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RESUMEN

Introduccién: La deteccion de la inestabilidad microsatelital por
inmunohistoquimica, tiene importantes implicaciones clinicas; la prediccién de la
respuesta a la quimioterapia, la posibilidad de utilizar agentes de inmunoterapia y
como tamizaje del sindrome de Lynch.

Objetivo: Proponer un algoritmo diagndéstico histomolecular basado en las
caracteristicas del adenocarcinoma de colon y la afectacién de las proteinas del
sistema reparador de errores del ADN.

Métodos: Se realizé un estudio descriptivo transversal en el Departamento de
Anatomia Patolégica en el Hospital Docente Clinico Quirdrgico Hermanos
Ameijeiras durante el periodo de 2022-2023. Se evalu6 por técnica
inmunohistoquimica la expresion de las proteinas (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) en
48 casos con adenocarcinoma de colon. Entre las variables analizadas se
incluyeron, ademas, las variables demograficas y las anatomopatoldgicas.
Resultados: Se encontraron diferencias significativas relacionadas con la
inestabilidad microsatelital con la ubicacion del tumor en colon derecho (p = 0,010)
y grado de diferenciacion moderado (p = 0,040). En contraste, el tipo histoldgico y el
infiltrado linfocitario parecen no estar relacionados con la presencia o no de la
inestabilidad, no obstante, la angioinvasién (p = 0,030) emerge como un parametro
qgue muestra una asociacion significativa.
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Conclusiones: La implementacion de un algoritmo diagnéstico basado en
inmunohistoquimica para la deteccion de la inestabilidad microsatelital en
pacientes con adenocarcinoma de colon permite discernir significativamente
aquellos pacientes con cancer de colon esporadico de los hereditarios (sindrome de
Lynch) y, de esta forma, guiar la seleccion de la terapéutica adecuada.

Palabras clave: inestabilidad microsatelital; inmunohistoquimica; colon; Cuba.

ABSTRACT

Introduction: The detection of microsatellite instability by immunohistochemistry
has important clinical implications: the prediction of response to chemotherapy, the
possibility of using immunotherapy agents, and as a screening tool for Lynch
syndrome.

Objective: To propose a histomolecular diagnostic algorithm based on the
characteristics of colon adenocarcinoma and the involvement of DNA mismatch
repair system proteins.

Methods: A cross-sectional descriptive study was conducted in the Department of
Pathology at Hermanos Ameijeiras Clinical-Surgical Teaching Hospital during the
2022-2023 period. Protein expression (MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2) was
evaluated using immunohistochemistry in 48 cases of colon adenocarcinoma. The
variables analyzed included demographic and pathological variables.

Results: Significant differences were found related to microsatellite instability,
tumor location in the right colon (p = 0.010), and moderate degree of differentiation
(p = 0.040). In contrast, histological type and lymphocytic infiltrate appear to be
unrelated to the presence or absence of instability. However, angioinvasion (p =
0.030) emerged as a parameter that showed a significant association.

Conclusions: The implementation of an immunohistochemistry-based diagnostic
algorithm for the detection of microsatellite instability in patients with colon
adenocarcinoma significantly differentiates patients with sporadic colon cancer
from hereditary colon cancer (Lynch syndrome) and thus guides the selection of
appropriate therapy.
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Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es la segunda causa de muerte en mujeres (después del
cancer de mama) y la tercera causa en hombres (después de cancer de pulmén y
prostata).’) Su incidencia en el afio 2020 fue de 1,9 millones de casos, con
aproximadamente 935 000 muertes, por lo que se considera dentro de los 10 tipos
de cancer con mas muertes en el mundo.®

El adenocarcinoma (ADC) de colon es el proceso maligno mas frecuente del tubo
digestivo, la secuencia clasica de adenomacarcinoma es responsable de hasta el
80 % de los tumores de colon esporadicos.® En Cuba, los tumores malignos son la
principal causa de muerte en cualquier edad, y después de los 65 afios constituyen
la segunda causa de muerte, precedido por las cardiopatias. Segun el Anuario de
Estadistica de 2019, actualizado con datos del Registro Nacional de Cancer, en
Cuba, en el ano 2019 murieron por cancer en el intestino, sin incluir el recto, 2 314
personas, y por tumores del recto, de la porcién recto sigmoidea 370 personas.®

En general, hay tres principales vias moleculares que subyacen al desarrollo de
CCR: via de inestabilidad cromosémica (INC), via de inestabilidad microsatelital
(IMS) y via del fenotipo metilador de las islas CpG (CIMP). La via de la IMS ocupa el
segundo lugar en frecuencia.®

Los microsatélites son repeticiones cortas en tandem de ADN compuestas por1a 6
pares de bases 0 mas, y se encuentran distribuidos a lo largo del genoma humano;
son susceptibles a desarrollar mutaciones debido a que se repiten de forma
frecuente.®

Las alteraciones capaces de producir inestabilidad microsatelital son las que
ocurren en la via de reparacion de errores del apareamiento (MMR) en el ADN, en el
cual participan las proteinas codificadas por los genes MLH1, MSH2, MSH6 o
PMS2.©)

Entre 70 % y 80 % de los CCR son esporadicos, los restantes tienen un componente
hereditario. En la etiologia de ambos subtipos esta presente la inestabilidad
microsatelital, esta via ocupa del 10- 15 % de todos los CCR.(") El prototipo de CCR
hereditario es el sindrome de Lynch.®

La presencia de IMS se puede determinar por la inmunohistoquimica (IHQ), la cual
evalua la presencia o ausencia de la expresion de las proteinas codificadas por los
genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2.(” Algunos estudios refuerzan la hipétesis de
que los tumores que presentan IMS tienen una mayor respuesta al bloqueo de PD-
L1.®

Los pacientes en estadio Il con CCR que presentan IMS suelen tener mejor
prondstico que los tumores estables en el mismo estadio y no se benefician de la
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terapia adyuvante con 5- fluoracilo, en cambio pueden beneficiarse del bloqueo de
puntos de control inmunitario.®

Teniendo en cuenta que la identificacion de pacientes con ADC e IMS, tienen
importantes implicaciones clinicas, especialmente en el pronéstico y la prediccion
de la respuesta al tratamiento del CCR, tanto esporadico como hereditario,® en el
Hospital Clinico Quirdrgico Hermanos Ameijeiras se encuentra implementada la
técnica de inmunohistoquimica (IHQ) para la deteccién de las proteinas implicadas
en el desarrollo de mutaciones de IMS.

El presente trabajo tuvo el objetivo de proponer un nuevo algoritmo diagnéstico que
puede ser implementado en el Cuba.

Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, para el cual se recolectaron las
biopsias de pacientes con adenocarcinoma de colon en el periodo comprendido
entre octubre de 2022 a octubre de 2023 en el Departamento de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinico Quirdrgico Hermanos Ameijeiras.

El universo se constituy6 con 67 biopsias de pacientes con diagndéstico de ADC en
pieza quirurgica (hemicolectomia) con estudio IHQ (fig. 1).

Busqueda de informacion en sistema GALEN
de los pacientes con hemicolectomia por
ADC 10/22-10/23
IHQ-MMR realizada en la pieza

!

Base de datos Excel con caracteristicas
orfoldgicas a estudiar y variables demograficas

'

Interpretacion de IHQ,
por patélogos especialistas

'

Caracterizar de manera integrada el CCR
segun las mutaciones en los genes
MMR mediante IHQ y sugerir el seguimiento
diagnéstico de acuerdo al algoritmo

Fig.1- Flujo de trabajo que permitié clasificar molecularmente el ADC a partir de la
determinacién IHQ de las proteinas MMR

(D) ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 S,S.!MEBN Revista Cubana de Medicina. 2025;64:e3739

Se tuvo en cuenta para los criterios de inclusién, aquellos pacientes con
diagndstico de ADC en los que se haya realizado tinciéon IHQ para las proteinas de
los genes reparadores del ADN en la pieza quirdrgica. Se excluyeron piezas
quirdrgicas con defectos en procesamiento preanalitico, con técnicas de mala
fijaciéon. Por lo que finalmente, la muestra qued6é conformada por 48 casos que
cumplieron con los criterios de seleccién analizados.

Variables demograficas y anatomopatoldgicas:

— Sexo y edad: para realizar el andlisis de asociacion se decidié dicotomizar la
variable en 2 grupos, teniendo en consideracion la mediana de la edad.

— Localizaciéon: segun la ubicaciéon de la anatomia del tumor en el colon en
relacion con el angulo esplénico.

— Tipo histoldgico: diferentes variedades del ADC.

— Grado de diferenciacion: grado de formacién glandular.

— Infiltrado linfocitario peritumoral e intratumoral: se evalué la cantidad de
infiltrado linfocitario que acompafia al tumor.

— Angioinvasion: se evalué la presencia de las células tumorales en los vasos
con un recubrimiento endotelial, ain en ausencia de la capa muscular.

— Proteinas de reparacion de errores del emparejamiento del ADN: se observo
la presencia de dichas proteinas de acuerdo a la técnica
inmunohistoquimica de las 4 proteinas de los genes de reparacién de
errores (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2).

Deteccion de las proteinas MMR: |a presencia o ausencia de las proteinas nucleares
del sistema MMR se detectaron mediante inmunohistoquimica con el empleo de los
anticuerpos de ventana Medical Systems; anticuerpo: ventana (Benchmark Ultra,
Roche) segun las orientaciones del fabricante."?

La técnica empleé como control interno el tejido glandular no neoplasico
adyacente, presente en la muestra (tejido colénico normal, células inflamatorias).
La expresion nuclear de todas las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 es un
indicador de que el sistema de reparacion esta intacto (eficiente) y se reporté como
"expresion conservada” (estabilidad microsatelital).12131419

La ausencia de expresion nuclear de alguno de los marcadores en el tejido tumoral,
en presencia de tincion retenida en el tejido no tumoral adyacente, permite
clasificar al adenocarcinoma como con un sistema de reparaciéon deficiente,
reportandose como “perdida de expresion”, por tanto es un indicativo de
inestabilidad microsatelital (IMS); en caso de ausencia de tincion nuclear en el
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tejido tumoral y el control interno adyacente, se clasifica como “no
evaluable".“1’12’13'14'15)

En el analisis estadistico las variables cuantitativas; se presentan con la media,
mediana y la desviacién tipica, y las cualitativas segun su distribucion de
frecuencias, mediante la prueba de ji al cuadrado de Pearson, se han analizado la
asociacion de las variables cualitativas.

Cuando mas del 20 % de las celdas en una tabla de contingencia presentan
frecuencias esperadas menores a 5, se utilizo el fest exacto de Fisher para variables
dicotomicas y el test de razén de verosimilitud para variables con mas de dos
categorias, en lugar de la prueba de ji al cuadrado de Pearson.

Los datos han sido analizados con el programa estadistico Statistical Package
Social Science (SPSS) version 24.0. Aquellos valores de p < 0,05 han sido
considerados estadisticamente significativos.

En cuanto a las consideraciones éticas las fuentes de datos se manejaron de
acuerdo con los principios basicos de ética médica expuesta en la Declaracion de
Helsinki'® y los datos obtenidos solo se utilizaron con fines académicos.

Resultados
La inmunohistoquimica en la poblaciéon de estudio el 79,2 % de los casos (38
pacientes) se observd una expresion retenida de las 4 proteinas nucleares,
clasificAndose como ADC con estabilidad microsatelital. El 20,8 % de los casos (10
pacientes) evidencio la perdida de la expresién de alguna de las proteinas del MMR,
con respecto al total de los 48 pacientes.

Relacién inmunohistoquimica de las proteinas reparadoras del ADN con

distintas variables clinicopatoldgicas

De acuerdo en el estudio 48 pacientes, el (52,1 %) pertenecen al sexo masculino; el
(54,2 %) con una edad menor de 68 afos. Las lesiones se ubican con mayor
frecuencia en el lado derecho (52,1 %). El (68,8 %) posee un grado de diferenciacion
moderado, (64,6 %) muestra un tipo histolégico convencional.

El (54,2 %) no posee infiltrado linfocitario y el (81,3 %) describe angioinvasién; no se
observaron diferencias significativas asociadas al sexo con la presencia de
inestabilidad microsatelital, especificamente, 5 individuos de cada sexo
presentaron afectacion del sistema MMR. Aunque la mayoria de los pacientes
estudiados tenian 68 afnos o menos, la edad no mostré una asociacion significativa
con la presencia o no de IMS.
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Sin embargo, se encontraron diferencias significativas relacionadas con Ia
ubicacioén del tumor y el grado de diferenciacion en cuanto a la presencia de IMS,
particularmente para los tumores localizados en el colon derecho (p = 0,010) y
aquellos moderadamente diferenciados (p = 0,040). En contraste, el tipo histoldgico
y la presencia de infiltrado linfocitario parecen no estar relacionados con la
presencia o no de IMS. No obstante, la angioinvasién (p = 0,030) emerge como un
parametro que muestra una asociacion significativa con la IMS (tabla 1).

Tabla 1- Andlisis de la inestabilidad microsatelital (IMS) segun las variables seleccionadas

Variables seleccionadas Inestabilidad microsatelital Total p*
Si No
n.° (%) n.° (%) n.° (%)
Sexo F 5 (50,0) 18 (47,4) 23 (47,9) 1,000°
M 5 (50,0) 20 (52,6) 25 (52,1)
Grupos de edad <68 3(30,0) 23 (60,5) 26 (54,2) 0,083°
> 68 7(70,0) 15 (39,5) 22 (45,8)
Ubicacion Derecho 9(90,0) 16 (42,1) 25 (52,1) 0,010°
Izquierdo 1(10,0) 22 (57,9) 23 (47,9)
Grado de Bien 3(30,0) 9(23,7) 12 (25,0) 0,040°
diferenciacion Moderado 4 (40,0) 29 (76,3) 33 (68,9)
Pobremente 3(30,0) 0(0,0) 3(6,3)
Tipo histolégico Convencional 5(50,0) 26 (68,4) 31 (64,6) 0,371°
Mucinoso 4 (40,0) 6 (15,8) 10 (20,8)
Papilar 1(10,0) 6 (15,8) 7(14,6)
Infiltrado linfocitario No 7 (70,0) 19 (50,0) 26 (54,2) 0,252°
Si 3(30,0) 19 (50,0) 22 (45,8)
Angioinvasion No 0(0,0) 9(23,7) 9(18,8) 0,030°
Si 10 (100,0) 29 (76,3) 39 (81,3)

2Test exacto de Fisher. ° Test Razén de verosimilitud. "Prueba de ji al cuadrado ().
Para realizar la prueba de (x?) los valores que toman los niveles de |as variables deben cumplir una serie de condiciones
numéricas; como norma general; mas del 20 % de los valores esperados son menores que 5, por lo que se ha utilizado el
test exacto de Fisher o el testde razén de verosimilitud segun corresponda.

A partir de los resultados obtenido en el estudio, y teniendo en cuenta los recursos
actuales disponibles en los Servicios de Anatomia Patoldgica en los hospitales del
pais y en el Hospital Hermanos Ameijeiras, asi como la bibliografia consultada, se
propone un nuevo algoritmo diagndstico para la deteccién oportuna en primera
instancia de la inestabilidad de microsatélites en los pacientes con reciente
diagndstico de ADC de colon (fig. 2).
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Fig. 2- Propuesta de algoritmo diagnéstico MMR.

Discusién
A nivel mundial, el ADC constituye parte de un problema de salud, ya que es una de
las neoplasias mas frecuentes en los paises desarrollados y la segunda causa de
muerte por cancer.!” En el presente estudio, la frecuencia de tumores colorrectales
con inestabilidad de microsatélites fue del 20,8 %, lo cual se acerca al rango
reportado por Kawakami y otros.'® En los Estados Unidos de América, estas
alteraciones en los tumores con IMS representan el 15 % de todos los casos de
ADC. Los estudios publicados en la literatura muestran una frecuencia variable de
tumores con pérdida de expresion de las proteinas reparadoras, del 5 al 25 %.(1%20:21)
Al evaluar las proteinas MMR deficientes, se observé igualdad de afectacion en
ambos sexos, 50 % y 50 %; existe evidencia acerca de que la IMS es mas frecuente
en el sexo femenino.?? En cuanto a la edad, se observé una mayor afectacion de
las proteinas MMR en un 50 % para el grupo de 70-79 anos, seguido por el grupo de
60- 69 anos y 80, y mas con un 20 % cada grupo; lo que es bastante similar a lo
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publicado por Murillo y otros.!'” reportan que la IMS se incrementa con la edad, el
4,9 % de las edades comprendidas entre 41 a 50 afos y el 24 % entre 71 a 80 afos.
Se encontraron diferencias significativas en la incidencia de IMS entre los tumores
que se ubicaban en colon derecho (p = 0,010), lo cual concuerda con lo publicado
por Baracaldo y otros.”” En los Estados unidos de América, resaltan que en un
analisis multivariado el tumor en colon derecho es un predictor con significado
estadistico de IMS. Por otro lado, Murillo y otros'” en un trabajo con 607 ADC e
IMS publicaron que el 92 % correspondieron a tipo adenocarcinoma, lo cual muestra
datos cercanos a los hallazgos de nuestro estudio, ya que el 50 % fueron del tipo
histolégico adenocarcinoma convencional, seguido de un 40 % del subtipo
mucinoso.

El analisis revel6 diferencias significativas en la frecuencia de IMS segun el grado
de diferenciacion de los adenocarcinomas colorrectales. Estos hallazgos estan en
consonancia con los resultados reportados por Murillo y otros'’, quienes también
encontraron una asociacion entre el grado moderadamente diferenciado e IMS.
Esta observacion sugiere que el grado de diferenciacién tumoral puede influir en la
aparicion de IMS, posiblemente debido a diferencias en la biologia molecular y el
comportamiento clinico de los tumores.

@3 huestra investigacion también se
centré6 en explorar las caracteristicas histopatoldgicas asociadas con IMS en

En linea con los hallazgos de Hildebran y otros

adenocarcinomas colorrectales; sin embargo, se observé discrepancias
significativas en nuestros resultados en comparacion con los informados por estos
autores. ldentificaron que la pobre diferenciacion, junto con los subtipos
histolégicos de ADC en anillo de sello, medular y mucinoso, fueron predictores
significativos de afectacion en las proteinas reparadoras de desajustes del ADN.
Estos hallazgos se alinean con las directrices de Bethesda, que estos autores
revisaron en su estudio, lo cual seleccionaron a una poblacién de acuerdo a las
caracteristicas histolégicas senaladas por dichas directrices, que son
exclusivamente para detectar pacientes con sindrome de Lynch, tomando estas
caracteristicas como "histologia de IMS" en pacientes menores de 60 anos.

En contraste, en nuestro estudio, llevamos a cabo el analisis de todas las piezas
quirdrgicas con ADC obtenidas durante el periodo de estudio, sin tener en cuenta
las directrices de Bethesda; nuestro objetivo fue realizar una pesquisa general de
IMS en lugar de centrarnos unicamente en tumores con caracteristicas histoldgicas
sugestivas del Sindrome de Lynch.

Al analizar la variable de invasion vascular en nuestra muestra, observamos que los
10 casos con IMS presentaban permeacion vascular, lo que sugiere una asociacion
significativa entre IMS vy la invasién vascular (p = 0,030); sin embargo, de estos
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casos, solo 2 mostraron metdastasis a ganglios linfaticos regionales. Este patron
sugiere, un posible mejor prondstico para los pacientes con IMS, en contraposicion
a la asociacion tradicionalmente establecida entre la invasion vascular y un peor
resultado clinico.!”

Propuesta de algoritmo diagnéstico MMR
Desde el afio 2012, Carbonell y otros®” compararon el rendimiento de las dos
estrategias en relacion con la deteccion de pacientes con SL; en primer lugar el
cribado universal con IHQ, contra la seleccién de pacientes por criterios de
Bethesda; ellos reportaron que la estrategia universal proporciona una mejor
sensibilidad, y concluyen que se debe recomendar la detecciéon universal para
mejorar la deteccion de pacientes.

De acuerdo a los recursos con los que cuenta el pais de Cuba actualmente, se
recomienda la seleccion de un porcentaje considerable de pacientes con ADC, que
presenten las caracteristicas que se asocian a IMS de acuerdo al estudio (colon
derecho, grado moderadamente diferenciado y presencia de angioinvasion), para
realizar el marcaje IHQ.

Por otro lado, se sugiere el estudio del ADC en colon izquierdo cuando cumpla con
algunas de las caracteristicas morfoldgicas de los criterios revisados de Bethesda,
(linfocitos intratumorales y peritumorales, reaccion linfocitica similar a Crohn,
diferenciacion mucinosa o en anillo de sello y patrén de crecimiento medular),
como se realizé desde el 2004 en diferentes estudios.®*?%

Sugerimos llevar a cabo el estudio IHQ-MMR en el tejido tumoral de las biopsias
endoscopicas en el momento de realizar el diagnéstico histolégico del cancer."® En
la revision sistematica ESMO 2019 Luchini y otros®® mencionan las ventajas de
realizar IHQ en la biopsia endoscépica como; mejor grado de fijacion y tejido
tumoral sin tratamiento previo. La mayoria de los casos con deficiencia
MLH1/PMS2 representan tumores esporadicos secundarios a hipermetilacion del
promotor de MLH1 somatico (12 %), corresponden menos casos al sindrome de
Lynch, debido a la mutacion en la linea germinal MLH1 o la hipermetilacién
constitucional del promotor MLH1 (< 1 %).%"

Por lo tanto, el analisis de hipermetilacion del promotor MLH1 es una prueba
eficiente en el tiempo, y el costo para detectar pacientes con tumores esporadicos
que no necesitan pruebas adicionales.?® Cabe destacar que mas de dos tercios de
los tumores con MMR deficiente (MLH1) tienen mutacién BRAF y es mas probable
que sean tumores esporadicos, ya que dicha mutacién no esta asociada al
sindrome de Lynch.®
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Muchos laboratorios utilizan el analisis mutacional BRAF en lugar de la prueba de
metilacion del promotor de MLH1 para detectar tumores MLH1/PMS2
deficientes.? La ausencia de mutaciones en BRAF en el tumor esta asociado con
formas hereditarias de ADC, en primer lugar con sindrome de Lynch.®

En Cuba, solo en instituciones que tienen implementada la tecnologia para realizar
la IHQ es posible analizar la expresion del MMR, sin embargo, teniendo en cuenta
los hallazgos anatomopatoldgicos evidenciados, los cuales se basan en el empleo
de las técnicas clasicas de hematoxilina eosina, y que el Departamento de
Anatomia Patolégica del Hospital Hermanos Ameijeiras brinda el servicio a todo los
hospitales del pais a través del Centro Nacional de Referencia , se propone en el
presente trabajo la implementacion de un algoritmo en el cual los patélogos de todo
el pais pudieran utilizar la IHQ para el mejor diagndsticos de aquellos individuos
que padecen ADC.

Se concluye que un algoritmo diagndstico propuesto, basado en IHQ para la
deteccion de IMS en pacientes con ADC, pudiera mejorar significativamente la
clasificacion de los ADC asi como guiar la seleccién de la terapéutica adecuada.
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