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El cancer colorrectal es la segunda enfermedad maligna diagnosticada mas frecuentemente, y constituye la
segunda causa mas comin de muerte por cancer en el mundo occidental. Segun la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica entre el 65-85% de los tumores son de origen esporadico, en el 10-30% existe una agre-
gacion familiar. Dentro de los sindromes hereditarios esta la Poliposis Familiar Adenomatosa (FAP) que repre-
senta aproximadamente el 1% y el Cancer Colorrectal Hereditario no Polipésico (HNPCC) que representa entre
el 1-5%, segln los diferentes estudios hechos en distintas poblaciones ya que parece ser que hay diferentes
frecuencias dependientes de la localizacion geografica. La causa de esta variacion no esta clara pero podria
explicarse por la diferente expresion fenotipica de las mutaciones en los genes implicados o bien por las inte-
racciones entre el genotipo y los factores medioambientales. Las frecuencias espafiolas no se conocen por el
momento.

SINDROMES GENETICOS HEREDITARIOS

Se han identificado alteraciones genéticas para los dos sindromes de caréacter hereditario mas importantes del
cancer colorrectal, a saber, la poliposis familiar adenomatosa (FAP) y el cancer colorrectal no polipésico here-
ditario (HNPCC). Ambos sindromes son considerados como enfermedades genéticas con herencia autosémica
dominante. El gen responsable de la FAP es el gen APC y se ha visto que el 80% de las familias con FAP tie-
nen mutaciones en este gen. En el sindrome HNPCC estan implicados varios genes, el MLH1, MSH2, MSHS,
PMS1 y PMS2, estos genes estan implicados en los mecanismos de reparacion del ADN y se conocen como
MMR. El 50% de las familias con este sindrome tienen mutaciones en estos genes y las mutaciones estéan loca-
lizadas mayoritariamente en los genes MLH1 y MSH2. Las mutaciones encontradas en el resto de los genes
reparadores representan solo el 1% del total de las mutaciones encontradas. Otros genes como MSH3 y MLH3
se ha visto que son genes secundarios en el proceso del HNPCC.

Modelo Molecular de la carcinogénesis colorrectal

El cancer colorrectal puede inducirse a través de dos vias moleculares, la via supresora y la via mutadora (Fig.
1). Cada via presenta una inestabilidad genémica caracteristica. A la via supresora, le acompafia una inesta-
bilidad cromosoémica que va acompafiada de mutaciones en oncogenes, genes supresores y pérdidas de hete-
rozigosidad (LOH) en muchos locus cromosomicos, pertenecen a esta via el 85% de los tumores esporadicos.
La via mutadora se caracteriza por una inestabilidad a microsatélites, perteneciendo a esta via la mayoria de
los tumores HNPCC y un 15% de los tumores esporadicos. La inestabilidad a microsatélites se vio que era una
consecuencia de mutaciones en otros genes necesarios para mantener la fidelidad de replicacion del ADN, es
decir los genes implicados en el mecanismo de reparacion. El por qué un 15% de los tumores colorrectales
esporadicos tienen inestabilidad a microsatélites no se conoce hasta el momento. Sin embargo en los tumo-
res HNPCC, las mutaciones en los genes MLH1, MSH2 principalmente son las responsables de la inestabilidad
a microsatélites en los tumores de estos pacientes. Tanto una via como otra son muy similares, ya que las
dos siguen la teoria de knudson y es que para que se manifieste el cancer deben estar mutados los dos ale-
los del mismo gen. Por lo tanto el fenotipo mutador de microsatélites tiene una predisposicion hereditaria,
relacionandose este como la manifestacion molecular del sindrome de cancer de colon hereditario no polip6-
sico (HNPCC), y se utiliza hoy en dia como criterio diagndstico y de seleccion para el estudio de mutaciones
en los genes reparadores en el HNPCC. El fenotipo mutador de microsatélites se va manifestando poco a poco
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Figura 1
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en un proceso en el que se va ejecutando la inactivacion sucesiva de genes mutadores. Esto se debe a la exis-

tencia de secuencias repetitivas en la zona codificante de otros genes mutadores como MSH6 y MSH3. Por
ejemplo una mutacién en MLH1 genera un nivel de inestabilidad que conduce a mutaciones secundarias en

MSH3 o en MSH6.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL CANCER DE COLON HEREDITARIO EN LA CLINICA
El conocimiento de las bases hereditarias del cancer colorrectal familiar tiene importantes implicaciones para o0l o
los pacientes. Aunque algunos de los genes implicados son conocidos, el desarrollo de métodos fiables para {8
detectar mutaciones germinales en estos genes no es fécil, ya que por un lado son genes muy grandes como i

el APC y por otro las mutaciones estan repartidas por todo el genoma, con lo cual hay que estudiar los genes

completos.

Lo primero que se debe hacer es un buen diagnéstico clinico y una seleccion correcta de las familias. Este se
debe llevar a cabo en una consulta de consejo genético, en la cual se recopilaran la historia y todos los infor-

mes clinicos de los pacientes.

La poliposis familiar adenomatosa se caracteriza por la presencia de miles de pélipos, pero también hay for-
mas mas atenuadas en las cuales la cantidad de pélipos es menor. El gen implicado es el APC. La mayoria de
las mutaciones en este gen producen un truncamiento de la proteina, con lo cual el estudio de este gen se
podria llevar a cabo por la técnica de truncamiento de proteina (PTT), en la cuél la presencia de una protei-
na de menor tamafio nos indicaria que existe una alteracion.

La seleccion de las familias con sindrome HNPCC se debe llevar a cabo siguiendo los criterios de Amsterdam,
Amsterdam modificado y los guias de Bethesda. Estas guias tienen unos criterios mucho mas amplios, pero
debido a que en el sindrome HNPCC una de las caracteristicas de los tumores de los pacientes es la presen-
cia de inestabilidad a microsatélites, se puede usar esta prueba como cribaje para seleccionar que pacientes
son susceptibles de tener una mutacion en los genes reparadores. Por otro lado recientemente se han publi-
cado estudios de la expresion de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, como método de seleccidn para
estudiar las alteraciones genéticas. Esto afiade una segunda aproximacién molecular que nos indica que gen

debemos estudiar primero.
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A la vista de los resultados publicados la estrategia a seguir seria:

1. Seleccidn de las familias por criterios clinicos.

Esta seleccion se lleva a cabo en la consulta de Consejo Genético. Previamente se cita al caso indice intere-
sado en el estudio y se lleva a cabo una entrevista donde se hace el arbol familiar y se le informa en que
consiste el estudio, implicaciones y consecuencias. Una vez que el paciente decide seguir adelante, firma un
consentimiento informado y se procede a la extraccion de un tubo con 10 ml de sangre recogida con EDTA, y
se manda al laboratorio para el estudio de los genes implicados.

2. Estudio de la inestabilidad a microsatélites

Se estudian los 5 microsatélites consenso de Bethesda (BAT25, BAT26, D25123, D5S346 y D175250) y se con-
sideran tumores altamente inestables aquellos que presentan inestabilidad al menos en dos locus , en caso
de no poderse llevar a cabo el estudio de los 5 microsatélites por no disponer de ADN normal del paciente y
s6lo tener tumor, se podria hacer BAT26 sélo en el tumor, ya que es un microsatélites cuasi monomorfico, y
hay varios trabajos que validan su estudio Unico y que consideran que el ser inestable a este microsatélite se
puede considerar la muestra como de alta inestabilidad (Fig. 2).

Figura 2: | g
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3. Estudio de la expresion de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 por inmunohistoquimica

Los resultados obtenidos en este estudio nos indicarian que gen deberiamos estudiar primero, y en el caso
de encontrar una alteracion en el gen indicado supondria la no necesidad de estudiar los otros genes repa-
radores (Fig. 3).

4. Estudio de las mutaciones o variantes en los genes reparadores

Este estudio se debe llevar a cabo en todas las familias seleccionadas por los criterios de Amsterdam,
Amsterdam modificado o por las guias de Bethesda que presenten alta inestabilidad a microsatélites en los
tumores, y se empezara a estudiar el gen en el cudl la proteina no se exprese en el tumor.

Estudio de familias HNPCC Ilevado a cabo en el Laboratorio de Oncologia Molecular del Servicio de Oncologia
Médica del Hospital Clinico San Carlos.

Se han estudiado las mutaciones en MLH1, MSH2 y MSH6 en 71 probandos procedentes de 71 familias selec-
cionadas por la consulta de Consejo Genético de nuestro hospital. Las familias fueron clasificadas por los cri-
terios clinicos resultando 31 familias con criterios de Amsterdam, 7 familias Amsterdam modificado, 20 fami-
lias Bethesda y 17 familias que no cumplian ninguno de los criterios anteriores pero en las que habia una
agregacion de cancer colorrectal y que se denominaron como asociacion familiar de cancer colorrectal. El
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Figura 3

estudio de mutaciones en los genes reparadores dio un 53% en familias de Amsterdam Iy Il un 27% en fami-
lias con criterios de Bethesda. La Figura 4 muestra un ejemplo del estudio genético en una familia.

El estudio de inestabilidad a microsatélites llevado a cabo en todos los pacientes en los que se pudo obtener
pieza tumoral, dio como resultado que el 80% de las familias de Amsterdam, el 60% de Amsterdam modifica-
do y el 50% de las seleccionadas por criterios de Bethesda, tienen tumores con alta inestabilidad. Sin embar-
go todos los tumores del grupo de asociacion familiar no presentaron inestabilidad a microsatélites.
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Recientemente se ha llevado a cabo un estudio de la expresion de las proteinas MLH1, MSH2 y MSH6 por
inmunohistoquimica (Fig. 3). Este estudio se ha llevado a cabo en 44 pacientes de los que se pudo con-
seguir bloque de parafina de los tumores. Estos pacientes habian sido estudiados previamente para la
inestabilidad a microsatélites y para las mutaciones en los genes reparadores MLH1, MSH2, y MSH6. La
idea del trabajo fue comparar la eficacia de los dos estudios la inmunohistoquimica y la inestabilidad
para seleccionar pacientes de alto riesgo de ser portadores de una mutacion, la (tabla 1) nos muestra la
sensibilidad y la especificidad de ambas técnicas para predecir una mutacion. La concordancia entre
ambas fue del 75%, pero como podemos ver, el estudio de inestabilidad es mas sensible pero menos
especifico que el estudio de expresion de las proteinas. Desde un punto de vista clinico se optaria por
hacer primero el estudio de inestabilidad y en segundo lugar en todos los pacientes con alta inestabili-
dad hacer el estudio de expresion de las proteinas, con el fin de dirigir el estudio genético hacia un
determinado gen.

5. Cita en la consulta de Consejo genético para comunicar y entregar un informe con el resultado.

Si el resultado es positivo se debe extender el analisis a otros miembros de la familia. En el caso de que sea
negativo, persiste el riesgo de una mutacion familiar no identificada. También se debe proponer en la con-
sulta de Consejo Genético el seguimiento y la profilaxis. Las ventajas e inconvenientes del test genético estan
mostradas en la Fig. 5.
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