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RESUMEN

El sindrome de Lynch es un trastorno autosémico dominante que predispone
al cancer de colon, producto de mutaciones en la linea germinal de los genes
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, involucrados en la reparacion del ADN. Una
caracteristica clave es la presencia de inestabilidad de microsatélite presente
en el tumor. Para determinar si frente a la sospecha del sindrome es
necesario realizar un estudio genético basado en secuenciacion, el analisis
de la inestabilidad de microsatélite y la inmunohistoquimica se vuelven dos
técnicas relevantes en el diagnostico para un tamizaje precoz de sujetos
portadores de estas mutaciones. Actualmente, la Unidad de Anatomia
Patolégica del HGGB realiza solo la inmunohistoquimica, la cual no permite
determinar en un 100% si se trata de un caso de sindrome de Lynch. Nos
planteamos como hipoétesis que un PCR convencional para realizar el analisis
de microsatélites permitiria mejorar la pesquisa de pacientes con sospecha
de Sindrome de Lynch en el laboratorio de Patologia Molecular del HGGB.
Se analizara la viabilidad de la implementacion mediante la determinacion de
los recursos necesarios y los disponibles, seguido de un andlisis de costos
para los recursos no disponibles por el laboratorio. De esta forma se busca
contribuir a futuro en la implementacion del analisis de microsatélite para

aportar en el diagnéstico del sindrome de Lynch a nivel local.



ABSTRACT

Lynch syndrome is an autosomal dominant disorder that predisposes to colon
cancer due to germline mutations in genes MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2, all
of which are involved in DNA repair. A fundamental characteristic is the
presence of microsatellite instability in the tumor. In order to determine if a
genetic study based on sequencing is necessary in view of the suspicion of the
syndrome, the analysis of microsatellite instability and immunohistochemistry
become two relevant techniques in the diagnosis for an early screening of
subjects carrying these mutations. Currently, the HGGB Pathological Anatomy
Unit only performs immunohistochemical analysis, which is not a 100% accurate
in the detection of Lynch syndrome. The hypothesis of this project claims that a
conventional PCR to perform microsatellite analysis would improve the
screening of patients with suspected of Lynch Syndrome in the HGGB Molecular
Pathology laboratory. The viability of the implementation will be analyzed
through the determination of the necessary and available resources, followed by
a cost analysis for the non-available resources in the laboratory. In this way, we
hope to contribute to the future of microsatellite analysis implementation to

support the diagnosis of Lynch syndrome in the local area.



INTRODUCCION

Las enfermedades hereditarias corresponden al conjunto de enfermedades
genéticas en donde existen alteraciones de uno o mas genes, cuya principal
caracteristica es la transmision de generacion en generacion a través del
ADN. Para que una enfermedad sea considerada hereditaria, el gen alterado
debe encontrarse presente en las células de la linea germinal del individuo
afectado. Podemos encontrar cuatro clasificaciones generales de

enfermedades hereditarias (Jorde y col., 2016):

- Enfermedades monogénicas: Son aquellas enfermedades causadas
por la alteracion en la secuencia de un solo gen y que se caracterizan
por transmitirse siguiendo las leyes de Mendel.

« Enfermedades multifactoriales o poligénicas: Son aquellas
enfermedades producidas por la combinacidbn entre mdultiples
alteraciones en varios genes y los factores ambientales.

« Enfermedades cromosomales: Son aquellas enfermedades en donde
existe una alteracion numérica o estructural de los cromosomas. Una
anomalia numérica ocurre cuando existe una 0 mas copias adicionales
al cromosoma generando trisomias o tetrasomias, o bien cuando falta

un cromosoma generando una monosomia. Por su parte, una



anomalia estructural ocurre cuando una parte del cromosoma se une
incorrectamente con otro producto de una translocacién, o bien
cuando existe una delecion o una duplicacion de una parte del
cromosoma.

« Enfermedades mitocondriales: Son aquellas enfermedades en donde
existe una alteracién producto de mutaciones en el ADN mitocondrial
gue generan la deficiencia de una o mas proteinas mitocondriales,

involucradas en procesos metabolicos.

Actualmente, la base de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
contiene alrededor de 25.700 genes y rasgos de los cuales, mas de 24.000
son de caracter autosomico, alrededor de 1300 ligados al cromosoma X, 63
ligados al cromosoma Y y 71 localizados en el ADN mitocondrial, en donde la
mayoria de estos rasgos se caracterizan por conllevar al posible desarrollo
de enfermedades hereditarias. Ademas, se ha descrito que la mayoria de los
sindromes hereditarios se caracterizan por heredarse de manera autosémica
dominante, lo que significa una probabilidad de herencia de un 50% hacia la

descendencia. (Garber y col., 2005).

El riesgo que implica la transmisién de una enfermedad hereditaria desde los

progenitores puede comprometer la calidad de vida de la descendencia
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predisponiendo a distintas condiciones que pueden causar graves
discapacidades tanto fisicas como intelectuales, las cuales pueden
condicionar una mortalidad precoz debido al curso progresivo de una
determinada enfermedad. (Jackson y col, 2018). Por ejemplo, la
predisposicidbn genética al cancer se puede transmitir entre miembros
familiares producto de mutaciones en genes de la linea germinal, por lo que,
entre las caracteristicas que pueden indicar la sospecha de un caso de
cancer por causa hereditaria en una persona se pueden encontrar: la
presencia de un mismo cancer en varios miembros de una familia (en
especial si se trata de familiares de primer o segundo grado), casos de
cancer a edad temprana, casos de mas de un tipo de cancer en la misma
persona, cancer bilateral o casos de cancer poco comunes (Lindor y col.,

2008).

Se estima que entre un 5-10% de las causas de cancer son de origen
hereditario, destacando los canceres de mamas, ovarios y colon como los
principales o6rganos comunmente afectados por sindromes de alta

penetrancia asociados a neoplasia. (Nagy y col., 2004).

En el caso del cancer colorrectal (CCR), neoplasia maligna cuyo origen

ocurre dentro de las paredes del intestino grueso, su etiologia se caracteriza
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por la transformacion del epitelio normal de la mucosa a un epitelio
hiperproliferativo, en donde las células pierden su organizacion estructural
generando criptas aberrantes cuya evolucion da paso a la formacion de
adenomas con la capacidad de invadir la submucosa y diseminarse a lo largo
del colon generando el carcinoma. (Terzi¢ y col., 2010). En el afio 2020 en
Chile, el CCR fue el tercer tumor maligno mas frecuente con una tasa bruta
de incidencia de 27,5 por 100.000 habitantes y la cuarta causa de muerte por
neoplasia con una tasa bruta de mortalidad de 11,4 por 100.000 habitantes

en poblacion chilena entre 15— 75 afios. (GLOBOCAN, 2020).

Entre los factores de riesgo no modificables de una persona podemos
encontrar la genética, la edad, el sexo y la historia familiar. Por otra parte, los
factores de riesgo asociados a CCR son el consumo excesivo de alcohol, el
tabaquismo, la inactividad fisica, la malnutricion y el consumo elevado de
carnes rojas (Haggar y col., 2009). Del mismo modo, se ha determinado que
ciertas enfermedades como la obesidad, la diabetes tipo 2 y la enfermedad
inflamatoria intestinal también son factores relevantes que pueden coexistir e

interactuar aumentando el riesgo de CCR. (Brenner y col., 2014).

De acuerdo al origen del CCR, se ha determinado que el 75% de los casos

de CCR suele ser de origen esporadico, mientras que un 15-20% se asocia a
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un componente familiar no establecido claramente. Sin embargo, entre un 5-
10% de los casos se relaciona a una predisposicion hereditaria conocida y

gue sigue un patron mendeliano. (MINSAL, 2013).

Para el CCR hereditario se realiz6 una clasificacion segun su riesgo, sus
caracteristicas clinicas y la base etiol6gica genética. Asi, podemos encontrar
diversas condiciones patologicas dentro del espectro de enfermedades
hereditarias asociadas a cancer de colon, las cuales se pueden dividir en 2

grupos segun el tipo de poliposis presente: (Jasperson y col., 2010).

- Poliposis adenomatosa: En este grupo podemos encontrar al cancer

colorrectal hereditario no polipoésico (CCHNP) o Sindrome de Lynch y
a la poliposis adenomatosa familiar (PAF) como los principales
trastornos mas frecuentes, seguido de otras patologias menos
frecuentes como la poliposis adenomatosa asociada a MUTYH vy la
poliposis adenomatosa familiar atenuada (PAFA).

- Poliposis _hamartomatosa: Dentro de este grupo menos frecuente

podemos encontrar al sindrome de Peutz-Jeghers y la poliposis juvenil
como sus principales protagonistas asociados a un mayor riesgo de
CCR, seguido del sindrome de Cowden y el sindrome de Bannayan—

Riley—Ruvalcaba los cuales son bastante raros e inusuales.
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2.1. Sindrome de Lynch

El cancer colorrectal hereditario no polipésico (HNPCC) o sindrome de
Lynch corresponde al sindrome maés frecuente asociado a cancer de
colon hereditario, representando entre un 2-4% de sus casos. Las
personas con este sindrome poseen un mayor riesgo a desarrollar
principalmente cancer colorrectal (50-80%) y cancer endometrial (40-
60%), seguido de otros tipos menos frecuentes como el cancer de ovario,
estbmago, tracto hepato-biliar, tracto urinario superior, pancreas,

intestino delgado y sistema nervioso central. (Jasperson y col., 2010).

El término “no polipdsico” fue establecido a modo de diferenciar al
sindrome de Lynch de la PAF, la que se caracteriza por presentar
multiples adenomas en comparaciéon al sindrome de Lynch, el cual
presenta una ausencia de un numero significativo de pélipos. Ademas,
los tumores en pacientes con sindrome de Lynch se caracterizan por
presentarse a una edad temprana cercana a los 45 afios y de preferencia

en el colon proximal. (Lynch, 2017).
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2.2.

Una de las caracteristicas del sindrome de Lynch es su penetrancia
incompleta, lo cual significa que no todas las personas que presentan la
mutacion desarrollan necesariamente el fenotipo asociado al sindrome.
Por otra parte, el sindrome posee un patrén de herencia autosémico
dominante, el cual involucra alteraciones germinales en los genes
involucrados en el sistema de reparacion del ADN (MMR), como el gen
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Los genes MLH1 y MSH2 representan
alrededor del 90% de las mutaciones identificadas en el sindrome de
Lynch, mientras que el resto es atribuible a los genes MSH6 y PMS2.
(Lynch y col., 2003). Adicionalmente, se ha establecido que en algunos
casos de sindrome de Lynch existen deleciones en el gen EPCAM que
pueden causar el silenciamiento del gen MSH2, asociando a este gen

con un aumento en el riesgo de cancer de colon. (Kempers y col., 2011).

Diagnostico del Sindrome de Lynch.

Para realizar un estudio diagnostico de enfermedades hereditarias en un
laboratorio se requiere idealmente de un area especializada en biologia
molecular, la cual tendra la misién de identificar de manera precoz a
sujetos portadores de mutaciones con el fin de diagnosticar y prevenir la
evolucion de la patologia.
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Como primer paso en el tamizaje de pacientes con sospecha del
sindrome de Lynch, se han postulado dos principales criterios para
determinar quién se beneficiaria de la consejeria y los examenes

genéticos:

- El criterio de Amsterdam (Vasen y col., 1999): Criterio el cual se basa
en los antecedentes familiares.

- El criterio de Bethesda (Laghi y col.,, 2004): Criterio el cual es
especifico para personas que ya fueron diagnosticadas con cancer

colorrectal.

A. Criterios de Amsterdam.

- Al menos tres parientes con algun cancer relacionado con el sindrome
de Lynch, en donde uno de ellos sea un familiar de primer grado
(padres, hermanos o hijos) de los otros dos parientes.

- Al menos dos generaciones sucesivas deben estar afectadas.

- El cancer se presenté en al menos uno de estos familiares antes de
los 50 afios de edad.

- Se debe excluir el diagndstico de Poliposis Adenomatosa Familiar en

casos de CCR.
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B. Criterios de Bethesda.

- La persona era menor de 50 afios cuando fue diagnosticada con
cancer colorrectal.

- La persona tiene o ha tenido un segundo cancer colorrectal u otro
cancer que esta relacionado con el sindrome de Lynch.

- La persona es menor de 60 afios y el cancer tiene ciertas
caracteristicas asociadas al sindrome de Lynch cuando se analiza
microscopicamente.

- La persona tiene un familiar de primer grado (padres, hermanos o
hijos) menor de 50 afos el cual ha sido diagnosticado con cancer
colorrectal u otro cancer relacionado con el sindrome de Lynch.

- La persona tiene dos o mas familiares de primer o segundo grado
(tias, tios, abuelos, sobrinas, sobrinos y primos) que tuvieron cancer
colorrectal u otro cancer relacionado con el sindrome de Lynch a

cualquier edad.

Una vez que se han establecido los criterios con los que cumple un paciente
se procede a realizar las pruebas dirigidas al diagnéstico del sindrome de
Lynch. Para ello, se dispone de 4 pruebas principales que pueden llevar a la
identificacion de pacientes con sospecha del sindrome: (Yurgelun y col.,

2018).
16



- Inmunohistoquimica (IHQ).
- Andlisis de inestabilidad de microsatélite.
- Andlisis de la mutacién BRAF V600E.

- Ensayos de secuenciacion somaticos y/o germinales.

Estas pruebas se caracterizan por tener distinto grado de sensibilidad,
especificidad y complejidad de la técnica, por lo cual cada una sera abarcada

brevemente a continuacion:

2.3. Inmunohistoquimica (IHQ)

Una de las técnicas mayormente disponibles en los laboratorios
corresponde a la inmunohistoquimica, la cual es empleada para detectar
la expresion de proteinas involucradas en el proceso de reparacion de
ADN que se encuentran defectuosas en consecuencia de un gen que
presenta una variante patogénica. Existen anticuerpos especificos que
permiten la deteccidn de las proteinas expresadas por los genes MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2, y dependiendo de la pérdida de expresion de
estas, se sospecharia de un caso de sindrome de Lynch. Los tumores

gue posean ausencia de tincidn en cualquiera de estas proteinas se le
17



2.4

considera como una disfuncion subyacente a fallas en la maquinaria
asociada a los genes MMR. (Yurgelun y col., 2018). A pesar de resultar
un método facil, econdmico de emplear y ampliamente disponible, la IHQ
se caracteriza por tener una sensibilidad cercana a un 90%, debido a que
no se detecta la disfuncién de otros genes, como también puede detectar
la expresion de proteinas que no poseen capacidad funcional. (Rossi y
col., 2017). Esto hace que la técnica no permita establecer en definitiva

gue se trata de un caso de sindrome de Lynch.

Analisis de inestabilidad de microsatélite

Los microsatélites corresponden a multiples repeticiones de nucleétidos
en regiones determinadas del ADN. Durante el proceso de replicacion,
estas regiones son susceptibles a errores, los cuales son corregidos por
un sistema de reparacion. Al verse afectado este sistema, se
desencadenara un aumento de regiones con microsatélites en las
células, pudiendo ser analizadas mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) seguido de un analisis de fragmentos por distintos
métodos. Para esto, el National Cancer Institute (NCI) recomienda el uso
del panel Bethesda que incluye 5 marcadores de microsatélite: dos de

tipo mononucleotidos: BAT 25, BAT 26; y tres de tipo dinucleotidos:
18



2.5.

D2S123, D17S250 y D5S346. (Boland y col., 1998). Se establece como
alta inestabilidad microsatelital cuando dos o mas marcadores resultan
ser inestables, baja inestabilidad microsatelital cuando un marcador
resulta inestable y un nivel estable cuando ningdn marcador muestra
inestabilidad. (Rossi y col., 2017). Asi, la prueba de analisis nos permitira
determinar si existe un alto nivel de inestabilidad microsatelital (IMS) en
el tejido tumoral, lo cual resulta caracteristico en tumores del sindrome

de Lynch. (Lynch y col., 2003).

Analisis de la mutacion BRAF V600E y ensayos de metilacion

La inestabilidad de microsatélite no es exclusiva del sindrome de Lynch
debido a que se han registrado casos de CCR esporadicos con IMS
causada por la hipermetilaciéon de la region promotora del gen MLH1,
generando la inactivacion del sistema de reparaciéon. (Jasperson y col.,
2010). Es por eso que resulta necesario incluir el test de BRAF a modo
de un diagndstico diferencial en la investigacion del sindrome de Lynch,
para analizar la presencia de la mutacibn V600E en el gen BRAF
asociada a la hipermetilacion del gen promotor. (Loughrey y col., 2007).

Un resultado positivo para el test realizado por PCR en tiempo real nos

19



2.6.

permitird establecer que el cancer colorrectal tiene un origen esporadico
y no tiene relacion a mutaciones en los genes MMR asociados al

sindrome de Lynch.

Sin embargo, existen otras técnicas bastante utilizadas dada su alta
sensibilidad que permiten de igual manera analizar la metilacién del gen
MLH1 tales como Methylight, un método sédico-bisulfito dependiente y
basado en fluorescencia, o la amplificacion de sondas dependiente de
ligandos multiples especifica de metilacion (MS-MLPA), ambas
realizadas por PCR en tiempo real y que permiten detectar y cuantificar

sensiblemente la metilacion del ADN (Perez-Carbonel y col., 2010).

Ensayos de secuenciacion somaticos y/o germinales

Cuando el sujeto muestra una alta IMS o una pérdida de expresion en las
proteinas, se puede dar paso al estudio genético confirmatorio para el
diagnostico del sindrome, el cual verificara con certeza si existe la
presencia de una mutacién en algin gen MMR que pueda ponerlo en
riesgo, tanto a él como a sus familiares, a desarrollar el sindrome de

Lynch. La opcion mas recomendada para el estudio genético es la
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realizacion de pruebas basadas en secuenciacion masiva de proxima
generacion y que incluyen paneles multigénicos los cuales, permitiran el
analisis de multiples genes relacionados con fenotipos clinicos iguales o
similares. Aquellos genes incluidos en el panel se seleccionan segun su
grado de penetrancia (alta, moderada y baja/desconocida), el cual
considera el riesgo asociado a desarrollar cancer de por vida. Asi, un
panel dirigido al diagnéstico del sindrome de Lynch debe incluir a los 4
genes principales implicados (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) y al gen
EPCAM. Sin embargo, debido a la gran variabilidad en las historias
familiares como también la necesidad de un diagnéstico diferencial, se
torna necesario incluir adicionalmente en los paneles genes tales como
APC, MYH, SMAD4, STK11l, BRCA, P53, ATM y otros que puedan

asociarse a CCR. (Lynch, 2017).

Para realizar este tipo de ensayos, la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica establece que se debe requerir de la derivacion de la persona a
un asesoramiento genético adicional dada la complejidad del manejo de
paciente y sus familiares. (Robson y col., 2015). Esto debe ser llevado a
cabo por un equipo de profesionales y de manera multidisciplinaria para
una correcta estratificacion de riesgo del caso, evaluacion de la

necesidad de realizar estudios moleculares y elaboracion de una
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estrategia de contencion y prevencion que abarque todo tipo de riesgo
asociado a la condicion y los aspectos psicosociales. Para ello, se debe
disponer de un consentimiento informado en donde el paciente asegura
gue ha recibido un asesoramiento genético previo al examen a modo de
apoyo en el manejo, la prevencion y vigilancia adecuada de la patologia,
en donde se le puede informar sobre: las mutaciones analizadas vy el
riesgo de estas, patrones de herencia y el riesgo para la descendencia, el
potencial de la informacion sobre los posibles resultados, el uso de los
resultados para el manejo médico de la persona y sus familiares,
aspectos técnicos, costos y los beneficios de la prueba, riesgos y
limitaciones que puede conllevar su realizacién asi como las implicancias
gue podria tener en la salud fisica y mental del sujeto y sus familiares,

(Hall'y col., 2014).

Un estudio chileno demuestra que, de estas cuatro técnicas diagnésticas
para el sindrome de Lynch, la implementacion de la inestabilidad de
microsatélites y la inmunohistoquimica resultan ser herramientas de gran
ayuda para seleccionar eficazmente a pacientes con alta probabilidad de ser
portadores de mutaciones asociadas al sindrome de Lynch que requieran de
un estudio genético mas profundo. Ademas, destaca la ventaja de la IMS por

sobre la IHQ al momento de evaluar la funcibn de las proteinas
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independientemente de su funcion. (Wielandt y col., 2012). Por otra parte,
algunos autores catalogan a la IHQ como la técnica preferida, mientras que
otros autores prefieren la combinacion de IHQ con PCR y pruebas de
metilacion, dadas las ventajas y desventajas de cada técnica. Es por eso
gue, hasta la fecha no existe cierta preferencia universal aceptada en cuanto
a una técnica frente a la otra y su uso combinado parece ser la alternativa
Optima para maximizar la sensibilidad de deteccion de MSI. (Dedeurwaerdere

y col., 2021).

Tomando en consideracion los aspectos mencionados, actualmente, la
unidad de Anatomia patolégica del HGGB pone a disposicion la
inmunohistoquimica para el estudio del sindrome de Lynch, pero no se
cuenta con una técnica adicional para apoyar el diagnostico por lo que la
implementacion del analisis de microsatélite resultaria ideal como una técnica
de apoyo al diagnostico para fomentar la prevencion y el manejo del

sindrome de Lynch en pacientes y familiares de riesgo.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

El sindrome de Lynch puede llegar a ser un gran desafio al momento de
diagnosticarlo debido a su falta de caracteristicas especificas. El algoritmo
establecido para el diagnéstico del sindrome se compone desde una
recopilacion de antecedentes familiares para evaluar si cumple con alguno de
los criterios de Amsterdam o Bethesda, seguido del tamizaje de la poblacion
de riesgo mediante la realizacion de pruebas sencillas como la
inmunohistoquimica y el andlisis de microsatélites, para finalmente derivar al
paciente a un estudio genético mas profundo basado en secuenciacion, el
cual se caracteriza por implicar un mayor costo dada su mayor complejidad.

Por ende, su derivacion debe ser siempre y cuando se estime conveniente.

Hoy en dia, Chile no dispone de una cantidad significativa de laboratorios que
se encuentren capacitados y certificados para ofrecer los servicios
necesarios para el estudio de las enfermedades genéticas. Ademas, dadas
las politicas publicas establecidas por el sistema de salud actual del pais, no
existe una garantia disponible para todas las personas ni tampoco que cubra
todas las enfermedades genéticas en cuanto al acceso al diagnéstico,

tratamiento y proteccién financiera. Sumado a lo anterior, la falta de
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estrategias y protocolos estandarizados sobre el manejo de las distintas
enfermedades genéticas, el alto costo que implica realizar algunas pruebas
moleculares y la situaciobn econdmica del paciente para costearse los
examenes de forma particular, son factores que conllevan a que una persona
con una enfermedad genética no cuente con una cobertura para un

diagnéstico adecuado a su condicion.

Es por esto que resulta de gran importancia la necesidad de ampliar las
barreras del diagnostico poniendo a disposicion un mayor numero de pruebas
costo-efectivas, dirigidas principalmente a las personas de riesgo, a modo de
aumentar la pesquisa de enfermedades genéticas ante su sospecha clinica
en pacientes y familiares de mayor riesgo para asi, poder derivarlos al

estudio genético de secuenciacion siempre cuando sea necesario.

Actualmente la seccion de Anatomia Patoldgica del HGGB realiza solo la
prueba de Inmunohistoquimica, mientras que la seccion de Patologia
Molecular realiza solo el test de BRAF para el estudio del sindrome de Lynch,
lo cual demuestra la relevancia que tendria la implementacion del andlisis de
microsatélites a modo de apoyo en el diagnostico para el estudio del

sindrome.
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Existen estudios donde se sefiala que tanto la inmunohistoquimica como el
andlisis de microsatélites resultan ser técnicas sencillas y que no implican un
costo elevado para su implementacion. Ademas, sefialan que se tratan de
dos técnicas complementarias al momento de tomar la decision clinica en
cuanto al diagnostico del sindrome de Lynch ya que, al aplicarlas en
conjunto, aumentarian en un 5-10% la probabilidad de detectar a un paciente

gue requiera de un estudio genético.

Por su parte, la implementacion de una técnica debe considerar el
cumplimiento de ciertos criterios basicos como lo son: una facil
implementacion con los recursos técnicos e infraestructura disponible; un
costo econdémico accesible para el laboratorio en donde se busca
implementar; una alta sensibilidad y especificidad para lo que se quiere
detectar, por lo que un laboratorio clinico buscara siempre la mejor opcién

gue esté al alcance de los recursos con los que dispone.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué técnica molecular se podria implementar en el laboratorio de Patologia
Molecular del HGGB para mejorar la pesquisa de pacientes con sospecha de

Sindrome de Lynch?

HIPOTESIS

La implementacion de una PCR convencional para el analisis de
microsatélites permitiria mejorar la pesquisa de pacientes con sospecha de

Sindrome de Lynch en el laboratorio de Patologia Molecular del HGGB.
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OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la factibilidad de implementar una técnica en el laboratorio de

Patologia Molecular del HGGB basada en una PCR convencional que

permita el analisis de microsatélite asociado al diagnostico del sindrome de

Lynch.

6.2 Objetivos especificos

Revisar las técnicas moleculares empleadas actualmente para el
analisis de la inestabilidad de microsatélite asociado al sindrome

de Lynch.

Identificar los recursos necesarios para la implementacion de la
técnica para el analisis de microsatélite y evaluar su disponibilidad

en el laboratorio de Patologia Molecular.

Realizar un analisis de costos de los recursos no disponibles en el
laboratorio para la implementacién de la técnica que permita el

andlisis de microsatélite.
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MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo, transversal y no experimental realizado
en la Universidad de Concepcion en donde se evalu6 la viabilidad de
implementar una técnica para el diagndstico del sindrome de Lynch mediante
la evaluacion de recursos e infraestructura con la que dispone el laboratorio

de Patologia Molecular del HGGB.

7.1 Revision bibliografica de los articulos relevantes sobre el sindrome

de Lynch y su diagnostico

Este trabajo se realizé a partir de la revision de los articulos mas relevantes
del sindrome de Lynch, los cuales fueron recolectados a partir de una
busqueda bibliografica en la principal base de datos médicos de la National
Library of Medicine (NLM) disponible en internet: Pubmed y en el motor de
busqueda de Google especializado en literatura académica: Google schoolar,
asi como también en fuentes bibliograficas de dmbito nacional como la Guia
Clinica para el Cancer colorrectal del Ministerio de la Salud (MINSAL) y
articulos publicados en la revista médica de la Clinica Las Condes. Para

realizar la busqueda de los distintos articulos se utilizaron como filtro de
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busqueda las palabras claves: “Enfermedades hereditarias”, “Cancer
colorrectal”, “Sindrome de Lynch”, “Cancer colorrectal no polipdsico”,

“Diagnostico”, “Inestabilidad microsatélite” e “Inmunohistoquimica”.

Los articulos incluidos en este trabajo se seleccionaron en base a su factor
de impacto y al afio de publicacion de estos, privilegiando siempre aquellos
gue cumplan con un mayor factor de impacto y que hayan sido publicados lo
mas recientemente posible. Del total de publicaciones encontradas, se
procedio a seleccionar las mas adecuados mediante la lectura del resumen y
la conclusién para analizar la idea y los aspectos principales de cada una
para luego, excluir a los articulos que se escapaban del propésito de la

revision y realizar la lectura mas profunda de los articulos pertinentes.

7.2 Evaluacion de recursos necesarios para la implementacion del

analisis de microsatélites.

Se busco establecer los recursos necesarios para la implementacién de la
técnica mediante la construccion de un listado en donde se detallen los
principales materiales, reactivos e implementos que son necesarios para el
propdsito de la revision. A modo de una mayor organizacién, la construccion

de dicho listado se realiz6 por secciones en base a las tres principales etapas
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del proceso que involucra la metodologia de la técnica que se busca

implementar, incluyendo:

- Amplificacion por PCR
- Revelacién de los productos PCR

- Andlisis de datos

7.3 Evaluacion de recursos disponibles en el laboratorio de Patologia

Molecular del HGGB.

Una vez establecidos los recursos que son necesarios para la
implementacion de la técnica, se procedid a la evaluacion de los recursos
disponibles, estableciendo en un listado con la misma clasificacion planteada
en la seccion anterior, los principales materiales, equipos y reactivos con los
gue dispone el laboratorio de Patologia Molecular HGGB. Para ello, se
agendd una reunion con la profesional encargada para identificar con qué
recursos cuenta el laboratorio, seguido de una comparacion con los recursos
necesarios para la implementacién de la técnica, a modo de evaluar cuales
serian los recursos 6ptimos para una mejor adecuacion de la técnica para

cumplir con el propésito de la revision.
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7.4 Evaluacion de costos de los reactivos no disponibles en el

laboratorio de Patologia Molecular del HGGB.

Si el laboratorio no contaba con algun reactivo necesario para la
implementacion de la técnica, se procedidé a realizar una cotizacién con
distintas empresas con el fin de establecer el monto estimado adicional que
conllevara la implementacion de la técnica para el andlisis de microsatélites.
De esta manera, se realiz0 el contacto con las empresas que se encarguen
de la distribucion de reactivos comunmente utilizados en el area de biologia

molecular para establecer el valor de cada reactivo que se requiera comprar.

Para comparar los valores entre las distintas empresas se procedio a
construir una tabla en donde se detalle el precio de cada reactivo no
disponible y el precio total que conllevaria realizar la compra en cada

empresa en donde se cotice.

7.5 Aspectos éticos y de bioseguridad

Al tratarse solo de una revision bibliografica, no se procedié a realizar un
trabajo que involucre el trato con pacientes, la manipulacion de muestras
tumorales ni la generacion de residuos biolégicos, por lo que no se requirid

de algun documento o certificado del comité de ética y bioética de la
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Universidad de Concepcién para respaldar el proyecto. Ademdas, no se
requirié del uso de equipos de proteccion personal ni de implementos para
cumplir con las normativas de bioseguridad ya que no se procedié a trabajar

experimentalmente en un laboratorio.
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RESULTADOS

8.1. Revision de las técnicas comunmente utilizadas para el estudio

de los microsatélites.

Para estudiar la relacion entre los microsatélites y su predisposicion al cancer
hereditario se debe recurrir a los distintos métodos moleculares disponibles
hoy en dia. Dicha metodologia molecular utilizada para el analisis consta

principalmente de dos etapas (Deschoolmeester, V. y col., 2006):

1) La amplificacion de marcadores de microsatélites con métodos basados
en PCR, ya sea mediante un analisis multiplex de marcadores con el uso
de paneles genéticos o mediante el analisis individual de cada marcador.

2) El andlisis de la longitud de los fragmentos amplificados por métodos que

permitan la deteccion de MSI.

Dentro de las técnicas comunmente utilizadas para el analisis de fragmentos

amplificados se destacan principalmente cuatro (Baudrin, L. G. y col., 2018):

a) Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).
b) Electroforesis capilar (CE).

c) Cromatografia liquida de alto rendimiento desnaturalizante (dHPLC).
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d) Andlisis de fusion de alta resolucién (HRM).

A continuacién, en la tabla | se describen las principales ventajas y

desventajas de cada una de las técnicas mencionadas:

Tabla I: Principales ventajas y desventajas de las técnicas utilizadas para el
andlisis de fragmentos de microsatélites. (Baudrin, L. G. y col.,, 2018)
(Janavicius, R. y col., 2010) (Deschoolmeester, V. y col., 2006).

Técnica para
analisis de Ventajas Desventajas
fragmentos

- Lento.
- Laborioso.

- Alto consumo de

recursos.
Electroforesis en - Bajgpsto: - Requiere mayor cantidad
gelde - Sencillo de de muestra.
poliacrilamida implementar en un - Riesgoso (por uso de
(PAGE) laboratorio. 9c POruso.
autoradiografia, tinciones
con plata o bromuro de
etidio).
- Baja precision en analisis
de fragmentos.
- Réapido.
- Automatizado. .
- Implica un mayor costo
- Analisis multiplex de para su implementacion.
_ fragmentos. - Requiere de analistas
ElectroforeS|s - Alta sensibilidad y calificados para la correcta
capilar especificidad. interpretacion de las

variaciones en la
distribucion de la longitud
del fragmento.

- Facil andlisis de
datos.

- Mdltiples
aplicaciones.
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- Implica un mayor costo

- Alta sensibilidad. ) -
para su implementacion.

Cromatografia - Especifico.  Laborioso.
liquida de alto - Libre de picos o
rendimiento tartamudeos en el - Poca evidencia en cuanto
desnaturalizante cromatograma a su aplicacion para
(dHPLC) entregado. analisis de MSI.

- Mdltiples temperaturas de
fusion de los amplicones.

- Permite la deteccién, pero

Andlisis de fusién - Répido no la identificacion del MSI.
de alta resolucion  Ata sensibilidad - Poca evidencia en cuanto
(HRM) ' a su aplicacién para

analisis de MSI.

Al tomar en cuenta cada una de las ventajas y desventajas asociadas a cada
técnica, podemos comenzar a considerar a la electroforesis capilar como la
técnica mas adecuada para realizar el analisis de fragmentos amplificados
dada la mayor cantidad de beneficios en comparacion a los inconvenientes
gue podria presentar la metodologia al momento de pensar en implementarla

en el laboratorio.

8.2. Evaluacion de recursos necesarios para la implementacion del

analisis de microsatélites por electroforesis capilar.

Cuando pensamos en la factibilidad y viabilidad que tendria Ila

implementacion de la electroforesis capilar hay que tomar en consideracion
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varios factores, desde el numero de etapas de las cuales consta la técnica,

los recursos e infraestructura necesarias para la implementacion, evaluar con

qué recursos cuenta el laboratorio y cual es el costo adicional que implicaria

implementar la técnica. A continuacion, en la tabla Il se describen los

principales recursos que se deben considerar para la implementacién de la

técnica, segun la etapa de la metodologia de electroforesis capilar.

Tabla 1l Recursos necesarios para la implementacion del analisis de
microsatélites segun la etapa de la metodologia.
Etapa de la : . Reactivos necesarios
. Equipo necesario
metodologia

Amplificacién por PCR

Termociclador

Partidores de
microsatélite (Anexo 1)

dNTPs

MgClz

Tag ADN Polimerasa

Buffer de amplificacion

Partidores de
microsatélite marcados

Kit de amplificacion
para partidores
marcados

Kit de purificacion

Electroforesis Capilar

Equipo de electroforesis
capilar ABI310

Capilares

Buffer de corrida

Polimeros

Matriz de
estandarizacion
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Marcador de tamafo

Software de analisis

Analisis de datos Computador e
genético

8.3. Evaluacién de recursos disponibles en el laboratorio de Patologia
Molecular del HGGB para la implementacion del analisis de

microsatélites por electroforesis capilar.

Un aspecto importante que se debe tomar en consideracion al momento de
evaluar el costo-beneficio de una técnica que se busca implementar es la
cantidad de recursos con los que dispone el laboratorio. A continuacion, en la
tabla Il se muestran los principales recursos con los que dispone el
laboratorio de Patologia Molecular HGGB para realizar la implementacion de

la electroforesis capilar para el analisis de microsatélites.

Tabla lll: Disponibilidad de recursos en el laboratorio de Patologia Molecular
HGGB segun los recursos necesarios para la implementacion del analisis de
microsatélites.

Recursos necesarios Disponible/No disponible

Termociclador Disponible

Partidores de microsatélite (Anexo 1) No disponible
dNTPs Disponible
MgCly Disponible
Taqg ADN Polimerasa Disponible
Buffer de amplificacion Disponible

Partidores de microsatélite marcados No disponible
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Kit de amplificacion para partidores No disponible
marcados
Kit de purificacion No disponible
Equipo de electroforesis capilar ABI310 Disponible
Capilares Disponible
Buffer de corrida Disponible
Polimeros No disponible
Matriz de estandarizacion No disponible
Marcador de tamafio No disponible
Software de analisis genético Disponible

8.4. Evaluacion de costos de los reactivos no disponibles en el
laboratorio de Patologia Molecular del HGGB.

Al realizar la evaluacion de costos de los recursos no disponibles se busca
evaluar si efectivamente resultaria benéfico para el laboratorio realizar la
implementacion de la técnica en cuestion o en definitiva, evaluar la existencia
de una mejor opcién en base a lo que realmente dispone el laboratorio a fin de
abaratar costos y no realizar una inversion erronea o inadecuada. A
continuacion, en la tabla IV se muestra el monto aproximado que implicaria la
implementacion de la técnica segun los recursos no disponibles en el

laboratorio.

Tabla IV: Costos estimados de los recursos no disponibles en el laboratorio
de Patologia Molecular segun la empresa cotizada.

, Ndmero Costo
Reactivo no : : Costo
. . de Empresa Cantidad | aproximad por
disponible .
catalogo o (CLP) reaccio
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_ Integrated 25nmol 4.000 —
Partidores de ) DNA (1000 6.000 60
microsatélite technologies | reacciones

(IDT) ) (x10)
25nmol
Partidores de Integrated
. L1 DNA 1000 95.000
microsatélite - . ( _ 950
marcados technologies | reacciones (x10)
(IDT) )
Kit de
amplificacion 5mL
partidores ;
" reados 439888 | Thermofishe (200 313.488 1568
' 1 j reacciones
AmpliTaq Gold )
360 Master Mix
purli?il(tsgén' i 5mL
o : 4407145 Thermroflshe ©.2mL x 26.558 1.062
i-di
Formamide muestra)
Matriz de
estandarizacion '
: 4319815 Thermro‘c'She 10runs | 373.023 | 37.302
DS-33 Matrix
Standard Set
Marcador de
tamano:
GeneScan™ 440839 | Thermofishe 8Q0 465.116 587
600 LIZ™ dye 9 r reacciones
Size Standard
v2.0
Polimero: n <h 5mL
POP-4™ 402838 | ererf's “1 (500 353.488 | 707
Polymer muestras)

40




Monto total aproximado 2.541.673 | 42.231

Nota: Los reactivos cotizados son los especificos para realizar el ensayo por

electroforesis capilar.

Los reactivos y materiales comunes de

laboratorio no se consideraron en la evaluacion de costos.

Cabe considerar que las empresas suelen ofrecer distintas alternativas como

puede ser un Kit de reaccién que contenga todo lo necesario para realizar el

analisis de interés. En la tabla V se muestra un kit ofrecido por la empresa

Thermofisher destinado para realizar ensayos de deteccion de inestabilidad

de microsatélites en los genes asociados al sindrome de Lynch.

Tabla V: Kit de deteccidon de MSI ofrecido por la empresa Thermofisher.

Nombre del kit

TrueMark MSI Assay

Numero de catalogo

A45295

Costo (CLP)

2.232.558

Tamaro de la unidad

100 reacciones

Costo por reaccion (CLP)

2.232

Técnica utilizada

PCR multiplex y analisis de fragmentos por
CE.

Contenido del kit

TrueMark MSI Primer mix
TrueMark MSI Master mix
TrueMark MSI Assay Amplification Control
TrueMark MSI Assay No-Template Control

Equipo compatible

Applied Biosystems™ 3500/3500xL Genetic
Analyzer

Applied Biosystems™ SeqStudio™ Genetic
Analyzer
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Software de analisis
- o Applied Biosystems™ TrueMark™ MSI
(|nCIU|dO en EI k|t Sin COStO Ana|y8|s Software

adicional)

Por otra parte, en la tabla VI se muestra un panel diagndstico in vitro ofrecido
por la empresa Biocartis para la deteccién cualitativa de 7 biomarcadores
para la identificacion de canceres con inestabilidad Microsatelital (MSI),
mediante una metodologia analoga a la descrita para el estudio de MSI en

sindrome de Lynch.

Tabla VI: Ensayo de deteccion de MSI Idylla ofrecido por la empresa
Biocartis.

Nombre del Kit Idylla MSI Mutation Test
Cadigo A0100/6
Costo (CLP) 2.313.360
Costo por reaccion (CLP) 385.560
Cantidad 6 muestras

Asi, los kits diseflados por las distintas empresas se convierten en una facil
solucion cuando se necesita una deteccion rapida, pero es necesario analizar
los costos que implica cada kit para verificar si es conveniente la adquisicion

de este.
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DISCUSION

Los estudios genéticos permiten explorar multiples mutaciones especificas las
cuales son capaces de generar distintas afecciones patolégicas que pueden
afectar a familias completas. Sin embargo, frente a las otras demandas de
salud presentes en la poblacion, hoy en Chile el derecho a la salud para las
personas con enfermedades genéticas se encuentra en una constante escasez,
dejando a muchos pacientes con condiciones genéticas en una situacion
bastante vulnerable, sin acceso a tratamiento ni una estructura legal que

garantice su cobertura financiara. (Encina G. y col, 2019).

El HNPCC o sindrome de Lynch es una enfermedad genética que se
caracteriza por presentar cierta complejidad al momento de diagnosticarlo, por
lo que es necesario el cumplimiento de ciertos criterios clinicos para poder
derivar al paciente al respectivo ensayo genético. La forma de estudio del
sindrome puede realizarse desde 3 ambitos distintos: a) el estudio directo de
los genes mediante secuenciacion; b) estudiando la presencia o ausencia de
las proteinas codificadas mediante la inmunohistoquimica; o ¢) Analizando los

microsatélites (que son la diana en donde actlan las proteinas involucradas en
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la reparacién) mediante métodos basados en PCR. (Cerretelli, G. y col., 2020).
Sin embargo, como la secuenciacion es el examen confirmatorio, pero se
caracteriza por ser un méetodo complejo y de alto costo, se opta por realizar un
screening previo dirigido a los pacientes que presentan una gran probabilidad
de ser portadores de mutaciones asociadas al sindrome de Lynch. Asi, la
inmunohistoquimica y el analisis de microsatélites se realizan como pruebas
previas para verificar si es necesario el envio a secuenciar de la muestra del
paciente. Por lo general, la IHQ se encuentra implementada en gran parte de
los laboratorios dada su sencillez. Esta prueba permite la deteccion de MSI de
manera indirecta, pero con una precision que puede verse afectada por
distintos factores, por lo que los métodos basados en PCR se consideran aun
como una técnica complementaria de apoyo al diagndstico del sindrome para

mejorar la pesquisa de pacientes de riesgo. (Dedeurwaerdere y col., 2021).

De esta manera, una de las formas de evidenciar una alteracion en los genes
asociados al sistema reparador del ADN es estudiando la presencia de
inestabilidad en los marcadores de microsatélites presentes en el genoma,
mediante un analisis multiplex por PCR de distintos marcadores asociados al
sindrome, seguido del andlisis de los fragmentos obtenidos. Dentro de las
cuatro técnicas encontradas para realizar el analisis de fragmentos, la
electroforesis capilar se caracteriza por ser la técnica mas adecuada para

realizar el andlisis de fragmentos en el laboratorio, dado que permitiria realizar
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el estudio de la inestabilidad con un alto nivel de sensibilidad y especificidad y
de manera mas automatizada y segura, en comparacion al andlisis de
fragmentos por electroforesis en gel de poliacrilamida que se hacia
antiguamente, el cual implicaba un mayor requerimiento de muestra, recursos y
tiempo, junto con una mayor exposicion por parte del personal de laboratorio a
radiacion o a reactivos potencialmente peligrosos como bromuro de etidio o
plata. (Baudrin, L. G. y col., 2018). Ademas, la electroforesis PAGE incluye una
serie de pasos en el desarrollo de la metodologia, mientras que el analisis de
resultado a veces se ve dificultado por la aparicion de bandas que alteran la
precision, lo cual no es compatible cuando se evalta el rendimiento de una

técnica. (Deschoolmeester, V. y col., 2006).

La electroforesis capilar corresponde a una técnica de separacion basada en la
migracion diferencial de moléculas a través de un capilar de silice de diametro
pequefio, de acuerdo a la relacion masa/carga y mediante la aplicacion de una
diferencia de potencial en cada extremo del capilar. Para el caso de la
separacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR, cada fragmento debe
encontrarse ligado a un marcador fluorescente diferente, el cual sera excitado
con un laser incluido dentro del equipo de electroforesis, generando diferentes
longitudes de onda las cuales seran detectadas por el equipo y transmitida al
software especifico del analisis para la interpretacion de los resultados.

(Magafa, J. y col., 2009). Hoy en dia, la PCR multiplex fluorescente y la
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electroforesis capilar (CE) se utilizan en conjunto para detectar el estado de
MSI en las cadenas moleculares de ADN en tejidos normales y tejidos
tumorales del mismo paciente y es considerada la técnica estandar de oro
basada en PCR debido a sus caracteristicas de alta sensibilidad, eficiencia y
resultados de andlisis confiables en el andlisis de MSI asociados a tumores. (Li,
K. y col., 2020). De esta manera, existe una mayor cantidad de estudios en
donde se evidencia que los distintos autores han utilizado este método por
sobre otros para realizar el andlisis de microsatélite, otorgandole una mayor
validez al momento de comparar a la electroforesis capilar con otras técnicas
como dHPLC o HRM las cuales, si bien permiten en si realizar el analisis de
fragmentos, aun no existe suficiente evidencia que sustente su aplicacion en

esta materia. (Baudrin, L. G. y col., 2018).

En cuanto a la evaluacion de los recursos para la implementacion de la
electroforesis capilar, podemos decir que el laboratorio de Patologia Molecular
cuenta con gran parte de los recursos que son necesarios para llevar a cabo la
técnica, por lo cual, no se requiere de una gran inversion en equipos e
instrumentacién, en comparacion a la implementacion que implicarian de otras
técnicas como dHPLC. Por su parte, los recursos que no se encuentran
disponibles en el laboratorio serian netamente ciertos reactivos que son
necesarios para llevar a cabo los respectivos analisis de PCR y de la

electroforesis y que se encuentran facilmente disponibles en el comercio.
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Al realizar la evaluacion de costos con las distintas empresas nos damos
cuenta de que la implementacion del andlisis de microsatélites mediante
PCR/electroforesis capilar implicaria una inversion total aproximada de
2.541.673 millones de pesos chilenos, mientras que el costo por reaccion para
cada muestra que se quisiera procesar seria aproximadamente de 42.231.
Como es de esperar, el equipo utilizado para llevar a cabo el analisis suele ser
el componente mas costoso al momento de pensar en implementar una técnica,
por lo que, idealmente se debe considerar la técnica que implique la menor
inversion posible por parte del laboratorio. Considerando lo anterior podemos
decir que el valor neto de la inversion total se torna un monto relativamente
accesible dado que, como el laboratorio ya cuenta con un equipo secuenciador
ABI310 Genetic Analyzer, se sustenta la idea de buscar la técnica mas costo-
efectiva para el laboratorio ya que esto ayuda en gran medida a abaratar
grandes costos. Si pensamos en la implementacion de dHPLC, la seccion de
Patologia molecular del laboratorio actualmente no cuenta con un equipo de
cromatografia ya que no es utilizado comunmente en el area. De esta manera,
ademas de implicar un mayor costo por el equipo, implicaria una demora en la
gestion para conseguir el equipo, lo cual no se correlacionaria con el objetivo

del proyecto de una implementacion rapida y a corto plazo.

Al realizar la comparacion de los costos con un kit comercial para realizar

ensayos de MSI ofrecido por la empresa Thermofisher, se observa que este
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ultimo posee un valor relativamente similar a la evaluacion de costos realizada
en este proyecto. Sin embargo, dicho kit solo cuenta con los reactivos
necesarios para llevar a cabo la reaccion de amplificacion como tal, es decir, no
incluye algunos de los reactivos adicionales que son requeridos para realizar el
ensayo, tales como la matriz de estandarizacion, el kit de purificacién o el
marcador de tamafio, por lo cual implicaria una inversion adicional al precio del
kit. Por otra parte, dicho kit solo puede ser utilizado en los equipos Abi
3500/3500xL Genetic Analyzer y ABI SeqStudio Genetic Analyzer por lo que, si
Se pensara en optar por esta opcion, habria que considerar también la inversion
adicional que implicaria el equipo compatible con el kit, escapandose asi del
alcance econdmico del laboratorio y del objetivo del proyecto. Por otro lado, el
kit Idylla ofrecido por la empresa Biocartis corresponde a un kit para la
deteccion de inestabilidad en microsatélites que utiliza una metodologia
analoga a la cual se busca implementar en este proyecto y cuyo valor es similar
al kit ofrecido por Thermofisher. Sin embargo, Idylla MSI Assay incluye 7
marcadores tumorales distintos a los del panel de Bethesda y ademas, utiliza
un equipo distinto al que posee el laboratorio, por ende, la inversién en este kit
no seria factible al no incluir marcadores de los genes de interés asociados al
sindrome de Lynch. Sin embargo, esta dltima opcion podria considerarse a
modo de proyeccién para futuros analisis que se quisiesen implementar en el

laboratorio.
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A manera de contextualizar, tomando en cuenta el bajo valor predictivo de los
criterios de Amsterdam y Bethesda, la complejidad de la implementacion de la
secuenciacion genética en un laboratorio y el alto costo que esta ultima implica
tanto para el paciente que debe realizarse el estudio como para el laboratorio
gue debe llevar a cabo el ensayo, se sustenta la idea de disponer de métodos
eficaces capaces de apoyar la pesquisa precoz de familias que puedan
presentar la enfermedad, para poder asi derivarlas al estudio genético siempre

y cuando se considere oportuno.

La inmunohistoquimica suele encontrarse implementada en cualquier
laboratorio de anatomia patologica dada su sencillez y accesibilidad. No
obstante, aun existe controversia sobre si la sustitucion del analisis de
microsatélites por la inmunohistoquimica. Es por esto que algunas instituciones
optan por considerar como prueba de cribado inicial tanto al analisis de IMS por
PCR como a la IHQ y se refieren a ambos métodos como pruebas
complementarias en el cribado del sindrome de Lynch. (Dedeurwaerdere y col.,
2021). De esta manera, resulta interesante hablar de los microsatélites como
marcadores de utilidad clinica capaces de identificar IMS asociado a la
predisposicién a cancer hereditario, mediante técnicas sencillas de realizar y sin
la necesidad de implicar un gran costo en sus implementaciones dentro del
laboratorio, capacidad de aumentar la efectividad en la identificacion de

familiares afectados.
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CONCLUSIONES

- La implementacién del analisis de microsatélites en el
laboratorio de Patologia Molecular HGGB es factible tanto técnica

como financieramente.

- El hecho de contar con un equipo de electroforesis capilar
permite ahorrar grandes costos y tiempos al momento de determinar

cudl es la técnica optima de implementar a corto plazo.

- Los kits comerciales no siempre resultan ser la mejor opcion,

por lo que es importante evaluar las distintas alternativas disponibles

en el mercado antes de realizar una implementacion.
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PROYECCIONES

- El analisis mdultiple de fragmentos de manera simultdnea y
empleando una minima cantidad de muestra y reactivos permitira
establecer con mayor certeza qué paciente y familiar de riesgo se
beneficiaria de un estudio genético junto con el respectivo asesoramiento

para establecer el tratamiento y seguimiento acorde a cada caso.

- La implementacion del andlisis de microsatélites permitiria
establecer una estadistica mas aproximada sobre la incidencia de

sindrome de Lynch en la poblacion de estudio.

- Ademas, la implementacion permitiria determinar las mutaciones

mas frecuentes en la zona, contribuyendo a la investigacion clinica de

variantes patogénicas asociadas al Sindrome de Lynch.
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ANEXOS

Anexo 1: Marcadores de microsatélites del panel de Bethesda.

El panel de referencia recomendado por el National Cancer Institute (NCI)

para realizar el andlisis de microsatélites para casos de cancer colorrectal

corresponde al panel de Bethesda, el cual incluye 5 marcadores de

microsatélites: dos de tipo mononucleotidos: BAT-25, BAT-26; y tres de tipo

dinucleodtidos: D2S123, D17S250 y D5S346. Sus secuencias de muestran en

la siguiente tabla:

Marcador Secuencia del partidor Forward/Reverse

5-TCG-CCT-CCA-AGA-ATG-TAA-GT-3 F

BAT-25
5-TCT-GGA-TTT-TAA-CTA-TGG-CTC-3 R
5-TGA-CTA-CTT-TTG-ACT-TCA-GCC-3’ F

BAT-26
5-AAC-CAT-TCA-ACA-TTT-TTA-ACC-3’ R
5’-AAA-CAG-GAT-GCC-TGC-CTT-TA-3 F

D2S123
5-GGA-CTT-TCC-ACC-TAT-GGG-AC-3’ R

5-ACT-CAC-TCT-AGT-GAT-AAA-TCG-
, F
GG-3

D5S346

5-AGC-AGA-TAA-GAC-AAG-TAT-TAC- R
TAG-3

5-GGA-AGA-ATC-AAA-TAG-ACA-AT-3’ F
D175250 5-GCT-GGC-CAT-ATA-TAT-ATT-TAA- .

ACC-3
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