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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion de mutaciones de los genes hMLH1 y hMSHZ2 del
sistema de reparacion de malos apareamientos del ADN en
familias colombianas sospechosas de cancer colorrectal no

polipdsico hereditario (sindrome de Lynch)
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Introduccién. EIl cancer colorrectal es la segunda causa de morbilidad y mortalidad por cancer
en los paises desarrollados. En Colombia es la quinta causa de muerte entre los diferentes
canceres. Cerca del 75% de éstos corresponde a canceres esporadicos, alrededor del 25%
son familiares, y son claramente hereditarios el 5%. De éstos, el mas importantes es el cancer
colorrectal no polipésico hereditario o sindrome de Lynch.

Objetivo. Analizar los dos genes mas importantes involucrados en el sindrome de Lynch, el
hMLH1y el hMSH2.

Materiales y métodos. En 17 familias colombianas que cumplian con los criterios de Amsterdam
Il o las pautas de Bethesda, se analizaron por SSCP los 35 exones de estos dos genes y las
variantes electroforéticas se secuenciaron.

Resultados. Se detectaron 8 mutaciones de linea germinal en las familias analizadas, 7 en el
gen hMLH1y 1 en hMSH2, y se encontr6 una tasa de deteccion de mutaciones del 47%. Seis
de las 8 mutaciones encontradas en este estudio han sido previamente reportadas en la
literatura. Un cambio de una base en el sitio donador de empalme en el exén 9 del gen hMLH1
(G>A) (dos familias), un cambio A>G en el codén 755 del exén 17, y un cambio G>A en el exén
18. Se detectaron dos nuevas mutaciones, una en el exén 17, un cambio C>T en el coddn 640,
y una delecién de TG en el codon 184 del exén 3 del gen hMSH2. También se detectd en dos
familias un polimorfismo del intrén 13 del hMLH1.

Conclusion. Este es el primer estudio realizado en Colombia que detecta mutaciones en el
sindrome de Lynch y pretende establecer un programa integral de manejo y prevencion.

Palabras clave: sindrome de Lynch, neoplasmas colorrectales hereditarios sin poliposis, genes,
reparacion del ADN, disparidad de par base.

Detection mutations in the DNA mismatch repair genes of hMLH1 and hMSH2 genes in
Colombian families with suspicion of hereditary non-polyposis colorectal carcinoma (Lynch
syndrome)

Introduction. Colorectal cancer (CRC) is the second highest cause of cancer mortality in
developed countries. In Colombia, CRC ranks fifth as a cause of cancer death. Approximately
75% of CRC appear to be spontaneous and 25% are familial, with 5% of the latter clearly
hereditary. Of these, hereditary non-polyposis colorectal carcinoma (HNPCC)-or Lynch syndrome
is the most important.
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Objective. Herein, the two most important genes involved in Lynch syndrome, the hMLH1 and
hMSHZ2 were analyzed for presence of mutations.

Materials and methods. Seventeen Colombian families that fulfilled the Amsterdam Il criteria
or Bethesda guidelines for Lynch syndrome were selected. The of 35 exons of hMLH1 and
hMSH2Z2 genes were screened by SSCP and those with electrophoretic variants were sequenced.
Results. Eight germinal mutations were detected, corresponding to a 47% detection mutation
rate. Six of the eight mutations have previously been reported. These consisted of the following
mutations: a single base substitution at the donor splicing site of exon 9, a single base substitution
(A>G) at codon 755 of the exon 17, and another single base substitution (G>A) at codon 681 of
exon 18. The two novel mutations consisted of a single base substitution (C>T) at codon 640 of
exon 17 of the hMLH1 gene and a two-nucleotide deletion (TG) at codon 184 of exon 3 of
hMSH2 gene. In addition, two families were observed with a polymorphism in the intron 13
(G>A) nt 1558+14, of hMLH1 gene.

Conclusions. This study represented the first survey for detecting mutations associated with
Lynch syndrome in Colombia, and is intended to lead to the establishment of a management
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and prevention program.

Key words:
base pair mismatch, genes.

El cancer colorrectal es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los paises
desarrollados. Cerca del 75% corresponden a
canceres colorrectales esporadicos, mientras que
alrededor del 25% son familiares, y son claramente
hereditarios el 5%. De éstos, los mas importantes
son el cancer colorrectal no polipdsico hereditario
o sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa
familiar, el primero con una frecuencia de 80%,
aproximadamente, de todos los cancer colorrectal
hereditarios y el segundo, con 20% (1,2).

En Colombia, el cancer colorrectal es la quinta
causa de muerte por cancer (3,4). El sindrome de
Lynch es una enfermedad autosomica dominante
con un rango variable de inicio de la enfermedad
de 25 a 60 afios y una penetrancia de 85% (1,2,5).
El sindrome de Lynch presenta carcinomas de
colon localizados en el colon proximal y hacia el
extremo derecho y es caracteristica la
presentacion de sincronia y metacronia de los
carcinomas. Ademas, se presentan canceres
extracolonicos, principalmente, carcinoma
endometrial seguido por carcinoma de ovario,
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estémago, intestino delgado, tracto hepatobiliar,
carcinoma de células de transicion de uréter y
pelvis renal y también adenoma sebéaceo (1, 5).
Las familias con cancer colorrectal no polipdsico
hereditario presentan mutaciones de linea
germinal en los genes de reparacion del mal
apareamiento de las bases en el ADN (MMR),
principalmente, en h(MLH1, h(MSHZ2y, también, en
hMSHG6, hPMS1y hPMS2 (6-9). La identificacion
de las familias con cancer colorrectal no polipdsico
hereditario es algunas veces dificil, ya que no
existe un fenotipo clinico premdrbido, como si lo
existe en la poliposis adenomatosa familiar.

En 1991, el Grupo Colaborativo Internacional sobre
cancer colorrectal no polipésico hereditario
estableci6 los criterios de Amsterdam para la
identificacion de estas familias, los cuales fueron
modificados en 1999 (10-11). Se denomina ahora
criterios de Amsterdam I, y son los siguientes:
1) por lo menos, tres pacientes histolégicamente
verificados con cancer colorrectal, uno de ellos
en pariente en primer grado de los otros dos, o
con cancer endometrial, cancer gastrico y
carcinoma de uréter y pelvis renal; 2) por lo menos,
dos generaciones sucesivas afectadas; 3) por lo
menos, un miembro afectado y diagnosticado
antes de los 50 afios; 4) se debe haber excluido
la poliposis adenomatosa familiar.

Dado que estos criterios son muy estrictos y no
incluian a muchas familias que sugerian el perfil
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de cancer colorrectal no polipésico hereditario y
con el fin de realizar estudios moleculares, en 1997
se establecieron las pautas de Bethesda que
permiten la inclusién de un mayor nimero de
familias (12) e incluyen: 1) individuos con cancer
que pertenecen a familias que cumplen los
criterios de Amsterdam; 2) individuos con dos
carcinomas relacionados con céncer colorrectal
no polipésico hereditario incluido cancer colorrectal
metacrénicos y sincrénicos, o cénceres
extracolénicos asociados; 3) individuos con cancer
colorrectal y un familiar con cancer colorrectal en
primer grado o cancer colorrectal no polipdsico
hereditario con cancer extracolénico o adenoma
colorrectal (uno de los canceres diagnosticados
antes de los 45 afios y el adenoma antes de los
40 afios; 4) individuos con céncer colorrectal o
con cancer endometrial antes de los 45 afios; 5)
individuos con cancer colorrectal con
histopatologia no diferenciada diagnosticados
antes de lo 45 afios; 6) individuos con adenomas
diagnosticados antes de los 40 afios.

Hasta la fecha se han descrito en la base de dados
de céncer colorrectal no polipésico hereditario
(www.nfdht.nl) més de 400 mutaciones patogénicas,
principalmente, en hMLH1 y hMSH2. Este el
primer estudio molecular realizado en Colombia
para detectar familias con céncer colorrectal no
polipésico hereditario e identificar mutaciones
presentes en los genes hMLH1y hMSHZ. En este
articulo se describen los resultados del estudio
de 17 familias en las cuales se buscaron
mutaciones de los genes hMLH1y hMSH2.

Materiales y métodos
Familias

Se estudiaron 17 familias colombianas que
cumplian con los criterios de Amsterdam o las
pautas de Bethesda, provenientes de la consulta
de gastroenterologia de hospitales de Bogot4,
Medellin y Barranquilla, y de la practica privada
de varios especialistas. Estas familias fueron
seleccionadas de un grupo de 36 familias de igual
numero de pacientes con carcinoma colorectal que
informaron a sus médicos antecedentes familiares.

De las 17 familias seleccionadas, se estudié un
caso indice, aunque en algunas familias se
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estudiaron dos o tres individuos afectados. De la
misma manera, se estudiaron de dos a cuatro
individuos sanos. En dos familias (UN-16 y UN-
17) no se estudiaron individuos afectados porque
todos habian fallecido para la época del estudio,
por lo que los casos indices aun no habian
desarrollado tumores. Cada paciente del estudio
firmo un consentimiento informado y, a través de
ellos, se obtuvo la historia clinica y familiar.

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion se utilizaron 5 ml de
sangre con EDTA. Se empled la técnica de salting
out (13); el ADN extraido se cuantificé con
espectrofotometro y se visualizé en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Amplificacion de los genes hMLH1 y hMSHZ2

Se amplificaron los 16 exones del gen hMSHZ2y
los 19 del gen hMLH1 utilizando los iniciadores
descritos previamente por Weber et al. (14). Para
los exones 1y 11 del gen hMSH2 y 10 del gen
hMLH1 se modificaron los iniciadores con el
programa Primer 3 (www.genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3), ya que no se obtuvo la
amplificacion esperada.

Analisis de polimorfismo de conformacion de
cadena sencilla (SSCP)

Con el fin de detectar cambios de conformacién
del ADN sugestivos de mutaciones, se evaluaron
los 35 exones de los dos genes con la técnica de
polimorfismo de conformacion de cadena sencilla
(SSCP), para lo cual se estandarizaron las
condiciones necesarias teniendo en cuenta la
composicion y el tamafo del fragmento. Se
desnaturalizaron las muestras utilizando el tampon
de SSCP (formamida al 95%, EDTA al 0,5M,
NaOH 0,4N y 0,0025% de xilencianol y azul de
bromofenol) en una proporcion 1:9 (1 volumen de
muestra por 9 volimenes de tampodn
desnaturalizante). Los geles de SSCP se corrieron
en una camara The Dcode de BIO-RAD, a 4°C,
en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes
del 12% al 15%, con un voltaje de 300-500 voltios
y con un tiempo de corrido de 4 a 16 horas. Los
geles se visualizaron utilizando la técnica de nitrato
de plata convencional.
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Secuenciacion del ADN

Se secuenciaron las muestras que presentaron
un patrén de migracion anormal en el analisis de
SSCP, comparado con el de los controles
normales. Se utilizé el estuche Big Dye Terminator
y la electroforesis capilar de las muestra se realiz6
en el analizador genético ABI Prism 310 (Applied
Biosystems). Todas las mutaciones se confirmaron
por duplicado y se secuenciaron en ambas
direcciones. La secuencia obtenida se comparé
con la base de datos del Grupo Colaborativo
Internacional de Cancer Colorrectal no polipdsico
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hereditario (www.nfdht.nl/database/mdbchoice.htm)
y la Human gene mutation database (http://
archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/ search/203983.
html).

Resultados

Se estudiaron 17 familias colombianas en un
periodo comprendido entre febrero de 2000 y abril
de 2003; 8 familias cumplian los criterios de
Amsterdam Il 'y 9 familias las pautas de Bethesda.
Las caracteristicas generales de cada familia se
observan en el cuadro 1. De las 17 familias

Cuadro 1. Descripcién de las familias analizadas. Hno/a. Hermano, Hermana, Ca. Céancer, P: Polimorfismo.

Familia Criterios / pautas Edad Dx.Tumor Otros Antecedentes Familiares Presencia de
Dx. / Sexo  primario T umores Mutacién
UN-01 Amsterdam I 33/F Ca. Colon Endometrio Abuelo Ca. Colon, Padre Ca. Colon
Hno. Ca. Colon, Hna. Ca Colon y
Ca. endometrio Si
UN-02 Amsterdam I 33/M Ca. Colon No Abuela Ca. Colon, Padre Ca. Colon,
6 Tios Ca. Colon, 2 Tias Ca. vias Urinarias,
2 Tias Ca.Endometrio, 2 Hno. Ca Colon Hno.
Ca Cerebro. Si
UN-03 Amsterdam |1 43IM Ca. Colon No Madre Ca. Colon, Tia Abuela. Ca. Colon
Tia Abuela. Ca. Colon, Tio Osteosarcoma Si
UN-04 Amsterdam |l 37M Ca. Colon Sincrénico colon  Hna. pélipos de recto, Hno. Ca. Colon, Madre
transverso Ca. Gastrico, Tia Ca. Utero Si
UN-05 Bethesda 58/F Ca. Colon No Hna. Ca. Endometrio, Padre Ca. Pancreas,
Madre Ca. Endometrio, Tia Ca. Pancreas,
Prima Ca. Endometrio No
UN-06 Amsterdam I 40/F Ca. Colon No Hno. Ca. Colon, Padre Ca. Gastrico, Tia
Leucemia, Tio Ca. Vias Digestivas Si
UN-07 Bethesda 39/F Ca. Colon No Padre Ca. Hepético, Tia Ca. Seno, Tia Ca.
Colon, Tia Ca. Estémago. No
UN-08 Amsterdam I 43/M Ca. Colon No Hna. Ca. Estémago, Padre Ca. Colon,
Abuelo Ca. Colon. Si (P)
UN-09 Amsterdam 11 57/F Ca. Colon No Hna. Ca Colon, Tio Ca Estomago, Tio Ca.
Colon. No
UN-10 Bethesda 43IM Ca. Colon No Sobrino Ca. Renal, Tia Ca. Seno, Tia Ca
Ganglionar. No
UN-11 Bethesda 47/F Ca. Colon No Hna. Ca. Cerebral, Hna Ca. Seno, Madre Ca.
Intestinal No
UN-12 Bethesda 41/F Ca. Colon No Madre Ca. Gtero, 2 Tias Ca de Seno, Tio Ca.
Pulmén No
UN-13 Bethesda 37M Ca. Colon No Hno. con Pélipos Hiperplasicos No
UN-14 Bethesda 50/F Ca. Colon Ovario Hijo con Ca. Testicular No
UN-15 Bethesda 18/F Ca. Recto No Hno. Ca. Géstrico No
UN-16 Amsterdam I 37/F SANA No Abuela Ca. Colon, Padre Ca. Colon, 4 Tios
Ca. Colon, 3 hermanos Ca. Colon 2 primos
Ca. Colon Si
UN-17 Bethesda 42/F SANA No Madre Ca. Es6fago, Tio Ca. Préstata, Hna.

Ca. Intestino delgado, Hna. Ca Colon, Hno.

Ca. Esé6fago Si(P)
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Cuadro 2. Mutaciones detectadas en este estudio

MUTACIONES DE LOS GENES HMLH1Y HMSHZ2 EN COLOMBIA

Gen Familia Criterios Exon Regién Cambio Consecuencia Reportada
del gen nucleotido
MLH1 UN-1 Amsterdam I 9 790 +1 G>A Defecto de empalme Si
MLH1 UN-6 Amsterdam I 9 790 + 1 G>A Defecto de empalme Si
MLH1 UN-8 Amsterdam I 13 1558 +14 G>A Ninguna Si
MLH1 UN-17 Bethesda 13 1158 +14 G>A Ninguna Si
MLH1 UN-4 Amsterdam Il 17 1918 C>T Prolina/Serina No
MLH1 UN-16 Amsterdam I 17 1964 A>G Isoleucina/Valina Si
MLH1 UN-5 Amsterdam || 18 2041 G>A Alanina/Treonina Si
MSH2 UN-2 Amsterdam || 3 596 del TG Cisteina/Stop No
A At crRT A A cC analizadas, 6 presentaron mutaciones patogénicas
' = z a v y dos familias, una variante polimérfica (cuadro 2).
— Un alto porcentaje de éstas corresponde a
mutaciones en el gen hMLH1 88% (7/8) frente al
c T TAY 6 & T T 12% (1/8) en el gen hMSH2. Tres mutaciones ya
b v estan reportadas en la literatura como patogénicas;
dos familias (UN-1y UN-6) presentaron la misma
mutacién, un cambio de una base en el sitio
2 120 donador de empalme en el exén 9 del gen hMLH1

l b A A G A Y A G G
v
a 100
3 T G (o3 R (o3 T A T
1 2 3
_— — v
— i
b 80
AT A G Y G Cc A

Figura 1. Izquierda patrones SSCP y derecha, secuencia
nucleotidica de las mutaciones observadas. 1. Patron de
electroforésis de SSCP exon 9 gen hMLH1, carril 1 control
normal, carril 2 variante electroforética. a. Electroferogram.
primer con sentido. b. Primer antisentido. 2. Patron de
electroforésis de SSCP exon 17 gen hMLH1 carriles 1,3
control normal, carril 2 variante electroforética. a.
Electroferograma primer con sentido. b. Primer antisentido.
3. Patron de electroforésis de SSCP exon 18 gen hMLH1,
carriles 1,3 control normal, carril 2 variante electroforética.
a. Electroférograma primer con sentido. b. Primer antisentido.
Las flechas muestran el sitio de la mutacion.

(G>A) (15); una familia (UN-16) present6 un cambio
de A>G en el codon 755 del exén 17 del gen
hMLH1 que produce un cambio de isoleucina/
valina (16), y una familia (UN-3) presenté cambio
de G>A en el exdn 18 del gen MLH1 que produce
un cambio de alanina/treonina (17) (figura 1). Se
detectaron 2 nuevas mutaciones patogénicas, una
en el exén 17, un cambio de C>T en el cod6n 640
(UN-4) del gen hMLH1 que produce un cambio de
prolina/serina y una delecion de TG en el codén
184 del exdén 3 del gen (UN-2) hMSH?Z2 que produce
un cambio de cisteina/stop. También se detectd
en dos familias, un polimorfismo del intrén 13 del
gen hMLH1 (UN-8y UN-17) un cambio de G>A en
la posicion 1558 +14 (18) y se determin6 una
frecuencia en poblacién colombiana del 6,5%
(figura 2).

Al considerar las mutaciones con respecto a los
criterios de Amsterdam Il y a las pautas de
Bethesda, se observé que, de las mutaciones
encontradas, 7 se presentaron en familias que
cumplieron los criterios de Amsterdam 11 (88%,
7/8), mientras que so6lo 1 mutacién se encontro
en una familia que cumplié las pautas de Bethesda
(11%, 1/9); esta diferencia fue estadisticamente
significativa (prueba exacta de Fisher, p=0,005).
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Cuadro 3. Tumores presentes en las familias analizadas

Biomédica 2005;25:315-24

Tipo de cancer TotaL n=106 Mutacion Negativa Mutacién Positiva
HMLH1 HMSH2 Total

Céncer colorrectal 68 (64,2%) 18 35 15 50
Endometrio/ovario 12 (11,3%) 5 3 4 7
Estdbmago 8 (7,5%) 4 3 1 4
Seno 3 (2,8%) 3 0 0 0
Rifién/tracto urinario 3 (2,8%) 1 0 2 2
Linfoproliferativo 3 (2,8%) 1 2 0 2
Pulmoén 2 (1,9%) 1 1 0 1
Eséfago 2 (1,9%) 2 0 0 0
Cerebro 2 (1,9%) 1 0 1 1
Préstata 1 (0,9%) 1 0 0 0
Intestino delgado 1 (0,9%) 1 0 0 0
Cara 1 (0,9%) 0 0 1 1

El tipo y el porcentaje de tumores presentes en
las familias estudiadas se observa en el cuadro
3. El cancer mas frecuente es el cancer
colorrectal, seguido por el cancer de endometrio/
ovario y el cancer de estbmago. También se
observaron canceres poco frecuentes en el
espectro de cancer colorrectal no polipdésico
hereditario como el de rifidn/vias urinarias, cerebro
e intestino delgado. Canceres como los trastornos
linfoproliferativos, seno, préstata, pulmény cara
que, usualmente, no se incluyen dentro del
espectro de tumores de cancer colorrectal no
polipdsico hereditario, se presentaron en algunas
de las familias estudiadas.

En cuanto al cancer de colon, se presentaron 52
casos entre los familiares en los que se conocié
la edad de diagndstico del cancer en las 17
familias estudiadas. De éstos, 36 estuvieron
presentes en familias que cumplian con los
criterios de Amsterdam y cuya edad de
diagnéstico fue, en promedio, de 43,9 afios. En
las familias que cumplieron los criterios de
Bethesda se presentaron 16 casos con una edad
promedio de diagndstico a los 46,7 afios. No hubo
diferencias entre la presencia de cancer de colon
y el sexo de los pacientes.

Discusién
El presente estudio es el resultado del andlisis
del ADN genémico para los genes hMLH1 y

hMSH2 en 17 familias colombianas no
relacionadas, sugestivas de presentar cancer
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colorrectal no poliposico hereditario. Se detectaron
8 mutaciones en 17 familias lo que correspondié
a una tasa de deteccion del 47%. Esta tasa de
deteccion es semejante a lo publicado por
diferentes autores en varios paises de Europa,
Norteamérica y Latinoamérica (14-21). La
aplicacion de los criterios de inclusién juegan un
papel importante en la identificacién de
mutaciones en las familias con cancer colorrectal
no polipésico hereditario. La seleccién de familias
utilizando los criterios de Amsterdam Il pueden
generar una probabilidad de deteccién de la
mutacién de cerca del 60%; cuando los criterios
son menos estrictos como las pautas de Bethesda,
la tasa de deteccién de mutacion disminuye a
valores cercanos al 34% (22). En el presente
estudio, 8 de las 17 familias satisfacian los
criterios de Amsterdam II, por lo que al analizar
por separado estas familias, la tasa de deteccion
de mutaciones se elevé al 88% (7/8 familias), lo
cual es mucho mayor al valor reportado por otros
estudios (14-25). Al analizar las familias que
cumplian las pautas de Bethesda, sélo se detectd
el 11% de las mutaciones (1/9 familias). Esta
diferencia resulté altamente significativa (P=0,005)
Por lo anterior, se puede concluir que los criterios
de Amsterdam |l son claves en la identificacion
de familias sugestivas de sufrir cancer colorrectal
no polipésico hereditario, pero las pautas de
Bethesda también permiten identificar mutaciones.

En el presente estudio se encontré una proporcion
mayor de mutaciones en hMLH1 con respecto a
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Figura 2. lzquierda patrones SSCP y derecha, secuencia
nucleotidica de las mutaciones observadas. 1. Patron de
electroforésis de SSCP exon 17 gen hMLH1, carril 1 variante
electroforética, carriles 2 y 3 control normal. a.
Electroferogram. primer con sentido. b. Primer antisentido.
2. Electroforesis en PAGE del producto amplificado del exon
3 gen hMSH2, carril 1, patron peso molecular, carriles 2-4 'y
6-7 control es normales, y carriles 5 y 8, paciente UN-02
afectado. a. Electroferograma primer con sentido. b. Primer
antisentido. 3. Patrén de electroforésis de SSCP intron 13
gen hMLH1, carriles 1,3 control normal, carril 2 variante
electroforética. a. Electroférograma primer con sentido. b.
Primer antisentido. Las flechas muestran el sitio de la
mutacion.

hMSH2, 88% vs. 12%, respectivamente. Estos
resultados concuerdan con lo reportado
recientemente para la poblacién brasilera en los
que se observo una frecuencia de mutaciones en
hMLH1 de 80% contra 20% en hMSH2(22). Las
mutaciones patogénicas detectadas en el gen
hMLH1 fueron del tipo de cambio de sentido; dos
familias presentaron la misma mutacion, una
substitucion en la posicién 790 +1 de G/A en el
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sitio aceptor de empalme del exén 9 del gen hMLH1
(15); estas familias no estan relacionadas
aparentemente entre si, pero provienen de la
misma regién geografica (departamento de
Boyaca), lo que podria sugerir un posible efecto
fundador).

Se detectaron dos nuevas mutaciones, la primera
en la familia (UN-04) en el exdn 17 del gen hMLH1
consistio de un reemplazo de C>T en el codén
640 que produce un cambio del aminoacido de
Pro/Ser. Esta mutacion podria ser sélo un
polimorfismo, pero se considera patogénica por
las siguientes razones: 1) se produce un cambio
en aminoacidos de polaridades diferentes que
puede alterar considerablemente la estructura de
la proteina, lo cual podria interferir la interaccién
de la proteina con sus homologos como hMLH3 0
hPMS2, ya que la mutacion se encuentra en la
region de interaccion con estos genes; 2) el cambio
se encuentra en una posicién muy conservada
entre diferentes organismos, como S. cervisiaey
M. musculus, y esta en la primera posicion del
codén CCC/TCC, lo que es inusual en las
mutaciones polimorficas; 3) al analizar la familia,
la mutacién se segrega con la enfermedad ya que
dos hermanos afectados del caso indice tienen
la mutacién, y una hermana sana no la presenta;
4) en un analisis adicional realizado en el presente
en 150 individuos, no se encontrd esta variante
en la poblacién.

La segunda mutacién patogénica es una delecién
de 2 nt (TG) en el exén 3 del gen hMSHZ2 en la
posicidn 596-597 que provoca un cambio de Cis/
Stop en el coddn 184, y genera una proteina
truncada.

En este estudio se detectdé una variante
polimorfica en el gen hAMLH1 en dos familias (UN-
8 y UN-17) que consiste en un cambio de G>A
en elintrén 13, en la posicién 1558 + 14. Aunque
este polimorfismo ya se habia reportado en
poblacién sueca (17), se considerd conveniente
realizar un estudio de poblacion para determinar
si realmente se trataba de un polimorfismo o
podria ser una variante patogénica ya que, en un
trabajo reciente, se describe una mutacién
patogénica en la posicion 1558 + 13 que genera
un sitio de empalme criptico (23).
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Se realizé un estudio en una muestra de 150
individuos provenientes de la region cundi-
boyacense, la misma region de origen de las
familias estudiadas; se determin6 que la frecuencia
de esta variante en esta poblacién colombiana es
de 6,5% (alelo G, 0,94; alelo A, 0,06) y que, al
parecer, no esta asociada con el cancer colorrectal
no polipésico hereditario, al menos, directamente.

La frecuencia de cancer colorrectal en las familias
analizadas en este estudio fue alta como era de
esperarse (68 tumores, 64,2%), seguida de
tumores de endometrio y de estdbmago. Este ultimo
es de gran interés debido a que, a pesar de que
este cancer es de muy baja frecuencia en familias
con cancer colorrectal no polipésico hereditario,
en este estudio se encontrd en 7,5%, muy cercana
ala de cancer de endometrio que fue del 11,3%.
Este hallazgo es muy importante si se tiene en
cuenta que, en Colombia, la principal causa de
muerte por cancer es la de cancer gastrico (3,4).
También la presencia de canceres extracolonicos
de baja frecuencia, como cancer de rifién o vias
urinarias (2/3, 2,8%) y de cerebro (1/2, 1,9%), se
asoci6 con la presencia de mutaciones en el gen
hMSH2, como ya se ha descrito (24).

El uso de la técnica de SSCP para la deteccién
de mutaciones tiene sus limitaciones, ya que tiene
una sensibilidad de 80% y solamente con
productos amplificados hasta de 250 a 350 pb.
Con el uso de esta técnica en este estudio, la
tasa de detecci6n de mutacion seria relativamente
alta al compararla con un estudio reciente (25), en
el cual también se emplea SSCP, aunque sélo
analizan a familias que cumplen completamente
con los criterios de Amsterdam. En dicho estudio
se logran detectar las mutaciones en el 50% de
los casos. No obstante, en nuestro estudio se
logré detectar la mutacion en el 88% de las
familias que cumplian con los criterios de
Amsterdam. Es importante aclarar que la tasa
encontrada en este estudio podria estar
subestimada, debido a que tres productos
amplificados para hMLH1 tienen mas de 350 pb,
defectos como cambios en el promotor o en
regiones enhancer, y cambios cripticos dentro de
regiones no codificantes que puedan alterar el
adecuado empalme de los exones, no se pueden
detectar utilizando los iniciadores descritos en este
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trabajo, y existen otros genes del sistema de MMR
que pueden tener mutaciones en familias con
cancer colorrectal no polipésico hereditario como
el h(MSH6, hPMS1, hPMSZ2 (8-9), en los que se
ha encontrado un nimero importante de
mutaciones de cambio de sentido, aunque no se
han realizado estudios funcionales de las
proteinas para determinar que tanto este tipo de
mutaciones alteran la estructura o la
funcionabilidad de las mismas.

En nuestro medio, hasta la fecha, no se aplican
herramientas moleculares para orientar el
diagnostico y el manejo de pacientes con cancer
colorrectal ni determinar su prondstico. Por otro
lado, en los casos de cancer hereditario, en los
que los familiares tienen un alto riesgo de padecer
el cancer desde una edad temprana, los familiares
deben someterse a procedimientos invasivos
periddicos desde la juventud, con el fin de detectar
el tumor en estadios iniciales. Por esta razén, la
implementacién de métodos diagndsticos como
los realizados en el presente estudio (SSCP-
Secuencia) en el que se alcanzé una tasa de
deteccion del 88% en aquellas familias que
cumplen con los criterios de Amsterdam |1y 11%
en familias con pautas de Bethesda, para una tasa
de deteccién conjunta del 47%, es de vital
importancia para la identificacion de mutaciones
en familias con un patrén sugestivo de cancer
colorrectal no polipésico hereditario. Ademas, la
futura implementacion de un método de tamizaje
como el andlisis de la inestabilidad de
microsatélites permite realizar un exhaustivo
trabajo de deteccion de mutaciones en aquellos
casos que presenten una inestabilidad de
microsatélites alta, ya que en 90% de los casos,
se asocia a mutaciones en los genes del sistema
MMR (principalmente, hMLH1 y hMSH?2) en
individuos que presentan una historia de cancer
familiar (26). El uso de estas técnicas diagndsticas
como el SSCPy lainestabilidad de microsatélites
ayudara a la deteccion de portadores de
mutaciones en familias sugestivas de cancer
colorrectal no polipésico hereditario. En el presente
estudio se analizaron diferentes miembros de las
familias y se detectaron las mutaciones, excepto
para el caso de la familia UN-3, en la que fue
imposible contactar a los familiares del caso
indice. Esto permiti6 realizar un asesoramiento
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genético en estas familias, y se sugiere que se
incluya un manejo preventivo para el diagnéstico
temprano del cancer basado en la realizacion de
colonoscopias, ya que varios estudios sugieren
gque el tamizaje por largos periodos con
colonoscopias reduce el riesgo de muerte en
pacientes con cancer colorrectal no polipdsico
hereditario y portadores de mutacioén, en 56% a
62% (27). También debido a la alta frecuencia de
canceres extracoldnicos, es necesario realizar
otros examenes como la biopsia de endometrio y
las endoscopias, ya que los canceres de
endometrio y estdbmago tienen una frecuencia
importante en las familias colombianas con cancer
colorrectal no polipésico hereditario. Esto
representaria para el paciente y para el sistema
de salud una relacién costo-beneficio de gran
provecho.
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