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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: La inestabilidad de microsatélites derivada del fallo en la reparacion de
los falsos emparejamientos del ADN es la alteracion caracteristica de los tumores de la via muta-
dora o inestables (MSI). Tales casos parecen presentar diferencias desde el punto de vista clini-
copatolégico con los tumores de la via supresora o estables (MSS). Los tumores con alto grado
de inestabilidad (MSI-H) parecen constituir una nueva entidad de tumores con diferencias en
determinadas caracteristicas anatomopatolégicas y clinicas con respecto a los tumores estables
(MSS) e inestables de bajo grado (MSI-L). En el presente estudio se valora la posible asociacion
entre el alto grado de inestabilidad de microsatélites con la localizacion, contenido mucinoso,
grado de diferenciacion, estadio, asi como el intervalo libre de enfermedad y supervivencia.
PAcCIENTES Y METODO: Se clasifica a 117 pacientes con cancer de colon esporadico en las pobla-
ciones MSS/MSI-L y MSI-H (siguiendo las recomendaciones del National Cancer Institute) me-
diante reaccién en cadena de la polimerasa y electroforesis de 7 microsatélites.

ResuLTADOS: Los tumores MSI-H tendieron a localizarse en el colon derecho (p = 0,022) y a pre-
sentar contenido mucinoso (p = 0,04). El conjunto de pacientes MSI-H de estadios Il y Il no pre-
sent6 intervalos libres de enfermedad ni periodos de supervivencia mas prolongados (p = 0,54, p
= 0,37, respectivamente). Los tumores MSI-H de estadio Il presentaron periodos de supervivencia
mas prolongados que los tumores MSS/MSI-L (p = 0,027). No observamos diferencias en la res-
puesta a quimioterapia con 5-fluorouracilo y leucovorin entre los grupos MSS/MSI-L y MSI-H (p =
0,38).

ConcLusioNEs: El alto grado de inestabilidad de microsatélites se asocia con determinadas ca-
racteristicas patolégicas, asi como con periodos de supervivencia mas prolongados para los tu-
mores de estadios II.

Palabras clave: Cancer de colon. Repeticiones de microsatélites. Alto grado de inestabilidad.
Genes. Prondstico. Intervalo libre de enfermedad.

Association between microsatellite instability and clinico-pathological
characteristics in sporadic colon cancer

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Currently, colon cancer is a leading cause of cancer death world-
wide. It progresses according to three molecular pathways, named suppressor, mutador and
methylator. Microsatellite instability is a hallmark of the lack of reparation, of DNA mismatches
and it characterizes a subset of colon tumors (unstable tumors, MSI). MSI-H patients (high de-
gree of microsatellite instability) seem to share clinico-pathological differences with MSS (mi-
crosatellite stable) and MSI-L (low degree of microsatellite instability) patients. In this study,
associations between high degree of microsatellite instability and pathological (location, muci-
nous content, differentiation grade, stages T3NO, stages Il and Ill) and clinical features (res-
ponse to chemotherapy, disease-free survival and overall survival) were evaluated.

PATIENTS AND METHOD: 117 patients with sporadic colon cancer were classified into two popula-
tions (MSS/MSI-L and MSI-H) by using PCR and electrophoresis of seven microsatellites, ac-
cording to the National Cancer Institute recommendations.

ResuLTs: MSI-H tumors tended to be located in the right colon (p = 0.022) and were of muci-
nous histologic type (p = 0.04). No differences in disease-free survival and overall survival bet-
ween group of stage Il and Ill patients with MSS/ MSI-L and corresponding ones with MSI-H
colon cancer were found (p = 0.54, p = 0.37, respectively). Conversely, MSI-H patients with
stage Il colon cancer had a favourable prognosis (p = 0.027). Nevertheless, response to 5-fluo-
rouracil (5-FU) and leucovorin was similar in MSS/ MSI-L and MSI-H groups (p = 0.38).
ConcLusions: MSI-H patients are characterized by certain pathological features; those MSI-H
patients with a stage Il seem to have a better prognosis than MSS/ MSI-L patients.

Key words: Colonic neoplasms. Microsatellite repeats. High degree of genomic instability. Genes.
Prognosis. Disease-free survival.
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Las tasas de incidencia y de mortalidad,
ajustadas a la poblacion mundial, del can-
cer de colon y recto obtenidas en Espafia
en el aflo 2000 son, respectivamente, su-
periores e inferiores a las obtenidas en
los paises de mayor y menor desarrollo!.
En Navarra esta neoplasia constituye el
tercer tipo de tumor mas frecuente en la
poblacién masculina, tras los canceres
de pulmon y proéstata, y el segundo tipo
en la poblaciéon femenina, precedido por
el cancer de mama?.

Los tumores malignos de colon evolucio-
nan, desde el punto de vista molecular,
conforme a 3 modelos de progresion, de-
nominados supresor, mutador y metila-
dor. El modelo supresor, descrito por Fea-
ron y Vogelstein®, estd caracterizado por
etapas de progresion debidas a la inacti-
vacion de genes supresores de tumores,
como el gen p53, y a la activacion de on-
cogenes, como k-ras, que favorecen la
progresion tumoral. Por otro lado, el fallo
del sistema de reparacion de falsos em-
parejamientos introducidos en el ADN por
agentes de origen enddgeno (proceso de
replicacion del ADN, etc.) o exdgeno (ra-
dicales libres de oxigeno, entre otros)
constituye la causa de progresion en los
casos de cancer de colon del modelo mu-
tador, descrito por Yamamoto et al*. Esta
alteracion se debe a las mutaciones e hi-
permetilaciones de promotores de los ge-
nes que codifican para las proteinas de
reparacion, fundamentalmente hMLHI y
hMSHZ, y en menor medida las proteinas
hMSH3, hMSH6, hPMS1 y hPMS2°. Una
de las consecuencias del fallo en la repa-
racion es la inestabilidad de secuencias
nucleotidicas repetitivas distribuidas en
regiones codificantes (exones) y no codifi-
cantes (intrones) del genoma. Los micro-
satélites son marcadores de secuencias
muy conservadas de alto valor informativo
en diversos estudios moleculares®.

La inestabilidad de microsatélites esta pre-
sente en un porcentaje que varia del 55
al 86% de los casos de céancer colorrectal
hereditario no polipésico y en una pro-
porcion del 15 al 20% de los casos de
cancer de colon esporadico’. Esta altera-
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Fig. 1. Esquema del método
utilizado en el anélisis de los
microsatélites. Consiste en
una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), segui-
da de la electroforesis en gel
desnaturalizante y la detec-
cién de bandas mediante
tincion de plata. Al compa-
rar en la parte inferior de la
figura los patrones de los

i -

productos obtenidos desde
el ADN de mucosa normal
(N) y de tumor (T), se ob-
serva a la izquierda un caso
inestable (MSI) con bandas
adicionales en el patrén T y

(%]

(7]

S

un caso estable (MSS) en el
que los patrones N y T son
idénticos (derecha).

cion parece relacionarse con determina-
das caracteristicas anatomopatoldgicas
de los tumores (localizacion, contenido
mucinoso, entre otros), asi como con las
caracteristicas clinicas de los pacientes
(intervalo libre de enfermedad, supervi-
vencia, etc.)8.

Los tumores de colon pueden clasificarse,
en funcién del porcentaje de marcadores
con inestabilidad, en 2 poblaciones, esta-
ble e inestable, seglin el modelo de Gon-
zalez et al®, 0 en 3 poblaciones con distin-
tos grados de inestabilidad (estable,
inestable de bajo grado, inestable de alto
grado), seglin el modelo de Boland et al™®.
En el presente trabajo se clasificé de un
modo exhaustivo a 117 pacientes en fun-
cion del grado de inestabilidad, mediante
técnicas de biologia molecular. Para ello
utilizamos 7 marcadores microsatélites
constituidos por secuencias mono y dinu-
cleotidicas localizadas en distintas regio-
nes del genoma. Nuestro grupo valoré la
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posible asociacion existente entre la pre-
sencia de inestabilidad de microsatélites
y la localizacion, estadios y contenido mu-
cinoso del tumor, asi como el intervalo li-
bre de enfermedad (ILE) de los pacientes
intervenidos de tumores en estadios Il y
[, tiempo libre de progresion (TLP) de
pacientes intervenidos de tumores en es-
tadio IV y la supervivencia de los pacien-
tes. Asimismo valoramos tales asociacio-
nes en los tumores de estadios T;N,,
dado que la valoracion de posibles mar-
cadores de agresividad tumoral en dicho
grupo de pacientes puede ser de gran uti-
lidad clinica.

Pacientes y método

Se incluy6 a 120 pacientes con céncer de colon espo-
radico, intervenidos en el Servicio de Cirugia General
y Digestiva del Hospital de Navarra durante el perfodo
1999-2002; todos los pacientes fueron informados y
firmaron el consentimiento disefiado para el estudio,
que aprobd el Comité Etico del centro. Se excluyé a
los pacientes con cancer de colon familiar hereditario

no polipésico, segln los criterios de Bethesda!!, los
que habian recibido quimioterapia y/o radioterapia
preoperatorias, y los tumores rectales.

El tratamiento con quimioterapia de 5-fluorouracilo
(5-FU) y leucovorin se consider6 en el 35,2, el 41,9y
el 57,1% de los tumores en estadios II, Il y IV, res-
pectivamente. Dicho tratamiento se combiné con iri-
notecan en el 12,9% de los pacientes de estadio Ill y
en el 9,6% de los pacientes con tumores de estadio IV.
Finalmente, la combinacion de 5-FU/leucovorin con
raltitrexed se consider6 en el 1,9 y el 6,5% de los tu-
mores de estadios Il y Ill, respectivamente.

La pieza en fresco se enviaba en menos de 30 min
desde el quiréfano del Hospital de Navarra al Servicio
de Anatomia Patolégica de dicho centro. Siempre
que fuera posible y no interfiriera en el correcto diag-
néstico anatomopatolégico, el patélogo obtuvo una
muestra representativa del tumor con escasa presen-
cia de necrosis y un fragmento de mucosa sana ale-
jada del tumor. Las muestras fueron embebidas en el
criopolimero OCT (Tissue Tek®, Sakura, Holanda),
que hace posible el mantenimiento de la citoarqui-
tectura tisular, y congeladas en nitrégeno liquido para
su posterior conservacion en congeladores de —80 °C
situados en el Centro de Investigacion Biomédica.
Para definir el estadio tumoral se emplearon las clasi-
ficaciones Dukes (modificada de Astler-Coller)'?, el
sistema TNM?3 y el sistema del American Joint Com-
mittee on Cancer (AJCC)!. Dado el tamafio muestral,
se consideraron 2 categorias para la localizacion de
los tumores: tumores del colon derecho (ciego, colon
ascendente y colon transverso) y del colon izquierdo
(colon descendente, sigma). Desde el punto de vista
histolégico se observaron cortes tefiidos de los tumo-
res con hematoxilina y eosina por 2 patélogos que cla-
sificaron los tumores en mucinosos (contenido supe-
rior al 70% de mucopolisacdrido) y no mucinosos.
Segun el grado de diferenciacion se catalogaron como
grado | (mantenimiento de las estructuras glandula-
res), grado Il (mantenimiento del patrén glandular con
acumulacion de células) y grado Ill (pérdida del pa-
trén glandular en més del 70% del &rea tumoral).

Los tumores se clasificaron exhaustivamente segun
las categorfas estable (MSS, microsatellite stability),
inestable de bajo grado (MSI, low microsatellite insta-
bility) e inestable de alto grado (MSI-H, high microsa-
tellite instability) siguiendo los criterios de Boland et
al'®. Para ello se empled una bateria de 7 marcado-
res microsatélites que incluye un marcador mononu-
cleotidico (BAT26) y 6 marcadores dinucleotidicos
(D2S123, D4S2948, D12S95, Mfd 26, D21S415,
D21S1235). Los pacientes se consideran MSI-H
cuando presentan inestabilidad en un porcentaje su-
perior al 40% de los marcadores testados, es decir,
en un numero minimo de 3 marcadores. Los casos
MSI-L son aquellos que presentan inestabilidad en
uno o 2 marcadores analizados, mientras que se con-
sideran MSS si no presentan inestabilidad en ninguno
de los marcadores analizados™®. Los resultados se
plantean comparando los grupos MSS/MSI-L frente a
los h{IOSI—H, siguiendo las recomendaciones de Boland
et al'

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de tejido nor-
mal y del tumor, conservados en congelacién, me-
diante digestién con proteinasa K, separacion de aci-
dos nucleicos mediante solventes organicos y
resuspension en Tris: &cido etilendiaminotetraacético
10:0,1 mM.

Para realizar el analisis de inestabilidad se amplifica-
ron los marcadores mencionados mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la electroforesis
de los productos obtenidos, tal como se refleja en la fi-
gura 1; las mezclas de reaccién consistieron en cloruro
magnésico, ddNTPs, ADN polimerasa (5 U/ul) (Roche
Diagnostics, F Hoffmann-La Roche Ltd., Basilea, Sui-
za), agua bidestilada estéril (calidad MilliQ, Millipore,
EE.UU.) y parejas de cebadores «sentido» y «antisenti-
do». Las secuencias de cebadores y condiciones de
las reacciones de PCR fueron especificas de cada
marcador y su secuencia estéa disponible en la base de
datos http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts. Los
productos de PCR de las parejas normal-tumor de
cada caso se separaron mediante electroforesis en gel
de acrilamida al 6% desnaturalizante (Hoefer, Amers-
ham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido), y
las bandas se detectaron mediante tincion con nitrato
de plata. El resultado se escaneaba en densitémetro
(GS-690, BioRad, Hercules, CA94547, USA) y las
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