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Resumen Las mutaciones de los genes MLH1 y MSH2 son frecuentemente implicadas en el sindrome de

Lynch. La expresion inmunohistoquimica (IHQ) es una forma simple de seleccién para pruebas
moleculares. Se analizé la IHQ de MLH1 y MSH2 en pacientes con sindrome de Lynch (16 casos) y pacientes
menores de 50 afios sin antecedentes familiares (25 casos). Se estudiaron 41 tumores de un grupo de pacien-
tes (64% mujeres) de edad promedio 40.7 afios (rango: 16-75). Se obtuvieron resultados concluyentes en 40
casos (97.6%). Dieciocho casos (45%) presentaron falta de expresion (MLH1 negativa: 11 casos; MSH2 nega-
tiva: 6 casos; MLH1 negativa y MSH2 negativa: 1 caso), con una incidencia significativamente mayor en pacien-
tes con sindrome de Lynch (68.7% vs. 28%, p=0.01). Entre los casos esporadicos, 5 casos (20%) mostraron
falta de expresion MLH1 y 2 casos (8%) con falta de expresion MSH2. La falta de expresiéon IHQ present6é una
fuerte asociacién con inestabilidad microsatelital alta (IMS): expresién normal: 5.9%, expresion negativa: 92.3%,
P<0.0001. Los indices de sensibilidad y especificidad de la IHQ para detectar IMS fueron de 92.3% y 94.1%
respectivamente. Los patrones de IHQ y de IMS no se relacionaron a ninguna caracteristica histopatolégica. En
conclusién, el andlisis inmunohistoquimico de las proteinas MLH1 y MSH2 fue altamente sensible y especifico
para detectar IMS y permitié identificar en un 45% de los casos la proteina alterada. El indice de falta de expre-
sion IHQ entre los casos esporadicos diagnosticados antes de los 50 afios justifica su implementacién sistema-
tica en este grupo de pacientes.
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Abstract Immunohistochemical expression and microsatellite instability in Lynch syndrome . Mutation

of the mismatch repair genes MLH1 and MSH2 account for the majority of the genetic abnormali-
ties in Lynch syndrome. Immunohistochemical detection of their protein products is becoming an increasingly
common method to detect these mutations. The aim of this study was to compare the expression of MLH1 and
MSH2 by immunohistochemistry and its relationship with a group of clinical and histological variables in patients
with known Lynch syndrome (n=16) and in cohort of young patients (less than 50 years) who did not meet Am-
sterdam criteria (n=25). The mean age was 40.7 and 64% were women. Conclusive results were obtained in 40
cases (97.6%). Eighteen cases (45%) showed abnormal expression of either MLH1 (11 cases) or MSH2 (6 cases)
and both stains (1 case). Alteration of the normal staining pattern was seen more commonly in patients with
Lynch syndrome than in the sporadic group (68.7% vs 28%, p=0.01). A significant correlation was obtained be-
tween abnormal protein expression and microsatellite instability (MSI): normal expression: 5.9%, lack of expres-
sion: 92.3%, p<0.0001. The sensitivity and specificity of the immunohistochemical to predict MSI were 92.3%
and 94.1% respectively. Immunohistochemistry and MSI results did not correlate with any histopathological pa-
rameter. In conclusion, in our experience abnormal staining of MLH and MSH correlates strongly with the pres-
ence of MSI. In addition it appears that in our population a significant proportion of young patients (< 50 years
old) demonstrate alterations in the mismatch repair gene products suggesting an important role of these mol-
ecules in tumorigenesis.
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El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa de
muerte por cancer en Occidente!. De acuerdo a los da-
tos del Globocan, en Argentina se diagnostican 10300
casos nuevos por afio y se producen 5700 muertes. Entre
el 3% y el 8% de los CCR se presentan como formas
hereditarias, siendo el sindrome de Lynch (cancer co-
lorrectal hereditario no polipésico) la méas frecuente de
ellas. Las principales caracteristicas de esta entidad son
su presentacion a edades tempranas (promedio 45 afios);
la afectacién predominante del colon derecho (en el 70%
de los casos); la alta incidencia de tumores colorrectales
sincrénicos (10%) y metacronicos (30 a 50%) y la aso-
ciacion con tumores extracolorrectales (especialmente
de adenocarcinomas de endometrio, intestino delgado,
ovario, estbmago y vias urinarias)?. El diagnostico clini-
co se sospecha por los antecedentes familiares y se con-
firma a través de la identificacion de mutaciones germi-
nales en los genes reparadores de errores de aparea-
miento de bases nucleotidicas (fundamentalmente MLH1
y MSH2). Estas mutaciones determinan un estado de
inestabilidad gendmica que se conoce como inestabili-
dad microsatelital (IMS)3, alteracién que esta presente
en mas del 85% de los tumores del sindrome de Lynchy
en el 10% al 15% de los tumores esporadicos. En este
ultimo grupo, si bien la alteracién primaria suele ser la
metilacién del gen MLH1, también han sido identificadas
mutaciones germinales que son interpretadas como mu-
taciones de novo.

Tanto la identificacion de mutaciones como la deter-
minacion de la IMS implican tecnologia molecular que
resulta altamente costosa y de disponibilidad limitada,
especialmente en paises en desarrollo. El estudio de la
expresion inmunohistoquimica (IHQ) de las proteinas mas
comunmente afectadas (MLH1 y MSH2) se presenta
como una alternativa muy ventajosa.

El objetivo del presente trabajo es analizar por
inmunohistoquimica la expresion proteica MLH1 y MSH2
y establecer su relacion con el grado de IMS y el patrén
histol6gico, en pacientes con sindrome de Lynch y con
CCR esporadico diagnosticado antes de los 50 afios.

Materiales y métodos

Poblacion: se analizaron las piezas de 41 pacientes (edad
promedio: 40.7 afios; rango 16-75; sexo femenino 65.9%)
operados en el Hospital Italiano de Buenos Aires entre ene-
ro del 2000 y diciembre del 2005. Dieciséis casos fueron
definidos como sindrome de Lynch en base a los Criterios de
Amsterdam II*5 (Tabla 1). Veinticinco pacientes sin antece-
dentes familiares y con diagndstico de CCR antes de los 50
afos fueron definidos como esporadicos.

Estudio histolégico: el grado histolégico se categoriz6 en
bien diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2) y
poco diferenciado (G3). Cuando la mucosecrecién supero el
50% de la superficie tumoral se lo consideré tumor muco-
secretor.
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TABLA 1.— Criterios de Amsterdam Il para el
sindrome de Lynch

1. Tres afectados por céancer colorrectal, endometrial,
intestinal, ureteral o vesical (uno de ellos familiar de
primer grado en relacion a los otros dos)

2. Un afectado antes de los 50 afios de edad

3. Afectacion de 2 generaciones

4. Exclusion de poliposis adenomatosa familiar

La presencia de linfocitos intratumorales (LIT) fue medi-
da en 5 campos de gran aumento (40X) en el frente de in-
vasion tumoral. Se clasificé en 0 (ausencia de linfocitos), 1
(menor de 2 linfocitos), 2 (entre 2 y 5 linfocitos) y 3 (mayor
de 5 linfocitos).

La inflamacion tipo Crohn fue definida como la acumula-
cion de linfocitos con o sin formacién de centro germinal en
el frente de infiltracion tumoral.

Expresion Inmunohistoquimica (IHQ): para la inmunomar-
cacién se utilizaron cortes histolégicos individuales de 5 pm
montados en portaobjetos adherentes con carga positiva.
Luego se realizaron técnicas de inmunomarcacion con recu-
peracion antigénica (utilizando buffer férmico 1%/gelatina 2%
con pH 2.5%, buffer alcalino AR10, o buffer EDTA 1mM),
mediante 4 ciclos de 5 minutos en calor himedo en micro-
ondas a maxima potencia. Se realiz6 luego incubacién con
Power Block - Universal Blocking Reagent diluido 1:10
(Biogenex). Posteriormente se efectud incubacién con los
anticuerpos primarios monoclonales de ratén anti hMLHI hu-
mano (BD Pharmingen Cat. 550838), anti hMSH2 humano
(Oncogene, Cat. NA27). Se utiliz6 como control interno posi-
tivo de expresion proteica, la marcacién nuclear del tejido
normal presente en cada taco evaluado (células epiteliales de
mucosa normal, fibroblastos, endotelio, células inflamatorias
del estroma o musculares lisas). Se utilizaron controles posi-
tivos externos de expresion de MLH1 y MSH2 (epitelio de
mucosa colénica normal) y controles externos negativos con
déficit de expresion de cada una de las proteinas. Se reali-
zaron ademas controles internos. El area completa de las
secciones histolégicas fue evaluada en microscopio Optico
en cada caso. Se registrd el porcentaje de marcacion positi-
va nuclear en tejido normal y en tejido tumoral comparativa-
mente. Los resultados de las tinciones fueron clasificados
como positivos cuando mas del 80% de las células presen-
taban tincién normal, o negativos cuando la tinciéon no supe-
raba el 10%. Los casos con expresion intermedia fueron de-
finidos como no concluyentes.

Deteccion de la inestabilidad microsatelital: se estudiaron
los microsatélites de ADN de 30 muestras de tumor y muco-
sa normal. La extraccion y purificacion de ADN de las mues-
tras se efectu6 con el kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, Cat.
N° 51304). Se realiz6 la PCR (reaccion de cadena de la
polimerasa) en un termociclador MJ Research, con primers
de secuencia especifica para cada uno de los microsatélites
en estudios: BAT 25, BAT 26, D2S 123, D5S 346, D17S 250.
Se determind la presencia de producto amplificado mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 2%, teflido con
bromuro de etidio. Para visualizar la inestabilidad genética de
los marcadores estudiados, el amplicon fue sometido a una
corrida electroforética vertical en gel poliacrilamida, tefiido con
nitrato de plata.

Se clasific6 como inestabilidad microsatelital alta (IMS-
Alta) a aquellos casos que presentaban 2 o mas microsatélites
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positivos, baja (IMS-Baja) cuando sé6lo 1 marcador fue posi-
tivo, y estable cuando todos los marcadores fueron negati-
vos. Los estudios de IMS fueron realizados sin previo cono-
cimiento de los resultados de la IHQ.

El estudio se realiz6 de acuerdo al Consentimiento Médi-
co para participar en Protocolos de Investigacion del Comité
de Etica de Protocolos de Investigacion del Departamento de
Docencia e Investigacion del Hospital Italiano de Buenos
Aires.

Resultados

En 40 casos (97.6%) la IHQ pudo calificarse como posi-
tiva 0 negativa mientras que en 1 caso la proteina MLH1
mostrd una tincion dudosa (Tabla 2). La falta de expresién
de MLH1 y/o MSH2 se observo en 18 casos (45%) con
una diferencia significativa entre los grupos (Lynch: 68.7%,
Esporadicos: 28%, p=0.01). Entre los pacientes con tu-
mores esporadicos, fueron identificados 5 casos (20%)
con falta de expresion MLH1 y 2 casos (8%) con falta de
expresion MSH2 (ambos se asociaron a IMS-Alta).

De los 30 casos en donde se estudié la inestabilidad
de microsatélites, 13 (43.3%) presentaron IMS-Alta, 15
(50%) IMS-Baja y 2 (6.7%) fueron estables. La propor-
cién de tumores con IMS-Alta fue significativamente ma-
yor en los pacientes con sindrome de Lynch que en los
jovenes esporadicos (Tabla 3).

La expresion IHQ present6 una fuerte asociacion con
inestabilidad microsatelital alta (expresion normal: 5.9%,
expresion negativa: 92.3%, p<0.0001). Los indices de

TABLA 2.— Expresion inmunohistoquimica MLH1 y MSH2

MLH1 MSH2 Casos

N %
Positiva Positiva 22 53.6
Negativa Positiva 11 26.8
Positiva Negativa 6 14.6
Negativa Negativa 1 24
Dudosa Positiva 1 24

TABLA 3.— Resultados de la determinacion de Inestabilidad
microsatelital en los diferentes grupos

Estable/IMS-Baja IMS-Alta Total

N % N %
Esporadico 14 78 4 222 18
Sind. Lynch 3 25 9 75° 12
Total 17 13 30

avs. b, p=0.004
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TABLA 4.— Variables histolégicas y su relacion con la
expresion inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica MLH1-MSH2

Positiva Negativa Valor

% % de p

TIL 15/22 68.2 11/18 61.1 0.64

Infiltrado Crohn 9/22 40.9 6/18 33.3 0.62

Mucina 10/22 45.4 10/18 55.5 0.52

Diferenciacién 0.64
Gl 4/22 18.2 4/18 22.2
G2 13/22 59.0 8/18 44.4
G3 5/22 22.8 6/18 33.3

Ganglios con metastasis 13/22 59.0 8/18 44.4 0.38

Colon derecho 6/22 27.2 10/18 55.5 0.30

TIL: infiltrado linfocitario intratumoral

TABLA 5.— Variables histolégicas y su relacién con estado
de microsatélites

Estable/IMS-Baja IMS-Alta  Valor

% % de p

TIL 11/17 64.7 10/13 76.9 0.47

Infiltrado Crohn 6/17 35.3 5/13 38.5 0.85

Mucina 8/17 47.5 8/13 61.5 0.42

Diferenciacion 0.70
G1 3/17 17.6 4/13 30.8
G2 11/17 64.8 7/13 53.9
G3 3/17 17.6 2/13 15.3

Ganglios con metastasis 10/17 58.8 4/13 30.7 0.12

Colon derecho 3/17 17.6 9/13 69.2 0.01

TIL: infiltrado linfocitario intratumoral

sensibilidad y especificidad de la IHQ para detectar IMS
fueron de 92.3% y 94.1% respectivamente.

En cuanto a las variables histoldgicas y las expresio-
nes de IHQ e IMS los respectivos patrones no se relacio-
naron a ninguna caracteristica histopatolégica, si bien
los casos con falta de expresion IHQ mostraron una ten-
dencia a presentarse con una menor proporcion de me-
tastasis ganglionares y en colon derecho (Tabla 4 y 5).

Discusion

El sindrome de Lynch suele ser subdiagnosticado debi-
do a la falta de un marcador fenotipico claro®8. Si bien
algunos de estos pacientes presentan antecedentes fa-
miliares floridos que permiten hacer el diagnéstico clini-
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co en base a los criterios de Amsterdam* ®, en aquellos
gue desconocen sus antecedentes o pertenecen a fami-
lias reducidas la Unica forma de diagndéstico es la identi-
ficacion de mutaciones germinales®. Existe ademas un
porcentaje de casos, todavia no bien determinado, que
representan mutaciones de novo y que se presentan
como formas esporadicas pero que son transmisibles en
las generaciones subsecuentes?.

La identificacion de una mutacién implica técnicas al-
tamente costosas y de limitada disponibilidad. Por esta
razén, se recomienda utilizar previamente técnicas mas
sencillas a modo de rastreo, especialmente cuando los
criterios de Amsterdam no se cumplimentan'* 2. A tal fin,
un panel de expertos desarrollé los denominados crite-
rios de Bethesda!® para seleccionar casos en los que
debe realizarse la determinacion de IMS. Estos criterios
incluyen en primer lugar a todo paciente con diagndstico
de CCR antes de los 50 afios (incluyendo las formas
esporadicas). De acuerdo a estos lineamientos, en aque-
llos casos con IMS alta se debe proseguir con el diag-
néstico molecular para identificar la mutacion germinal.

Alternativamente, se ha propuesto la utilizacion de la
determinacion de la expresion IHQ, ya que esta técnica
es simple, altamente predictiva de IMS y ademés permi-
te identificar la proteina alterada. Varios estudios han
demostrado que utilizando inmunomarcaciones para
MLH1, MSH2, PMS2 y MSH6 la sensibilidad para el diag-
néstico de sindrome de Lynch es similar a la utilizacién
de IMS con indices superiores al 90%?*% 12 14,

El presente trabajo representa el primer estudio en
nuestro pais sobre el perfil inmunohistoquimico y
microsatelital de los tumores colorrectales en pacientes
con criterios de Amsterdam o con formas esporadicas
diagnosticadas antes de los 50 afios. En este grupo alta-
mente seleccionado, la inmunohistoquimica fue conclu-
siva en el 97.6% de los casos y fue altamente sensible y
especifica para detectar inestabilidad microsatelital. En
el caso de los pacientes con diagndstico de sindrome de
Lynch en base a los criterios de Amsterdam, la identifi-
cacion de la proteina faltante a través de las pruebas de
inmunohistoquimica permite limitar los subsecuentes
estudios de secuenciacion al gen correspondiente. Esta
circunstancia se present6 en 11 de 16 casos (68.5%) de
la presente serie. El Unico caso donde hubo una falta de
expresion de ambas proteinas, asumimos que la muta-
cién germinal se halla en el gen MSH2 ya que la
metilacién del mismo no ha sido reportada. En el caso
de los pacientes con CCR esporadico, las implicancias
son todavia mayores, ya que pueden identificarse muta-
ciones heredables que de otra manera pueden pasar in-
advertidas. En el presente trabajo, identificamos 7 casos
(que representan casi un tercio de la serie) donde hubo
una falta de expresion normal. Si bien esto puede deber-
se en parte a la inactivacion por hipermetilacion del pro-
motor del gen MLH1, algunos pacientes podrian ser por-
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tadores de mutaciones germinales (especialmente en los
2 casos en que la falta de expresion correspondio a la
proteina MSH2). En consecuencia, el manejo de estos
pacientes y sus familiares se ve modificado ya que, in-
dependientemente de los antecedentes familiares, las
recomendaciones de prevencion y seguimiento deben
ser similares a aquellos con criterios de Amsterdam. En
estos casos, debe proveerse un asesoramiento genético
en el marco de un registro multidisciplinario en donde se
informe sobre los riesgos oncolégicos individuales y fa-
miliares, y se discutan las ventajas y desventajas de las
pruebas genéticas*> ¢ 17, En una reciente evaluacion de
nuestra experiencia, la totalidad de las personas consi-
deraron que el asesoramiento fue de utilidad y se sintie-
ron satisfechos por la forma en que se les brind6 la infor-
macion. Todas las personas calificaron a la sesién como
atil o muy util y refirieron que se sentian mejor luego de
la misma. Solo 2 de los 34 participantes tuvieron alguin
grado de duda sobre la confidencialidad de la informa-
cion.

En conclusion, el andlisis inmunohistoquimico de las
proteinas MLH1 y MSH2 fue altamente sensible y espe-
cifico para detectar inestabilidad microsatelital y permi-
ti6 identificar en un 45% de los casos, la proteina altera-
da. El indice de falta de expresion inmunohistoquimica,
detectado entre los casos esporadicos diagnosticados
antes de los 50 afios, tiene importantes implicancias in-
dividuales y familiares que justifican su implementacion
sistematica en este grupo de pacientes.
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The Moving Finger writes, and having writ,
Moves on: nor all your Piety nor Wit

Shall lure it back to cancel half a Line,
Nor all your Tears wash out a Word of it.

El Dedo Movedizo escribe, y habiendo escrito,
Sigue adelante: ni su Piedad ni su Sabiduria

Podréan atraerlo de vuelta para cancelar media Linea,
Ni podran sus Lagrimas borrar una sola Palabra.

Edward FitzGerald (1809-1883)

The Rubaiyat of Omar Khayyam



