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INTRODUCCIONY OBJETIVOS

Tabla 1. Caracteristicas clinicopatologicas de la serie de cancer Figura 1. Ejemplos representativos de la inmunohistoguimica
colorrectal. de los genes MMR.

e E| 15% de carcinomas colorrectales esporadicos comparte la  Via de transduccion de senales RAS/RAF/MEK/ERK.
patogénesis molecular del sindrome familiar no asociado a
poliposis (HNPCC), que cursa con inestabilidad de microsatélites
(MSI-H) secundaria a la alteracién de uno o méas genes de  Quinasas Localizacion

Proximal 20 (

reparacion del DNA (MMR). 7l P S, PAX. ok <§8(;

No especificada (O,

Caracteristicas clinicopatoldgicas (n = 244) MSI-H (n = 25) no MSI-H (n = 219) ﬂgf ::;'r::‘-:{y: F\,HHT;E’:}\- “' 2k . Xeds
1 _. Jh:':-’:. ‘.'.:-': -'._I'!:* : _-:i.-:‘l‘:’-'l"l:g;:;?‘ :..l_' IE_:.'_. l: I. I: I' s .II I

0) 64 (29,2) Reabetion T e e B P

0) 146 (66,7) 1 52

) 9(4,1)

gk 3 y
T ':."..'L .;'_"_ "'; i

el &, i i

; i =T

-y - [ ag i

R A )
B i

H“ Wy S K ¥
"'i" oy ) ..1.. g
|

4
AR
K T

Los tumores MSI-H tienen un fenotipo histopatoldgico £ Tipo histolégico (OMS)
caracteristico e independiente de la presentacion clinica, siendo o o0 845073 10100 oo
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las formas familiares morfolégicamente indistinguibles de las embrana eerar _ Carcinoma indiferenciado (ICD-O 8020/3) (0,0
eSporédiCaS. =it Sustratos de citosol Grado histoloégico (OMS)
y citoesqueleto Grado 1 ) 97 (44,3)

El 10% de los pacientes con cancer colorrectal MSI-H es @#’"’ SO0 A ; o es) P NS R T e e e o Adenocarcinoma con périd
susceptible de neoplasia hereditaria, y el despistaje basado — —— No gradable* GEOBPAO TN P g P NI C° SPresion ce -
en la historia clinica (criterios de Bethesda) no siempre permite - 4 Extension de la invasion (TNM) e L N TR S T N  (clon G168-15, x100)
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e E| gen BRAF codifica una serina/treonina quinasa que, inducida por /R ranscripcion de genes pT4

factores de crecimiento y mediada por RAS, activa la cascada Afe‘}fﬁfoié” ganglionar (TNM) 05 7o)

RAS/RAF/MEK/ERK implicada en la proliferacion celular. oN1 ,' 67 (30,6)
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La alteracion mas frecuente de BRAF, la mutacion V60OE, induce Estadio clinico (AstierColler's)

la activacion constitutiva de la via MAPK, facilitando la evasion de la apoptosis, y se asocia a inactivacion transcripcional del gen A

reparador hMLHT por hipermetilacion de su promotor, pero no a mutacion en linea germinal de éste. C
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El cancer colorrectal con MSI-H tiene una incidencia significativamente menor de mutacion de KRAS que el que de fenotipo oresion de MR : - : oXDIBaIon Conservads

estable (MSS). Norml , , ‘ & : . | de hMSH2.

.. . . . . ., . . hMSH?2 , ,
El objetivo del presente estudio fue evaluar la incidencia de mutacion de BRAF en una serie prospectiva de tumores (n= 244) hMSH6 | | - : (clon G213-1129, x400)
obtenidos de pacientes intervenidos quirdrgicamente por cancer colorrectal primario, y correlacionar los hallazgos con otros Mutacion de KBAS
factores previamente asociados a la mutacion de BRAF, como la expresion de los genes MMR, la mutacion de KRAS, v la Ausente

Presente

localizacion proximal de la lesion. No valorable

Mutacion V60OOE
Ausente ,0) 202 (92,2)
Presente ) 15 (6,9)
No valorable ) 2 (0,9)

Otra mutacion de BRAF
Ausente 25 (100,0) 208 (95,0)
Z Presente 0 (0,0) (3,2)
|V| AT E R | A L Y |V| E TO D O S No valorable 0 (0,0) (1,8) Adenocarcinoma con
expresion conservada
de hMSH®.

* El grado histoldgico se asigné en base a la clasificacion de la OMS, que considera los adenocarcinomas

Pacientes. Sprie de 244 pacientes consecutivos, constituida por 14_3 varones (59%) y 101 mujere_s (41%) con edad promedio de mucoides y los indiferenciados de Grado 3 y Grado 4, respectivamente. Dos lesiones radiadas previa gty :
68,6+12,1 anos (rango 36-98). En la Tabla 1 se hallan las caracteristicas clinicopatoldgicas de la misma. intervencién fueron consideradas no gradables. - - (clon 44, x400)

Tejidos. Procedentes de piezas quirurgicas para el estudio histopatoldgico rutinario. Selecciéon de areas representativas de tejido
tumoral y mucosa normal a distancia del mismo a partir de secciones de 4 um de tejido fijado en formol e incluido en parafina,
tenidas con H&E. Tabla 2. Resultados porcentuales del estudio mutacional de BRAF en relacion a la expresion inmunohistoquimica de los genes
MMR vy a las mutaciones de KRAS.

Inmunohistoquimica. Deteccion de la expresion de los genes reparadores MMR por técnica indirecta de inmunoperoxidasa con
avidina-biotina, en secciones de 4 um previa recuperacion antigénica por calor en tampon citrato. La positividad de los nucleos
de la base de las criptas de la mucosa coélica normal adyacente al tumor y de los linfocitos sirvié de control interno. En los casos
con ausencia de inmunoreactividad en todos los nucleos tumorales y positividad del control interno, se determiné pérdida de @Tumores MSI-H: . 5 e
expresion de MMR (hMLH1-, hMSH2-, 6 hMSHG6-), mientras que en los que se preservaba la inmunoreactividad nuclear de las VBOOE VBOOE
células neoplésicas se determind expresion conservada (hWMLH1+, hMSH2+, 6 hMSH6+) (Figura 1). BRAF+

14 casos:
Purificacion y control de calidad del DNA. Obtenido tras diseccion manual de secciones de 5 um de los pares de tejido a4 24 V600E L] S

normal/tumor por método de proteinasa K con extraccion fendlica. La calidad del DNA se comprobd mediante amplificacion de L] o casos: 2 KRAS13

un fragmento del gen de la 3-globina humana. 76 3 KRAS-

6 casos:

Analisis de inestabilidad de microsatélites. Amplificacion de 11 marcadores por PCR: los 5 del panel del NCI (Figura 2), 5 de D]g i N > AL
los usados convencionalmente para estudiar LOH en el cromosoma 18qg (D18S5bb, D18S58, D18S61, D18S64 vy D18S69), v otro 1 hMSH2 1 hMSH?2
del locus TP53 en el cromosoma 17p (P53CA). Acorde a las directrices del US National Cancer Institute, los casos con inestabilidad 2 MM

en mas del 30% de los loci testados se clasificaron como MSI-H.

Analisis mutacional. Para BRAF, amplificacion de fragmentos de los exones 11 y 15, ensayo de movilidad en gel preformado
de acrilamida no desnaturalizante (SSCP) con tincidon de plata, y secuenciacion bidireccional de los nuevos fragmentos amplificados

de los tumores con patron andmalo de movilidad electroforética. Para KRAS, amplificacion de un fragmento del exdn 1 que abarca Tumores MSS: 22 casos: 22 casos:
los codones 12 y 13, y secuenciacion unidireccional con cebador interno antisentido. | GE9GR 1 GE9GR

, ., . .- . L. ., 3 Db94G 3 D594G
Analisis estadistico. Relacion de la mutacion de BRAF con el estado de inestabilidad de microsatélites, con la expresion de MMIR BRAF+ 1 T599delCA 1 T599delCA

y con la mutacién de KRAS analizada mediante test exacto de Fisher con célculo de odd-ratios (OR), considerdndose estadisticamente 2 G604 2 G460
Significativa una p<0,05 10 [[] 96 casos:

[J22 casos: 77 KRAS12
KRAS- 17 KRAS13

0 2 KRAS12+13

D 1 caso: D 98 casos:

10 AMLH1T 97 MMR+
1 MMR-

RESULTADOS

Veinticinco de los 244 casos de la serie (10%) presentaron fenotipo MSI-H. En 19 de ellos (76 %) se observd pérdida de
expresion de MMR (18 hMLH1 y 1 hMSH?2). Catorce de los 18 casos hMLH1- (78%) fueron lesiones proximales con mutacion
V600E de BRAF en ausencia de mutacion de KRAS. De los cuatro restantes, sin mutacion alguna de BRAF, 2 presentaron
mutacion de KRAS, y los otros 2 fueron considerados susceptibles de HNPCC en base a la edad de presentacion (48 y 55
anos). El caso inestable hMSH2—- no presenté ni mutacion de BRAF ni de KRAS. Ningun caso con MSI-H presentd mutaciones

en el exéon 11 (Tabla 2A).
Veintidos de los 219 casos con fenotipo MSS (10%) presentaron patrones andmalos de movilidad de BRAF, 20 para el exdn Normal
15y 2 para el 11. La secuenciacion reveld que 15 de los 16 tumores gue compartian patron tenian la mutacion V60OOE, mientras .,HH

que el otro portaba una G596R, otros 3 casos tenian una D594G@G, vy el caso restante tenia una delecion de 2pb en el codén
599, que generaba un codon de terminacion prematura (Figura 3). Ambas mutaciones en el exén 11 correspondieron a una
G466A (Tabla 2B).

La pérdida de expresion de hMLH1 se asociod al fenotipo inestable (test de Fisher, p<0,001), pues s6lo un caso con MSS resultd
ser hMLH1- (OR= 0,0020 [0,0001-0,0155]). También se hall6 relacion entre el estado mutacional de BRAF vy la expresion de hMHL1 Tumor F'I”ﬁ
(test de Fisher, p<0,001), siendo la mutacion mas frecuente en lesiones hMLH1- que en las que retenian la expresion (OR= 34,97

110,35-140,471). BAT25 BAT26 D5S346 D25123 D175250
No se hallé ninguna mutacién de KRAS en lesiones con mutacion de BRAF, lo que apoya la hipdtesis de que ambas alteraciones
son eventos genéticos mutuamente excluyentes (test de Fisher, p<0,001).

Figura 2. Electroferogramas obtenidos tras el analisis del estado de inestabilidad de un tumor MSI-H utilizando los marcadores
microsatélites del panel del NCI.

Las lesiones proximales globalmente acumularon mas mutaciones V600OE que las distales (test de Fisher, p<0,001; OR= 9,66

[3,61-30,40]), siendo especialmente significativo el hecho de que todos los tumores MSI-H con V600E fueran proximales. Figura 3. Electroferogramas representativos del analisis Figura 4. Algoritmo propuesto para el despistaje genetico

mutacional del exén 15 de BRAF con sus respectivos patrones del HNPCC.
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e Estos resultados apoyan la hipdtesis de que las mutaciones de los genes BRAFy KRAS son eventos genéticos mutuamente \ o
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MSI-H 10-15%

e E| hallazgo de la mutacion V600OE de BRAF en tumores colorrectales con MSI-H permite asignar caracter esporadico a la enfermedad, v NO

por lo que la deteccion de ésta puede utilizarse como estrategia para el despistaje de familias HNPCC (Figura 4). . i #\I T
e Es necesario clarificar el rol de BRAF en la carcinogénesis colorrectal, pues constituye una posible diana terapéutica para el Yy

manejo clinico de los pacientes.
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