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Resumen

Contexto: El Sindrome de Lynch es la causa hereditaria de cancer colorrectal mas frecuente
en el cual los individuos tienen un riesgo aumentado de desarrollar cancer colorrectal y otras
neoplasias extracolodnicas. La deteccion de las personas en riesgo permite instaurar medidas
de prevencion primaria y secundaria que han demostrado disminuir la incidencia y
mortalidad por cancer. Existen diferentes herramientas clinicas, patologicas y genéticas para
detectar este sindrome con una capacidad discriminatoria variable y que depende de la
experiencia y el recurso hospitalario. En el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia no se
realiza una deteccidén rutinaria de estos casos por lo que se desconoce el rendimiento de las
diferentes estrategias de tamizaje de esta condicion.

Propdsito: Determinar si se detectan mas casos sospechosos de Sindrome de Lynch
utilizando la inmunohistoquimica de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en todos los
pacientes diagnosticados con un adenocarcinoma colorrectal a una edad < 70 afios en
comparacion con la practica actual que aplica estas pruebas sdlo a pacientes que cumplan
criterios clinicos.

Metodologia: Se realizé6 un estudio observacional y transversal en el cual se analizé y
comparo las caracteristicas de 249 pacientes con adenocarcinoma colorrectal con una
alteracion de la inmunohistoquimica de las proteinas de reparacidon, asi como la
concordancia de esa herramienta con los criterios clinicos Amsterdam, Bethesda y PREMM;s,
Resultados: El uso de inmunohistoquimica en esta muestra logr6 detectar mas casos
sospechosos del Sindrome de Lynch. Se demostr6 que hay una mayor prevalencia de esta
alteracion patoldgica cuando el cancer es de localizacion derecha (segmentos proximales al
angulo esplénico), se cumplen los criterios de Bethesda 3 o 4 y cuando el puntaje PREMMs
es > 5%. Se probd que existe poca concordancia entre los criterios clinicos y la
inmunohistoquimica.

Conclusiones: El uso de inmunohistoquimica en todos los pacientes con adenocarcinoma
colorrectal < 70 afos detecta mas casos sospechosos que si se realiza solo en aquellos
pacientes que cumplan criterios clinicos. Con el fin de implementar a nivel local una
estrategia de diagnostico para el Sindrome de Lynch se proponen dos diagramas de flujo

tomando en consideracion los recursos hospitalarios de nuestro sistema de salud.
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Abstract

Background: Lynch syndrome is the most frequent hereditary colorectal cancer cause, in
which individuals have a higher risk of developing colorectal cancer and other extracolonic
neoplasms. The detection on risk people allows to establish primary and secondary
prevention measurements that have been proven to decrease cancer incidence and cancer
mortality. There are different clinical, pathological, and genetic tools to detect this syndrome
with variable discriminatory ability, which depend on hospital experience and resources. Dr.
Rafael Angel Calderén Guardia Hospital does not perform a routine detection of these cases,
reason why the performance of the screening strategies for this condition are unknown.
Purpose: To determine if more Lynch Syndrome suspected cases are detected using MLH1,
MSH2, MSH6, and PMS2 proteins immunohistochemistry in all patients diagnosed with
colorectal adenocarcinoma age < 70 years old in comparison with the current practices,
which apply this testing only on patients who meet the clinical criteria.

Methods: An observational and transversal study was conducted, in which 249 patients’
characteristics  with  colorectal = adenocarcinoma, with a repair protein
immunohistochemistry alteration, as well as the concordance of this tool with the
Amsterdam, Bethesda and PREMMs clinical criteria were analyzed and compared.

Results: The use of immunohistochemistry in this sample detected more suspected cases of
Lynch Syndrome. It was proven that there exists a higher prevalence of this pathological
alteration when the cancer location is right-sided (proximal segments according to the
splenic flexure), when the Bethesda 3 or 4 criteria are met, and when the PREMMs score is
> 5%. It was proven that there exists little concordance between the clinical criteria and
immunohistochemistry.

Conclusions: The wuse of immunohistochemistry in all patients with colorectal
adenocarcinoma age < 70 years old detects more suspected cases when compared with its
use in patients who only meet the clinical criteria. Two flowcharts, taking into consideration
the hospital resources from our health system, have been proposed with the objective of

implementing a Lynch Syndrome diagnosis strategy at a local level.
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[. Marco téorico

a. Epidemiologia del cdncer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas frecuentes y mortales en el
mundo(1). En Costa Rica representa el tercer cancer mas frecuente en ambos géneros y para
el 2016 ocupd el segundo lugar en mortalidad entre las mujeres y el tercero entre los
hombres costarricenses(2). En los paises desarrollados se ha estimado que la poblacién
general tiene un riesgo promedio de desarrollar CCR cercano al 5% a lo largo de la vida, el
cual se diagnostica con mayor frecuencia entre los 65 a los 74 afios con una edad media de
68 aflos(3). Segun los datos de Globocan en Costa Rica el riesgo acumulado de desarrollar
CCR alo largo de la vida se estima en un 3%(4).

La etiologia del CCR esta relacionado con multiples factores de riesgo modificables y
no modificables, entre los ultimos se encuentra las causas hereditarias que podria explicar
el 7-10% de todos los casos(1). Segun el factor de riesgo genético el CCR se puede clasificar
en tres categorias. El cancer esporadico (60%) en el cual la persona afectada no tiene una
historia familiar notable ni una mutacion heredada; el cancer familiar (30%) en el cual el
paciente tiene al menos un familiar con el diagnoéstico de CCR pero sin una causa genética
demostrable ni patron hereditario; y el cancer hereditario (10%) el cual se presenta
habitualmente con historial familiar y se demuestra una herencia de alguna mutacion con
alta penetrancia(5).

En los datos internacionales del 1 al 3% de todos los casos de CCR diagnosticados se
explican por una causa hereditaria conocida como Sindrome de Lynch, cuya identificaciéon
oportuna permitiria la prevencion y la deteccion temprana de esta y otras neoplasias
asociadas en el afectado y su familia(6). La causa genética de este sindrome es la herencia
con un patréon autosdémico dominante de alguna variante patogénica en genes de la
Reparacion de la Incompatibilidad de ADN (MMR, acrénimo del inglés mismatch repair
genes): MLH1, MSH2, MSH6, PMS y EPCAM(7). El riesgo de desarrollar CCR es mayor en una
persona que es portadora de alguna de estas alteraciones y puede ser hasta 43-52%, con

edades promedio al diagnostico entre 43 a 45 afios(8).



b. Biologia molecular del cdncer colorrectal

En el origen molecular del CCR se identifican tres vias principales: la inestabilidad
cromosOmica, el fenotipo metilador de las islas CpG y la inestabilidad de microsatélites(9).

El mecanismo molecular de la inestabilidad cromosdmica es el evento somatico mas
frecuente y se presenta en aproximadamente del 70% al 85% de los canceres
colorrectales(5,10,11), en el cual se acumulan alteraciones favoreciendo un proceso
evolutivo histopatolégico a partir del epitelio normal, la apariciéon de adenomas y finalmente
carcinoma(12).

El fenotipo metilador de las islas CpG es también una condicién somatica que se
encuentra en cerca del 15% al 20% de los CCR y se describe como un proceso aberrante de
metilacion a nivel del carbono 5 de la citosina que modifica el dinucleétido CpG (citosina -
fosfato - guanina) en regiones de promotores de genes, induciendo un silenciamiento
epigenético de la expresion de los genes, tales como el MLH1(9,13).

Investigaciones previas indican que del 13% al 15% de todos los canceres
colorrectales presentan el tercer mecanismo conocido como inestabilidad de microsatélites
(IMS)(11,14,15), el cual es consecuencia de una deficiencia en el mecanismo MMR; si bien
esta alteracion no es exclusiva del CCR es una de las neoplasias con mayor prevalencia de
esta alteracion(16), la cual puede variar segin la poblacidn, la técnica diagnostica empleada
y el estadio de la enfermedad(17-19).

Cerca del 12% de estos casos se debe a una causa somatica y el 3% a una hereditaria
como el Sindrome de Lynch (SL)(20). Cuando se produce una incorporacion inexacta de
nucléotidos en el momento de la replicacion del ADN, el proceso de reparacion es llevado a
cabo en el ser humano por genes que reciben su nombre segun la homologia estructural con
las proteinas bacterianas MutS (MSHZ2, MSH6, MSH3), MutL (MLH1) y homdlogos de la
segregacion postmeiosis (PMS1, PMSZ2)(21). En el caso en que se determine un
emparejamiento incorrecto se forman complejos entre las proteinas MLH1 y PMS2 o PMS1,
asi como entre MSH2 y MSH6 o0 MSH3 que permiten localizar el sitio del error para que una
exonucleasa realice una excision y posteriormente se ejecute la sintesis y ligadura correcta

en el ADN(12,13,22-24). Las alteraciones en este mecanismo de reparacion facilita que se



acumulen errores de la enzima ADN polimerasa en diferentes regiones del ADN a lo largo del
genoma donde se encuentran normalmente repeticiones de 1-6 nucléotidos en tdndem
(microsatélites), produciendo alteraciones en la longitud de esas regiones o lazos
temporales de insercidon-delecion, un fenotipo conocido como inestabilidad de
microsatélites(21).

El proceso anterior puede tener consecuencias al producir mutaciones con pérdida
del sentido, cambios en el marco de lectura y finalmente proteinas disfuncionales en el
proceso de translacion(19,25). Utilizando secuenciacion de nueva generacidon se ha descrito
en tumores con IMS una alta prevalencia de mutaciones en genes cuyas funciones son
evidentes en los procesos implicados en la tumorigénesis (reparacion de ADN, regulacion del
ciclo celular, apoptosis) lo que sugiere que esta condicidon de hipermutacion secundaria a la
falla en este mecanismo de reparacion es la responsable de la carcinogénesis del CCR(12,22-

24).

c. Sindrome de Lynch

1. Bases genéticas

La causa de este sindrome es la herencia de una variante patogénica en alguno
de los genes encargados del MMR, lo cual genera en estas personas errores de la replicacion
del ADN y un estado de IMS, este ultimo fenémeno se demuestra en mas del 90% de los
tumores en estos individuos(26,27). Entre las familias con SL se demuestran variantes
patogénicas en el gen MLHI en el 50%, en el gen MSHZ en el 40%, en el gen MSH6 en el 7-
10%, en el gen PMS2 en <5% y en el gen EPCAM en 1-3 % de los casos(28), con similares
hallazgos moleculares descritos en la poblacion latinoamericana(29). Si bien el gen EPCAM
no es un gen de reparacion, una alteracion estructural del mismo puede afectar la funcién
del gen MSHZ debido a su posicion adyacente y rio arriba en el ADN(24), de manera que una
delecion en el extremo 3’ del gen EPCAM produce un transcrito de fusion EPCAM-MSHZ, una

hipermetilacion del promotor y pérdida de la transcripcion de MSHZ2(30).



2. Manifestaciones clinico patolégicas

Las principales caracteristicas fenotipicas del SL son: un patrén de herencia
autosdmico dominante con una penetrancia de CCR del 85-90%, aparicion de tumores a una
edad menor (promedio de 45 afios), tumores colonicos de localizacidon derecha (70% se
ubican proximal a la flexura esplénica); ademas se reporta con frecuencia algunas
caracteristicas histoldgicas que pueden coexistir tales como pobre diferenciacion, marcada
inflamacion peritumoral linfocitica (reaccion tipo Crohn), presencia de células en anillo de
sello y componente mucinoso. Se presentan neoplasias coldnicas sincrénicas o metacronicas
con mas frecuencia que la poblacién general (25-30% tendran un segundo primario),
asimismo estas personas tienen un incremento en el riesgo de diversas neoplasias
extracoldnicas y se reconoce un proceso de carcinogénesis mas acelerado (desarrollo de un
adenoma a carcinoma en 2-3 afos). Una caracteristica constante en los tumores es la
presencia de IMS(6,31,32).

Los tumores extracolonicos que se consideran asociados al SL son: el cancer de
endometrio, estdmago, ovario, hepatobiliar, tracto urinario, intestino delgado, cerebro,
pancreas y prostata(3). El riesgo de cada neoplasia asociada a este sindrome depende de la

mutacién causal, siendo MLH1, MSH2 y MSH6 los genes relacionados con el mayor riesgo(8).

3. Deteccion de SL

La identificacion de pacientes con SL se puede realizar por diversos métodos, sin
embargo, es conocido que la mayoria de los casos no se detectan en la practica clinica, lo que
limita implementar medidas preventivas que son altamente efectivas y que podrian
disminuir la incidencia y mortalidad por cancer en esta poblacién(33,34). A continuacion se

describen las diferentes alternativas disponibles.



Historia personal y familiar

En los afios noventa se establecieron como consenso de expertos del International
Collaborative Group in Hereditary Nonpolyposis Colon Cancer los criterios de Amsterdam [ y
II. Los primeros se enfocaron principalmente en el CCR y luego se integraron los canceres
extracoldnicos para mejorar el diagndstico del sindrome en los criterios de Amsterdam
I1(35).

En los criterios de Amsterdam I deben presentarse al menos 3 familiares con un CCR y
todos los siguientes criterios: a. ser familiar de primer grado de los otros 2, b. al menos 2
generaciones sucesivas deben estar afectadas, c. al menos un CCR debe ser diagnosticado
antes de los 50 afios, d. debe excluirse la Poliposis Adenomatosa Familiar, e. los tumores
deben ser confirmados por patologia(36).

Los criterios de Amsterdam II requieren que existan al menos 3 familiares con algun
cancer asociado al SL (CCR, endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal y otros) y
mantiene los demas criterios: a. uno debe ser familiar de primer grado de los otros 2, b. al
menos 2 generaciones sucesivas deben estar afectadas, c. al menos un CCR debe ser
diagnosticado antes de los 50 afios, d. debe excluirse la Poliposis Adenomatosa Familiar, e.
los tumores deben ser confirmados por patologia(37).

Los criterios de Amsterdam en una familia son utiles no solo para sospechar un SL sino
también para estimar el riesgo de desarrollar CCR y tumores extracolonicos en los miembros
de la familia afectada(38). No obstante, la aplicacion de estos criterios en la practica es
compleja, no estan disefiados para determinar la probabilidad de ser portador de una
mutacién genética de cada individuo analizado en una familia y en analisis de pacientes con
CCR asociado a IMS y/o SL, se ha demostrado que hasta un 40-50% de pacientes no cumplen
de manera completa estos criterios(39-41). Se ha estimado para este criterio clinico una
sensibilidad del 22% y una especificidad del 98% para diagnosticar el SL(3).

En el afio 1996, un consorcio de expertos internacional en conjunto con el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos desarrolld las Guias de Bethesda para la
identificacion de individuos con riesgo de ser parte del SL e indicacién para que se evaluara
por IMS. Esta guia inicial se revisé y actualiz6 en el afio 2004(42,43), donde se reitera la

evaluacion por el IMS en el tumor en individuos con las siguientes condiciones:



1) un CCR diagnosticado a una edad menor que 50 afios,

2) presencia de CCR sincrénico o metacrénico u otro tumor asociado con el SL,

3) un CCR con histologia sugestiva de IMS (infiltracidn de linfocitos en el tumor, reaccion
linfocitica similar al Crohn, diferenciaciéon mucinosa o células en anillo de sello, patron de
crecimiento medular) en un paciente con menos de 60 afos de edad,

4) un CCR diagnosticado en uno o mas familiares de primer grado con un tumor

relacionado al SL con uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afios,

5) un CCR diagnosticado en dos o mas familiares de primer o segundo grado con tumores
relacionado al SL independiente de la edad(42,44).

Esta evaluacion presenta la limitante que algunos de sus componentes son complejos y
se puede perder la posibilidad de identificar pacientes con SL en 20-30% aproximadamente
si solo se usaran estos criterios(41,44,45). La sensibilidad y especificidad para diagnosticar
SL es del 82% y 72% respectivamente(3).

Se requiere rigurosidad en la recoleccidn de los antecedentes mediante una genealogia
extendida que incluya mas alla de los familiares de primer grado para que esos criterios se
cumplan(46), con limitaciones dadas por familias pequefias, la penetrancia incompleta de
las variantes patogénicas, las muertes prematuras por otras causas, asi como las
intervenciones quirurgicas en personas que tienen un efecto de reduccién de riesgo de

cancer(26).

Morfologia del tumor

Las caracteristicas morfoldgicas del CCR se han analizado con el fin de establecer un
fenotipo que correlacione con IMS y SL. El patrén medular, la linfocitosis intraepitelial (3 o
mas linfocitos intraepiteliales por campo de gran aumento), la pobre diferenciacion, el
componente mucinoso, la presencia de células en anillo de sello, la infiltracion linfoidea tipo
Crohn (Figura 1), son todos aspectos que podrian discriminar entre tumores con IMS de
aquellos estables(47-49). Utilizar la morfologia por si sola podria encubrir hasta el 40% de
los tumores que si tendria alta inestabilidad, y al contrario hasta el 6% de los tumores con

alta inestabilidad no tienen estas caracteristicas patoldgicas del todo(26).



Figura 1. Variantes histoldgicas del adenocarcinoma de colon.
Figura cortesia Servicio de Patologia Hospital Calderon Guardia. A: adenocarcinoma poco diferenciado; B:
adenocarcinoma con linfocitosis intratumoral; C: adenocarcinoma mucinoso; D: adenocarcinoma con

células en anillo de sello.

Modelos clinicos de prediccién de riesgo

Varios modelos predictivos se han desarrollado desde el afio 2006 con la finalidad de
cuantificar el riesgo de ser portador de una mutacién en alguno de los genes de reparacion y
facilitar la identificacion de pacientes y familias con SL(50). Los tres mas utilizados y
disponibles en linea han sido MMRpro, MMRpredict y PREMM1,26, que si bien tienen la
capacidad de distinguir entre portadores y no portadores de mutaciones existen pocos
estudios que los comparen(51,52).

Al comparar y analizar el desempefio de dichos modelos se ha demostrado que MMRPro
y PREMM;;6 pueden ser eficaces en detectar pacientes candidatos a analisis de mutacion
germinal de los genes relacionados con el mecanismo MMR cuando se obtiene un valor de
corte >5%, pero principalmente cuando el puntaje es >15%/(53). Un analisis comparativo de
PREMMji.26 con la inmunohistoquimica demostré un alto provecho como método de
identificaciéon de portadores de mutaciones cuando el resultado del calculo es > 5%/(54).

En el afno 2017 se publicé el desarrollo y validacién del modelo PREMMs que
cuantifica el riesgo de ser portador de mutaciones en los genes MLH1, MSHZ, MSH6 e
incorpora el calculo de los genes PMSZ2 y EPCAM, cuyos resultados demostraron que con un
calculo de probabilidad > 2.5% se justifica confirmar con una prueba genética a esos
individuos pues logra un valor predictivo negativo del 99% comparado a un 98% si se utiliza

el corte de > 5%, demostrando ser superior al anterior modelo PREMM1,26(55).



Andlisis molecular de inestabilidad de microsatélites

Es una prueba molecular basada en una reaccion de cadena de polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés polymerase chain reaction) disefiada para detectar IMS, en el cual se utilizan
perfiles alélicos de marcadores de microsatélites generados por amplificaciéon del ADN para
comparar el tamafio de los alelos del tumor con su correspondiente ADN no tumoral(56).
Esta prueba detecta cambios en la longitud de los alelos de microsatélites debido a unidades
que anormalmente se repiten durante la replicacion del ADN consecuencia de una falla del
sistema MMR(48).

Se recomienda un minimo de 5 marcadores para co-amplificar. Por consenso en 1997 el
Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos recomend6é un panel con 2
mononucléotidos (BAT25, BAT26) y 3 dinucléotidos (D2S123, D55346, D17S250) conocido
como el panel de Bethesda(42), sin embargo, existen muchas otras alternativas de
marcadores que se pueden utilizar, entre ellas paneles comerciales como el MSI Analysis
System que utiliza los 5 marcadores mononucléotidos y logra un rendimiento similar(57).

De este analisis es posible obtener tres diferentes resultados(26):

a. Alta inestabilidad: cuando 2 o mas marcadores se encuentran alterados.

b. Baja inestabilidad: cuando solo 1 marcador se encuentra alterado.

c. Estable: cuando ningiin marcador esta alterado. (Figura 2)

Debido a que mas del 90% de los tumores asociados al SL presentan IMS alta, si no se
encuentra dicha alteracion opera como un predictor negativo de SL(27). En los analisis de
eficacia del uso de IMS como estrategia de deteccidn del SL se ha demostrado que si se elige
esta como la prueba inicial diagndstica y de forma secuencial se complementa con
inmunohistoquimica la tasa de deteccion del sindrome es de 88.1%(58). La estimacién de
sensibilidad y especificidad para este prueba molecular es de 85% y 90%

respectivamente(3).
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Figura 2. Analisis molecular de inestabilidad de microsatélites.

Figura cortesia Laboratorio de Oncologia Molecular Hospital Calderon Guardia. Co-amplificacion de
cinco mononucléotidos que no muestra nuevos alelos en el tejido tumoral comparado con el tejido

sano del mismo paciente segin le metodologia decrita en (59).

Inmunohistoquimica de las proteinas de reparacién de la incompatibilidad de ADN

El uso de pruebas de inmunohistoquimica (IHQ) en la pieza patolédgica del cancer con
anticuerpos contra las proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ha demostrado ser una
herramienta de tamizaje muy util para pacientes con SLy CCR porque mas del 90% de esos
tumores tendran carencia de expresion de la proteina correspondiente(60).

La ventaja es que es una prueba menos laboriosa que otras herramientas moleculares,
identifica cual de los genes es el que probablemente esta afectado, con una sensibilidad y
especificidad mayor del 90%. Varios estudios han demostrado una buena concordancia con
la prueba molecular de IMS(60) y podria potencialmente identificar de una forma mas
sencilla y menos costosa a pacientes con sospecha de tener una causa hereditaria(61).

En esta prueba se utiliza la pieza del tejido en parafina en donde se reporta para cada
una de las proteinas si la tincion se expresa o no, tal como lo recomienda el Colegio de
Patdlogos Americanos(62) con los siguientes posibles resultados(32,63,64):

a. La expresion normal de las 4 proteinas reparadoras implica una muy baja

probabilidad de inestabilidad de microsatélites, por lo tanto lo excluye como un caso

sospechoso del SL.
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b. La pérdida de expresion del MLH1 sola o asociada al PMS2 requiere complementar
con el estudio de la mutacion V600E en el gen BRAF; en caso de tener esta mutacion
se asume que la pérdida del MLH1 se debe a un evento somatico por metilacién de su
promotor por lo que confirma una IMS adquirida (como alternativa se puede realizar
una prueba molecular de metilacion del gen MLH1), por el contrario la ausencia de
V600E si le confiere probabilidad de que la pérdida sea por una mutacion germinal y
corresponda a un SL. Dado que MLH1 y PMS2 actuan como heterodimeros, la ausencia
de MLH1 induce una pérdida de la expresion de PMS2. (Figura 3)

c. La pérdida de expresion solitaria de MSH2, MSH6 o PMS2 implica una alta
probabilidad de la presencia de IMS secundario a una mutaciéon germinal en el gen
correspondiente.

d. La pérdida de expresion del MHS2 y MSH6 también confiere sospecha de un SL, esto
debido a que ambas proteinas se acoplan como heterodimeros por lo que la ausencia

de una de ellas puede afectar la expresion de la otra.

La sensibilidad para esta método de deteccion de SL es del 83% y la especificidad de 89%,
muy similar a la que se obtiene con el analisis molecular de inestabilidad(3).

Una potencial desventaja de esta técnica es que el analisis e interpretacion del resultado
es dependiente del observador por lo que requiere de especialistas en Patologia con

experiencia en el campo, asi como un tejido con una buena conservacion(61).
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Figura 3. Anadlisis de inmunohistoquimica de las proteinas de reparacion.

Figura cortesia Servicio de Patologia Hospital Calderén Guardia. La tinciéon de inmunohistoquimica
muestra un ejemplo en el que las células tumorales tienen pérdida de la tincion de MLH-1 y PMS-2 que
sugiere deficiencia en el mecanismo de la reparacion de la incompatibilidad de ADN en una pieza de

cancer de colon.

Deteccidn selectiva versus deteccién universal

Existe en la actualidad un debate sobre la mejor manera de efectuar la deteccién de SL,
ya sea de manera selectiva o de forma universal.

Un modelo de deteccion selectiva es la clasica utilizacion de los criterios de la guia de
Bethesda, que se basa en la historia personal/familiar y la morfologia del tumor para elegir
a quien realizar una prueba de IMS, no obstante, puede fallar en detectar aproximadamente
el 28% de los portadores de mutaciones(26). En contraposicion, la deteccién universal
implica realizar alguna prueba molecular o patologica de deteccion de IMS a todos y cada
uno de los cancer de colon que se detectan(3,8,34). En los analisis de eficacia del uso de I[HQ
se ha demostrado que si se selecciona esta como la prueba inicial diagndstica en todos los
casos diagnosticados de CCR y de forma secuencial se complementa con otras tales como IMS
y secuenciacion de genes se logra una tasa de deteccién del SL en un 97.6%(58). La deteccion

universal es una estrategia retadora pues requiere no solo de las pruebas diagnosticas, sino
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de una organizacidn previa de la institucién que la implementa, lo cual incluye diferentes
disciplinas, asi como una logistica para acceso a la asesoria genética y el plan de
manejo(65,66).

En el afio 2010 se llevo a cabo en Jerusalem un consenso donde se concluy6 como
recomendacion que cualquier persona con CCR a una edad <70 afios deberia tamizarse
mediante IMS o IHQ, independiente de los criterios clinicos, pues es el grupo de edad donde
mas frecuentemente se diagnostica un CCR secundario a una mutacién germinal(67,68). Un
estudios de costo-efectividad demostré que utilizar este tipo de pruebas en el tejido tumoral
de pacientes hasta una edad de 70 afos es una opcidn beneficiosa y de costo razonable,
maxime en sitios donde el acceso a las pruebas pueda ser limitada por su costo(69).
Diferentes consensos de expertos, tales como American Society of Clinical Oncology(70),
European Society for Medical Oncology(71) y otros grupos americanos y europeos, apoyan la
busqueda de la pérdida de expresion de las proteinas del mecanismo MMR como medida de
deteccion del SL y consideran como una de las estrategias validas realizarlo en pacientes <
70 aflos mediante IHQ(72,73,74).

La realizacion de [HQ unicamente a los pacientes < 70 afios implica, comparado a
realizarlo en todas las edades, una reduccion del 34.8% de pruebas en los tejidos, una
reduccidn de 28.6% de casos que se referirian innecesariamente a una consulta de consejo
genético y la deteccion real de una mutacién germinal es de 2.1%, comparado a 2.2% si se
hiciera el tamizaje en todos los casos independiente de la edad(75). Un modelo de costo-
utilidad realizado en Inglaterra y Wales demostro que todas las estrategias para identificar
SL son costo-efectivas comparadas a no realizar ninguna deteccion y entre los diferentes
modelos de deteccidn, el maximo beneficio neto en salud se obtuvo cuando se tamizan todos
los casos nuevos de CCR en edades menores de 70 afios; para este analisis se utilizaron costos
segun los parametros de la HCHS (acréonimo de Hospital and Community Health Services) y
se proyecto con los recursos limitados del NHS (acrénimo de National Health Service)(76).

No existe una tnica alternativa de cribado del SL, ni se puede atin concluir cual es la mejor
opcion para cada institucién, maxime en regiones como Latinoamérica donde es
heterogéneo y aun deficientes las guias y recursos para este fin(77). Segun sea la

herramienta y estrategia seleccionada, la deteccién de un paciente con un CCR que se
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sospecha de una mutacion germinal asociado al SL requiere ser evaluado en el ambito de
una consulta de asesoria genética con el fin de realizar el diagndstico genético germinal,

confirmar dicha sospecha e iniciar las medidas de prevencion apropiadas(72).

4. Diagndstico molecular confirmatorio de un Sindrome de Lynch

La confirmacion de un SL ocurre cuando se identifica una anormalidad monoalélica
germinal en algunos de los genes de reparacion asociados a este sindrome(24).

El analisis genético debe incluir la secuenciacion del ADN y analisis de grandes
rearreglos de los genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y EPCAM.(32,75) Se requiere de un analisis
completo de los genes ya que las mutaciones germinales en estos genes pueden estar
distribuidas a lo largo de todo el gen y no se han identificado zonas calientes(31). La
incorporacion de la secuenciacion masiva paralela ha traido la capacidad de analizar
mutiples genes a la vez en los pacientes estudiados(60). El hallazgo de una variante
patogénica no solo confirma el diagnostico del caso probando, sino que ademas permite
conocer el estado de portadores de otros miembros de la familia, incluso en quellos que no
han tenido cancer, lo que permite instaurar medidas de deteccion temprana y de reduccion
de riesgo de varias neoplasias(78).

El diagnostico molecular debe realizarse en el entorno de una asesoria genética, el
cual es un proceso informativo para el paciente y familia sobre los riesgos genéticos de
diferentes enfermedades neoplasicas y elementos especificos sobre la genética, asi como de
las alternativas de manejo clinico y las probabilidades de transmision a la

descendencia(6,28).

5. Impacto del manejo integral de los pacientes con Sindrome de Lynch

El proceso de asesoria genética y diagnostico molecular ha demostrado una
incremento en la adherencia a las pruebas de vigilancia del probando y la familia(79,80). Las
medidas de vigilancia se enfocan en aquellos érganos con mayor riesgo de desarrollar
cancer(27), lo que incluye generalmente: colonoscopia con remocion de poélipos

precancerosos cada 1-2 afios desde los 20 a 25 afios de edad, ademas de vigilancia de otros
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organos como el endometrio, estdmago, vias urinarias(28,74). Se ha demostrado una
reduccion de la mortalidad por CCR en aquellas personas que siguen estas medidas de
vigilancia(72,75,78).

Debido a que fuera del colon, el cancer de endometrio es la segunda neoplasia en
incidencia en este sindrome, se ha demostrado que la histerectomia con salpingo-
ooforectomia puede reducir el riesgo de ese cancer en las mujeres portadoras(74,81).

Por estas razones es que la deteccion de potenciales individuos con SL tiene un
beneficio en la individualizacion de su diagndstico, tamizaje, manejo y eventualmente en la

terapéutica, extendiéndose este beneficio a su familia(82).
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I1. Justificacion

El CCR es una de las neoplasia con incidencia y mortalidad en aumento en Costa Rica,
de esta forma la investigacion en el area de la prevencion y deteccion temprana se vuelve
mas relevante. El poder definir y detectar grupos de personas dentro de la poblacién con un
mayor riesgo de padecer esta neoplasia, tal como ocurre en el Sindrome de Lynch, permite
personalizar el manejo clinico y direccionar los recursos de una forma mas eficaz a quienes
mas lo necesitan.

Es muy relevante contar con alguna estrategia de deteccion de casos sospechosos del
SL, sin embargo, en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia no se utiliza de forma
rutinaria ninguna de las herramientas disponibles. Se cuenta con el recurso de la
inmunohistoquimica por lo que es valioso analizar su rendimiento como un tamizaje del
sindrome y compararlo con otros criterios clinico-patolégicos con el fin de recomendar la
mejor estrategia diagnostica. La deteccién y manejo de estos individuos puede tener un

beneficio en reducir el riesgo de padecer cancer y de fallecer por esta causa.

[II. Propdsito del estudio

a. Pregunta a estudiar
;Se puede lograr una mayor detecciéon de casos sospechosos de un SL utilizando
inmunohistoquimica en todos los pacientes < 70 afos con adenocarcinoma de colon

comparado con el uso de inmunohistoquimica basado en criterios clinicos?

b. Objetivo general

Determinar si la prueba de inmunohistoquimica de las proteinas de reparaciéon de la
incompatibilidad del ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) en el adenocarcinoma colorrectal de
todos los pacientes < 70 afios detecta mas casos sospechosos de un Sindrome de Lynch que
utilizar los criterios clinicos, en pacientes del Hospital Dr. Calderon Guardia diagnosticados

del 01 de enero 2015 al 31 de diciembre 2017.
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c. Objetivos Especificos

1.

Determinar la prevalencia de las alteraciones en la expresion de las proteinas
reparadoras MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en los adenocarcinomas de colon de los
pacientes < 70 afos.

Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con
adenocarcinoma colorrectal con alteraciones en la inmunohistoquimica de las
proteinas de reparacidn de la incompatibilidad del ADN.

Comparar la concordancia en la deteccion de casos de sospecha de un Sindrome de
Lynch mediante inmunohistoquimica en todos los pacientes < 70 afios, o mediante
inmunohistoquimica solo en caso de cumplir los criterios clinicos de Amsterdam,
Bethesda o PREMMs.

Estimar el valor econémico que representa la realizacion de inmunohistoquimica
contra las proteinas de los genes reparadores MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 en todos
los casos de pacientes < 70 afios con diagnostico de adenocarcinoma colorrectal o solo
en aquellos que cumplen los criterios clinicos.

Elaborar y recomendar un flujograma diagndstico basado en los resultados del
estudio que sirva de apoyo para la interpretacion de la inmunohistoquimica contra
las proteinas de los genes de reparacion MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 para la

identificacion de casos sospechosos de un Sindrome de Lynch.



IV. Metodologia

a. Diserio del estudio

Estudio descriptivo, transversal, con revision de expedientes.

b. Variables del estudio

17

En este estudio se analizaron variables epidemiologicas, anatomopatolégicas y clinicas. En

la Tabla 1 se describen todas las variables que se recolectaron y analizaron.

Tabla 1. Variables analizadas en el estudio.

VARIABLE DEFINICION CLASIFICACION UNIDAD MEDICION
Edad Edad al momento del cuantitativa Afos
diagndstico del cancer continua
Género Femenino o masculino cualitativa 0= masculino
nominal 1= femenino
Canton de Lugar de residencia segln cualitativa Sitio geografico
residencia registrado en expediente nominal (cantdn)
Origen anatémico Sitio anatémico donde se cualitativa 0O=colon ascendente
origina la neoplasia nominal 1=colon transverso
2=colon descendente
3=colon sigmoides
4=unién
rectosigmoidea
5=recto
Infiltracion Presencia de linfocitos cualitativa 0=no
linfocitaria intratumorales en la nominal 1=si
histologia 2=no se describe
Componente Presencia de patrdn cualitativa 0=no
mucinoso mucinoso en la histologia nominal 1=si

2=no se describe
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VARIABLE DEFINICION CLASIFICACION UNIDAD MEDICION
Células anillo de Presencia de células con cualitativa 0=no
sello morfologia en anillo de nominal 1=si
sello en la histologia 2=no se describe
Patron medular Presencia de patron cualitativa 0=no
morfoldégico medular en la nominal 1=si
histologia 2=no se describe
MLH1 Estado de expresion de la cualitativa O=expresion normal
proteina MLH1 nominal 1=ausencia de
expresion
2=no interpretable
MSH2 Estado de expresion de la cualitativa O=expresion normal
proteina MSH2 nominal 1=ausencia de
expresion
2=no interpretable
MSH6 Estado de expresion de la cualitativa O=expresion normal
proteina MSH6 nominal 1=ausencia de
expresion
2=no interpretable
PMS2 Estado de expresion de la cualitativa O=expresion normal
proteina PMS2 nominal 1=ausencia de
expresion
2=no interpretable
Neoplasias Cantidad de neoplasias en cuantitativa numero de casos de
personales el paciente asociadas al discreta cancer colorrectal,
asociadas al sindrome de Lynch a parte estdmago, intestino

sindrome de

Lynch

del cancer colorrectal

analizado

delgado, pancreas, via
biliar, endometrio,
ovario, uréter, pelvis
renal, cerebro,
adenoma sebaceo,

otros.

Neoplasias

familiares

Cantidad de neoplasias en

un mismo linaje de la

cuantitativa

discreta

numero de casos de

cancer colorrectal,
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VARIABLE DEFINICION CLASIFICACION UNIDAD MEDICION
asociadas a familia asociadas al estomago, intestino
sindrome de sindrome de Lynch delgado, pancreas, via
Lynch biliar, endometrio,

ovario, uréter, pelvis
renal, cerebro,
adenoma sebaceo,

otros.

¢. Participantes
En este trabajo se estudiaron los pacientes con el diagnostico de adenocarcinoma
colorrectal diagnosticados a la edad de < 70 afios en el Servicio de Patologia del Hospital Dr.
Rafael Angel Calderén Guardia en el periodo indicado.
Para el calculo de la muestra se considerd la férmula de calculo de estimacion de una
proporcion con los siguientes parametros: valor estimado de 0.15 como proporcion de la
poblacién con inestabilidad de microsatélites, una precision de 0.05 y un nivel de confianza
de 95%.
Los criterios de inclusion fueron:
1. Rango de edad de 18 afios a 70 afios.
2. Confirmacién patolégica de adenocarcinoma de colon (colon y/o recto) cuyo
diagndstico se haya realizado entre el 01 de enero 2015 al 31 de diciembre 2017.

3. Disponible el reporte de la inmunohistoquimica con anticuerpos contra las
proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, o el tejido archivado para el analisis de la
misma.

Los criterios de exclusion fueron:

1. Casos sin el reporte de la inmunohistoquimica o que la cantidad de tejido no es

suficiente para considerar que la prueba de inmunohistoquimica es confiable para
su interpretacion.

2. No acceso o disponibilidad a la informacion del expediente clinico.
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d. Procedimientos

Los participantes fueron seleccionados a partir de los archivos diagndsticos de
tumores gastrointestinales del Servicio de Patologia del Hospital Calder6on Guardia del afio
2015 al 2017. A cada participante se le asignd un c6digo numérico para anonimizarlo y se
llen6 una hoja de recoleccion de datos individual (Ver Anexo 1). Debido a que es un estudio
observacional se solicité al al Comité Etico Cientifico la excepcién de la firma de un

consentimiento informado.

1. Andlisis e interpretacion de la inmunohistoquimica
Las tinciones de inmunohistoquimica en el Hospital Dr. Calder6n Guardia se

realizaron, interpretaron y reportaron en el servicio de Patologia siguiendo el protocolo
utilizado por dicho servicio. Los principales pasos para estos marcadores son los siguientes:
a. fijacion de la biopsia en formalina al 10% y tamponada con fosfato, lavada y aclarada con
alcohol al 90% y xilol e incluida en parafina, b. marcaje con anticuerpos de cortes de parafina
de 4 micras de grosor utilizando la plataforma Dako autostainer link 48 y las clonas ES05
(MLH1), M3639 (MSH2), EP51 (MSH6) y EP49 (PMS2), c. lectura e interpretacion de las
cuatro laminas por el patdlogo utilizando las recomendaciones del Colegio de Patdlogos
Americanos. Cada anticuerpo analizado se reporta como: expresion nuclear intacta
(positivo) o pérdida de la expresion nuclear (negativo). Ver Anexo 2(62).

En caso de que la expresion de las cuatro proteinas reparadoras fuera normal, el caso se
consider6 como NO SOSPECHOSO de un SL por analisis de inmunohistoquimica.

En caso de pérdida de la expresion de alguna(s) proteina(s) se procedio a clasificar cada
caso segun lo descrito en algoritmos recomendados para el diagndstico del SL(32,63,83),

utilizando las siguientes definiciones:

Pérdida de la expresion aislada de MLH1 o de MLH1 junto con PMS2: Se analiz6 de forma
complementaria el gen BRAF en la pieza patologica y en caso de identificar la mutacién
V600E se consider6 como evento somatico adquirido y el caso se catalogd como NO
SOSPECHOSO, por el contrario en ausencia de dicha mutacién se catalogé el caso como

SOSPECHOSO.
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Pérdida de la expresion aislada de MSH2, MSH6 o PMS2: Se catalogd el caso como
SOSPECHOSO.

Pérdida de la expresion de MSH2 junto con MSH6: Se catalog6 el caso como SOSPECHOSO.
Pérdida de la expresion combinada de MLH1 junto con MSHZ2, o pérdida de la expresion
de tres proteinas a la vez: Se reanaliz6 la prueba si estuviera disponible y en caso de tener

el mismo resultado anormal se considero no interpretable.

2. Criterios Clinicos

Para cada uno de los casos incluidos en el estudio se determindé si cumplia los criterios
clinicos Amsterdam [ y II, Bethesda y PREMMs, con base en la informacion del expediente
clinico.

Para los criterios de Amsterdam [ y II se utiliz6 la informacidn de las historias clinicas y
se considerd que lo cumplian si se identificaron todos los componentes.

Para los criterios de la Guia de Bethesda Revisada se utilizé la informacidn de las historias
clinicas y reportes de patologia, se consider6 que lo cumplian con al menos uno de los cinco
componentes.

Para el modelo de prediccion PREMMs se utilizé la herramienta disponible en

http://premm.dfci.harvard.edu y se completo6 con la informacion de las historias clinicas y

reportes de patologia, se consider6 que el paciente cumplia este criterio si el calculo de la

probabilidad era >2.5%.

3. Andlisis econémico

Se utilizo como referencia el historial del costo de los marcadores de las cuatro proteinas
y una cotizacién actualizada por parte del oferente actual para el Hospital. Con los datos del
estudio se realiz6 una estimacion del costo de utilizar esta prueba diagnoéstica en diferentes

escenarios.
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4. Elaboracién de flujogramas
Con los resultados del estudio y el analisis comparativo de la literatura internacional se
elaboré dos flujogramas diagndsticos como propuestas para la detecciébn de casos

sospechosos de SL segun los recursos hospitalarios.

5. Aspectos regulatorios y Cronograma del estudio
Este estudio cumplié con los requerimientos regulatorios del Comité Etico Cientifico

Central de la Caja Costarricense de Seguro Social como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Cronograma del estudio.

ACTIVIDAD

FECHAS

Elaboracién del Protocolo.

01 agosto del 2016 al 20 octubre del 2017

Revisién y aprobacién por Tutora Académica y

por Comité de Posgrado en Ciencias Médicas.

23 noviembre del 2017
(Sesién N°69 del 15 noviembre del 2017)

Sometimiento y aprobacién ante Comité Etico
Cientifico Central de la Caja Costarricense de

Seguro Social

Primera resolucion 08 agosto del 2018: DIFERIDO (Oficio
CEC-CENTRAL-CCSS-7106-2018)

Segunda resolucion 05 diciembre del 2018: APROBADO
(Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-11059-2018)

Autorizacion de la Direccién Médica del Hospital
Dr. Rafael Angel Calderén Guardia para el inicio

del estudio

12 diciembre del 2019 (Oficio DG-4529-12-2018)

Inicio del estudio y recoleccion de datos.

12 meses: 01 enero al 20 diciembre del 2019

Informes Trimestrales de avance al Comité Etico

Cientifico

Primer Informe: 01 abril del 2019, dado por conocido por
CEC el 07 mayo del 2019 (Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-3410-
2019)

Segundo Informe: 23 julio del 2019, dado por conocido
por CEC el 13 agosto del 2019 (Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-
6496-2019)

Tercer Informe: 11 octubre del 2019, se solicitd enmienda
del protocolo por parte del CEC el 06 noviembre del 2019
(Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-9194-2019)
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ACTIVIDAD FECHAS

Cuarto Informe: 10 enero del 2020, dado por conocido
por CEC el 12 febrero del 2020 (Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-
1067-2020)

Quinto Informe: 30 abril 2020, dado por conocido por CEC
el 15 mayo 2020 (Oficio CEC-CENTRAL-1737-2020)

Auditoria del Comité Etico Cientifico Central de | 16 octubre del 2019 con informe de la visita de auditorfa

la Caja Costarricense de Seguro Social el 15 noviembre del 2019 (Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-
9777-2019)
Enmiendas al Protocolo Modificacion de hoja de recolecciéon de datos digital:

aprobada el 22 noviembre del 2018 (Oficio CEC-CENTRAL-
CCSS-9724-2019)

Variacion en el nimero de participantes: aprobada el 06
diciembre del 2018 (Oficio CEC-CENTRAL-CCSS-10152-
2019)

Cierre del estudio y analisis de datos. 2 meses: 01 enero al 29 febrero del 2020

e. Andlisis estadistico

Se utilizé6 estadistica descriptiva para el analisis de los datos empleando
distribuciones de frecuencia absolutas y relativas para las variables cualitativas, y medidas
de tendencia central y de dispersion para las variables cuantitativas.

Para comparar la proporcion de casos sospechosos obtenidos utilizando la detecciéon
en todos los pacientes < 70 afios con la proporciéon de casos sospechosos obtenidos
utilizando los diferentes criterios (Amsterdam, Bethesda, PREMM;s) se utilizo la prueba
exacta de Fisher. El nivel de significancia utilizado fue de 0.05.

Se estim¢ el indice de concordancia global entre la utilizaciéon de las herramientas
clinicas para realizar una inmunohistoquimica con respecto a la utilizacion de la
inmunohistoquimica en todos los pacientes < 70 afios para detectar casos sospechosos de
Sindrome Lynch, calculando para esto el indice Kappa de Cohen parala concordancia de cada
uno de los parametros con los resultados de la inmunohistoquimica. Para los analisis y

estadisticas se utiliz6 el programa OpenEpi.



24

f- Consideraciones éticas

Este estudio siguié las normativas nacionales sobre investigacién biomédica y se
ejecutd siguiendo las Buenas Practicas de Investigacion. En la evaluacion de riesgo/beneficio
se consider6 que al ser un estudio observacional el mayor riesgo que podria existir es la
pérdida de la confidencialidad para lo cual se anonimiz6 a cada participante mediante un
codigo y en caso de publicacion de los datos del estudio, no aparecera ningin nombre ni
identificacion de los participantes. Este estudio tiene un potencial beneficio al ofrecer datos
sobre una estrategia de detecciéon de personas con mayor riesgo de padecer cancer
colorrectal que podria implementarse a nivel local.

Por la naturaleza observacional del estudio no se afectd el principio de autonomia, se
incluyeron participantes sin discriminacion de grupos manteniendo el principio de justicia,
el principio de beneficencia se respetd ya que podria haber un potencial beneficio en la
poblacién, se cumplié con el principio de no maleficencia al desarrollar la investigacion
cumpliendo con la normativa vigente y reduciendo al minimo el riesgo de los participantes

manteniendo la confidencialidad.
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V. Resultados

Los resultados se presentan en las siguientes secciones: a. caracteristicas
epidemiolégicas y clinicas, b. criterios clinicos de sospecha de Sindrome de Lynch, c.
prevalencia y patron de expresion de las proteinas de reparacion, d. comparacion de las
caracteristicas de pacientes con alteracion de la inmunohistoquimica, e. concordancia de las
herramientas clinicas con la inmunohistoquimica, f. deteccion de casos sospechosos y

propuesta de diagrama de flujo diagndstico.

a. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas

En el periodo de analisis de 3 afos se diagnosticaron 393 personas con un
adenocarcinoma colorrectal en el Servicio de Patologia del Hospital Dr. Rafael Angel
Calderdén Guardia, de los cuales 257 tenian el diagnoéstico a una edad de 70 afios o menos.
Para el analisis de esta investigacion se logro incluir 249 participantes. En la Figura 4 se

muestra el flujo de la seleccion de los pacientes.

393 pacientes diagnosticados con
adenocarcinoma colorrectal del 2015 al 2017

:I 136 casos descartados por la edad > 70 afios

257 pacientes < 70 afios diagnosticados con
adenocarcinoma colorrectal del 2015 al 2017

7 casos excluidos por no acceso al expediente
1 caso excluido por inmunihistoquimica no vélida

y

249 participantes incluidos en el estudio

Figura 4. Diagrama de flujo de pacientes incluidos en el estudio.

Entre los participantes se incluyeron 126 mujeres (50.6%) y 123 hombres (49.4%),
con un edad media de 57.8 + 9.4 afios para la poblacién en la muestra total, y una edad
promedio de 57.2 afios en las mujeres y 58.4 afios en los hombres. La edad mas temprana al
diagndstico fue 26 afios y la mayor segun el protocolo alos 70 afios. En la Tabla 3 se muestran

las distribuciones de los pacientes segun el decenio para hombres y mujeres. Se destaca que
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en el 18.8% de los pacientes se realizé el diagnostico en una edad temprana menor de los 50

anos.

Tabla 3. Distribucion por género y edad de los pacientes con adenocarcinoma colorrectal
diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero del 2015 al
31 de diciembre del 2017.

Hombres Mujeres TOTAL
Decenio
N=123 (%) N=126 (%) N=249 (%)
21-30 3(24) 2(1.5) 5(2.0)
31-40 4(3.2) 9(7.1) 13 (5.2)
41-50 13 (10.5) 16 (12.7) 29 (11.6)
51-60 49 (39.8) 42 (33.3) 91 (36.5)

La mayoria de los participantes pertenecen a la Red Este de Atencidn del Cancer de la
CCSS que le corresponde ser visto en este hospital, donde el 87.6% de los sujetos viven en

cantones del gran area metropolitana como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Distribucién seguin el cantdon de residencia de pacientes con adenocarcinoma
colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero

del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Canton de procedencia N=249 %
San José' 54 21.6
Goicoechea! 50 20.0
Montes de Oca! 29 11.6
Coronado’ 28 11.2
Moravia! 23 9.2
Curridabat! 21 8.4
Pococi 10 4.0

Limon 9 3.6
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Canton de procedencia N=249 %
La Union' 5 2.0
Guacimo 4 1.6
Cartago' 3 1.2
Matina 2 0.8
Mora' 2 0.8
Santo Domingo' 2 0.8
Sarapiqui 2 0.8
Siquirres 2 0.8
Turrialba 2 0.8
Desamparados’ 1 0.8

Icantones que pertenecen al Gran Area Metropolitana

El sitio anatomico mas frecuente del origen del cancer de colon en esta muestra fue el
colon izquierdo en el 76.3% de los casos como se muestra en la Tabla 5, y dentro de este
ultimo sitio anatémico los segmentos de colon se distribuyeron de la siguiente manera: colon
descendente 23 casos (9.2%), colon sigmoides 54 casos (21.7%) , unidn rectosigmoides 43

casos (17.3%) y recto 70 casos (28.1%)

Tabla 5. Distribucién segin el origen anatomico del adenocarcinoma colorrectal
diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero del 2015 al
31 de diciembre del 2017.

Origen anatomico N=249 %

Colon Derecho 47 18.9
Colon Transverso 12 4.8
Colon Izquierdo 190 76.3

De las caracteristicas morfolédgicas de los tumores que se recolectaron relacionados

con el fenotipo del cancer de colon en el trasfondo de una inestabilidad de microsatélites, se
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encontr6 que los patrones patologicos que incluyen la infiltracion linfocitaria con reaccién
linfocitica similar al Crohn solo se reportaron en un caso, en todos los demas casos no se hace
mencion a esta variable en la descripcion microscopica de la biopsia, principalmente porque
el formato de reporte utilizado en el Hospital sigue las pautas del Colegio Americano de
Patdlogos y por ahora esos componentes no estan protocolizados por lo que no es obligatorio
incluirlos de forma rutinaria. La presencia de diferenciacién mucinosa, presencia de células
en anillo de sello y las demas variables se muestran en la Tabla 6, donde se encuentra que
solamente 17.7% de los casos demuestra una caracteristica morfologica que frecuentemente

se ve en los tumores con dMMR.

Tabla 6. Distribucidn segun las caracteristicas morfoldgicas del adenocarcinoma colorrectal
diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero del 2015 al
31 de diciembre del 2017.

Caracteristica N=249 %

Ningun fenotipo 187 75.1
Mucina 39 15.7
Células anillo de sello 2 0.8
Mucina y células anillo de sello 2 0.8
Infiltracion linfocitaria 1 0.4
Patron medular 0 0

No se reporto 18 7.2

En el historial personal se identificé que 29 pacientes (11.6%) tenian el antecedente
de padecer de manera sincronica o metacronica otra(s) neoplasia(s), 24 de ellos fueron
diagnosticados con un segundo tumor, 3 con un tercer tumor y 2 personas con cuatro
tumores, para un total de 36 neoplasias diagnosticadas en los 29 sujetos. En la Tabla 7 se
muestra el tipo de neoplasias reportadas mas alla del tumor primario de colon. El segundo
primario mas frecuente fue el cancer colorrectal y en conjunto el 44.4% de estas neoplasias

diagnosticadas pertenecen al espectro de tumores asociados al Sindrome de Lynch.
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Tabla 7. Distribucién de las neoplasias sincrénicas y metacronicas diagnosticadas en los

pacientes con adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel

Calderon Guardia del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Neoplasia sincronica o metacronica N =36 %
Colorrectal! 8 22.2
Prostata 5 13.8
Estomago! 3 8.3
Mama 3 8.3
Riion' 2 5.5
Adenoma paratiroides 1 2.8
Adenoma suprarrenal 1 2.8
Cuello uterino 1 2.8
Dermatofibroma 1 2.8
Endometrio! 1 2.8
GIST? 1 2.8
Intestino delgado' 1 2.8
Linfoma No Hodgkin 1 2.8
Meningioma 1 2.8
Neuroendocrino intestino 1 2.8
Neurofibroma 1 2.8
Ovario! 1 2.8
Schwannoma 1 2.8
Tiroides medular 1 2.8
Vejiga 1 2.8

"Tumores asociados al Sindrome de Lynch,?GIST=Tumor Estromal del Tracto Gastrointestinal

En la recoleccion de los antecedentes familiares se identifico que 61 personas

(24.5%) no tuvieron antecedentes de cancer en sus familiares, 174 (69.8%) si tuvieron uno

o mas familiares con cancer de diversos tipos y en 14 casos (5.6%) este antecedente se
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desconoce porque no se constata en ninguna de las historias clinicas del expediente clinico.
Dentro de los 174 pacientes que si tuvieron un antecedente familiar se encontro la siguiente
distribucién: 78 casos con solo un familiar con cancer, 47 casos con dos familiares, 23 casos
con tres familiares, 18 casos con cuatro familiares, 5 casos con cinco familiares, 2 casos con
seis familiares y 1 caso con siete familiares. En ninguno de los casos se encontré una
genealogia elaborada, solamente la anotacidn de la neoplasia y familiar afectado; en 31 casos
(12.4%) no se detalld el linaje familiar al cual pertenece la persona afectada con cancer. En
total se registraron 357 neoplasias en los familiares de los participantes, pero en 297 casos
(83.2%) no se recolecto la edad del diagnostico de la neoplasia.

Con ese historial familiar recolectado se clasificaron los participantes en tres grupos
clinicos seglin el patron de aparicion del cancer: esporddico (sin neoplasias del SL en
familiares), familiar (agregacion de neoplasis asociadas al SL pero sin un patrén especifico)
y hereditario (neoplasias asociadas al SL con un patrén de herencia acorde a los criterios de
Amsterdam). En 126 participante se presento el cancer colorrectal de forma esporadica, en
100 de ellos se encontré una agregacion de neoplasias pero que no se pudieron clasificar en
un patron especifico de herencia, en 9 de ellos se encontré un patrén compatible con
herencia autosdmica dominante y debido a la falta de datos 14 de estas personas no pudieron

ser clasificadas. En la Figura 5 se presenta la distribucidn relativa.
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= ESPORADICO = FAMILIAR HEREDITARIO = NO DATOS

Figura 5. Distribucion segun el patron familiar.

Distribucion relativa segun el patron familiar de cancer de los pacientes con
adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia

del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

b. Criterios clinicos de sospecha de Sindrome de Lynch

En el analisis de los criterios de Amsterdam no se pudieron incluir 15 casos (6%) en
los que no se encontro en el expediente los detalles personales y/o familiares requeridos,
por lo que se excluyen para efectos de los analisis relacionados con este criterio. Entre los
casos en que si se encontro la informacion, 4 casos cumplen los criterios de Amsterdam I
(1.7%) que se encuentran incluidos dentro de los 9 casos que cumplen los criterios de
Amsterdam II (3.8%).

En el analisis de los criterios de la Guia de Bethesda no se pudieron incluir 12 casos
(4.8%) en los que no se encontrd en el expediente los detalles personales y/o familiares
requeridos y son excluidos en los analisis relacionados con este criterio. Entre los casos en

que si se encontré la informacién, 141 pacientes (59.5%) cumplen algun criterio de Bethesda
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y 96 (40.5%) no lo cumplen. En la Tabla 8 se presentan los criterios segiin su frecuencia entre

los participantes. El criterio que mas frecuentemente se encuentra es el 5 en el 43.8% de los

casos, considerando que es el inico de los cinco criterios que no toma en cuenta la edad del

diagndstico del cancer en los familiares. Entre aquellos que tienen algun criterio Bethesda lo

mas frecuente es que solo cumplan uno de los cinco criterios.

Tabla 8. Distribucion segun los criterios de la Guia de Bethesda en los pacientes con

adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia

del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Criterio(s) de Bethesda N=237 (%)!
Cumplen algun criterio 141 59.5
No cumple ningun criterio 96 40.5
ICriterio 1 43 18.1
ICriterio 2 10 4.2
ICriterio 3 25 10.5
ICriterio 4 11 4.6
ICriterio 5 104 43.8
Un criterio 102 43.0
Dos criterios 30 12.6
Tres criterios 5 2.1
Cuatro criterios 4 1.7
Cinco criterios 0 0

"Los criterios no son mutuamente excluyentes. Criterio 1: un CCR a edad menor que 50 afios; criterio 2: un

CCR o otro tumor asociado al SL sincronico o metacronico; criterio 3: histologia del CCR sugestiva de IMS

en paciente menor que 60 aios; criterio 4: un CCR en uno o mas familiares de primer grado mas otro tumor

relacionado con SL antes de los 50 afios; criterio 5: un CCR en dos o mas familiares de primer o segundo

grado mas otros tumores relacionados al SL a cualquier edad.

Se realizd en todos los casos el calculo de prediccién de portacidon de una mutacion

germinal en alguno de los 5 genes con el modelo PREMMs, en aquellos en que la edad no
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estabarecolectada se estim6 una edad promedio de 60 afios para poder completar el modelo.
En la muestra la mediana del puntaje fue 2.6% (IQR 1.9-4), donde el 54.6% de los
participantes cumplian este criterio clinico al tener un puntaje de 2.5 o mayor. En la Tabla 9

se muestran el niumero de casos segun los rangos de los valores encontrados.

Tabla 9. Distribucion segun el calculo PREMMS5 de los pacientes con adenocarcinoma
colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero

del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Puntaje calculado N=249 %

<2.5% 113 45.4
2.5% -4.9% 95 38.1
> 5% 41 16.5

c. Prevalencia y patron de expresion de las proteinas de reparacion

Todos los pacientes incluidos en el estudio tuvieron un reporte estandar de la
inmunohistoquimica en las piezas del cancer colorrectal. En 221 participantes la expresion
de las cuatro proteinas fue reportada normal. Se identific6é una alteracion en la expresion de
las proteinas MMR en 28 personas, lo que corresponde a una prevalencia de 11.2%. La
alteracion mas frecuente fue la pérdida de expresion conjunta de MLH1 y PMS2 como se
muestra en la Tabla 10, en el que se utiliza el signo menos (-) para definir la pérdida de la

expresion de la proteina en el tejido.
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Tabla 10. Distribucion segun la alteracion de la expresion de proteinas de reparacidon! en
pacientes con adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel

Calderon Guardia del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

MLH1 MSH2 MSH&6 PMS2 N=28 %
- + + - 13 46.4
+ + + ; 8 28.6
+ - - + 5 17.9
+ + - + 2 7.1
g + + + 0 0
+ - + + 0 0

l(-i-): expresion nuclear intacta; (-): pérdida de la expresion nuclear.

En los 13 pacientes con una alteracion que incluye la via MLHI se analiz6 la mutacion
V600E en el gen BRAF y en 6 de ellos se demostro dicha alteracion bioldgica. Por lo tanto, entre
los pacientes con alteracion en la expresion de las proteinas de reparacion y utilizando las
definiciones para este estudio, 22 de ellos presentaron una alteracion que es sospechosa de un SL,
lo que corresponde a una prevalencia de 8.8% de la muestra total que mediante

inmunohistoquimica se clasifican como sospechosos de SL.

d. Comparacion de las caracteristicas de pacientes con alteracion de la inmunohistoquimica

Los pacientes con CCR y la [HQ alterada fueron diagnosticados a una edad promedio
de 57.3 afios, muy similar a los que tienen la [HQ normal cuya edad promedio fue 57.9 afios.
No se encontr6 una diferencia significativa de la prevalencia de alteraciones de las

proteinas MMR seguin género como se ilustra en la Tabla 11.
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Tabla 11. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segin género en pacientes con adenocarcinoma colorrectal
diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero del 2015 al
31 de diciembre del 2017.

THQ normal IHQ alterada Total p
N=1221 (%) N=28 (%) 249
Hombres 111 (90.2) 12 (9.8) 123 0.594
Mujeres 110 (87.3) 16 (12.7) 126

Se hizo un analisis en el grupo de personas con un diagndstico a una edad temprana,
pero utilizado el corte de <50 afios y de <45 afios no se demostro una diferencia significativa
en la prevalencia de la alteracion inmunohistoquimica comparado con la poblaciéon de mayor
edad.

En el andlisis segun el sitio anatémico del origen del colon se demostr6 que hay una
diferencia significativa con una mayor prevalencia de la alteracion de la [HQ de las proteinas
MMR cuando el cancer de colon es de localizacion derecha (segmentos proximales al angulo
esplénico) comparado con las localizaciones izquierdas demostrado en la Tabla 12, para lo

cual se obtuvo un OR 5.46 (2.24-13.70).

Tabla 12. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun localizacion derecha versus izquierda del tumor en pacientes
con adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderé

Guardia del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

IHQ normal IHQ alterada Total p
N=221 (%) N=28 (%) 249
Colon Derecho 43 (72.9) 16 (27.1) 59 0.0001

Colon Izquierdo 178 (93.7) 12 (6.3) 190
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La presencia de algunas caracteristicas en la morfologia de la neoplasia, tales como la
invasion linfocitaria, el componente mucinoso y la presencia de células en anillo de sello se

presentan en la Tabla 13, para los cuales no se demostré una diferencia significativa.

Tabla 13. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun morfologia del tumor en pacientes con adenocarcinoma
colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero

del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

THQ normal ITHQ alterada Total p
N=204! (%) N=27'(%) 231
Morfologia compatible con 35(79.5) 9 (20.5) 44 0.091
IMS?
Morfologia sin  patrén 169 (90.4) 18 (9.6) 187
especifico

Ise excluyen 18 casos donde no se reporto la morfologia en la pieza de patologia
Zincluye infiltrado linfocitario y/o componente mucinoso y/o células en anillo de sello

En los pacientes que tenian un antecedente personal de segundas neoplasias, no se
encontr6 una diferencia significativa en la prevalencia de la alteracion de la IHQ como se
muestra en la Tabla 14. Este mismo resultado se mantuvo cuando se realizé un analisis
estratificando los casos por aquellas neoplasias relacionadas con el SL o por la cantidad de

segundas neoplasias asociadas con el sindrome.

Tabla 14. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun historia personal de segundas neoplasias en pacientes con
adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia

del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

THQ normal IHQ alterada Total p
N=221 (%) N=28 (%) 249
Antecedentes de  otras 24 (82.8) 5(17.2) 29 0.423

neoplasias
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THQ normal IHQ alterada Total p
N=221 (%) N=28 (%) 249
No otras neoplasias 197 (89.5) 23 (10.5) 220

En esta muestra 4 pacientes cumplian los criterios de Amsterdam I y estaban
incluidos dentro de los 9 pacientes que cumplian los criterios de Asmterdam II. No se
demostr6 de manera significativa una mayor prevalencia de la alteracién de la IHQ en
quienes cumplian criterios de Amsterdam comparado con aquellos que no los cumplian. La
Tabla 15 muestra estos datos con la exclusion de 15 casos en que se desconocia los detalles

familiares para el analisis del criterio.

Tabla 15. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun el cumplimiento de criterios de Amsterdam en pacientes con
adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia

del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

THQ normal IHQ alterada Total p
N=210 (%) N=24 (%) 234
Cumple criterios de 7 (77.8) 2(22.2) 9 0.465
Amsterdam II
No criterios de Amsterdam 203 (90.2) 22 (9.8) 225
11

En los participantes donde existia al menos un criterio de Bethesda tampoco se
encontr6 de manera significativa una mayor prevalencia de la alteracién de IHQ. La Tabla 16
muestra estos datos con la exclusion de 12 casos en que se desconocia los detalles familiares
para el analisis del criterio. Sin embargo, cuando se analizan de forma individual cada uno
de los 5 criterios se demostré que tnicamente los criterios 3 y 4 presentan una prevalencia
mayor de la alteracion de la [HQ estadisticamente significativa, correspondiente a un OR 4.15

(1.29-12.28) y OR 8.43 (1.86-36.61) respectivamente.
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Tabla 16. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun el cumplimiento de criterios de Bethesda en pacientes con
adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia

del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

THQ normal IHQ alterada Total p
N=212 (%) N=25 (%) 237

Criterios Bethesda
Cualquiera 122 (86.5) 19 (13.5) 141 0.128
Ninguno 90 (93.7) 6 (6.3) 96

Criterio Bethesda 1
Si 37 (86.0) 6 (14.0) 43 0.057
No 175 (90.2) 19 (9.8) 194

Criterio Bethesda 2
Si 7 (70.0) 3 (30.0) 10 0.151
No 205 (90.2) 22 (9.8) 227

Criterio Bethesda 3
Si 18 (72.0) 7 (28.0) 25 0.016
No 194 (91.5) 18 (8.5) 212

Criterio Bethesda 4
Si 6 (54.5) 5(45.5) 11 0.005
No 206 (91.2) 20 (8.8) 226

Criterio Bethesda 5
Si 90 (86.5) 14 (13.5) 104 0.281
No 122 (91.7) 11 (8.3) 133

En la Tabla 17 se analiza el puntaje PREMMs para un corte de > 2.5% y un corte de >
5%. Para el primero que es el valor utilizado por los creadores de esta herramienta no se
demostro diferencia significativa, sin embargo, si se logré demostrar una prevalencia mayor
y significativa de la alteracion de IHQ cuando se utiliza el corte > 5%, que es el corte que se

utilizaba en el modelo precedente PREMM: 26, para el cual se obtuvo un OR 2.78 (1.01-7.16).
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Tabla 17. Comparacion de la prevalencia de la alteracion en la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras segun el punto de corte PREMMS5 en pacientes con adenocarcinoma
colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero

del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

THQ normal IHQ alterada Total p
N=221 (%) N=28 (%) 249
PREMM;5
>2.5% 120 (88.2) 16 (11.7) 136 0.937
<2.5% 101 (89.4) 12 (10.6) 113
PREMM;5
>5% 32 (78.0) 9 (22.0) 41 0.046
<5% 189 (90.9) 19 (9.1) 108

En resumen, se demostré una mayor prevalencia de la alteraciéon de proteinas
mediante IHQ de manera significativa en aquellos pacientes con las siguientes variables:
adenocarcinoma de localizacion derecha (segmentos proximales al angulo esplénico del

colon), criterio de Bethesda 3, criterio de Bethesda 4 y un corte del puntaje PREMMs >5%.

e. Concordancia de las herramientas clinicas con la inmunohistoquimica

En la Tabla 18 se comparan las diferentes estrategias clinicas que se utilizan para
detectar y derivar pacientes para un analisis de IMS independiente de la real alteracion de la
IHQ en esos casos, se documenta que las mas frecuentes incluyen tener al menos un criterio
de Bethesda y aquellos que tienen un puntaje PREMMs >2.5%, donde mas de la mitad de la
muestra cumplié esos dos criterios. Debido a la tendencia observada en los analisis previos
respecto a la morfologia del tumor, se decidié incluir como analisis post hoc esta variable

entre las pruebas de concordancia.
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Tabla 18. Frecuencia de cumplimiento de criterios sin estratificar por alteracion de
inmunohistoquimica en pacientes con adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el
Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del
2017.

Criterio de sospecha n/N %

Amsterdam I 4/234 1.7
Amsterdam IT 9/234 3.8
Bethesda 141/237 59.4
Morfologia del tumor 44/231 19.0
PREMM;s > 2.5% 136/249 54.6
PREMM;s > 5% 41/249 16.4

Para los analisis de concordancia se consideraron solamente las alteraciones de la
IHQ que si eran compatibles con un SL y se demostrd una pobre concordancia entre todos
los criterios clinico-patolégicos y la inmunohistoquimica, como se puede observar el
resumen de los andlisis individuales de cada criterio en la Tabla 19, donde el resultado del

indice Kappa de Cohen es menor que 0.20 para todos los criterios.

Tabla 19. Concordancia comparativa de los criterios clinicos con la Inmunohistoquimica en
pacientes con adenocarcinoma colorrectal diagnosticado en el Hospital Dr. Rafael Angel

Calderon Guardia del 01 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Criterio Clinico indice Kappa
Amsterdam 0.095
Bethesda 0.060
PREMMS >2.5% 0.010
PREMMS >5% 0.146

Morfologia 0.085
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f- Deteccidn de casos sospechosos y propuesta de diagrama de flujo diagndstico

El analisis de IHQ de las proteinas reparadoras se considera un punto comun en la
deteccion de casos sospechosos de un SL con el fin de seleccionar los pacientes que requieren
de una evaluacidn de riesgo y analisis genético, en esta muestra se demuestra que realizando
este analisis de forma universal a la poblacién < 70 afios, 22 de ellos (8.8%) son clasificados
como sospechosos. Entre estos pacientes donde se conoce que tienen una IHQ sospechosa,
no se encontraron en todos los casos los diferentes criterios clinicos, por lo que se confirma
que la estrategia mediante tamizaje universal podria detectar mas casos que si se utiliza
previamente algun criterio clinico antes de decidir sobre la realizacion de la IHQ. En la Tabla
20 se compara el porcentaje de pacientes que potencialmente se perderian como casos
sospechosos segun el criterio clinico que se elija. El criterio clinico que tendria menos

pérdida de casos son las guias de Bethesda.

Tabla 20. Pacientes sin criterios clinicos con alteracion de la inmunohistoquimica de las
proteinas reparadoras sospechosos de Sindrome de Lynch en los adenocarcinomas
colorrectales diagnosticados en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia del 01 de

enero del 2015 al 31 de diciembre del 2017.

Criterio Clinico No cumple criterio Pérdida de casos que si
n/N! tienen alteracion de IHQ
%
Amsterdam 17/19 89.5
Bethesda 3/20 15.0
PREMM; corte 2.5% 8/22 36.3
PREMM; corte 5% 13/22 59.0
Morfologia 14/21 66.7

'El denominador es menor que 22 cuando no se reportaron los criterios en los pacientes
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Segun los datos obtenidos de este estudio se realiz6 un analisis del precio que
implicaria la implementacién rutinaria del tamizaje por SL en el Servicio de Patologia. Si bien
segln el analisis principal de este estudio se justifica el inicio con una prueba de THQ
independiente de los criterios clinicos, se considerd un segundo escenario considerando que
los recursos econdmicos suelen ser limitados en los hospitales de la seguridad social.

En el primer escenario presentado en la Figura 6, en el cual se inicia con un tamizaje
en todos los casos con 70 afios 0 menos, se trabaja bajo el supuesto de que el Hospital cuenta
con las herramientas diagnosticas necesarias mas alla de la inmunohistoquimica, por lo que
se contempla un punto de decision en el caso de que la IHQ sea normal que se refiere a la
revision de los antecedentes personales o familiares que sugieran un SL a pesar de tener [HQ
normal, esto por cuanto la concordancia conocida entre IHQ y la prueba molecular de
inestabilidad de microsatélites no es del 100% y por lo tanto evitaria perder algunos casos

donde si exista IMS pero que la expresion de proteinas se mantenga normal.
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Figura 6. Diagrama de flujo diagnostico 1.

El diagrama de flujo diagndstico para la deteccion universal de casos sospechosos de
Sindrome de Lynch mediante la inmunohistoquimica contra las proteinas MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 en los adenocarcinomas colorrectales de pacientes diagnosticados a una edad

menor o igual que 70 afos. IHQ: Inmunohistoquimica
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Con una cotizacion de los anticuerpos utilizados para la inmunohistoquimica del
actual oferente del Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia (Ver Anexo 3), se obtuvo un
precio de $46.82 por cada prueba efectiva a la que se le realice la tincion de las 4 proteinas.
Enla Tabla 21 se detalla el potencial aumento de precio en caso de no utilizar la totalidad de
los reactivos comprados durante el afio. En caso de un uso efectivo de este recurso el precio
estimado para realizar [HQ universal en < 70 afios en el Hospital como se sugiere en la Figura

6 seria $3,886.06 anual.

Tabla 21. Analisis econdémico de los escenarios segun el criterio para seleccionar tamizaje

para el Sindrome de Lynch mediante inmunohistoquimica.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3 Escenario 4 Escenario 5
Todos los casos CCR Derecho  Bethesda 3 Bethesda 4 PREMMs
>2.5%
Pruebas 83 20 8 4 45
esperadas
Pruebas evitadas 0 63 75 79 38
Kits necesarios! 3 1 1 1 2
Pruebas no 37 20 32 36 35
utilizadas
% no utilizacién 30.83% 50.00% 80.00% 90.00% 43.75%
Precio por kit $1,872.73 $1,872.73 $1,872.73 $1,872.73 $1,872.73
Precio total Kits $5,618.19 $1,872.73 $1,872.73 $1,872.73 $3,745.46
requeridos
Precio por $46.82 $46.82 $46.82 $46.82 $46.82
prueba efectiva
Precio por $67.69 $93.64 $234.09 $468.18 $83.23
prueba
realizada’
Precio Total si se $3,886.06 $936.37 $374.55 $187.27 $2,106.82

utilizan todos los

kits comprados

! Cada kit tiene una cantidad de reactivos que permite realizar 40 casos.

2 Precio de la prueba asumiendo que se pierden los reactivos no utilizados por afio de compra.
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En el segundo escenario presentado en la Figura 7, se hace inicialmente una pre-
seleccion de pacientes con base en los criterios clinicos elegidos, lo cual implica una
participacién tanto del paciente como del clinico ya que se requiere desde el inicio conocer
o recolectar los antecedentes familiares para poder establecer si se cumple criterios de
Bethesda (3 y 4 particularmente) y para el calculo del PREMM:s. Este flujo contempla el
limitado acceso que hay en la mayoria de los centros para realizar la prueba molecular de
inestabilidad de microsatélites. Para el calculo del precio de este escenario en la Tabla 21 se
muestran los detalles de los diferentes criterios; si se toma el criterio PREMM;5 para realizar
una comparacion, que de estos implica mas pruebas al afio, seria mayor el potencial
incremento de la prueba en caso de no utilizar la totalidad de los reactivos. En caso de uso
efectivo de este recurso el precio estimado para realizar [HQ utilizando ese flujo diagnostico
en el Hospital seria $2,106.82 anual, sin dejar de lado el dato que esa diferencia de -$1,779.24
en el precio anual implica una potencial pérdida de 36% de los casos sospechosos segun la

Tabla 20.
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Figura 7. Diagrama de flujo diagnostico 2.
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El diagrama de flujo diagndéstico para la deteccion de casos sospechosos de Sindrome de

Lynch mediante la inmunohistoquimica contra las proteinas MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 en

los adenocarcinomas colorrectales de pacientes diagnosticados a una edad menor o igual de

70 afios que cumplen criterios clinicos. IHQ: Inmunohistoquimica
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VI. Discusién

Los resultados de este estudio mostraron que se podrian detectar mas pacientes
sospechosos de padecer un Sindrome de Lynch a partir del uso universal de
inmunohistoquimica en las biopsias de cancer colorrectal y que debido a la poca
concordancia, usar criterios clinicos para seleccionar a quiénes realizar esta prueba podria
tener una importante pérdida de casos.

El estudio tiene la fortaleza que a pesar de ser de caracter retrospectivo solamente
hubo una pérdida del 3% de la muestra planificada. Es una muestra bien balanceada y sin
diferencias significativas en género y la edad correspondiente, ademas pareciera una buena
representacion epidemiolégica de la poblacion pues predominaron personas de cantones ya
previamente identificados con una mayor tasa de incidencia que la nacional(84). Al
demostrar una prevalencia de IMS que se encuentra dentro del rango reportado a nivel
internacional le confiere validez a los resultados. Debido a que no se realizo el estudio en
linea germinal para confirmar quien es portador del SL, los resultados obtenidos no pueden
verificar el rendimiento diagndstico de cada una de las estrategias que se analizaron, ni
tampoco establecer sensibilidad, especificidad o valores predictivos. Algunos analisis que no
fueron significativamente estadisticos podria deberse a los pocos casos que presentaron las
variables estudiadas, tal como ocurri6 con los criterios de Amsterdam y los patrones
histolégicos del adenocarcinoma, este ultimo ademas se constatd un subregistro debido a
que no forma parte del reporte estandarizado de la biopsia. En los expedientes clinicos hubo
un importante subregistro de la edad al diagnostico de las neoplasias en los familiares de los
pacientes, lo cual podria alterar los hallazgos de los patrones familiares que se reportaron
asi como la clasificacion de los casos segun los criterios de Amsterdam, Bethesda y el modelo
de calculo PREMM:s.

La prevalencia de IMS de este estudio esta dentro del rango del 8 -20 % en reportes
internacionales(20,85-87); en el presente estudio se encontr6 que la via molecular mas
frecuentemente afectada es MLH1/PMS2, esto no solo coincide con otros reportes sino que
también es esperable pues la via MLH1 incluye tanto la metilacion del promotor del gen
MLH1 como evento somatico asi como la alteracion por una etiologia germinal, ademas la

pérdida de expresion de MLH1 puede inducir la pérdida de su heterodimero PMS2. En un
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analisis de la implementacién de la IHQ universal en la Clinica Cleveland, el 71.2% tenia ese
patron de pérdida de expresion siendo el mas frecuente(65). Como un hallazgo en el
presente estudio se encontré un nimero inesperadamente alto de casos (28%) con pérdida
aislada de PMS2 que no coincide con otras series internacionales donde se reporta en un
rango de 0 al 5%(65,88-91). Se encuentran reportes como el del Departamento de Patologia
del Memorial Sloan-Kettering Center quien en el 2009 reporté una ausencia aislada de PMS2
en un 13%(64) y en contraposicion hay otros reportes en la literatura de centros como la
Clinica Las Condes en Santiago de Chile donde ni siquiera se incluye el anticuerpo PMS2
dentro del estudio patolégico(92). Para el actual reporte se descarté el vencimiento o la no
fijacion adecuada de los anticuerpos como causa de esta observacion ya que cada marcador
utilizado en el componente tumoral tuvo simultaneamente un control positivo en el tejido
sano, ademas todos esos casos fueron valorados por especialistas en patologia con
experiencia en la interpretacion de esta prueba diagndstica. Hay datos en cancer de
endometrio y SL que sugieren que la metilacion del promotor del gen MLH1 podria ser
también una causa de la pérdida aislada de la proteina PMS2 lo que podria ser una posible
explicacion de ese hallazgo(93). No puede dejarse de lado el hecho de que la muestra con
alteraciones en la IHQ fue pequefia y que esta sea la posible causa de una distribucién
diferente.

La distribucién anatémica de los casos se mantuvo cercano a lo reportado en paises
latinoamericanos. Una revision de 322 casos en Chile report6 una localizaciéon en colon
ascendente 24%, transverso 4%, descendente 41% y recto 31%(94). La localizacién
anatomica del cancer de colon ha generado en los ultimos afios un interés prondstico y
predictivo, los tumores derechos presentan una mayor tasa de hipermetilaciéon que los
izquierdos lo cual les confiere un mejor prondstico(95). La reciente clasificaciéon molecular
del cancer de colon (CMS del inglés consensus molecular subtype) reconoce que el subtipo
CMS1 se caracteriza por presentar una mayor frecuencia de alta inestabilidad de
microsatélites y se presenta hasta un 77% en el cancer originado en el lado derecho(53,96).
Por otro lado, la localizacion del tumor también toma relevancia al considerar la etiologia del
cancer pues en el fenotipo del Sindrome de Lynch aparece un CCR con mayor frecuencia en

el colon derecho, con una relacidon aproximada de 60% derecho versus 40% izquierdo como



49

lo demuestra un reciente estudio en poblacién espafola(97). A su vez un analisis en
poblacién latina en un grupo de personas con SL la localizacion mas frecuente fue en colon
derecho en el 67%(18). En el actual estudio se confirmé esa relacidn ya que la alteracion de
la THQ se present6 en el 57% en colon derecho y 43% en el izquierdo, esta diferencia fue
estadisticamente significativa y represent6 una probabilidad 5 veces mayor de encontrar
dicha alteracion solo por el origen anatémico derecho. Todo lo anterior sugiere que la
localizacion derecha del cancer y su mayor prevalencia de IMS tiene una relevancia a la hora
de considerar la etiologia hereditaria en los pacientes.

La distribucion del CCR en las familias de los afectados de este estudio demostré que
la mayor parte de las personas se presentan como casos esporadicos tal como ocurre en la
poblacién general. La presentacion inusualmente alta de cancer familiar en esta muestra (sin
un claro patrén de herencia) podria explicarse por la omision del dato de la edad al
diagndstico en la mayoria de los casos familiares (83.2%) y por los casos donde no se
recolect6 del todo dicha informacion, ya que esto es relevante para una clasificacion mas
certera de ese grupo. La utilizacién de una herramienta estandar como la genealogia podria
permitir una mejor interpretacion de la historia clinica de los pacientes como un primer
punto de partida cuando se analiza la influencia de la genética en un padecimiento, lo cual
tomaria gran relevancia en casos como en el 22.2% de las personas de esta muestra que
tuvieron un CCR como segunda neoplasia y que sin las edades es dificil para el clinico poder
hacer una sospecha de una predisposicion hereditaria. El porcentaje pequefio de familias con
un patron hereditario coincide con el 5-7% esperado en la poblacién de acuerdo a la
literatura(51).

Aunque esta muestra no demostrd una diferencia significativa estadisticamente de la
IMS en los pacientes con criterios de Amsterdam, este hallazgo debe tomarse con cautela ya
que el nimero de casos fue pequefio y en un 6% no se pudo obtener este dato. Esto mismo
podria aplicar en el analisis individual de los criterios de la Guia de Bethesda, ya que era
esperable que dichos criterios pudieran discernir pacientes con tumores con dAMMR(43,48).
El hecho que el criterio 3 y 4 si demostraran una diferencia significativa refuerza la necesidad

de un reporte de biopsia que incluya todos los patrones morfoldgicos conocidos para los
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tumores con IMS para el primero, asi como un esfuerzo del clinico en la recoleccién completa
de los antecedentes heredofamiliares para el ultimo.

Los resultados del modelo PREMM;s tuvieron las mismas limitaciones que los otros
criterios clinicos en la recoleccion de los datos familiares que alimentan dicho calculo. Estos
modelos fueron disefiados para seleccionar a cual persona se justificaria realizar un analisis
genético en busqueda de mutaciones germinales y no realmente para predecir la IMS(55,98).
En el presente estudio se demostré una mayor prevalencia de la IHQ alterada con el uso de
PREMM;s en un corte de > 5%, debe tomarse con prudencia ya que en muchos casos la edad
de los diagnésticos tuvo que estimarse al no contar con el dato especifico. Debido a que esta
herramienta pretende ser una prueba de tamizaje de SL al igual que la THQ, deberia
razonarse antes de considerar su implementacion debido al hallazgo en este estudio en el
que no todos los que realmente tenian dMMR cumplian ese criterio.

En el analisis post hoc de las caracteristicas histologicas del tumor se demostr6 una
tendencia de asociacion con IMS, sin embargo, no se puede llegar a una conclusion debido a
los pocos casos y al subregistro de esas variables, por lo que podria ser de interés incluir de
forma estandarizada ese potencial fenotipo de los tumores con IMS cuando se reporta un
adenocarcinoma de colon principalmente de lado derecho.

La poca concordancia entre los criterios analizados (Amsterdam, Bethesda, PREMMs
y morfologia) con el diagnodstico por inmunohistoquimica refuerza las recomendaciones de
consensos internacionales sobre el uso universal de esta herramienta patolégica como
estrategia de tamizaje(3,8,34). En esta muestra ademas se demostrd que si se elige utilizar
alguna de las herramientas clinicas para seleccionar a cual individuo debe realizarse la IHQ,
la potencial pérdida de casos sospechosos puede ser tan alta como casi el 90% en el caso de
los criterios de Amsterdam, probablemente relacionado con la insuficiente recoleccion de
datos en la practica habitual, o en el mejor de los escenarios de un 15% si se elige usar las
Guias de Bethesda.

En la elaboracién de los diagramas de flujo de diagnostico se tomaron en cuenta solo
aquellas variables que demostraron una mayor probabilidad de presentar la alteracién en la
IHQ y/o que potencialmente tendrian menos pérdidas de casos por lo que se seleccionaron:

localizacion del cancer de colon en el lado derecho, cumplimiento de los criterios de
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Bethesda (3 y 4) y un puntaje PREMMs >2.5%. En un escenario ideal deberia contarse con la
inmunohistoquimica y la prueba molecular de IMS, pues aunque tienen una alta
concordancia la ultima tiene la ventaja de analizar la disfuncion del sistema MMR y no se
limita a la expresion de proteinas(13). Segun los datos economicos el primer flujo propuesto
podria hacer un uso mas efectivo de los recursos. Ambos diagramas son adaptaciones de los
reportados en la literatura(13,98) y los resultados de esta investigacion.

La implementacion de una deteccion universal de SL seria un cambio en la practica
clinica hospitalaria, que conlleva la necesidad de organizar el respectivo seguimiento y
manejo de los casos. Como todo cambio requiere la identificacion de diversas condiciones
psicologicas y estructurales dentro del colectivo involucrado, tal como Weiner lo propuso en
su teoria de la preparacion organizacional para el cambio(99). La exploracién de esta teoria
en estrategias de tamizaje genético del SL en siete programas genéticos estadounidenses
reveld que entre las partes interesadas uno de los puntos clave es contar con guias clinicas
de manejo que den soporte al programa de deteccidn, sin obviar las potenciales barreras en
lo que se refiere a la capacidad de los servicios en organizarse particularmente en cuanto a
los recursos. En dicho estudio se identificd que la existencia de lideres encargados del
proyecto son clave para la disposicién al cambio, los cuales funcionan como facilitadores y
responsables de la logistica y la evaluacion de la calidad del programa(100). Estos datos
sugieren que antes de considerar la implementacidn de la IHQ como deteccion universal en
el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia, seria necesario una valoracién grupal que
incluya profesionales de la salud que representen las especialidades de gastroenterologia,
cirugia, oncologia, patologia, biologia molecular, los involucrados en la consulta de asesoria
genética, asi como a los encargados de presupuesto, compras y jefaturas pertinentes, con el

fin de analizar la mejor ruta para poner en practica esta estrategia.
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VII. Conclusiones y recomendaciones

El analisis con inmunohistoquimica de las proteinas de reparacion MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2 puede detectar mas casos sospechosos de Sindrome de Lynch que los criterios
clinicos, por lo que se recomienda que en el Hospital Dr. Rafael Angel Calderén Guardia, asi
como en otros centros de salud del pais, se implemente una deteccion universal de pacientes
sospechosos de un Sindrome de Lynch mediante inmunohistoquimica en todos los casos <
70 afios, complementada con el historial personal/familiar y el analisis de inestabilidad de
microsatélites en casos particulares. Esta estrategia permitiria la captacion de individuos y
familias con un mayor riesgo genético de padecer cancer para derivarlos a una consulta de
asesoria genética con el fin de continuar con el proceso de diagnostico molecular y manejo
clinico, lo cual podra tener a mediano y largo plazo un impacto en la incidencia y mortalidad
de cancer colorrectal en el pais.

Una de cada 9 personas diagnosticadas con un adenocarcinoma colorrectal podria
tener un transfondo de dMMR, lo cual hoy en dia justifica su analisis rutinario ya que tiene
implicaciones en la deteccidn de una causa hereditaria, asi como utilidad en la seleccion de
terapias oncoldgicas como la quimioterapia y la inmunoterapia. Este tipo de pruebas
diagndsticas facilitarian un enfoque de medicina de precision en el ambito hospitalario y a
nivel nacional.

Las caracteristicas clinico-patoldgicas que en la presente investigacion demostraron
significativamente una mayor prevalencia de dMMR fueron: la localizacion derecha
(segmentos proximales al angulo esplénico del colon), criterio de Bethesda 3, criterio de
Bethesda 4 y un corte del puntaje PREMMs >5%. Esta informacion favorece a los clinicos y
patdlogos en la priorizacion del diagndstico mediante inmunohistoquimica y por ello se
recomiendan como parte de un punto de decisidon en caso de no poder implementar de
manera universal la prueba. Se recomienda que en el reporte sinoptico del adenocarcinoma
colorrectal se incluya de forma estandarizada la descripcidon de la presencia o no de las
siguientes caracteristicas histoldgicas: grado de diferenciacion, componente mucinoso,
células en anillo de sello, patron medular, infiltracion linfocitaria, con el fin de complementar

las caracteristicas fenotipicas de los canceres con inestabilidad de microsatélites.
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La poca concordancia demostrada entre la alteracién inmunohistoquimica y los
criterios clinicos, asi como el subregistro de estos ultimos sugiere que no deberian ser los
unicos utilizados para decidir realizar estudios de IMS como ocurre en la practica actual. Se
recomienda una concienciacidon a los médicos involucrados en el manejo de la patologia
oncologica sobre la importancia de la recoleccion completa y detallada de los antecedentes
heredofamiliares como una herramienta esencial en el proceso diagnostico de un sindrome
hereditario.

La realizacion universal de la prueba de inmunohistoquimica sugiere ser la manera
mas eficiente de utilizacidon de los reactivos que se adquieren anualmente si se toma en
cuenta los costos y el nuimero efectivos de pruebas realizadas, por lo que se recomienda
adoptar en la medida de lo posible la propuesta Diagrama de flujo diagnéstico 1. Como parte
del abordaje integral de la patologia oncoldgica intestinal, podria traducirse en una
intervencion con una relacion costo/beneficio favorable para el individuo, su familia y la
Institucion. En caso de establecer esta estrategia se recomienda una comunicaciéon constante
dentro del equipo multidisciplinario de cancer colorrectal con el fin de divulgar y facilitar su
aplicacion en la practica habitual.

Se recomienda que los hallazgos de esta investigacion se utilicen como evidencia para
la implementacion en los hospitales de la Seguridad Social, e inclusive en el ambito privado,
de un programa de deteccion universal y sistematica del Sindrome de Lynch , lo cual
complementaria el esfuerzo actual de diagndstico genético de variantes patogénicas
germinales en el marco del Consejo Genético Oncolégico que se ofrece en la Caja

Costarricense de Seguro Social.
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[X. Anexos

Anexo 1. Hoja de Recoleccion de Datos utilizada en la investigacion

Género: M F[ FechaNacimiento / / Canton de residencia:

CODIGO ASIGNADO AL PARTICIPANTE:

| ANTECEDENTES PERSONALES DEL PACIENTE

Edad del diagnostico del adenocarcinoma colorrectal:

Tiene antecedente de otra neoplasia diagnosticada: NO [1 SI[]

TIPO DE CANCER EDAD AL DIAGNOSTICO
Colorectal
Estomago
Intestino delgado
Pancreas
Via Biliar
Endometrio
Ovario
Uréter
Pelvis renal
Cerebro
Adenoma sebaceo
Querato-acantoma
Otro (anotar)

| CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DEL CANCER COLORRECTAL

Fecha de diagndstico de la biopsia:

Sitio anatomico de origen: ascendente [ transverso [ descendente [
sigmoides [ rectosigmoides[] recto []

Caracteristicas histologicas:

Infiltracion linfocitaria en el tumor NO O SIU No reportado [

Componente mucinoso NO L[] SI No reportado [

Células en anillo sello NO [l SILI No reportado []
Patrén medular NO O SIU No reportado [

Resultado de inmunohistoquimica:

MLH 1: Intacto [ Pérdidal] Novalido[! Siaplica: BRAF/V600E: Presente ! Ausente [!
MSH 2: Intacto [] Pérdidal]  No valido [
MSH 6: Intacto []  Pérdidal]  No valido [
PMS2: Intacto | Pérdida] No valido [J
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| ANTECEDENTES FAMILIARES

Algun familiar ha sido diagnosticado con alguna neoplasia: NO [J SI[1 SE DESCONOCE [
Numero de casos de neoplasias asociadas a Sindrome Lynch: linaje materno linaje paterno

TIPO DE CANCER PARENTEZCO EDAD AL DIAGNOSTICO

Colorrectal

Estomago

Intestino delgado

Pancreas

Via Biliar

Endometrio

Ovario

Uréter

Pelvis renal

Cerebro

Adenoma sebaceo

Querato-acantoma

Otro (anotar)

| CRITERIOS CLINICOS Y MODELOS DE PREDICCION

Criterios clinicos que el paciente cumple:

AMSTERDAM I NO[J SIJ  No se puede determinar con expediente [
AMSTERDAM II NO [J SIJ  No se puede determinar con expediente [
BETHESDA NO [J SIJ  Cual(es) de los criterios cumple?: 1112 13 4150

No se puede determinar con expediente [
CALCULO PREMMs  >2.5% [ >5%[] Valor obtenido %

| INTERPRETACION DEL PARTICIPANTE BASADO EN LA INMUNOHISTOQUIMICA

NO SOSPECHOSO DE SINDROME DE LYNCH [
SOSPECHOSO DE SINDROME DE LYNCH [
NO SE PUEDE CATALOGAR [




65

Anexo 2. Formato de reporte de la inmunohistoquimica con anticuerpos para las proteina

MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 segun el Colegio Americano de Patdlogos.

CAP Approved Colon and Rectum ¢ Biomarkers 1.2.0.1

Biomarker Reporting Template

Template web posting date: December 2014

Completion of the template is the responsibility of the laboratory performing the biomarker testing and/or
providing the interpretation. When both testing and interpretation are performed elsewhere (eg, a reference
laboratory), synoptic reporting of the results by the laboratory submitting the tissue for testing is also
encouraged to ensure that all information is included in the patient’s medical record and thus readily available to
the treating clinical team.

COLON AND RECTUM
Select a single response unless otherwise indicated.

Note: Use of this template is optional.

+ RESULTS

+ Immunohistochemistry (IHC) Testing for Mismatch Repair (MMR) Proteins (select all that apply) (Note A)
+ MLH1

+ __Intact nuclear expression

+ __ Loss of nuclear expression
___ Cannot be determined (explain):
+__ MSH2
___Intact nuclear expression
+ __ Loss of nuclear expression
__ Cannot be determined (explain):
+__ MSHé6
___Intact nuclear expression

+ __ Loss of nuclear expression

+ _ Cannot be determined (explain):
+__ PMS2
___Intact nuclear expression
__ Loss of nuclear expression
___Cannot be determined (explain):
+ __ Background nonneoplastic tissue/internal control with intact nuclear expression

+

+

+

+

+ + +

+ IHC Interpretation

+__ Noloss of nuclear expression of MMR proteins: low probability of microsatellite instability-high
(MSI-H)#

+  Loss of nuclear expression of MLH1 and PMS2: testing for methylation of the MLH1 promoter and/or
mutation of BRAF is indicated (the presence of a BRAF V600E mutation and/or MLH1 methylation suggests
that the tumor is sporadic and germline evaluation is probably not indicated; absence of both MLH1
methylation and of BRAF V600E mutation suggests the possibility of Lynch syndrome, and sequencing
and/or large deletion/duplication testing of germline MLH1 may be indicated)*

+ __ Loss of nuclear expression of MSH2 and MSH6: high probability of Lynch syndrome (sequencing and/or
large deletion/duplication testing of germline MSH2 may be indicated, and, if negative, sequencing and/or
large deletion/duplication testing of germline MSH6 may be indicated)*

+ __ Loss of nuclear expression of MSH6 only: high probability of Lynch syndrome (sequencing and/or large
deletion/duplication testing of germline MSH6 may be indicated)*

+ _ Loss of nuclear expression of PMS2 only: high probability of Lynch syndrome (sequencing and/or large
deletion/duplication testing of germline PMS2 may be indicated )*




Anexo 3. Cotizacion de anticuerpos MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2.

mMma<ol

Innovacién Médica

Makol OCR S.A.
Cédula Juridica 3-101-123168

Cotizacion
N°: 189-2019 Fecha: 17 de junio, 2019
Referencia: a su llamada.
Cliente: Dr. Geiner Jiménez Jiménez
Atencion:
Precio
item | Cantidad Descripcion Coédigo | unitario Lost:I
wss) | LS9

FLEX Mab a H MLH1, clone ESO5 (Link] Listo para usar.

1 1 Marca: Agilent/Dako. N° test: 40 pruebas. Estatus IRO79
io': IVD registrado.

FLEX Mab a Hu MSH2, clone FE11 (Link) Listo para usar.

2 1 Marca: Agilent/Dako. N° test: 40 pruebas. Estatus IRO85 $414.32
i0': IVD registrado.

FLEX Rb a Hu MSHS6, cl EP49 (Link) Listo para usar. Marca:

3 1 Agilent/Dako. N° test: 40 pruebas. Estatus regulatorio’: IRO86

IVD regi |

FLEX Mono Rb a Hu PMS2, clone EPS51, (Link) Listo para

4 1 usar. Marca: Agilent/Dako. N° test: 40 pruebas. Estatus

regulatorio’: IVD registrado.

$414.32 $414.32

$414.32

$414.32 | $414.32

IRO87 $414.32 $414.32

$1,657.29 |
VA 13% | $1,872.73 |
Total (USS$): | $1,872.73

' En cuanto al registro de los productos con estatus regulatorio para diagnéstico in vitro (IVD por sus siglas en inglés in vitro
diagnostics), asi como aquello con estatus solo para investigacion (RUO por sus siglas en inglés research use only), aplica el
decreto ejecutivo No 34482-S “| para registro, 3 y control de equipo y material biomédico”.
2 El impuesto al valor agregado (IVA), se cobrara si el producto ingresa al pais después del 1 de julio del presente afo.

Precio total en letras: Mil ochocientos setenta y dos dolares con 73/100.

Vigencia de la oferta: 30 dias habiles.
Plazo de entrega: 30 dias habiles maximo después de recibida la orden de compra y confirmacion del

pago.
Lugar de entrega: Hospital Calderén Guardia.

Garantia: Los productos estan garantizados hasta la fecha de su caducidad.

Condiciones de pago: Una vez se confirma que el pedido esta listo para despacharse al pais, el pago

se puede realizar por medio de transferencia electrénica con la siguiente informacion:

info@makolcr.com ¢ Tel: +(506) 2293 9694 « Fax: +(506) 2293 0562 + www.makolcr.com 1

mMma<ol

Innovacién Médica

Makol OCR S.A.
Cédula Juridica 3-101-123168

MAKOL OCR S.A.
Cédula juridica: 3-101-123168
BANCO MONEDA 1BAN CUENTA CORRIENTE CUENTA CLIENTE
BANCO DAVIVIENDA COLONES CR19010409142310071010 91423100710 104 091423 100 710 10
BANCO DAVIVIENDA DOLARES CR96010409142310072825 91423100728 104091423 100 728 25
BANCO CITIBANK COLONES CR250117 113 002 146 224 64 117 113 002 146 224 64 117113 002 146 224 64
BANCO CITIBANK DOLARES CR470117 105 002 146 226 90 117 105 002 146 226 90 117 105 002 146 226 90

Esta cotizacion ha sido confeccionada por el Area de Asesoria de Laboratorio, para cualquier consulta
contactenos a los numeros indicados abajo o a la direccion de correo electronico:

mmontero@makolcr.com, nvalverde@makolcr.com
Atentamente,

MSc. Maria del Milagro Montero Rojas
Asesora de laboratorio
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