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PALABRAS CLAVE Resumen La deteccion de proteinas de reparacion del ADN por inmunohistoquimica (IHQ) ha
Cancer colorrectal; demostrado ser Gtil para determinar inestabilidad de microsatélites (IM). Las guias de Bet-
Inestabilidad hesda revisadas y el MsPath Score permiten detectar pacientes de alto riesgo. Se analizaron
microsatelital; criterios histologicos sugestivos de IM en 115 pacientes con cancer colorrectal (CCR). Se efec-
Sindrome de Lynch tlo el MsPath Score e IHQ para la demostracion de proteinas de reparacion del ADN (MMR):

MLH1 MSH2, MSH6 y PMS2. La distribucion por sexos fue de 66 varones y 49 mujeres, con un
rango etario de 16 a 78 anos. Cincuenta y tres casos tuvieron rasgos morfoldgicos de IM: lin-
focitos intraepiteliales (n=31), infiltrados tipo Crohn (n=17), morfologia mucinosa/células en
anillo de sello (n=32) y/o pobre diferenciacion (n=12) en forma simultanea o aisladamente. Se
observo patron aberrante para MMR en 16 casos: ausencia de expresion de MLH1/PMS2 (n=11),
MSH2/MSH6 (n=3), MLH1 (n=1) y PMS2 (n=1). Los adenocarcinomas con rasgos morfoldgicos
convencionales no mostraron alteraciones en las MMR (n=62).

© 2013 SEAP y SEC. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Microsatellital

instability; Abstract The detection of mismatch repair proteins (MMR) by immunohistochemistry (IHC) is a
Lynch Syndrome useful tool in the identification of microsatellital inestability (Ml). The revised Bethesda guideli-

nes and MsPath score allow the detection of patients at high-risk for M. We studied 115 patients
with colorectal cancer (CRC) and evaluated the histological criteria of MI. Detection of MMR:
MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 were analyzed by IHC. Sixty-six male and 49 female patients (age
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range 16-78). Histological picture of Ml was observed in 53 cases: intraepithelial lymphocytosis
(n=31), Crohn like infiltrates (n=17), mucinous or ringed cell histology (n=32) and/or poorly
differentiated histology (n=12). Aberrant immunostaining pattern of MMR was observed in
16 cases: negative MLH1/PMS2 (n=11), negative MSH2/MSH6 (n=3), negative MLH1 (n=1) and
negative PMS2 (n=1). The 62 cases with conventional histology had normal immunostaining.
Conventional histology (n=62) did not show any alterations in MMR.

© 2013 SEAP y SEC. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) representa en Argentina la ter-
cera causa por muerte luego del cancer de prostata y mama,
segln registros del Instituto Nacional del Cancer (INC).
Puede presentarse como formas esporadicas o asociadas a
sindrome de Lynch (CCR hereditario no poliposico) en el cual
se observan mutaciones en genes que codifican proteinas de
reparacion de errores de apareamiento de nucledtidos, lo
cual determina el estatus de inestabilidad de microsatélites
(IM). Los estudios moleculares del CCR muestran que el 10-
15% de los casos tienen IM'. La mayoria de los casos ocurren
como consecuencia de la metilacion esporadica de hMLH1
(95-97%); sin embargo, en el sindrome de Lynch ocurren por
mutaciones en la linea germinal (1-3%)?, afectandose uno
solo de los alelos, con retencion de la capacidad de repa-
racion del ADN en las células no tumorales y pérdida de la
misma en las células neoplasicas (estado de inestabilidad
genomica)’.

A pesar de que la historia familiar y las caracteristicas
clinicopatoldgicas pueden ser sugestivas de cancer heredi-
tario no poliposico, un gran nimero de familias escapan
de la deteccion, por lo cual se sugiere el estudio de IM
como técnica de rutina, a través de la inmunohistoqui-
mica (IHQ), no solo para la identificaciéon de sindrome de
Lynch, sino para la deteccion de pacientes inestables gené-
ticamente y con respuestas predictivas diferentes frente
al 5-fluorouracilo*>. Ademas resulta ser un método senci-
llo, (til, econdmico y permite seleccionar el gen afectado
para su posterior secuenciacion. Otros trabajos similares en
Argentina mostraron que la IHQ fue concluyente en el 97,6%
de los casos y altamente sensible y especifica para detectar
IM, y en los pacientes con Lynch segun criterios de Amster-
dam la IHQ permite limitar los estudios de secuenciacion al
gen correspondiente®.

Actualmente, la recomendacion mas aceptada para la
deteccion clinica de casos es el empleo de las guias de Bet-
hesda revisadas’. Diferentes estudios han sugerido que el
CCR con IM posee rasgos histologicos que difieren de los
no-Imé.

El MsPath score es un sistema que emplea 6 parame-
tros independientes predictores de IM, incluyendo la edad
al diagnéstico y el sitio anatéomico, y asigna un coeficiente
a cada uno de ellos. La suma de estos coeficientes deter-
mina un valor que, trasladado a una escala de conversion,
informa de la probabilidad estimada que tiene el tumor de
presentar IM (tabla 1)*.

En este trabajo se examino la utilidad de la IHQ en CCR
con el fin de identificar pacientes con riesgo de padecer
sindrome de Lynch y pacientes con CCR portadores de IM,

considerando para ello los hallazgos de la IHQ y clinicopato-
logicos comprendidos en el MsPath Score de Jenkins.

Materiales y métodos

Se estudiaron 115 pacientes del Instituto de Oncologia Angel
Roffo de la Universidad de Buenos Aires en un periodo com-
prendido entre el 1 de enero de 2010 y el 1 de mayo de
2013. Se realizo la revision histoldgica institucional de piezas
quirdrgicas y material de consulta con diagnostico de CCR
infiltrante. Se excluyeron las biopsias endoscopicas debido
a la imposibilidad de realizar el MsPath Score en las mismas.
En todos los casos analizados se evaluaron si poseian o no
criterios histologicos sugestivos de IM (subtipo histologico,
linfocitos intraepiteliales, infiltrado inflamatorio tipo Crohn,
grado histolodgico, sitio anatomico). En todos los pacientes
se aplicd el MsPath Score y se realizaron técnicas de IHQ para
la demostracion de proteinas de reparacion del ADN: MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2 (Leyca Biosystems-Novocastra Mismatch
Repair Protein). La interpretacion de la misma se realizo
de la siguiente manera: se considerd presencia de expre-
sion en los pacientes que presentaron positividad nuclear
convincente en al menos algunas de las células neoplasicas;

Tabla 1 Score anatomopatologico de inestabilidad micro-
satelital (MsPath Score) y escala de conversion
Figuras patologicas Coeficiente
Edad al diagnostico
<50 anos 0,7
50 afios 0 mas 0,0
Sitio anatémico
Ciego, colon ascendente o transverso 1,6
Descendente, sigma o recto 0,0

Tipo histoldgico
Mucinoso, anillo de sello o indiferenciado 1,1

Adenocarcinoma 0,0
Grado

Poco diferenciado (G3) 0,6

Moderado o bien diferenciado 0,0

Reaccioén tipo Crohn

Presente 0,5

Ausente 0,0
Linfocitos infiltrando tumor

Presente 2,1

Ausente 0,0
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Tabla 2 Casos con ausencia de proteinas de reparacion (16/115)

Caso Derecho Lies Crohn Muc./Anillo G3 Edad Sexo Proteinas alteradas Probabilidad de IM
1 X X - X X 70 M MLH1/PMS2 60

2 X X - X - 46 M MLH1/PMS2 65

3 X X - - - 18 M MSH2/MSH6 50-60
4 X X - X - 48 M MLH1/PMS2 50-60
5 x (transv.) X X - X 41 F MLH1/PMS2 50-60
6 X - - X - 78 M MLH1/PMS2 40-50
7 - X X X - 77 F MLH1/PMS2 15-20
8 X X X X - 68 M MLH1/PMS2 40

9 X X X X - 27 F PMS2 80%

10 - X - X - 40 M MSH2/MSH6 30-40%
11 x (transv.) X - - - 32 M MLH1 20-30%
12 - X - X - 45 M MLH1/PMS2 40

13 X X X - 49 M MSH2/MSH6 80

14 x (transv.) X - X - 78 F MLH1/PMS2 60-70
15 X X X X X 71 F MLH1/PMS2 80-90
16 X X X X - 78 F MLH1/PMS2 70

ausencia de expresion en los pacientes que mostraron ausen-
cia de tincion nuclear en las células neoplasicas, y tincion
débil en los casos en los que la marcacion nuclear de las
células tumorales fue mas débil que las células del control
interno. Se utilizaron como controles positivos de calidad
de tejido la presencia de marcacion positiva nuclear en las
células epiteliales normales de la mucosa colonica, células
estromales y linfocitos peritumorales. Se clasificaron como
«no evaluables» los casos en los cuales el control interno fue
negativo.

Los parametros histologicos fueron analizados de acuerdo
con los siguientes criterios®:

e Linfocitos intraepiteliales (LIEs): 5 linfocitos intraepite-
liales en al menos un campo de alto poder, habiendo
examinado por lo menos 10 campos.

e Respuesta linfoide tipo Crohn: se considerd un minimo de
4 agregados linfoides por seccion en el margen invasivo
del tumor en un campo de bajo aumento.

e Diferenciacion mucinosa: mas del 50% de tumor con pre-
sencia de mucina extracelular.

e Anillo de sello: mas del 50% del tumor con presencia de
células con mucina intracelular y nlcleos excéntricos’'°.

Resultados

De los 115 pacientes estudiados, 66 fueron varones y
49 mujeres, con una edad promedio de 57 afnos (rango etario:
16-78). Del analisis de los resultados obtenidos empleando
los criterios histologicos propuestos en el MsPath Score
se evidenciaron rasgos morfologicos sugestivos de IM en
53/115 (46%), siendo los mismos: incremento de los linfo-
citos intraepiteliales (n=31), infiltrados tipo Crohn (n=17)
y morfologia mucinosa o con células en anillo de sello (n=32)
(figs. 1y 2) o pobremente diferenciados (n=12).

En 16 de ellos se observo un patron de inmunomarca-
cion anormal para proteinas de reparacion del ADN (13%),
con ausencia de expresion de MLH1/PMS2 en 11 casos, de
MSH2/MSH6 en 3 casos, de MLH1/MSH2 en un caso (figs. 3y 4)

Figura 1

HE 40x. Adenocarcinoma mucinoso.

Figura 2

HE 400x. Adenocarcinoma con elevado numero de
linfocitos intraepiteliales.
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Tabla 3  Casos con caracteristicas histologicas sugestivas de inestabilidad microsatelital pero con patrén inmunohistoquimico
normal

Caso Derecho Lies Crohn Muc./Anillo G3 Patron IHQ Edad Sexo
1 - X - - - Normal 36 M
2 - - X X - Normal 70 M
3 - X - X Normal 40 F
4 - X X Normal 88 F
5 - X - X Normal 44 F
6 - X - Normal 88 F
7 X - - X Normal 59 M
8 - X - Normal 51 M
9 - X - Normal 63 M
10 X - - X Normal 61 M
11 X - - X Normal 52 M
12 - - - X Normal 77 M
13 X - - X X Normal 74 M
14 - - - X - Normal 66 F
15 - X - X - Normal 72 F
16 - X - - Normal 62 M
17 - - X - Normal 56 M
18 - - X - Normal 47 M
19 - X - - Normal 68 M
20 - - X - Normal 71 M
21 - - - X - Normal 40 F
22 X - - X - Normal 65 M
23 - - - X - Normal 52 F
24 - X - X - Normal 56 M
25 X - - X - Normal 60 M
26 - X - X Normal 61 M
27 X - - X Normal 67 F
28 X - X - Normal 65 F
29 - X - X - Normal 38 M
30 - X - X - Normal 59 F
31 - X - X - Normal 52 M
32 - - X - Normal 65 F
33 X X - X - Normal 47 M
34 - - - X - Normal 55 F
35 X X - X - Normal 46 F
36 - - - X - Normal 80 M
37 - X - X Normal 41 F

de PMS2 en un caso (tabla 2). Todos estos casos revelaron
alglin cambio histolégico descrito como sugestivo de IM: infil-
trado tipo Crohn, histologia poco diferenciada, componente
mucinoso o aumento de linfocitos intraepiteliales. En estos
pacientes, la probabilidad de IM estimada segin el MsPath
Score fue mayor del 15%, con una media del 35-40%. Los
restantes 37 casos presentaron un patron de IHQ normal
(tabla 3).

Hubo 62 casos que no exhibieron alteraciones histoldgicas
sugestivas de IMy tuvieron un patron de expresion normal de
MMR. En 8 de estos pacientes la probabilidad de IM estimada
fue elevada (> 10%).

Discusion

En este trabajo se correlacioné el CCR con la determi-
nacion de proteinas de reparacion del ADN por IHQ y las

caracteristicas histopatologicas enunciadas en el MsPath
Score, obteniéndose en esta pequeia serie una concordancia
significativa entre la histologia de rutina (caracteristicas his-
tologicas sugestivas de IM) y la inmunomarcacion (ausencia
de expresion nuclear de proteinas).

El 16% de los casos estudiados presentaron un patron
aberrante de tincion IHQ para MMR, valor similar al encon-
trado en otros trabajos publicados en la literatura'"'2. Sin
embargo, la morfologia sefiala un porcentaje superior de
pacientes, lo cual podria obedecer a caracteristicas pobla-
cionales diferentes que requieren correlaciéon con el resto
de los parametros clinicos y evolutivos.

Todos los casos con ausencia de expresion de alguna de
las MMR mostraron alguna alteracién histologica sugestiva
de inestabilidad (infiltrado tipo Crohn, histologia poco dife-
renciada, componente mucinoso o aumento de linfocitos
intraepiteliales), de las cuales el rasgo mas frecuentemente
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Figura 3 MLH1 100x. Ausencia de expresion en células neo-
plasicas. Control interno positivo.

presentado fue el componente mucinoso y el incremento en
el nimero de linfocitos intraepiteliales.

Los pacientes con inmunofenotipo de IM tuvieron un
MsPath Score mayor del 15%, con un promedio del 35-40%.

La cuantificacion del componente mucinoso fue dificul-
tosa en los casos de consulta, debido a la subestimacion del
mismo, por remitirse un Unico taco a la consulta anatomo-
patologica. En estos casos solo se realizo una cuantificacion
porcentual aproximada. Seria Util considerar en el futuro
cualquier grado de diferenciacion mucinosa y/o presencia
de anillo de sello en la elaboracion de la puntuacion de
IM, ya que la definicion actual de adenocarcinoma mucinoso
podria no tener significado bioldgico a la luz de los hallazgos
moleculares's.

Encontramos 8 casos discordantes con una probabilidad
alta de IM calculada segun el MsPath Score, pero con pre-
sencia de expresion de proteinas de reparacion del ADN.
Consideramos que en casos discordantes deben realizarse
otros test de mutacion para descartar IM. Esta discre-
pancia podria obedecer a la expresion de proteinas no

Figura 4 MSH2 400x. Ausencia de expresion de la proteina
en un adenocarcinoma mucinoso. Control interno positivo en
células estromales y linfocitos.

funcionantes, independientemente de la alteracion gené-
tica subyacente.

No encontramos dificultades significativas en la eva-
luacion de la IHQ, excepto un paciente con un patréon de
marcacion débil de la proteina PMS2 y alta probabilidad de
IM (15-20%) a través del MsPath Score. La utilizacion de las
técnicas de IHQ fue reproducible, de facil interpretacion y
sin variabilidad interobservador, al momento de identificar
pacientes fenotipicamente inestables.

Los resultados obtenidos con el analisis de rutina e IHQ en
pacientes con CCR permiten seleccionar grupos susceptibles
a estudio genético mas exhaustivo y/o de secuenciacion.
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