
las series estudiadas la supervivencia a los 5 afios
se encuentra entre el 15 y el 35%, y ésta no ha me-
jorado de forma significativa en las tdltimas déca-
das1214.

En la actualidad el cancer se considera como una
acumulacién de alteraciones genéticas que afectan a
diversos genes con distintas funciones celulares (on-
cogenes, genes supresores y genes reparadores), y
es importante conocer si estas alteraciones identifi-
can a pacientes con una evolucién més agresival®.
En este sentido, las secuencias microsatélites se em-
plean para el estudio de alteraciones en genes repa-
radores. Son secuencias cortas de pares de bases re-
petidas en tandem, que se localizan en sitios
relativamente constantes del genoma. Las alteracio-
nes en estas secuencias microsatélites conllevan al-
teraciones en los genes en los que se encuentran, lo
que se ha denominado inestabilidad de microsatéli-
tes. El proceso se inicia con la mutacion de los ge-
nes reparadores y la aparicién del fenotipo mutador
que favorece la apariciéon del cancer debido a un au-
mento en la frecuencia de mutaciones en oncogenes
y genes supresores, claves para la adquisicién del fe-
notipo tumoral o crecimiento incontrolado. Asi, la
inestabilidad de microsatélites sirve como indicador
de la existencia de mdltiples mutaciones.

El National Cancer Institute establecié los cinco
microsatélites para el estudio de la inestabilidad mi-
crosatélite en el cancer de colon: BAT25, BAT26,
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D175250, D5S346 y D2S123%, aunque Sood et al, en
un estudio posterior, propusieron la utilizacién de
un marcador adicional, NME1, para el céncer de
ovario'.

En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de
la inestabilidad de los microsatélites BAT25, BAT26 y
NMEIL en 40 pacientes con enfermedad ovdrica (tu-
mores benignos, borderline y carcinomas) compa-
rando el tejido tumoral y el no tumoral de cada una
de ellas.

PACIENTES Y METODO
Pacientes

La poblacién objeto de nuestro estudio consta de
40 pacientes intervenidas quirtirgicamente por tumor
de ovario esporddico. Se obtuvo el consentimiento
informado de las pacientes antes de la investigacion,
y este proyecto fue valorado de forma favorable por
el comité de ética e investigacion clinica de este
hospital.

En el acto quirtrgico se extrajeron muestras de
tejidos tumoral y no tumoral, que fueron embebidos
en parafina hasta su posterior procesamiento. El
diagnéstico fue confirmado por el andlisis histopato-
légico de la pieza de reseccion por dos patdlogos
diferentes. Los tumores se distribuyeron histolégica-
mente y segtin su grado de diferenciacion'®, y se es-
tadificaron segtin la clasificacién de Sobin et al'’.

Método
Metodologia analitica

Se ha estudiado la inestabilidad en tres microsa-
télites: BAT25, BAI26 y NMEL. Para ello se ha ex-
traido el ADN de las muestras tumoral y no tumoral
eliminando primero la parafina con voltimenes de
400 pl de xileno y etanol al 95%. Posteriormente, el
ADN se ha aislado por el método del fenol-clorofor-
mo.

La amplificacién de las distintas secuencias se ha
llevado a cabo mediante primers disponibles se-
cuenciados (TIB MOIBIOL, Roche). [a mezcla de la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) estaba
compuesta por 2 U de Taq polimerasa, 200 pM de
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dNIP, 1-2 mM de MgCl,, buffer de reaccién y 350
nM de cada uno de los primers, en los que la se-
cuencia con sentido era marcada con un fluorocro-
mo para su posterior andlisis. La PCR constaba de
25-35 ciclos (95 °C durante 30 s; 50-58 °C durante
30 s, dependiendo del primer, y 72 °C durante 30 s).
Los productos amplificados fueron desnaturalizados
para, posteriormente, ser analizados con el corres-
pondiente marcador interno en un secuenciador Abi
Prims. Se compararon las secuencias microsatélites
de las muestras tumoral y no tumoral de manera
conjunta.

Metodologia estadistica

Las variables cualitativas se presentan con su dis-
tribucién de frecuencias, y las cuantitativas se resu-
men en su media, error estindar (EE), rango e in-
tervalo de confianza (IC) del 95%. Se estimaron las
funciones de supervivencia por el método de Ka-
plan-Meier. El paquete informéatico utilizado para el
andlisis fue SPSS para Windows, version 7.0.

RESULTADOS

La poblacién objeto de nuestro estudio constaba
de 40 pacientes intervenidas quirtirgicamente de tu-
mor de ovario: 23 tumores borderline (16 borderline
seroso y siete borderline mucinoso), siete carcino-
mas (dos cistoadenocarcinomas papilares serosos,
un cistoadenocarcinoma mucinoso, dos cistoadeno-
carcinomas endometrioides y dos cistoadenocarcino-
mas de células claras) y 10 tumores benignos.

Caracteristicas de la poblacién de pacientes
con tumores borderline

La edad media de este grupo fue de 39,3 afios,
con un EE de 12,2 y un rango entre 21-71 afios. La
edad media de presentaciéon de la menarquia fue de
13 afios, con un EE de 1,6 y un rango entre 10 y 17
anos. El 81% de las mujeres fueron premenopéusi-
cas y el 43,5%, nuliparas.

De acuerdo con la estadificacion de la FIGO, el
82,5% de los tumores se encontraban en estadio I y
el 17,5%, en estadio III. El 88,9% de los tumores
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eran bien diferenciados celularmente, el 11,1% eran
indiferenciados y en 9 pacientes no se pudo deter-
minar el grado de diferenciacién. Ninguna de estas
pacientes recibié tratamiento adyuvante posterior.

Durante el seguimiento no se diagnosticé ningu-
na recidiva tumoral y no fallecié ninguna paciente.
La mediana del tiempo de seguimiento es de 42 me-
ses (3,5 anos).

Caracteristicas de la poblacién de pacientes
con carcinoma

La edad media de esta poblaciéon fue de 50,2
afios, con un EE de 10,4 y un rango entre 37 y 65
afios. [a edad media de la menarquia fue de 13
afos, con un EE de 1 y un rango entre 11 y 14 afios.
El 33,3% de las mujeres eran premenopdusicas y el
66,7% posmenopdusicas. Todas las mujeres de este
grupo tuvieron entre uno y cuatro embarazos.

La distribucion de los tumores fue: un 85,7% en
estadio I y un 14,3% en estadio IIl. De acuerdo con
el grado de diferenciacién el 57,1% era bien dife-
renciado y el 42,9% lo era moderadamente. En cua-
tro de las 7 pacientes se administré tratamiento de
quimioterapia con cisplatino.

[a mediana del tiempo de seguimiento en esta
poblacién fue de 13 meses y durante este segui-
miento no se diagnosticé ninguna recidiva ni ningdn
fallecimiento.

Caracteristicas de la poblacién de pacientes
con tumores benignos

La edad media de este grupo fue de 52,8 afios,
con un EE de 3,73 y un rango entre 48-60 afios. La
edad media de la presentaciéon de la menarquia fue
de 12 afios, con EE de 1 y un rango entre 11 y 14
afios. El 68% de las mujeres eran posmenopdausicas
y el 20%, nuliparas.

Resultados del estudio de la inestabilidad
de los tres microsatélites
En ninguna de las pacientes con tumores benignos

se detectd inestabilidad en los tres microsatélites es-
tudiados. En el andlisis de la inestabilidad de los tres

Prog Obstet Ginecol 2003;46(6):245-9

247



248

Vidaurreta M, et al. Estudio de la inestabilidad microsatélite en tumores borderline y carcinoma de ovario

microsatélites en la poblacién de tumores borderline
ésta se diagnosticO en una paciente, en BAI26. Las
caracteristicas clinicas de esta paciente son: edad 29
afios, premenopdusica, menarquia a los 13 afios de
edad y nulipara. Histol6gicamente se trata de un tu-
mor borderline seroso en estadio IA, cuyo grado de
diferenciacién celular no se pudo determinar.

En el grupo de pacientes con carcinoma ovarico
se detectaron dos inestabilidades de microsatélites:
una de ellas en BAT25 y otra en NME], en distintas
pacientes. Las caracteristicas clinicas de la paciente
con inestabilidad en BAT25 son: edad 56 afios, pos-
menopdusica, menarquia a los 12 afios de edad y
cuatro embarazos. El carcinoma es un cistoadeno-
carcinoma de células claras moderadamente diferen-
ciado y en estadio IC. La paciente con inestabilidad
en el microsatélite NME1 tenfa 45 afios, era posme-
nopausica, presentd la menarquia a los 11 afios de
edad y habia tenido un embarazo. El tumor era un
cistoadenocarcinoma papilar seroso moderadamente
diferenciado y en estadio IC.

DISCUSION

La inestabilidad de microsatélites estd implicada
en la patogenia de los carcinomas de colon, endo-
metrio, ovario y estémago, que se desarrollan en el
sindrome de Lynch o carcinoma colorrectal heredi-
tario no polipdsico (HNPCC), y su causa es la alte-
racién de los genes reparadores del ADN. Asi, las
células con mutaciones en estos genes no reparan
de manera efectiva los fallos, que se acumulan du-
rante la replicacion.

Nuestro trabajo parte de la hipétesis de que el
cancer de ovario esporddico podria desarrollarse a
partir de esta via del fenotipo mutador, como en el
caso del sindrome de HNPCC. No existe acuerdo en
la bibliografia sobre la incidencia de la inestabilidad
de microsatélites en el cdncer de ovario esporadico,

Prog Obstet Ginecol 2003;46(6):245-9

y ésta varia entre el 0 y el 27%20-23. Algunos autores
sugieren que esta via podria estar implicada en los
tumores borderline; en este sentido, Tangir et al ob-
servaron inestabilidad en cinco tumores serosos de
18 tumores borderline analizados (2,7%) y sugirieron
que la inactivaciéon de los genes reparadores podrian
implicarse en el desarrollo de un sustancial nimero
de tumores borderline serosos?.

En nuestro estudio se han analizado los tres mi-
crosatélites (BAT25, BAT26 y NME1) que Sood et al
determinaron que presentaban mayor porcentaje de
inestabilidad en los tumores de ovario. Hemos
observado tres inestabilidades en tres tumores dife-
rentes: borderline seroso (en BAI26), cistoadenocar-
cinoma de células claras (en BAI25) y cistoadeno-
carcinoma papilar seroso (en NME1). Por otro lado,
no hemos hallado inestabilidad en los tumores be-
nignos.

Nuestros resultados coinciden con los de la ma-
yoria de los trabajos publicados. Asi, Shih et al ana-
lizaron 69 marcadores en 23 tumores benignos y 31
borderline, y no observaron ninguna inestabilidad.
Por otro lado, Gras et al estudiaron cinco microsaté-
lites en 52 tumores de ovario y observaron inestabi-
lidad de microsatélites en 2 carcinomas de los 52 tu-
mores (3,8%). Por dltimo, Iwabuchi et al analizaron
66 marcadores diferentes en 95 tumores de ovario,
observando una inestabilidad de microsatélites del
6% (6/95). En 2001, Sood et al anadieron el micro-
satélite NME1 a los marcadores propuestos por el
Nacional Cancer Institute para la determinacién de
la inestabilidad de microsatélites en el cancer colo-
rrectal, por ser mds especifico del ovario. En nues-
tro estudio hemos incluido este marcador y hemos
observado tinicamente inestabilidad en un tumor.

La inestabilidad de microsatélites no es una alte-
racién frecuente en el desarrollo de los tumores es-
porddicos de ovario y tampoco observamos que el
fenotipo mutador diferencie los tumores de bajo po-
tencial maligno de los invasores.
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