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RESUMEN

Introduccion: La inestabilidad de microsatélites (MSI) es uno de los 4 subtipos
moleculares del cancer gastrico. El diagnéstico puede hacerse por
inmunohistoquimica, que ofrece sensibilidad y especificidad adecuadas.
Objetivos: Detectar MSI mediante inmunohistoquimica en muestras de
gastrectomias de pacientes con cancer gastrico del servicio de patologia de un
hospital III-1, Lima-Peru. Evaluar su asociacion con edad, sexo, sobrevida,
estadiaje TNM vy clasificacion histopatologica y de Lauren. Describir las
caracteristicas clinico-patologicas del MSI. Materiales y métodos: El tipo de
estudio fue transversal analitico. Se realiz6 inmunohistoquimica para MLHI,
MSH2, MSH6 y PMS2 en todas las muestras. Los resultados fueron analizados en
términos de frecuencias y porcentajes y se busco relacion con las otras variables
mediante la razén de probabilidades de prevalencias y Chi2. La sobrevida se
calculd por Mantel Cox. Resultados: De las 51 muestras validadas, se hallaron 15
(29,4%) casos de MSI. La relacion entre el MSI y las caracteristicas clinico-
patoldgicas estudiadas: edad, sexo, clasificacion de Lauren, estadiaje TNM, grado
histopatologico y sobrevida, no fueron estadisticamente significativas (p>0,05).
Se encontr6 una alta prevalencia del MSI en la localizaciéon antro-pildrica
(85,7%), clasificacion de Borrman tipo 3 (79,6%), tipo intestinal (86%), bien y
moderadamente diferenciado (73,4%) y tipo tubular (80%). Conclusiones: Se
encontr6 una prevlaencia del 29,4% de MSI. No se encontrd una relacion
significativa entre la presencia de MSI y las variables estudiadas.

Palabras clave: cancer  gastrico, inestabilidad de  microsatélites,

inmunohistoquimica y reparacion de mal apareamiento.



SUMMARY

Introduction: Microsatellite instability (MSI) is one of the 4 molecular subtypes
of gastric cancer. The diagnosis can be made by immunohistochemistry, which
offers adequate sensitivity and specificity. Objectives: To detect MSI by
immunohistochemistry in gastrectomy samples from patients with gastric
carcinoma in the pathology department of a III-1 hospital, Lima-Peru. To evaluate
its association with age, sex, survival, TNM staging and histopathological and
Lauren classification. Describe the clinicopathological features of MSI. Materials
and methods: The study design was analytical cross-sectional.
Immunohistochemistry for MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 was performed on
all samples. Frequencies and percentages and relationships were calculated for all
categoric variables and associations with MSI were sought using prevalence odds
ratio and the Chi-squared test. Continuous data was analyzed with means and SD.
Survival analysis was performed using the Kaplan-Meier method. Results: Of the
51 samples validated, 15 (29.4%) cases of MSI were found. The relationship
between MSI and the clinicopathological characteristics studied: age, sex, Lauren
classification, TNM staging, histopathological grade and survival, were not
statistically significant (p>0.05). Prevalence of MSI was found in the antro-
pyloric location (85.7%), Borrman type 3 classification (79.6%), intestinal type
(86%), well and moderately differentiated (73.4%) and tubular type (80%).
Conclusions: A 29.4% prevalence of MSI was found among patients with cancer
gastric who had a gastrectomy. No significant relationship was found between the
presence of MSI and the variables studied. Key words: gastric cancer,

microsatellite  instability, immunohistochemistry and mismatch repair.



INTRODUCCION

El cancer gastrico es una de las principales causas de malignidad a nivel mundial.
De acuerdo al “Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer” (IARC,
por sus siglas en inglés) es la quinta neoplasia mas frecuente y la cuarta con
mayor mortalidad en el mundo (1). En el afio 2020, se estim6 1 089 103 casos
nuevos y 768 793 muertes debido al cancer gastrico. Esta neoplasia es mas
frecuente en Asia oriental, sin embargo, en Sudamérica también tiene una
incidencia importante de 12,7% y 6,9%, en varones y mujeres,
respectivamente(1). La predominancia sobre el sexo masculino se repite a nivel
mundial, siendo el riesgo acumulativo de desarrollar cancer géstrico desde el
nacimiento hasta los 74 anos de 1,9% en varones y 0,79% en mujeres,
representando 2,2 veces mas probabilidades de diagndstico en varones (1,2). En el
Pert, el cancer gastrico continia siendo una de las entidades mas agresivas,
colocandose como la neoplasia con mayor mortalidad en el 2018 (13,9%),
probablemente asociado a la falta de diagndstico precoz, especialistas y al alto
costo en nuestro pais (1,3). Segin el boletin epidemiologico del 2018 del
Ministerio de Salud del Pera (MINSA), se registraron 835 casos nuevos de cancer
gastrico en el periodo de enero a diciembre del 2018 en 47 establecimientos de
salud a nivel nacional (4). Se ha observado mayores tasas de mortalidad en

ciudades de la sierra central como Hudnuco, Huancavelica y Junin (5).

En la carcinogénesis de esta neoplasia se involucran diversos factores de riesgo

tanto intrinsecos (factores genéticos) como extrinsecos (mutaciones o lesiones pre



malignas). Los factores mas conocidos para el desarrollo de cancer géstrico son el
tabaquismo, ingesta cronica de alcohol, dietas con alto contenido de nitratos,
nitritos y sal, anemia perniciosa, gastrectomias, enfermedad de Menetrier o
gastropatia hipertrofica, obesidad, sexo masculino, edad mayor de 50 afos, nivel
socioecondmico bajo y la infeccion por Helicobacter pylori, siendo este ultimo

uno de los mas importantes (2,3).

El 95 % de las neoplasias malignas gastricas corresponden a adenocarcinomas,
mientras que el 5% restante son linfomas, tumores del estroma gastrointestinal
(GIST, por sus siglas en inglés), leiomiosarcomas y tumores neuroendocrinos (6).
El adenocarcinoma es una patologia muy variada y multifactorial con diferentes
fenotipos por lo que se han descrito diversas clasificaciones (Tabla 1)(7). La
clasificacion histologica mas usada es la de Lauren, la cual divide el cancer
gastrico de acuerdo al patron de crecimiento y tipo histoléogico en intestinal,
difuso, mixto e indeterminado (8). El tipo intestinal es el mas comun, con un 54%
de todos los casos, localizado predominantemente en el antro y en la curvatura
menor del estobmago, es 2 veces mds frecuente en varones que en mujeres y se
caracteriza por la presencia de células neoplasicas cohesivas con diferenciacion
glandular (7,8). El tipo difuso es mas frecuente en personas jovenes, tanto en
varones como en mujeres y presenta células con pobre diferenciacion y cohesion
deficiente o ausente debido a la falta de expresion de la proteina E-cadherina
llevando a una pérdida de la elasticidad de la misma llamada linitis plastica (6-8).

El tipo intestinal se encuentra asociado a factores exdgenos, es decir ambientales;



mientras que, el tipo difuso esta asociado a factores enddgenos, hereditarios o

genéticos (6).

La integracion de las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas junto con las
gendmicas y moleculares ha permitido clasificar al cancer géstrico en 4 subtipos.
Esta es la clasificacion del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA por sus siglas en
inglés) basada en 6 mecanismos moleculares (analisis de variacion del nimero de
copias, analisis de secuenciaciéon del exoma, perfil de metilacion del ADN,
secuenciacion del ARNm, secuenciacion de micro-ARN vy arrays de fase reversa)
la cual permite dividirlas en los siguientes 4 subtipos moleculares: Inestabilidad
cromosomal, estabilidad genomica, tumores Epstein-barr Virus positivos (EBV
+) y el mas importante para este estudio, la inestabilidad de microsatélites (MSI

“Microsatellite Instability”) (9).

La inestabilidad de microsatélites se presenta en un 15-30% de todos los casos de
adenocarcinoma gastrico. Estd mayormente relacionado con el tipo intestinal de la
clasificacion de Lauren, predomina en el sexo femenino y en edades mas
avanzadas (>65 afios). Se suele localizar en la parte distal del estomago,

especialmente en el piloro y cuerpo géstrico (9).

Los microsatélites son secuencias de nucleotidos altamente repetitivas, cortas y
distribuidas a lo largo del genoma en regiones codificantes y no codificantes (10).
Pueden tener un rango de 1-6 pares de bases, es decir, repeticiones del mismo

nucledtido  (mononucledtidos) o  hasta 6  nucledtidos  distintos



(hexanucledtidos)(11). Poseen diversas cualidades entre las cuales resaltan su
elevado grado de polimorfismo, lo cual les permite ser mutables durante la
recombinacion; servir como marcadores moleculares en distintas poblaciones y
ser utiles en estudios genéticos. Por ultimo, pueden ser detectados y estudiados
por inmunohistoquimica, existiendo una correlacion cercana al 100% entre los

resultados con la prueba molecular correspondiente (12).

Durante la replicacion del ADN, existen zonas que pueden sufrir inserciones o
deleciones de algunos nucleétidos formando bucles y generando la ausencia del
nucledtido complementario en la secuencia. La ADN polimerasa continua
replicando sin notar esta falla y uniendo pares de nucleotidos en las secuencias del
genoma, la cual, al terminar de formar las hebras, nota la variaciéon del numero de
nucledtidos. Es aqui cuando los mecanismos de reparacion del ADN actian, a fin
de reconstruir la hebra y corregir el nimero de copias. Esta maquinaria se llama
sistema de reparacion de apareamientos erroneos o mismatch repair (MMR). Este
sistema cuenta con 4 proteinas responsables: MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2
agrupadas en complejos heterodiméricos: MSH2/MSH6, MSH2/MSH3 cuya
funcion es la deteccion inicial de las deleciones o inserciones en la replicacion, es
decir, el error y el MLH1/PMS2 que repara al extraer los nucledtidos desiguales,

permitiendo asi la resintesis (11).

La inestabilidad de microsatélites esta caracterizada por el cambio en la longitud
(elongacion o acortamiento) de los microsatélites (13)(9). Este cambio se da por

una alteracion en la MMR que lleva a inserciones o deleciones de nucledtidos en



estas secuencias repetitivas, mayormente dentro de la fase S del ciclo celular. Por
un lado, la alteracion de la MMR se puede producir por mutaciones de la linea
germinal de sus genes codificantes, bajo el contexto hereditario (11,13). Por otro,
se ha visto casos esporadicos en los que se producen un silenciamiento en la
expresion de los mismos genes producto de la metilacion epigenética de las islas

CpG (regiones promotoras para la expresion de dichas proteinas) (13).

La relacion entre el MSI y el proceso de carcinogénesis fue primero estudiada en
relacién al cancer colorrectal hereditario no asociado a poliposis (CCPNH) o
Sindrome Lynch. En un estudio se describi6 deleciones en secuencias repetitivas
y, en otro, alteraciones en la actividad de las proteinas reparadoras del
emparejamiento del ADN como parte del desarrollo neoplasico (14,15) .
Posteriormente, Thibodeau et al. fueron los primeros en utilizar el término
“inestabilidad de microsatélites” para las alteraciones en la longitud de las
secuencias repetidas (microsatélites) presentes en tejido neoplasico en
comparacion con tejido sin alteracion. Es asi como surge el reconocimiento de la
relacion entre el fenotipo de inestabilidad de microsatélites y el adenocarcinoma

colorrectal (16).

Para estudiar el mecanismo de la relacion mencionada anteriormente, se usaron
pruebas como la inmunohistoquimica (IHC) que pudo detectar una pérdida de la
expresion de las proteinas MLH1 y MSH2 en pacientes con adenocarcinoma

colorrectal y MSI (17,18). En el mismo sentido, se detectaron mutaciones en las



lineas germinativas de los genes, hPMS1 y hPMS2, codificadores de otras

proteinas parte de la misma maquinaria (19).

De manera simultanea a los hallazgos mencionados, se sostuvo que podria haber
una relacion entre el fenotipo de MSI y el adenocarcinoma. Mironov et al.
estudiaron la relacion entre la presencia de alteraciones de microsatélites
caracterizadas por secuencias poli-CA y el cancer gastrico y que seria un factor
independiente al relacionado con el gen p53 (20). Asimismo, Halling et al.
demostraron que en las neoplasias gastricas hay una pérdida de la expresion de las
proteinas MLH1 y MSH2 como parte del fenotipo de MSI (21). En otro estudio,
se detectd que pacientes con mutaciones de MSH6 estaban particularmente en
mayor riesgo de desarrollar cancer gastrointestinal y endometrial (11). En sintesis,
se plantea que la deficiencia o inactivacion de algunas de las proteinas del MMR

puede desencadenar el proceso de MSI (22).

Dentro de las posibles causas de la inestabilidad de microsatélites, la mas
frecuente es la hipermetilacion de las islas CpG de regiones promotoras por lo que
se produce un silenciamiento de los genes codificantes de la MMR. Fleisher et al.
reportaron un fenémeno de silenciamiento en la regién promotora del gen hMLH]1
en adenocarcinoma tanto en fenotipos MSI-High y MSI-Low. Ademas, tal
silenciamiento seria la causa de la falta de expresion de MLH1 y por consiguiente
la pérdida de la funcion reparadora del MMR, llevando al fenotipo MSI (23).
Resultados similares se encontraron en un estudio donde el 100% de los casos de

MSI, se encontré metilacion de la region promotora del gen hMLHI1 y 90% de



ellos pérdida en la expresion de la proteina MLH1 (24). Asimismo, se ha
encontrado este proceso de metilacion del gen hMLHI y el fenotipo MSI-High en
regiones adyacentes del tejido neoplédsico, asi como en zonas donde hay
metaplasia, por lo que se sostiene que el MSI participa en el proceso de evolucion
de metaplasia intestinal a adenocarcinoma. Entonces se podria usar como un
método adicional para poder detectar lesiones premalignas (25). Finalmente, en un
estudio se reportd que en mas del 50% de las muestras de cancer gastrico con MSI
se presentd una hipermetilacion epigenética del promotor de MLH1, un 12-15%
de muestras con mutaciones en los genes hMLH1 y hMSH2 y alteraciones

genéticas y epigenéticas desconocidas como posibles causas de los casos restantes

(11).

La inestabilidad de microsatélites puede dividirse en alta (MSI-H “High”) y baja
(MSI-L “Low”) respecto a la actividad tumoral. Se diferencian por presentar
distintas respuestas celulares por tanto distinta sobrevida, pronostico y
tratamiento. Las fallas en la reparacion de ADN no detectadas o reparadas pueden
causar un proceso neopldsico, que a su vez producen una respuesta inmune
mediante la produccion de neo-antigenos que en el caso del subtipo MSI-H, se
presenta de manera exagerada debido a la alta carga mutacional que lo caracteriza.
Las células T generan una infiltracién alrededor del tumor y, para contrarrestar
esta respuesta inmune, el tumor produce una gran cantidad de moléculas que
controlan esta respuesta como el PD-L1, LAG3, IDO y el CTLA-4. Estos tltimos,
son importantes al momento del uso de quimioterapéuticos, ya que estos estaran

dirigidos a bloquear la inhibicion por parte de los puntos de control del sistema



inmune, favoreciendo una mayor respuesta inmunoldgica que destruye tejido

tumoral. Esto hace que el tipo MSI-H tenga un mejor prondstico (11).

El diagnoéstico de la inestabilidad por microsatélites puede hacerse mediante 3
métodos: reaccion en cadena de polimerasa (PCR), inmunohistoquimica y
secuenciacion de nueva generacion. De estas, el PCR es considerada la mejor
prueba, sin embargo, tiene algunas limitaciones como costo, complejidad de
laboratorio, personal entrenado, entre otros. Es por ello, que en algunos estudios
se propone a la inmunohistoquimica como una prueba alternativa por presentar
diversos beneficios, entre los que destacan, una sensibilidad mayor de 90% y
especificidad mayor de 95% (13,26). Adicionalmente, tiene un bajo costo, facil
implementacion y permite la deteccion de las proteinas que podrian estar mutadas

como causa del MSI (27).

Se ha encontrado una relacion significativa entre la génesis del adenocarcinoma y
la inestabilidad de microsatélites, por lo que su deteccién tiene implicancias
significativas en el tratamiento y pronostico de los pacientes. Sin embargo, en el
Perti no hay ninguna publicacion que estudie su frecuencia, prevalencia y sus
implicaciones clinico- patoldgicas en el cancer gastrico. Por ello, el objetivo de
este estudio es detectar la inestabilidad de microsatélites mediante
inmunohistoquimica en muestras de gastrectomias de adenocarcinoma del servicio
de patologia de un hospital III-1, Lima-Pert y describir sus caracteristicas clinico-

patologicas.



OBJETIVOS

Objetivo principal

Detectar la inestabilidad de microsatélites mediante inmunohistoquimica en
muestras de gastrectomias de adenocarcinoma del servicio de patologia de un

hospital III-1, Lima-Pert.

Objetivos secundarios

Evaluar la asociacion de MSI con edad, sexo, sobrevida, estadiaje TNM,

clasificacion histopatoldgica y de Lauren.

Describir las caracteristicas clinicas de la inestabilidad de microsatélites en el

adenocarcinoma (edad, sexo y sobrevida).

Describir las caracteristicas patologicas de la inestabilidad de microsatélites en el
adenocarcinoma (localizacion del tumor, tamafio del tumor, clasificacion de
Bormann, grado histologico, clasificacion de la OMS, clasificacion de Lauren y

estadiaje TNM).



MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio fue transversal analitico. Nuestra poblacion fueron los
pacientes con el diagndstico histopatologico de cancer gastrico sometidos a
gastrectomia desde 01 de enero del 2013 hasta el 31 de diciembre del 2015, en el
Hospital Nacional Arzobispo Loayza. Se incluyeron a 54 pacientes cuyas

muestras se encontraron disponibles en el servicio de Anatomia Patoldgica.

Definimos la presencia de inestabilidad de microsatélites mediante la presencia de
uno o mas de los marcadores MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 detectados por
inmunohistoquimica. Se describieron las caracteristicas clinico-patoldgicas de los

pacientes.

Los 54 casos son provenientes del departamento de Patologia del Hospital
Nacional Arzobispo Loayza. Se usaron las 6rdenes originales de la remision de las
piezas operatorias como fuente de datos clinicos y los informes anatomo-
patologicos. Para la identificacion de las muestras se us6 el protocolo de
examinacion de gastrectomias de pacientes con adenocarcinoma del Colegio
Americano de Patologos (Anexo 1). Por cada caso se selecciond una ldmina y un
bloque de parafina como material representativo de la lesion y fue procesado por
métodos de inmunohistoquimica. Este material fue remitido al Departamento de
Anatomia Patologica de la Universidad de Liege — Centro Hospitalario
Universitario de Liege para su procesamiento, contando con la autorizacion previa

del jefe de dicho departamento. Esto se realizo con el equipo BenchMark ULTRA
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IHC/ISH System (Ventana Medical System) y se basé en el protocolo del
laboratorio ROCHE® utilizando los siguientes marcadores: MSH2. Roche 760-
5093. Clona G219-M29; MSH6. Roche 760-5092. Clona SP83; PMS2. Roche
760-5094. Clona A16-5; MLHI1. Roche 760-5091. Clona M1 para la deteccion de

MSI.

Las laminas fueron remitidas a Lima una vez terminado el procesamiento. La
lectura e interpretacion de las pruebas de inmunohistoquimica fueron realizadas
por el docente asesor, andtomo-patdlogo con experiencia en el reporte de
inmunohistoquimica de inestabilidad de microsatélites en tumores. La ausencia
total de la expresion inmunohistoquimica en los nucleos de las células neoplasicas
(ausencia de tincidon) de al menos una proteina parte del MMR fue considerada
como evidencia de inestabilidad de microsatélite (imagen 1 y 2). De acuerdo a los
protocolos de trabajo de inmunohistoquimica del laboratorio, cada vez que se
realiz6 el procesamiento de un marcador, se incluyd controles positivos y

negativos como parte del sistema de control interno de la calidad.

Se calculo la prevalencia de la inestabilidad de microsatélites en nuestra poblacion
estudiada. Ademads, evaluamos una posible asociacion de MSI con las variables
edad, sexo, clasificacion de Lauren, estadio TNM, grado histoldgico y sobrevida.
La variable edad fue analizada mediante la diferencia de medias y la prueba T-
student para muestras independiente. Las variables binarias fueron analizadas

mediante la razoén de probabilidades de prevalencias (en inglés prevalence odds

11



ratio) y la prueba Chi-cuadrado. Las variables categoricas clasificacion de Lauren,
estadio TNM y grado histologico fueron convertidas a binarias porque algunas
categorias no tenian participantes (n=0), lo que dificultaba el uso de pruebas
estadisticas. Las nuevas categorias pueden verse en la tabla 2. Por ultimo,
analizamos la sobrevida mediante un analisis de supervivencia usando la prueba
de Mantel Cox. Se calcularon los meses de sobrevida utilizando el estado vital de
los pacientes segun la base de datos de la RENIEC sobre estado vital de los
pacientes; en caso de fallecimiento, se registro la fecha correspondiente y asi se
determind el tiempo (en meses) entre la cirugia y la muerte. Para el analisis de
esta variable se us6 el método de Mantel Cox. Todo los andlisis estadisticos fue
realizado en el programa BlueSky Statistics (Version 7.30). Se uso el nivel de

significancia alfa de 0,05.

12



RESULTADOS

Caracteristicas clinico-patologicas y estatus del MSI

De las 54 muestras sometidas a inmunohistoquimica, 3 fueron excluidas por no
poder determinar o no la presencia de inestabilidad. En la tabla 3 se muestra que
el estudio estuvo compuesto de 51 casos de pacientes gastrectomizados por
adenocarcinoma, de estos 25 (49,0%) fueron mujeres y 26 (51,0%) varones. La
edad promedio fue 65 afios £11,6 afos (media + DE) , con 28 (56,0%)
participantes < 65 aflos y 22 (44,0%) > 65. En relacion a las caracteristicas mas
frecuentes halladas en las muestras se obtuvieron que: 41/49 (83,7%) estaban
ubicados en el antro piloro, 41/51 (80,4%) pertenecian al tipo 3 segin Borrman,
36/51 (70,6%) casos fueron del tipo intestinal, 47/51 (92,2%) casos moderado y
pobremente diferenciados y 32/51 (62,7%) del tipo tubular. Finalmente, segun el
estadiaje TNM, 21/51 (41,2%) fueron estadio 3, 15/51 (29,4%) estadio 2 y 12/51

(23,5%) estadio 1.

En el estudio se encontr6 15 casos de inestabilidad de microsatélites que se
traduce en una prevalencia de 29,4%. En la tabla 4 se muestra los patrones de MSI
encontrados. De ellos, 7 (46,7%) presentaron ausencia del PMS2; 4 (26,7%)
casos, ausencia de MLH1 y PMS2; 2 (13,3%) casos, ausencia de MSH2, MLHI1 y
PMS2; 1 (6,7%) caso, pérdida de la expresion de MSH2, MSH6 y PMS2 y

finalmente, 1 (6,7%) caso mostrd ausencia de todas las proteinas estudiadas.
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Se encontr6 una alta prevalencia del MSI en la localizacion antro-pildrica
(85,7%), clasificacion de Borrman tipo 3 (79,6%), tipo intestinal (86%), bien y

moderadamente diferenciado (73,4%) y tipo tubular (80%).

Asociacion entre el estatus MSI y las caracteristicas clinico-patoldgicas

En este estudio se decidid evaluar la relacion entre la MSI y algunas variables
como la edad, sexo, sobrevida, clasificacion de Lauren, Grado histologico y
estadio TNM, cuya seleccion se baso en los hallazgos significativos encontrados
en estudios previos. En la tabla 5 se muestra que ninguna de las variables

estudiadas tuvo asociacion con MSI (p>0,05).

En la figura 3 se muestra las curvas de sobrevida de Kaplan Meier por el método

de Kaplan-Meier, en la cual no se evidencid una diferencia significativa entre los

grupos con y sin MSI (HR 0,9401; p= 0,84, IC 95%, 0,51-1,73).
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DISCUSION

MSI y caracteristicas clinico-patologicas

En el presente estudio, se utilizd inmunohistoquimica para la deteccion de
inestabilidad de microsatélites en muestras de pacientes con adenocarcinoma,
debido a la alta sensibilidad y especificidad de este método y al menor costo en
relacion a las pruebas moleculares (26). La prevalencia de MSI dentro de los 51
pacientes con diagnostico de adenocarcinoma evaluados en este estudio fue de

29.4%, similar a la observada en diferentes estudios, entre el 15-30% (9,28).

En nuestro estudio, no se encontr6 una relacion significativa entre MSI y la edad,
con una prevalencia similar en ambos grupos respecto a la media. Sin embargo,
se encontr6 una relacion con una edad mayor a 65 anos (29,30). Por otro lado, a
pesar de que en otros estudios se encontrd una relacion con el género femenino

(26,29), nuestro andlisis no mostrd una significancia estadistica.

Respecto al fenotipo del adenocarcinoma, se ha demostrado que existe una
relacion entre la presencia del MSI y el tipo intestinal, segin la clasificacion de
Lauren (29). De manera similar, en nuestro trabajo se observé una tendencia por
este tipo con una prevalencia del 86.7% de los casos de MSI, a pesar de no
encontrarse una diferencia significativa. Adicionalmente, se observd una alta
prevalencia del grado histologico bien y moderadamente diferenciado (73,4%) en
el grupo de MSI, similar a lo reportado previamente (26). E1 80% de los casos de

MSI pertenecieron a la clasificacion tubular segun la OMS, lo cual tiene relacion
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con los hallazgos segun Zhang et al, que describen a la mayoria de los casos
hallados de MSI con caracteristicas similares a un subtipo de adenocarcinoma
tubular (31). Finalmente, no se encontr6 una diferencia significativa entre MSI y

estadiaje TNM.

MSI y sobrevida

Debido a resultados discordantes en diferentes publicaciones, ain no se ha
logrado determinar el valor pronostico de la inestabilidad de microsatélites en la
sobrevida de pacientes con adenocarcinoma. A pesar de que el presente estudio no
encontrd asociacion de forma significativa entre el fenotipo MSI y una mejor
sobrevida (HR 0,94, IC 95%, 0.51 a 1.73; p= 0.84) como se observa en la curva
de Kaplan — Meier (figura 3), existen otros estudios que si hallaron esta relacion.
De acuerdo a Polom ef al, en 13 estudios recopilados en su meta — analisis
encontraron mayor sobrevida en el grupo MSI (30). Resultados que se condicen
con los de Haron ef al, los que reflejan que la mayor expresion de MLH1 y MSH2
se asocid con peor pronostico (32). Asi como, Espiritu et al, que identificaron la
asociacion entre la pérdida de expresion de MLH1, MSH6 y PMS2 con una mejor
sobrevida (13). Ademés, Zhang et al, indicaron que la sobrevida libre de
enfermedad en pacientes con cancer gastrico en estadio II fue mayor al presentar
inestabilidad por microsatélites. Aunque no se mostr6 una diferencia significativa
en la sobrevida total, al igual que en los pacientes en estadio I y III (29).
Particularmente, Mathiak et al, en una cohorte de 482 pacientes, no solo
mostraron mayor sobrevida en el grupo MSI, sino que encontraron un

significativo menor nimero de metastasis a ganglios en este grupo (33).
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Implicancias clinicas del estudio y siguientes pasos

La deteccion del MSI representa una herramienta util en relacion al tratamiento
quimioterapéutico del adenocarcinoma puesto que se puede realizar un bloqueo
programado de ciertas moléculas, como el PDL1, contribuyendo a la destruccion
del tejido tumoral, lo cual se traduce en una mejora en la sobrevida de los
pacientes (29). Por tal motivo, es necesario establecer un perfil clinico-patolégico
de aquellos que se beneficiarian de un estudio de MSI, ya que no seria
conveniente realizarlo de manera rutinaria debido a que no tiene una alta

prevalencia.

En el Protocolo para el reporte de resultados de biomarcadores estudiados en
muestras de pacientes con adenocarcinoma de colon y recto (“Template for
reporting results of biomarkers testing of specimens from patientes with
carcinoma of the colon and rectum”) del Colegio Americano de Patélogos, se
realizd una interpretacion de los patrones de inestabilidad encontrados por
inmunohistoquimica y su relacion con el Sindrome de Lynch. Estos resultados se
podrian extrapolar a nuestros datos encontrados ya que no existe recomendaciones
especificas para el cancer de estdmago. En tal sentido, se puede sugerir que los 7
casos de MSI que presentaron pérdida unica del PMS2, tendrian una alta
probabilidad de padecer Sindrome de Lynch por lo que estaria indicado un estudio
de delecion/duplicacion de la linea germinal del marcador ausente. Se encontrd un
caso de ausencia de MSH2, MSH6 y PMS2, que segtn el protocolo la ausencia de
los dos primeros marcadores tendria la misma indicacién mencionada. Ante la

ausencia de MLH1 y PMS2, encontrado en 5 casos, requeriria un test para la
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metilacion del promotor MLH1 y de encontrarse positivo podria estar relacionado
a Sindrome de Lynch. En el tnico caso hallado con la pérdida de los 4 marcadores

estudiados, la probabilidad de padecer este sindrome seria mayor (34).

Fortalezas y limitaciones

Este estudio es el primero en realizarse en el Pert y uno de los pocos en la region
por lo que marca un primer paso para el desarrollo de futuras investigaciones en
este campo. Asi mismo, la inmunohistoquimica, propone un método diagndstico
alternativo con alta sensibilidad y especificidad, asi como bajo costo y facil
implementacion por lo que sugiere un método eficaz y confiable para la deteccion

de inestabilidad y disminuiria la necesidad de uso de pruebas moleculares.

Nuestro trabajo de investigacion presentd algunas limitaciones. Por un lado, no se
cont6 con un tamafio de muestra amplio lo que pudo influenciar en los resultados,
al encontrarse asociaciones no significativas entre las variables estudiadas. Por
otro lado, no podemos asegurar que la muerte de nuestros participantes fue
necesariamente y/o Unicamente al cancer gastrico debido a que no se ha podido
realizar un seguimiento por lo que mas estudios controlados con un mayor tamafo
muestral son necesarios para poder comprender mejor el impacto y la mortalidad
de esta enfermedad. Desconocemos tratamientos posteriores, mas allad de las

gastrectomias, que pudieron afectar la sobrevida.
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CONCLUSIONES

En conclusion, nuestro estudio encontrd una prevalencia del MSI del 29,4%. No
se encontrd una asociacion significativa entre el fenotipo de inestabilidad de
microsatélites con respecto a la edad, sexo, sobrevida de los pacientes,

clasificacion de Lauren, estadiaje TNM y grado de diferenciacion histopatologica.

Se encontré una alta prevalencia del MSI en la localizacion antro-pildrica,
clasificacion de Borrman tipo 3, tipo intestinal, bien y moderadamente

diferenciado y tipo tubular.

Se ha relacionado al MSI con un mejor pronostico y una serie de caracteristicas
clinico-patologicas que ayudarian a identificar a los pacientes que se beneficiarian
de estos estudios. Por lo que se sugiere ampliar las investigaciones con un mayor
numero de casos y un seguimiento mas controlado para determinar la implicancia

del MSI en el tratamiento y pronostico del cancer géstrico.
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Figura 1: Fotografia a 10x de la muestra numero 45 procesada con el

marcador MLH1.

Se observa que las celulas del adenocarcinoma no muestran expresion del

anticuerpo, mientras que los ntcleos de las células inflamatorias circundantes se
colorean de marrén. Esto demuestra la pérdida de expresion del MLH1 en las

células neoplésicas.
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Figura 2: Fotografia a 40x de la muestra numero 52 procesada con el

marcador PMS2

Se observa que las células del adenocarcinoma no muestran expresion del

anticuerpo, mientras que los ntcleos de las células inflamatorias circundantes se
colorean de marron. Esto demuestra la pérdida de expresion del PMS2 en las

células neoplésicas.
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Figura 3: Curva de sobrevida por el método de Kaplan-Meier

Kaplan-Meier Estimates
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Tabla 1: Clasificaciones del Cancer Gastrico

Area

Clasificacion

Tipos

Anatoémica

Histologica

Bormann

Siewert- Stein

Lauren

OMS

Goseki

Polipoide

Ulcerado

Ulcerado-infiltrativo

Infiltracion difusa

Tipo 1: Adenocarcinoma de esofagico distal
Tipo II: Adenocarcinoma de los cardias

Tipo III:  AdenoCarcinoma  gastrico
subcardial

Intestinal

Difuso

Mixto

Indeterminado

Papilar

Tubular

Mucinoso

Células en anillo de sello

Tipo 1: Tubulos bien diferenciados con poca
mucina intracelular

Tipo II: Tubulos bien diferenciados con
abundante mucina intracelular

Tipo III: Tubulos poco diferenciados con

poca mucina intracelular
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Extension de

la enfermedad

Topografico

Molecular

Ming

Nakamura

Cancer
gastrico
temprano
Cancer
gastrico
avanzado
Proximal
Distal

TGCA

Tipo IV: Tubulos poco diferenciados con
abundante mucina intracelular

Expansivo

Infiltrativo

Diferenciado

Indiferenciado

Tipo I: Polipoide, Tipo Ila: Elevado, Tipo
IIb: Plano, Tipo Ilc: Erosionado (Deprimido),
Tipo III: Ulcerado

Local o metastasico

En la Unidn gastro esofagica, cardias y fondo
Cuerpo y antro

Inestabilidad cromosomal

Inestabilidad de microsatélites

Estabilidad gendmica

Virus de Epstein-Barr
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Tabla 2: Clasificacion binaria de las variables clasificacion de Lauren, grado

histologico y estadio TNM

Caracteristicas
clinicopatologicas Clasificacion recolectada Clasificacion Binaria
Clasificacion
Lauren Intestinal Intestinal/Mixto
Mixto
Difuso
Difuso/Otros
Otros
Grado histologico Bien diferenciado Bien y moderamente
Moderadamente diferenciado diferenciado
Pobremente diferenciado Pobremente
diferenciado e
Indiferenciado indiferenciado
Estadio TNM 1/A/B
No avanzado
2/A/B
3/A/B/C
Avanzado
4

La clasificacion binaria de estas variables se realiz6 tomando en cuenta
similitudes o por grados. La variable clasificacion de Lauren se agrupd los
subtipos Intestinal/Mixto=1 al tener ciertas similitudes y los subtipos
Difuso/Otros=2. Grado histologico: Bien/moderamente diferenciado=1 'y
Pobremente diferenciado/Indiferenciado=2. Estadio TNM: Estadio 1/2=no

avanzado y 3/4=Avanzado
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Tabla 3: Caracteristicas clinico-patolégica de los pacientes con
adenocarcinoma
Caracteristicas
clinico- n
patoldgicas validos n (%) MSI (%)
Todos los casos 51 51 (100) 15
Edad (media 65
afios) 50 <65 28 (56,0) 8(53.,3)
50 >65 22 (44,0) 7(46,7)
Sexo 51 Femenino 25(49,0) 6 (40,0)
51 Masculino 26 (51,0) 9 (60,0)
Localizacion 49 Antro-piloro 41 (83,7) 12(85,7)
49 Fondo-cuerpo 8(16,3) 2(14,3)
Borrman 51 1 5(9,8) 2(13,3)
51 2 4(7.8) 1(6,7)
51 3 41 (80,4) 12(80,0)
51 4 1(2,0) 0(0,0)
Clasificacion
Lauren 51 Intestinal 36 (70,6) 13(86,7)
51 Difuso 8 (15,7) 1(6,7)
51 Mixto 6(11,8) 0(0,0)
51 Otros 1(2,0) 1(6,7)
Grado
histologico 51 Bien diferenciado 3(5,9) 1(6,7)
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Clasificacion

OMS

Estadio T

Estadio N

Estadio M

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

51

Moderadamente
diferenciado
Pobremente
diferenciado

Indiferenciado

Papilar
Tubular
Muscinoso
Pobremente cohesivo
(incluye céulas en
anilo )
Mixto
Neuroendocrino
Otros
T1/a/b
T2
T3
T4
NO
N1
N2
N3/a/b

MO

33

26 (51,0)

21 (41,2)

1 (2,0)

3 (5,9)
32 (62,7)

2(3,9)

7(13,7)
6 (11,8)
0 (0,0)
1 (2,0
9(17,6)
5(9.,8)
21 (41,2)
16 (31,4)
18 (35.,3)
12 (23,5)
12 (23,5)
9(17,6)

49 (96,1)

10(66,7)

4(26,7)

0(0,0)

0(0,0)
12(80,0)

0(0,0)

1(6,7)
2(13.3)
0(0,0)
0(0,0)
2(13.3)
1(6,7)
7(46,7)
5(33.3)
5(33.3)
6(40,0)
3(20,0)
1(6,7)

13(86,7)



Estadio TNM

Sobrevida (media

31 meses)

51

51

51

51

51

49

49

Ml

1/A/B

2/A/B

3/A/B/C

4

<31

>31

2(3,9)

12 (23,5)
15 (29,4)
21 (41,2)

3 (5,9)

30 (61,2)

19 (38,8)

2(13.3)
3(20,0)
5(33.3)
5(33.3)

2(13,3)

9(60,0)

6(40,0)
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Tabla 4: Patrones de inestabilidad de microsatélites

Marcadores MSH2 MLH1 MSH6 PMS2 N(%)

Estado de

expresion + + + - 7(46,7)
+ - + - 4(26,7)
- - + - 2(13,3)
- + - - 1(6,7)
- - - - 1(6,7)
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Tabla 5: Relacion entre MSI y las caracteristicas clinico-patoldgicas

Caracteristicas n n P
clinico-patoldgicas  validos (%) (I1C95%)
Todos los casos 51
Edad (media 65 anos) 50 <65 28 (56,0) 0,98
(-7,11-6,98)
>65 22 (44,0)
Sexo 51 Femenino 25(49,9) 0,41
(0,49-5,69)
Masculino 26 (51,0)
Clasificacion Lauren 51 Intestinal y mixto 42 (82,4) 047
(0,1-2,89)
Difuso y otros 9(17,7)
Grado histologico 51 Bien y moderadamente 29 (56,9) 0,13
diferenciado (0,09-1,35)
Pobremente diferenciado 22 (43,2)
e indiferenciado
Estadio TNM 51 Estadio 1 y 2 27 (52,9) 0,97
(0,29-3,27)
Estadio 3 y 4 24 (47,1)

36



Sobrevida (meses) 49 <31 30 (61,2) 0,84

(0,50-1,73)

>31 19 (38,8)

p significativo <0,05.
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ANEXO 1: Protocolo para la examinacion de especimenes de pacientes con

Adenocarcinoma gastrico del Colegio Americano de Pat6logos

455 COLLEGE of AMERICAN
H PATHOLOGISTS

Protocol for the Examination of Specimens From Patients With
Carcinoma of the Stomach

Version: Stomach 4.0.0.0 Protocol Posting Date: June 2017
Includes pTNM requirements from the 8" Edition, AJCC Staging Manual

For accreditation purposes, this protocol should be used for the following procedures AND tumor types:

Procedure Description

Resection Includes partial or complete gastrectomy

Tumor Type Description

Carcinomas Includes carcinomas involving the esophagogastric junction (EGJ) with

tumor midpoint >2 c¢m into the proximal stomach and carcinomas of the
cardia/proximal stomach without involvement of the EGJ even if tumor
midpoint is <2 cm into the proximal stomach

This protocol is NOT required for accreditation purposes for the following:
Procedure

Excisional biopsy (includes endoscopic resection and polypectomy)

Primary resection specimen with no residual cancer (eg, following neoadjuvant therapy)
Recurrent tumor

Cytologic specimens

The following tumor types should NOT be reported using this protocol:

Tumor Type

Carcinoma involving the EGJ with center <2 cm into the proximal stomach (consider the Esophagus
protocol)

Well-differentiated neuroendocrine tumor (consider the Stomach NET protocol)

Lymphoma (consider the Hodgkin or non-Hodgkin Lymphoma protocols)

Gastrointestinal stromal tumor (GIST) (consider the GIST protocol)

Non-GIST sarcoma (consider the Soft Tissue protocol)
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ANEXO 2: Glosario de términos

Adenocarcinoma: Tipo de cancer que se origina en las células glandulares
(secretoras).

ADN polimerasa: Enzima fundamental en la replicacion del ADN.

Delecion: Mutacion en la cual se pierde material genético.

Epigenética: Cambios hereditarios por activacion y desactivacion de los genes
sin alteracion del ADN.

hMLH1: Gen codificador para la proteina MLH1.

hMSH2: Gen codificador para la proteina MSH2.

hMSH6: Gen codificador para la proteina MSH6.

hPMS2: Gen codificador para la proteina PMS2.

Inestabilidad de microsatélites (MSI): Alteracion en el nimero de repeticiones
de nucledtidos en las secuencias de ADN lo que provoca un cumulo de errores
genéticos en estas zonas.

Inmunohistoquimica: Prueba de laboratorio basado en el wuso de
anticuerpos para detectar antigenos (marcadores) en una muestra de tejido. Los
anticuerpos van unidos a una enzima o un tinte fluorescente. Esta enzima o tinte
se activa cuando los anticuerpos se unen al antigeno en la muestra de tejido.
Insercion: Mutacion que implica la adicion de material genético.

Linea germinal: Incluye las células sexuales productoras de gametos que son

utilizadas por los organismos con reproduccion sexual para transmitir los genes.



Maquinaria reparadora del ADN (MMR): Sistema de proteinas que se encarga
de la reparacion de los errores en la replicacion del ADN.

Metaplasia: Cambio en la forma de las células que no suele ser normal en las
células del tejido al que pertenecen.

Metilacion: Proceso epigenético involucrado en la expresion genética.
Microsatélites: Secuencias de nucledtidos altamente repetidas, cortas que pueden
encontrarse tanto en regiones codificantes y no codificantes. Pueden estar
compuestas de 1 a 6 pares de bases repetidas.

MLH1: Proteina que forma parte de la MMR.

MSH2: Proteina que forma parte de la MMR.

MSHG6: Proteina que forma parte de la MMR.

MSI-H: Inestabilidad de microsatélite con alta actividad tumoral. Presencia del
40% o mas de los marcadores inestables (>2).

MSI-L: Inestabilidad de microsatélite con baja actividad tumoral. Presencia de
solo 1 marcador inestable.

Neoantigenos: Proteinas que se originan por mutaciones en el ADN de un tumor
y expresadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Suelen
ayudar a que el cuerpo produzca mayor respuesta inmune.

Nucleétidos: Elemento fundamental de los acidos nucleicos. Forman el ADN y
ARN.

PDL-1: Proteina que controla la respuesta inmune del cuerpo. Suele ser producida
en mayor cantidad por ciertas células cancerosas.

PMS2: Proteina que forma parte de la MMR.



Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Reaccion enzimadtica in vitro que
amplifica una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos dando
como resultado copias exactas de esta.

Secuenciacion de nueva generacion: Métodos que secuencian fragmentos de
ADN en tiempo real y en paralelo, con el fin de conocer el orden exacto de los

nucleotidos.



