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CANCER HEREDITARIO: FUNDAMENTOS GENETICOS

Trinidad Caldés

Unidad de Oncologia Molecular. Hospital Clinico San Carlos de Madrid

Resumen

El estudio de los genes de susceptibilidad
BRCA1/BRCA2 y hMLH1/hMSH2/hMSH6 rela-
cionados con el cancer hereditario, permite selec-
cionar aquellos individuos que se van a beneficiar
de las medidas de prevencion en las enfermeda-
des oncolégicas altamente prevalentes. Debido a
la alta complejidad genética y de manejo clinico
de los canceres hereditarios, los individuos con un
riesgo alto, deberian ser vistos y seguidos en Uni-
dades de Consejo Genético o en Clinicas de Can-
cer Familiar. Estas Unidades o Clinicas deben ser
multidisciplinares es decir integradas por diversos
especialistas (Médicos Oncélogos, Farmacéuticos
y Biélogos Moleculares, Enfermeras y Psicélogos)
todos ellos con formacion en genética molecular,
consejo genético y manejo del cancer heredita-
rio. Es en estas consultas, donde se debe calcular
el riesgo que tiene la familia de ser portador de
una mutacion en BRCA1/BRCA2; hMLH1/
hMSH2/hMSHB6. Los resultados deben ser comu-
nicados a la familia entendiendo el significado de
lo que se les dice y dedicando el tiempo necesa-
rio para que ellos puedan asimilar toda la infor-
macion que se les estd dando. Todas las clinicas
donde se lleven a cabo programas de estudios de
mutaciones en los genes implicados en el cancer
hereditario (BRCA1/BRCA2, hMLH1/hMSH2/
hMSHS6), deben establecer consultas pre- y post-
test. De esta forma se llevara a cabo un buen con-
sejo genético.

Palabras clave: Consejo genético, test gené-
tico, cancer hereditario, mutaciones genéticas,
BRCA1/BRCA2, hMLH1/hMSH2/hMSH6.

Abstract

Genetic counseling plays a key role in the
BRCA1/BRCA2 and hMLH1/hMSH2/hMSH6
testing process. The initial genetic counseling
encounter will determine the appropriateness of
the test by collecting a detailed family history
and determining the likelihood that the family
has a BRCA1/BRCA2, hMLH1/hMSH2/hMSH6
mutation. Once the test is offered, then genetic
counseling discussions center around the possi-
ble test results, implications of the patient and
other relatives, and risk and benefits of testing.
The goal of this pre-test genetic counseling ses-
sion is to ensure that patients have sufficient
information with which to make a decision
about being tested. At results disclosure, indivi-
duals can learn their results along with informa-
tion about cancer risks and medical manage-
ment options. Follow-up genetic counseling ser-
vices can provide continued support and help
arrange consultations with other medical care
providers as needed. All clinical BRCA1/BRCA2;
hMLH1/hMSH2/hMSH6  testing programs
should include pre- and post-test genetic coun-
seling.

Key words: Genetic counseling, gene testing
hereditary cancer, gene mutation, BRCAT1/
BRCA2, hMLH1/hMSH2/hMSH6.

INTRODUCCION

El cancer o desarrollo tumoral se carac-
teriza por un crecimiento excesivo y des-
controlado de un grupo de células que inva-
den y danan tejidos y 6rganos. Es una de las
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causas mas frecuentes de mortalidad ocu-
pando un segundo puesto en los paises des-
arrollados detras de las enfermedades car-
diovasculares o coronarias. La incidencia
del cancer ha aumentado en las Gltimas
décadas. En relacién con el cancer de
mama, la incidencia en Europa es de alre-
dedor de 135.000 casos nuevos y en Esta-
dos Unidos de 184.000 . Estas cifras nos
indican que 1 de cada 12 mujeres tendrd
cancer de mama. El cancer de colon es la
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enfermedad maligna de mayor incidencia
en la poblacién si tenemos en cuenta a
hombres y mujeres. La predisposicién fami-
liar al cancer ha sido un hecho reconocido
durante muchos anos. El descubrimiento de
algunos de los genes implicados en la
herencia de algunas enfermedades malig-
nas, como en el cancer de mama/ovario y
en el cancer colorrectal, ha representado un
gran avance y un reto en la prevencién del
cancer. En ambas patologias se han estudia-
do muchos factores de riesgo, y se han des-
arrollado modelos para ayudar a cuantificar
el riesgo de cada individuo a padecer un
cancer. Estos modelos estan basados en la
historia personal y familiar de cancer, sien-
do la historia familiar el factor mas impor-
tante de riesgo a padecer cancer.

El estudio de los genes de susceptibili-
dad relacionados con el cancer hereditario,
permite seleccionar aquellos individuos
que se van a beneficiar de las medidas de
prevencién en las enfermedades oncolégi-
cas altamente prevalentes. La alteracién
germinal de estos genes, necesita que se
produzca un segundo acontecimiento para
el desarrollo de los tumores. Los mecanis-
mos epigenéticos, son factores que modu-
lan la penetrancia de la enfermedad gené-
tica y tienen un papel importante en la pre-
disposicion del cancer hereditario. Debido
a la alta complejidad genética y de manejo
clinico de los canceres hereditarios, los
individuos con un riesgo alto, deberian ser
vistos y seguidos en Unidades de Consejo
Genético o en Clinicas de Cancer Familiar.
Estas Unidades o Clinicas deben ser multi-
disciplinares es decir integradas por diver-
sos especialistas (Médicos Oncdlogos, Far-
macéuticos y Biélogos Moleculares, Enfer-
meras y Psicélogos) todos ellos con forma-
cién en genética molecular, consejo
genético y manejo del cancer hereditario,
ya que el consejo genético del cancer es un
proceso de comunicacién en el cual se dis-
cuten con los individuos y las familias, los
factores médicos, estudios genéticos y psi-
cosociales relacionados por un lado con el
riesgo de desarrollar un cancer y por otro
con las medidas de prevencién. En el con-

sejo genético, no se debe producir ninglin
tipo de sesgo, la autonomia de los indivi-
duos debe ser respetada y protegida, debe
existir una colaboracién entre los conseje-
ros genéticos y los pacientes y debe incluir-
se la aceptacion del estudio mediante el
acuerdo por parte de los pacientes de firmar
un consentimiento informado. En el con-
sentimiento informado deben constar facto-
res como el riesgo, tipo de test para el estu-
dio genético, exactitud y limitaciones del
test, interpretacion de los resultados, impli-
caciones del resultado para el individuo y
la familia, confidencialidad, riesgo de estrés
psicolégico y las medidas preventivas y de
seguimiento después del resultado del estu-
dio si es procedente. Por Gltimo deben
tenerse en cuenta factores éticos y legales
que puedan surgir en el proceso, ya que hay
muchas preguntas en este campo que toda-
via hoy no tienen respuesta. A pesar de todo
lo expuesto, los beneficios obtenidos en
estos estudios superan las dificultades por
lo tanto estan claramente indicados.

CANCER HEREDITARIO DE MAMA
Y OVARIO

Antecedentes histéricos

En el afio 1971 Lynch et al®, publica-
ron un estudio de asociacién familiar de
cancer de mama debida a una susceptibili-
dad trasmitida genéticamente. Posterior-
mente este hecho fue sostenido por estudios
epidemiolégicos publicados por Anderson
et al® en 1974 en el que demostraban que
el riesgo de cancer de mama se incremen-
taba en familiares femeninos de pacientes
con la enfermedad. Estudios de segregacion
Ilevados a cabo por Claus et al® indicaron
que la susceptibilidad era debida a la exis-
tencia de uno o mas genes autosémicos
dominantes y altamente penetrantes. En
1990 King et al®, localizaron un locus para
cancer de mama hereditario en el cromoso-
ma 17921 y el gen candidato fue llamado
BRCAT. En el afio 1991 Narod et al® ana-
dio la susceptibilidad al cancer de ovario al
fenotipo BRCAT y por finen 1974 el gen fue
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clonado por Miki et al”. El locus para el
segundo gen de susceptibilidad a cancer de
mama fue localizado en el cromosoma
1312 ese mismo afo por Wooster et al® y
clonado un afo después por los mismos
autores®?.

Se ha establecido que alrededor del 5%
de todos los canceres de mama estan direc-
tamente relacionados con genes de heren-
cia autosomica dominante, considerandose
a este tipo como cancer de mama heredita-
rio. Un 15% adicional de pacientes con
cancer de mama tienen también historia
familiar, pero no existe un patrén claro de
herencia. El cancer de mama familiar se
debe probablemente a la interaccién de
factores medio ambientales y genéticos
(genes de baja penetrancia). Los polimorfis-
mos en genes de baja penetrancia, confie-
ren un riesgo bajo al cancer pero son més
prevalentes que las mutaciones en genes de
alta penetrancia y explicarian una mayor

proporcién de canceres de mama en la
poblacién.

Genes de susceptibilidad BRCA1 y
BRCA2

Las mutaciones en BRCATy BRCAZ2 son
responsables de una gran mayoria de los
tumores de mama y ovario de tipo heredi-
tario. Existen otros sindromes mucho menos
frecuentes en los cuales estan implicados
otros genes y que también producen cancer
de mama como son: el de Li-Fraumeni
(mutaciones en p53), la enfermedad de
Cowden (mutaciones en PTEN) y el sindro-
me de Peutz-Jeghers (mutaciones en
STK17). La contribuciéon de otros genes
como ATMy CHEK2 hoy por hoy es contro-
vertida. Por otro lado tanto BRCAT como
BRCAZ2 no explican el origen de todos los
tumores de mama y de ovario, por lo tanto
la existencia de otros genes implicados no
debe ser descartada (véase tabla 1)

Tabla 1. Genes de susceptibilidad al cancer de mama

Gen Cromosoma | Frecuencia | Penetrancia Tipo de Tumores
cancer asociados
BRCAT1 17921 Rara Alta Mama, Colon,
ovario prostata
BRCA2 13q12-13 Rara Alta Mama, Mama varén
ovario pancreas
P53 17p13.1 Muy raro Alta Mama, cerebro Melanoma
(Li-Fraumeni) sarcoma
leucemia
PTEN 10g22-23 Muy raro Alta Mama Tiroides,
(Cowden) mucosa oral,
harmatomas
de piel
ATM 11922-23 Comdn Baja Linfoproliferativos | Neurodegeneracion
Inmunodeficiencia,
Sensibilidad
Radiacién, Mama
HRAS1/ 11p15.5 Comiun Baja Mama, colon,
VNTR vejiga
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Genética Molecular

BRCAT es un gen muy grande localiza-
do en el cromosoma 17q12-21. Tiene 24
exones, 22 de ellos codificantes (5592 pares
de bases). Los exones 1y 4 son los no codi-
ficantes, traduce una fosfoproteina de 1863
aminoacidos. Este gen confiere una suscep-
tibilidad aumentada para el desarrollo de
cancer de mama y de ovario y un riesgo
aumentado de otros tumores como proésta-
ta, colon, endometrio, leucemia, pancre-
as"'9. Sus funciones no son bien conocidas,
pero cada dia se conocen mas. Hasta el
momento se sabe que actia como proteina
supresora de tumores y participa en la repa-
racién del ADN de doble cadena y en man-
tener la integridad genémica"'?. Ademas
estd implicada en la regulacion transcrip-
cional ya que colabora con la holoenzima
RNA Polimerasa, lo que indica que puede
ser una de las proteinas activadoras de la
transcripcion 1%, Tiene también un papel
en el desarrollo, pues los ratones doble
knock out no se desarrollan® . Por Gltimo
se conoce que BRCAT interacciona con p53
en la via de la apoptosis"”.

BRCAZ2 es un gen mayor que BRCAT
localizado en el cromosoma 13q12-13.
Contiene 27 exones 26 de ellos codifican-
tes y uno no codificante (Exon 1). Codifica
para una proteina de 3418 aminoacidos.
Confiere igual riesgo que BRCAT para des-
arrollar cancer de mama, menor riesgo para
el cancer de ovario y mayor riesgo para el
cancer de mama en varén. Al igual que
BRCAT también aumenta el riesgo de otro
tipo de tumores como el de préstata, pan-
creas vesicula biliar, estbmago y melano-
ma. La proteina BRCAT esta también impli-
cada en mecanismos de reparacion del
ADN de doble cadena y en mantener la
integridad genémica®. Forma dimeros con
RAD51y con BRCAT11?

Hasta el momento se han descrito
muchas mutaciones en ambos genes y estan
localizadas a lo largo de toda la secuencia
codificante. Para llevar a cabo un consejo
genético adecuado hay que distinguir las
mutaciones realmente patogénicas como las

que producen un codon de parada, las que
cambian el marco de lectura y las que se
encuentran en sitios de corte y empalme de
aquellas mutaciones que cambian el amino-
acido o no lo cambian conocidas como
variantes sin clasificar, ya que no se conoce
su repercusion sobre la funcién de la proteina
y por otro lado estan los polimorfismos, que
son los cambios que se encuentran con rela-
tiva frecuencia en la poblacion general.

Las técnicas de laboratorio usadas para
el diagnostico son multiples considerando-
se las méas sensibles y especificas el DGGE
y el HPLC para el cribaje y la secuenciacién
para la confirmacién. Recientemente se ha
visto que la proporcion de grandes reorde-
namientos en estos genes en las familias de
riesgo es del 10% ©% 2V, este hallazgo nos
ha llevado a incluir este estudio en las fami-
lias en las cuales no se encuentran mutacio-
nes por las técnicas habituales. La técnica
mas apropiada para estos estudios es la de
MLPA. En relacién con el hallazgo en el
laboratorio de una variante sin clasificar, el
estudio se prolonga ya que debemos escla-
recer una serie de criterios para aclarar su
posible papel deletéreo de la variante como
por ejemplo:

1. Que tipo de cambio de aminoacido

ocurre

2. Localizacion de la mutacion, si esta
en un sitio conservado o no del gen
Si segrega o no con la enfermedad
Si expresa o no la proteina
Por tltimo, son muy dtiles los ensa-
yos funcionales, pero estos Gltimos
son complicados y necesitan gente
muy experta para ello

W

Estos son algunos ejemplos de la com-
plejidad de estos test genéticos y de la
importancia de las Unidades Pluridiscipli-
nares de consejo genético para la interpre-
taciéon correcta de los resultados del test.

Prevalencia de mutaciones en los
genes BRCA

En la poblacién general, el riesgo de ser
portador de una mutacion esta entre 1:100 a
1:400 dependiendo del grupo étnico. Se han
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encontrado mutaciones fundadoras en varias
poblaciones, por ejemplo en los judios Ashke-
nazi se han encontrado tres mutaciones fun-
dadoras dos en BRCAT, la 185 del AG vy la
5382insCy unaen BRCA2la 6174delT #?. La
prevalencia combinada de las tres mutaciones
en dicha poblacién judia es de 2.3%, esta pre-
valencia es 50 veces mas alta que la de la
poblacién general. El 30% de los canceres de
mama en mujeres menores de 40 de anos y el
39% de canceres de ovario en menores de 50
anos en esta poblacién son causados por una
de las tres mutaciones fundadoras. En la
poblacién de Islandia también se ha encon-
trado una mutacién fundadora en BRCA?2 la
999de5“¥. Dicha mutacién en Islandia es 20
veces mas prevalente que la frecuencia aléli-
ca estimada en la poblacion general. En Espa-
fia y en otros paises no se han encontrado
mutaciones fundadoras, pero si mutaciones
recurrentes. El hallazgo de encontrar tanto
mutaciones fundadoras como recurrentes es
importante, ya que simplifica mucho los estu-
dios genéticos y ayuda al consejo genético ya
que permite un mayor conocimiento del ries-
go asociado a la mutacion.

En un estudio llevado a cabo por el gru-
po espaniol de cancer hereditario de mama
y ovario® en familias con sindrome de
mama/ovario, ha encontrado un 26% de
familias portadoras de mutacion. Si se con-
sideren solo las familias con mama y ova-
rio, la prevalencia es del 52%. En este estu-
dio se han identificado 60 mutaciones en
BRCAT y 53 en BRCA2, no viéndose dife-
rencias en el porcentaje de mutaciones
deletéreas en estos genes. En Espaiia no se
han encontrado mutaciones fundadoras,
solo la mutaciéon en BRCA1 330A>G pare-
ce ser recurrente en familias Gallegas. La
prevalencia de mutaciones encontrada en
familias espanolas, es similar a la descrita
en otros paises Europeos.

:En que familias esta indicado el test
genético?

Las mujeres con antecedentes persona-
les y familiares que sugieren la existencia de
algtin tipo de predisposicion hereditaria,

son relativamente frecuentes en la pobla-
cion general. Gracias a los planes de pre-
vencion y a la creciente informacion que
suministran los medios de comunicacion,
cada vez es mas habitual que estas mujeres
busquen asesoramiento en una consulta de
cancer familiar. La identificacién de los
genes de susceptibilidad BRCAT Miki et
al® y BRCA2 Wooster et al?® transformo
profundamente el manejo y el tipo de ase-
soramiento que podian recibir estas fami-
lias. Hoy dia la comprension de la suscep-
tibilidad genética a este tipo de patologias
sigue siendo limitada. Por un lado, los
genes BRCATy BRCAZ2 solo explicanun 15-
25% de las familias sospechosas de pade-
cer algan tipo de susceptibilidad genética y
no se dispone de una descripcion clinica
adecuada de los sindromes hereditarios
asociados especificamente a defectos en
estos genes. Por otro lado, el riesgo confe-
rido por estos genes no esta bien definido y
por tanto la identificaciéon de una mutacién
patogénica no es sinbnimo de una buena
estimacion de riesgo en todos los casos.
Como es légico, este desconocimiento
plantea numerosos problemas en dos eta-
pas fundamentales del proceso de asesora-
miento, como son la seleccion de familias
que con mas probabilidad pueden benefi-
ciarse de un estudio genético y la estima-
cion de riesgo una vez identificados los por-
tadores. En los Gltimos afos se han venido
desarrollando diferentes abordajes estadis-
ticos que pretenden ayudar al especialista a
tomar decisiones en ambas etapas.

El analisis molecular de los genes
BRCA1 y BRCA?2 resulta muy complejo,
debido tanto al tamafio de los dos genes
como a la distribucién aleatoria de muta-
ciones que se observa en la mayoria de
poblaciones. El analisis debe incluir al
menos toda la regiéon codificadora de los
dos genes (mas de 15 Kb), las secuencias
intrénicas adyacentes, y un estudio de
grandes reordenamientos en los dos loci.
Con las técnicas actuales, este proceso
puede tardar meses en ser finalizado y
requiere importantes recursos humanos y
econémicos, por lo tanto es muy importante
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la correcta seleccion de las familias en la
consulta de consejo genético. En el sin-
drome de cancer hereditario de mama vy
ovario (HBOC) a diferencia del sindrome de
HNPCC no existen criterios consensuados
que nos indiquen a quien se debe hacer un
test genético. El estudio de mutaciones en
BRCA esta basado en la prevalencia encon-
trada en su propia poblacién y en criterios
de coste beneficio. La experiencia de nue-
stro laboratorio en el estudio de mutaciones
de estos genes en nuestra poblacién nos ha
conducido a proponer unos criterios pro-
pios de seleccién:

* Mujeres con cancer de mama bilateral

* Mujeres con cancer de mama/ovario
< de 35 anos

* Mujeres con cancer de mama en
familias con tres miembros afectados
de cancer de mama/ovario en dos
generaciones sucesivas y uno de ellas
diagnosticada antes de los 50 afios

e Varones con cancer de mama

* Mujeres de origen Judio

Estos criterios, son solo una guia, ya que
hay otros factores en un arbol familiar que
hay que tener en cuenta en relacién con la
condicién hereditaria como son: el tamafio
de las familias, la transmisién paternal, el
ndmero de varones en la familia.

Riesgo de cancer asociado a
mutaciones en BRCA

El riesgo de cancer asociado a mutacio-
nes germinales en BRCA es variable y
depende del tipo de mutacién y de la pobla-
cion donde se haya hecho dicho estudio. A
pesar de que el heredar una mutacién en
BRCA confiere un riesgo elevado de cancer
de mama y de ovario, existe una variabili-
dad interindividual y un porcentaje de por-
tadores pueden no desarrollar la enferme-
dad. También hay diferencias en la pene-
trancia de una misma mutacién en dos
familias diferentes. El riesgo de padecer
cancer de mama en portadores de BRCAT
es de 50% a 85% y en portadores de BRCA2
de 30% a 80%. El riesgo de un segundo can-
cer en portadores de mutaciones en BRCA

es del 40%. El riesgo de cancer de ovario es
mayor en los portadores de mutaciones en
BRCAT que en BRCA2. Las mutaciones en
BRCAT1 se asocian también a otros tumores
como el cancer colorrectal y el de préstata
y las mutaciones en BRCAZ2 se asocian a
melanoma, laringe y pancreas®” 2%,

Las mutaciones en los genes BRCA1/2
solo confieren una predisposiciéon al can-
cer, se piensa que existen otros locus gené-
ticos que pueden actuar como modificado-
res de la penetrancia potenciando o coad-
yuvando al riesgo conferido por las muta-
ciones en los genes de susceptibilidad®?.

SINDROME DE HNPCC:
DIAGNOSTICO E IMPORTANCIA

Antecedentes histéricos

El cancer colorrectal es el segundo can-
cer mas frecuente tanto en mujeres como en
hombres, constituyendo la segunda causa
mas comun de muerte por cancer en el mun-
do occidental. Como minimo un 5% de la
poblacién desarrollara un tumor colorrectal,
pudiéndose incrementar este nimero debi-
do al aumento de expectativas de vida. En
Estados Unidos se diagnostican anualmente
unos 130.000 nuevos casos y se producen
unas 55.000 muertes por afio. Aproximada-
mente el 15% de los casos tienen una histo-
ria familiar de cancer colorrectal y un 5% de
ellos desarrollan el cancer a una edad tem-
prana <45 anos®Y. Los factores genéticos
juegan un papel dominante en una pequena
proporcion de casos. La patologia méas clara
en relacion con el riesgo familiar es la Poli-
posis Familiar Adenomatosa (FAP). Es una
enfermedad con herencia autosémica domi-
nante y una penetrancia del 100%. Esta cau-
sada por mutaciones germinales en el gen
APC que se encuentra localizado en el cro-
mosoma 5q. Esta enfermedad, se caracteriza
por el desarrollo de un gran néimero (>100)
de polipos adenomatosos en el colo-recto, y
constituye el 1% de todos los tumores colo-
rrectales®’. Otro sindrome hereditario que
estd implicado en el desarrollo del cancer
colorrectal y que es mas comun, es el Can-
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cer Colorrectal Hereditario no Polipdsico
(HNPCC, Sindrome de Lynch). Es una enfer-
medad autosémica dominante de penetran-
cia incompleta (penetrancia estimada 80%),
caracterizada por el desarrollo a edades tem-
pranas de cancer colorrectal, asi como de
otros tumores extracolénicos como endome-
trio, estbmago, intestino delgado, sistema
hepatobiliar, rindén, uréter y ovario ©?. El sin-
drome de HNPCC, representa el 2-5% de
todos los casos de cancer colorrectal® y se
produce como consecuencia de mutaciones
en uno de los siguientes genes reparadores:
hMSH2, h(MLH1, h(MSH6, hPMST1, hPMS2 y
hMLH3543% aunque la mayoria de mutacio-
nes germinales (*90% en las poblaciones
estudiadas) se han identificado en los genes
hMLHTy hMSH?2. El tercer gen en importan-
cia es el gen hMSH®6, siendo minoritarias las
alteraciones en hPMS1, hPMS2 y hMLH3
(véase la figura 1).

Genética Molecular del Sindrome de
Lynch

Se han descrito en pacientes HNPCC
mutaciones en seis genes reparadores:
hMLHT localizado en el cromosoma 3p21;
hMSH2 en 2p16; hMSH6 en 2p15; hPMS2
en 7p22; hPMST en 2g22. Solamente entre

un 40-60% de las familias son portadoras de
una mutacién germinal en estos genes. Estos
hallazgos sugieren al igual que en mama, la
existencia de otros genes implicados y toda-
via desconocidos. Se ha visto que las muta-
ciones en hMSH6 predisponen al cancer de
endometrio y a otro tipo de tumores mas que
a cancer colorrectal solamente.

Las bases genéticas del Sindrome de
HNPCC estan relacionadas con la inestabi-
lidad a microsatélites (MSI). La etiologia de
la enfermedad no se comprende en su tota-
lidad, aunque se postula que la pérdida de
funcién reparadora aumenta la tasa de
mutaciones en secuencias repetitivas
(microsatélites) localizadas en la region
codificadora de determinados genes impli-
cados en la iniciacion y progresién tumo-
ral (TGFRRII, BAX, IGFIIR, GRB-14, MSH3,
MSHe6...).

Las mutaciones encontradas hasta el
momento se reparten indiscriminadamente
por todos los genes implicados, por lo tan-
to el estudio se debe llevar a cabo en toda
la secuencia codificante de los genes repa-
radores. Las técnicas que se deben utilizar
son las mismas que las escritas anteriormen-
te para los genes BRCA. Al igual que para
los genes de mama y ovario debemos dife-
renciar las mutaciones deletéreas de las

Figura 1. Frecuencia de los tumores colorectales
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variantes sin clasificar, con el fin de dar un
consejo genético apropiado y correcto.

:En que familias esta indicado el test
genético?

El riesgo de desarrollar cancer colorrec-
tal en los subgrupos de cancer colorrectal
hereditario o familiar, varia entre un 15%
para los parientes de los pacientes diagnos-

ticados antes de los 45 afos, a un 20% para
los miembros de familias con dos parientes
en primer grado con céancer colorrectal, y
aproximadamente un 70-95% en pacientes
con FAP y HNPCCP38), E| test genético es
una opcién diagndstica que, potencialmen-
te, puede ser de gran utilidad clinica para
las familias con sindrome HNPCC. La iden-
tificacion de una mutacién patogénica per-

Tabla 2. Criterios clinicos para la seleccion de las familias HNPCC

Historia personal y/o familiar de cancer

Amsterdam 1

Amsterdam 11

Bethesda

Agregacién familiar o HNPCC like

Tres familiares con cancer colorrectal, uno de ellos en primer grado de los otros dos
Al menos dos generaciones afectadas

Al menos uno de los canceres colorrectales diagnosticado antes de los 50 afios
Haber descartado FAP

Igual que los criterios Amsterdam |, con la excepcién de que:

No es necesario que los 3 canceres sean colorrectales, sino que pueden estar afec-
tados con otros tumores extracolénicos asociados a este sindrome HNPCC, como
son: endometrio, estbmago, intestino delgado, sistema hepatobiliar, rinén, uréter y
ovario

Individuos de familias que cumplen criterios de Amsterdam

Individuos con dos tumores relacionados con HNPCC, incluyendo tumores colo-
rrectales sincrénicos o metacrénicos o asociado a tumores extracolénicos

Individuos con cancer colorrectal y un pariente en primer grado con cancer colo-
rrectal y/o tumor relacionado con HNPCC diagnosticado antes de los 45 afos y/o
adenoma colorrectal antes de los 40 anos

Individuos con cancer colorrectal o de endometrio antes de los 45 afos

Individuos con cancer colorrectal derecho con patrén histolégico indiferenciado
diagnosticado antes de los 45 afios

Individuos con cancer colorrectal de células en anillo de sello diagnosticados antes
de los 45 afos

Individuos con adenomas diagnosticados antes de los 40 afios

Familias que sin cumplir los criterios anteriores son sospechosas de presentar un
sindrome hereditario HNPCC
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mite seleccionar a los familiares portadores
sanos que pueden beneficiarse de los diver-
sos protocolos de seguimiento y/o medidas
profilacticas, evitando los costes y molestias
derivadas de las mismas a los familiares no
portadores. Por otro lado desde el punto de
vista del tratamiento a aplicar, el reconoci-
miento de estas formas hereditarias es tam-
bién importante ya que la respuesta en los
casos hereditarios es diferente a los no here-
ditarios.

A diferencia del sindrome de mama y
ovario, en el sindrome de HNPCC se ha lle-
gado a un acuerdo en relacién con los cri-
terios clinicos de seleccion de las familias
susceptibles de hacer el estudio de mutacio-
nes en los genes MMR. Este acuerdo esta
reflejado en los criterios de Amsterdam,
Amsterdam modificado y Bethesda (véase
la tabla 2). La mejor manera de identificar
los casos hereditarios es llevar a cabo una
historia familiar detallada y aplicar los cri-
terios expuestos anteriormente.

Inestabilidad a microsatélites y
expresion de las proteinas reparadoras
en la seleccion molecular de las
familias para hacer el test genético

La inestabilidad a microsatélites (MSI),
es causada por un fallo en el sistema de
reparacion de los desapareamientos en el
ADN y fue descrita por primera vez en 1993
por Thibodeau et al®?. En el ano 1998 se
establecieron unas guias internacionales

para la evaluacién de MSI, comunicando a
la comunidad investigadora internacional
la utilizacién de un panel de 5 microsatéli-
tes en el estudio“?. En estos marcadores
estan incluidos tres microsatélites con repe-
ticiones de dos nucledtidos D5S345,
D2S123 y D175250 y dos microsatélites
con repeticiones de un solo nucleétidos
BAT25 y BAT26. Si dos de los cinco micro-
satélites muestran inestabilidad (ganancias
o pérdidas en el niimero de repeticiones),
se considera que ese tumor tiene alta ines-
tabilidad y se le denomina MSI-H. Si solo
hay inestabilidad en uno de los marcadores,
entonces se dice que el tumor tiene baja
inestabilidad y se le denomina MSI-L“9. Un
tumor que no presenta inestabilidad para
ningtin marcador se dice que es estable y se
le denomina MSS. La inestabilidad a micro-
satélites, no es especifico de HNPCC, ya
que ocurre en el 15% de los tumores colo-
rrectales esporadicos asi como también
ocurre en los tumores de endometrio y en
los gastricos. Recientemente ha sido
demostrado que el estudio de MSI es efec-
tivo para seleccionar familias con sospecha
de HNPCC para llevar a cabo el estudio
genético™-43),

Otra técnica introducida recientemente
para la identificacion de deficiencia en el
mecanismo de reparacién de los desapare-
amientos en el ADN, es el estudio de expre-
sion de las proteinas reparadoras llevado a
cabo en el tumor de los pacientes por la téc-
nica de inmunohistoquimica. Wilson et

Tabla 3. Resultados encontrados por distintos autores para predecir la presencia de
mutaciones mediante el estudio de la Inmunohistoquimica

Mutacién en N de Expresion de las proteinas por inmunohistoquimica
los genes MMR | tumores
hMLH1 hMSH2 hMSH6
hMLHT 37 28 (76%) - 34 (92%) + No estudiado
2 1 - 2 + 1 +
hMSH?2 23 23(100%)  + 23 (100%) - No estudiado
4 4 + 4 - 3 -
hMSH®6 14 12 (86%) +  12(86%) + 11 (79%) -
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al“? fueron los primeros que mostraron el
uso de anticuerpos frente a la proteina
MSH2. Més tarde se describi6 el uso de anti-
cuerpos frente a las proteinas MLHT vy
MSH6. A partir de ese momento se han
publicado muchos estudios sobre el uso de
la inmunohistoquimica (IHC) en familias
sospechosas de ser HNPCC. La mayoria de
estos estudios han mostrado que la pérdida
de expresion detectada por esta técnica se
correlaciona muy bien con la presencia de
una mutacion germinal en MMR®*-47_ La
tabla 3 muestra el resumen de algunos de
estos trabajos publicados. Basandose en
estos resultados, se recomienda el uso de la
IHC como método de seleccion para iden-
tificar posibles pacientes con defectos en
los genes MMR.

La IHC tiene varias ventajas, primero es
una técnica barata, segundo se hace en
poco tiempo, y por Gltimo y quiza la mas
importante es que nos dirige el andlisis para
buscar la mutacién en el gen que no se
expresa que seria el gen implicado. Por otro
lado la IHC debe ser hecha por personal
experto y valorada por dos patélogos inde-
pendientes. También se debe tener en cuen-
ta que la ausencia de expresion de la prote-
ina MLHT1 no siempre se debe a mutaciones
en el gen, sino que la causa puede ser la
hipermetilacién en el promotor de este gen.
Este hecho ocurre en los tumores esporadi-
cos con inestabilidad a microsatélites y nos
lo podemos encontrar en los tumores CRC
de individuos de edad avanzada.

Un estudio llevado a cabo por nuestro
grupo en 130 familias Espanolas con sospe-
cha de sindrome de HNPCC“#", hemos
encontrado una concordancia entre alta
inestabilidad a microsatélites y pérdida de

expresion de alguna de las proteinas repa-
radoras por inmunohistoquimica del 82% y
una concordancia del 98% para los tumo-
res estables que mantenian la expresién de
las proteinas (véase la tabla 4)

DISCUSION

Estrategia para el estudio molecular
del HNPCC: MSI, IHC y analisis de
mutaciones.

Vasen et al“® presentan una estrategia
para la seleccién de pacientes, pertenecien-
tes a familias sospechosas HNPCC, en los
que se debe hacer el estudio genético de
mutaciones en hMLH1, hMSH2, hMSH6 y
hPMS2. Para estos autores la estrategia a
seguir es diferente segln sea la clasificacién
clinica de estas familias. En familias que
cumplen los criterios de Amsterdam | y Il, se
recomienda como primer paso para selec-
cionar las familias para el analisis de muta-
ciones en los genes MMR, el estudio de la
IHC de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6
y PMS2. En caso de duda en los resultados
o si se expresan todas las proteinas, enton-
ces se recomienda como segundo paso, el
estudio de inestabilidad a microsatélites
(MSI). En familias claramente sospechosas
de ser HNPCC y en las cuales ambas prue-
bas han sido negativas, se debe hacer el estu-
dio en otro tumor procedente de otro miem-
bro de la familia, porque existe la posibili-
dad de que el primero estudiado sea un can-
cer esporadico (una fenocopia) en una
familia HNPCC. En familias sospechosas de
ser HNPCC pero que no cumplen Amster-
dam I o ll, se recomienda como primer paso
hacer el anélisis de inestabilidad a microsa-

Tabla 4. Comparacién de los resultados de MSI y IHC

MSI Expresion positiva (+) | Expresion negativa (0/+) | Concordancia
MSI-H (N=55)| 10 45 82%
MSS (N=56) | 55 1 98%
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télites (MSI). Como segundo paso se haria el
estudio de IHC en los tumores MSI-H o MSI-
L con el fin de guiar el estudio de mutacio-
nes hacia un determinado gen. En los tumo-
res MSS se haria el estudio de la proteina
MSH6 por inmunohistoquimica (IHC), ya
que parece ser que el tener una mutacién en
este gen no siempre va acompanada de ines-
tabilidad a microsatélites. En nuestro grupo
de trabajo hemos elaborado un algoritmo de
estudio del sindrome de HNPCC, la estrate-
gia a seguir esta resumida en la figura 2, y se
debe llevar a cabo en aquellos hospitales
donde exista una colaboracién entre los
genéticos clinicos y moleculares, patélogos,
cirujanos, gastroenterélogos, oncoélogos y
por supuesto donde los pacientes sean regis-
trados correctamente.

CONCLUSIONES

La interpretacién y la informacion de
los resultados obtenidos en el estudio gené-
tico debe llevarse a cabo por el equipo mul-
tidisciplinar, ya que no siempre se sabe la
implicacion que puede tener el cambio
encontrado sobre la funcién de la proteina
implicada. Las mutaciones que producen
un codon de parada, las inserciones o dele-

ciones que producen un cambio en el mar-
co de lectura y un codon de parada prema-
turo, las mutaciones en los sitios de corte y
empalme vy los grandes reordenamientos,
son consideradas como mutaciones deleté-
reas y por tanto son las responsables de la
susceptibilidad al cancer. Este tipo de alte-
racion se considera como resultado positi-
vo, y al informar al probando se le debe
sugerir hacer el estudio extensivo a toda la
familia, y recomendar las medidas de pre-
vencién y seguimiento adecuadas y actua-
lizadas para la patologia de estudio Las
mutaciones que producen cambio de ami-
noacido son consideradas como variantes
sin clasificar, y son las mas complicadas
para explicar desde el punto de vista de
consejo genético ya que no podemos ase-
gurar que sean responsables de la suscepti-
bilidad al cancer. Un resultado de este tipo
implica seguir profundizando en el estudio
de la variante teniendo en cuenta el estudio
expuesto al principio de este capitulo (gené-
tica molecular).

El hecho de no encontrar una mutacién
responsable del sindrome de HNPCC en los
miembros de una familia, no excluye que
esta no pueda existir, ya que puede ser que
no se detecte por la técnica utilizada o bien

Figura 2. Algoritmo de estudio de las familias sospechosas de HNPCC
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que se encuentre en otro gen no conocido
hasta el momento. Por lo tanto, el resultado
del estudio no debe influir sobre las reco-
mendaciones del seguimiento. La ventaja
de los estudios genéticos es que se puede
conocer la naturaleza hereditaria de la
enfermedad, y que, en las familias portado-
ras de una determinada mutacién patogéni-
ca, se puede diferenciar los portadores de
la mutacion familiar de los no portadores.

Los resultados expuestos anteriormente
deben ser comunicados a la familia enten-
diendo el significado de lo que se les dice
y dedicando el tiempo necesario para que
ellos puedan asimilar toda la informacién
que se les estd dando. Por todo ello las con-
sultas de Consejo Genético o las Clinicas
Familiares son una necesidad social de hoy
y deben establecerse en hospitales de refe-
rencia donde exista un laboratorio de
Oncologia Molecular que debe estar en
todo momento en contacto con la clinica,
de esta forma se llevard a cabo un consejo
genético correcto.
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