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RESUMEN

Introduccion: El sindrome de Lynch o cancer de colon hereditario sin poliposis es
la causa mas comun de cancer de origen hereditario. Es una enfermedad de
herencia autosémica dominante con alta penetrancia causada por mutaciones en
los genes MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM Y PMS2. El diagndstico genético permite
identificar portadores de mutaciones patogénicas con el objetivo de tomar medidas
preventivas. El presente trabajo busca describir la proporcién de pacientes con
cancer de colon hereditario que poseen mutaciones patogénicas asociado al
sindrome de Lynch e identificar en las familias el estado de portador.

Metodologia: Se realizé un estudio observacional descriptivo retrospectivo tipo
serie de casos en pacientes con cancer de colon hereditario y familiares a los cuales
se realizd panel genético. Los participantes fueron reclutados de una institucion
oncoldgica en Monteria durante el afio 2016 a 2018.

Resultados: El presente estudio se realizé en 108 personas entre pacientes 63
(58.3%) y familiares 45 (41.7%). Se identificé al 60% de los pacientes con cancer
de colon hereditario mutaciones patogénicas asociadas a sindrome de Lynch y al
50.7% de portadores en sus familiares. Las variantes identificadas fueron MLH1
(54.2%), MSH2 (39%) y PMS2 (3.7%.8).

Discusidn: El presente estudio fue la primera serie de casos de sindrome de Lynch
en familias del departamento de Cordoba que utiliza como método diagndstico
paneles genéticos. El perfil de mutaciones es similar a otros estudios realizados en
poblacién colombiana sin embargo se identificaron dos variantes no reportadas
previamente MSH2 ¢.1225C>T(p.GIn409*) y PMS2 c.712delA (p.Ser238Alafs*20).

Palabras clave: Neoplasias colorectal hereditarias sin poliposis; Sindrome de

Lynch 1y II; reparacion DNA mismatch; asesoramiento genético; prueba genética.
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ABSTRACT

Introduction: Lynch syndrome or hereditary nonpolyposis colorectal cancer is the
most common cause of hereditary cancer. Lynch syndrome (LS) is autosomal
dominant disorders with high penetrance. It is caused by mutations in genes MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2 or EPCAM. Genetic diagnosis has allowed identifying carriers
of pathogenic mutations, the aim is to take early preventive measures. The purpose
of this study is to describe the proportion of patients with hereditary colon cancer
who have pathogenic mutations associated with Lynch syndrome and identify
families with mutation carriers.

Methods: We performed a retrospective descriptive study from case series with
patients and relatives with hereditary colon cancer who underwent a genetic
sequencing panel. Study participants were recruited from the oncology institution in
Monteria from 2016 to 2018.

Results: The present study was carried out in 108 people between patients 63
(58.3%) and relatives 45 (41.7%). It identified 60% of patients with hereditary colon
cancer had pathogenic mutations associated with Lynch syndrome and it was
possible to identify carriers of mutations in 50.7% of their relatives. The variants
identified was MLH1 (54.2%), MSH2 (39%) and PMS2 (3.7%).

Discussion: The current study is the first case series of Lynch syndrome in families
from the Department of Cérdoba that uses gene panel as a diagnostic method. The
profile of mutations is similar to other studies applied in the Colombian population.
Two variants MSH2 ¢.1225C> T (p.GIn409 *) and PMS2 c.712delA (p.Ser238Alafs

* 20) have not been previously reported.

Key words: Colorectal Neoplasms, Hereditary Nonpolyposis; Lynch Syndrome I;
Lynch Syndrome II; DNA Mismatch Repair; Genetic Counseling; Genetic Testing.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer de colon es el tercer
cancer mas frecuente en el mundo, su mortalidad es de 8.2% pero puede llegar 52%
en regiones menos desarrolladas del mundo (1). En Colombia la tasa de incidencia
general es de 11.9 %, diferenciada para hombres en 11.3% y mujeres 12.5% (2).
Segun datos del Instituto Nacional de Cancerologia entre el afio 2003 a 2011 el
cancer de colon es la cuarta causa de cancer en hombres y la tercera causa en

mujeres (3).

Dentro del espectro de cancer de colon de origen hereditario el sindrome de Lynch
es la causa mas comun representando el 4% de los canceres de colon hereditario,
la edad promedio de presentacion de este sindrome inicia a los 44 afos (4). A pesar
de la baja prevalencia de esta patologia, los pacientes diagnosticados con este
sindrome poseen un alto riesgo de desarrollar canceres secundarios (5). Este
sindrome posee un tipo de herencia autosémico dominante con penetrancia variable
asociado a mutaciones en genes relacionados con el proceso de reparacion por
desapareamiento de bases del ADN (MMR) durante la replicacion. Identificar
mutaciones patogénicas en casos indices y en familias permite realizar un
asesoramiento genético enfocado a tomar medidas preventivas tempranas.
Portadores de mutaciones patogénicas tienen la susceptibilidad de desarrollar
cancer de colon, ovario, endometrio, gastrico, sistema nervioso central, intestino
delgado, uréter o pelvis renal (6). El diagnostico genético en familias genera un

impacto en relacion al diagndéstico temprano, morbilidad y mortalidad.
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La identificacibn de mutaciones patoldgicas permite realizar un diagnostico
molecular mas asertivo enfocado a la medicina personalizada basada en integrar
informacion del individuo desde el punto de vista clinico, genético y ambiental (7).
La medicina personalizada tiene como objetivo predecir, prevenir, realizar un
abordaje personalizado pero con un enfoque poblacional. Este abordaje poblacional
esta basado en la heredabilidad, es decir, que proporcion de la variacion fenotipica
de una poblacién es atribuible a la variacion genética entre los individuos (8).

Es importante considerar el impacto de la prueba genética para diagnéstico de
sindrome de Lynch ha mostrado ganancias a largo plazo en la esperanza de vida y
en afos de vida ajustados por calidad de vida en comparacion de no realizar

ninguna prueba genética (9, 10)

Dado las consideraciones anteriores surge la necesidad de conocer el perfil de
mutaciones geneéticas en pacientes con cancer de colon hereditario sin poliposis y
el riesgo genético en sus familias. El perfil de mutaciones de la enfermedad en esta
region de nuestro pais, nos permite obtener informacion hasta el dia de hoy poco
descrita. Esta informacion contribuira a los datos epidemiolégicos genéticos en
Colombia ya que hasta la fecha solo tenemos perfil de mutaciones de estudios

previos realizados en poblacién de Antioquia, Cundinamarca y Atlantico (11).

1.2 JUSTIFICACION

Gracias al avance en el diagnéstico genético molecular y a la accesibilidad a este
en Colombia es posible identificar mutaciones patogénicas asociadas al sindrome
de Lynch. El diagndstico genético permite establecer estrategias para la prevencion

y la deteccion temprana que permite tener un impacto en aspectos como prondstico,
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morbilidad y mortalidad asociada a estas patologias en los casos y sus familias (5,
6).

Este estudio permitird conocer el perfil de mutaciones asociado a cancer de colon
hereditario sin poliposis en una region de Colombia y el perfil genético familiar. Esta
informacion tendra un impacto teérico que permitira aportar a los datos
epidemiol6gicos genéticos escasos en nuestra poblacion colombiana y permitira
proponer estudios genéticos poblacionales.

Gracias al avance en las técnicas de secuenciacion de siguiente generacion, la
reduccion del tiempo en el analisis bioinformaticos y la disminucion en los costos
(4). El uso de paneles genéticos de riesgo para cancer hereditario se ha
incrementado bajo un contexto de asesoramiento genético en beneficio del paciente
y sus familias. Ademas, el acceso a técnicas de biologia molecular y secuenciacion
a nuestro pais permite obtener informacion anteriormente desconocida de

mutaciones nuevas y mutaciones propias de nuestra poblacion.

1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cudl es el perfil de mutaciones patogénicas en los genes MLH1, MSH2, MSH6,

EPCAM y PMS2 en pacientes con cancer colorectal hereditario sin poliposis de una

institucion oncoldgica en Monteria y cuél es el componente genético familiar?
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2. MARCO TEORICO
2.1 CANCER DE COLON HEREDITARIO

El Cancer se produce debido a una proliferacion anormal y descontrolada de
células generando formacién tumores en los tejidos y 6rganos. El mayor porcentaje
de los canceres son esporadicos producidos por mutaciones somaticas en los
tejidos. Sin embargo, algunos tipos de cancer tienen una predisposicion familiar
dada por mutaciones heredadas en genes que confieren un riesgo especifico de
desarrollar la enfermedad (12, 13). Especificamente, para cancer de colon el 70%
al 80% se presenta de manera esporadica y el 20% al 30% tiene un componente
hereditario potencialmente definido como causal (4).

Dentro de los sindromes de cancer de colon hereditario podemos encontrar: el
sindrome de Lynch, la poliposis adenomatosa familiar, el cancer colorectal familiar
tipo X, el sindrome de Peutz-Jeghers, el sindrome de poliposis juvenil, la poliposis
asociada a MUTYH y el sindrome hamartomatoso PTEN. El sindrome de Lynch es
la causa mas comun de cancer colorectal de origen hereditario, con una prevalencia
del 2% al 4%. (6, 14).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DE CANCER DE COLON HEREDITARIO

El cancer de colon es el tercer cancer mas frecuente en el mundo, su mortalidad
global es del 8.2% pero puede llegar 52% en regiones menos desarrolladas del
mundo. El 30% de los canceres colorectales tiene un componente familiar y el 5%
son causados por mutaciones genéticas con alta penetrancia (6). En Colombia la

tasa de incidencia general es de 11.9 %, discrimado para hombres en 11.3% y
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mujeres 12.5% (2). Segun datos del instituto nacional de cancerologia entre el afio
2003 a 2011 el cancer de colon es la cuarta causa de cancer en hombres y la tercera

causa en mujeres (3).

Dentro del espectro de cancer de colon de origen hereditario el cancer colorectal
hereditario no polipésico es la causa mas comun representando el 4% de los casos

(6).

Un Estudio realizado en seis paises de América Latina, donde fueron incluidos datos
de poblacion colombiana. Se identificaron mutaciones patogénicas relacionadas
con riesgo de cancer hereditario a través de paneles genéticos. En Colombia, las
mutaciones mas frecuentes fueron encontradas en los genes MSH2 (27.8%) y
MLH1 (2.2%) relacionados con cancer de colon hereditario. Estos datos son
contrarios a los presentados en otros paises latinoamericanos donde las
mutaciones mas frecuentes se encuentran en los genes BRCAl y BRCA2

relacionados con cancer de seno y ovario (15).

2.3 SINDROME DE LYNCH

El sindrome de Lynch es también conocido como cancer colorectal hereditario no
poliposico, fue descrito por el Doctor Henry T. Lynch a través de un estudio de
agregacion familiar en donde identificé pacientes afectados con cancer de colon
asociado a tumores gastricos y endometrio describiendo por primera vez esta
condicion (16) . La edad promedio de aparicion de canceres en portadores de
mutaciones de sindrome de Lynch es de 44 a 48 afios (17, 18), este sindrome posee
un tipo de herencia autosémica dominante y es producido por la mutacion en los
genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 o la delecion del gen EPCAM que genera
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metilacion del promotor MSH2. Estos genes codifican para las proteinas
relacionadas con el proceso de reparacion por desapareamiento del DNA durante
la replicacion celular (6, 19). Cuando se hereda una mutacién de uno de los padres
en alguno de estos genes cada célula del cuerpo lleva una copia defectuosa del gen
y una copia funcional que mantiene la reparacion del DNA en las células pero si la
copia funcional sufre una mutacién somatica (hip6tesis de doble golpe de Knudson)
se produce un defecto en la reparacion del DNA y por consiguiente un riesgo
incrementado de desarrollar cancer (20)

La presencia de mutaciones define la presencia del sindrome (4), las mutaciones
en los genes MLH1 y MSH2 son las mutaciones mas comunes asociadas al
sindrome y representan el 90% de los casos (21). La inactivacion de los genes
relacionados con la reparacion del DNA perturba vias celulares implicadas en la
apoptosis y crecimiento tumoral afectando la expresion de genes relacionados con
el control como el TFG beta, las caspasas e IGF (22). Este sindrome predispone a
varios tipos de cancer, el cancer de colon es el mas comun cuya localizacion
predilecta es colon derecho (riesgo estimado 50% a 80%), cancer de endometrio
(riesgo estimado 40% a 60%), cancer gastrico, cancer de ovario, cancer biliar,

cancer de vias urinarias, cancer de intestino delgado y cancer de pancreas (14).

2.3.1 Diagnéstico de Sindrome de Lynch

El diagnéstico de sindrome de Lynch tiene diferentes abordajes, dentro de los
cuales se encuentra el enfoque clinico, modelos predictivos, estudios moleculares
y estudios genéticos. El sindrome de Lynch puede ser identificado en base de la
edad de presentacion y las caracteristicas de la historia familiar gracias a los
criterios diagnosticos de Amsterdam Tabla 1, estos criterios son utilizados con el

objetivo de identificar el riesgo de padecer el sindrome (17) . Inicialmente fueron
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creados los criterios de Amsterdam con el objetivo de identificar familias que

probablemente tuvieran el sindrome, sin embargo los criterios diagndsticos

contaban con una sensibilidad baja por lo cual posteriormente fueron desarrollados

los criterios de Bethesda con el fin de incrementar la capacidad de deteccion de

individuos afectados, incluyendo la inestabilidad de micro satélite como marcador

tumoral y el estudio de inmunohistoquimica para deteccion de proteinas (14, 23).

Sin embargo, la sensibilidad de ambos criterios diagndsticos es del 40% al 80% por

lo cual es necesario mejorar las estrategias diagnosticas para el sindrome (17).

Tabla 1. Criterios clinicos de Amsterdam y Bethesda

Criterios de Amsterdam Il

Criterios de Bethesda

Al menos tres familiares con cancer
colorectal, endometrio, intestino
delgado, uréter o pelvis renal. Se debe
cumplir :

I. Un individuo afectado es familiar de
primer grado de los otros dos.

II. Al menos dos generaciones
sucesivas afectadas.

[lI.LAl menos un tumor diagnosticado
antes de los 50 afios.

IV.  Poliposis adenomatosa familiar
ha sido excluida.

V. Los diagnosticos de cancer seran
confirmados histopatolégicamente.

V. Cancer colorectal diagnosticado en

Requiere al menos uno de los

siguientes:

I. Cancer colorectal diagnosticado en
un paciente menor de 50 afios.

Il. Presencia de sincronico,
metacronico cancer colorectal u otro

tumor asociado a sindrome de
Lynch.
[ll.Cancer colorectal diagnosticado

antes de los 60 afios de edad con
inestabilidad de microsatelite en
histologia.

V. Cancer colorectal con uno o0 mas
familiares de primera generacién con
cancer colorectal u otros tumores
relacionados con HNPCC. Uno de
los canceres puede ser
diagnosticado antes de los 50 afios.

un individuo y dos o mas familiares
de primer y segundo grado con
tumores asociados al sindrome de
Lynch.
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La inestabilidad microsatelite es un marcador caracteristico de sindrome de Lynch
con implicaciones pronosticas y terapéuticas. Esta inestabilidad es determinada por
medio de marcadores genéticos llamados microsatélites, los cuales son secuencias
cortas repetitivas de ADN. Los marcadores microsatélites utilizados son
mononucleiétidos y dinucledtidos (BAT26, BAT25, D2S123, D5S346 y D17S250),
se analizan sobre el ADN extraido del tejido tumoral y pueden encontrarse
aumentados o disminuidas en respuesta a la acumulacion de mutaciones somaticas
en oncogenes (24). La inestabilidad microsatelite puede ser identificada en mas del
90% de los tumores de origen hereditario, sin embargo puede encontrarse hasta en
un 15% de los canceres colorectales esporadicos (11, 25). Otro método diagndstico
es el andlisis de inmunohistoquimica en el tejido tumoral, esta técnica utiliza
anticuerpos especificos dirigidos a las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 Y PMS2 con
el objetivo de identificar deficiencia o baja expresion proteica. La identificacion de la
disminucién en la expresion de una proteina permite direccionar las pruebas
genéticas con el objetivo de identificar mutaciones patogénicas deletéreas causales

de estos hallazgos (14).

2.3.2 Diagndstico y asesoria genética

El diagndstico genético se basa en la identificacion de cambios en la secuencia de
DNA que tiene como consecuencia un cambio deletéreo en la proteina, posean una
frecuencia alélica menor al 1% y se encuentran reportadas como patogénicas en
bases de datos como Clinvar. Las mutaciones pueden ser clasificadas en missense,
codon de parada prematuro o mutaciones nonsense, mutaciones en los sitios de
splicing, delecciones o duplicaciones (23).

El Gold standard para identificar mutaciones es la secuenciacién del DNA, la cual
consiste en comparar cada par de bases de un gen de un individuo con la secuencia

Wild type o de referencia, la secuenciacion tiene una sensibilidad de 70% para el
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diagnéstico de sindrome de Lynch (26). La secuenciacion de siguiente generacion
permite obtener resultados rapidos y accesibles de variantes en genes de interés.
Recientemente se han disefiado paneles oncolégicos en donde se secuencian
regiones especificas de los genes de interés relacionados con ciertos tipos de
cancer (13). Estas pruebas genéticas permiten identificar un riesgo de cancer
hereditario secundario a las mutaciones reportadas y complementadas con el
pedigri de la familia en donde se evidencia la composicion familiar, el riesgo de sus
integrantes y la forma como se transmiten las mutaciones. Esta informacion permite
realizar un asesoramiento genético a los casos indice y familias de forma que se
tomen medidas preventivas como: la realizacion de examenes periddicos

exhaustivos, la cirugia profilactica y la quimio prevencion (27).

Las pruebas genéticas que identifican mutaciones deletéreas en los genes MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2 o0 EPCAM tiene multiples beneficios, primero puede confirmar
el diagnostico de Sindrome de Lynch en un paciente y/o una familia, segundo puede
determinar el estado de riesgo de miembros de la familia en donde mutaciones
patogénicas estan presentes de forma que permita realizar un asesoramiento

genético y direccionar el manejo en personas afectadas y no afectadas (14).

Actualmente individuos portadores de mutaciones patogénicas requieren tamizaje
temprano con colonoscopia a la edad de 25 afios o 5 afios antes de la edad del
primer diagnostico de cancer en la familia y luego anualmente. Para cancer
ginecoldgico, urinario y gastrico el tamizaje de rutina se inicia a la edad de 30 a 35
afios (4, 28) . Los avances en el diagnoéstico genético traen como beneficio: un
diagndstico temprano y por ende una mejor sobrevida, permitir el desarrollo de
nuevas modalidades terapéuticas y de prevencion dirigida a la deficiencia en
proteinas de reparacion de DNA lo cual mejoraria el prondstico de pacientes con

sindrome de Lynch y permite que familiares de caso indice que no sean portadores
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de mutaciones no se sometan a seguimientos innecesarios ya que tienen el riesgo

de la poblacion general (29).

La amplia biodisponibilidad en la secuenciacion ha permitido generar una amplia
cantidad de informacion genética la cual requiere un andlisis bioinformético con el
objetivo de interpretar el impacto funcional de las variantes gendmicas, realizar un
analisis integrativo entre las variantes genéticas y el fenotipo y servir como traductor
de los descubrimientos moleculares dentro de una practica médica (30). En América
Latina las pruebas genéticas no estan disponibles rutinariamente en los sistemas

de salud publica sin embargo instituciones privadas han incrementado su uso (23)

2.3.4 Estudios genéticos en poblacion Colombia

En el 2005 se realizd0 un estudio en 23 familias colombianas no relacionas
procedentes de Bogota y Barranquilla con sospecha clinica de cancer colorectal
hereditario no polipdsico que tenia como objetivo buscar mutaciones en los genes
MLH1 y MSH2. La tasa de deteccion de mutaciones fue el 48% correspondiente a
la identificacion de mutaciones patogénicas en 11 familias, se identificaron ocho
mutaciones que incluian mutaciones en sitio de splicing, mutaciones missense y
mutaciones con corrimiento en el marco de lectura que finalmente producen un
codon de parada prematuro. De las ocho mutaciones identificadas cuatro fueron
mutaciones nuevas, siete fueron identificadas en el gen MLH1 y solo una en el gen
MSH2 (11).

Posteriormente en el afio 2011 se realiz6 un estudio para caracterizar las
mutaciones genéticas de sindrome de Lynch presentes en una poblacién de
Antioquia. Por medio de inmunohistoquimica. PCR cuantitativa y secuenciacion. El

estudio en familias de Antioquia permitié identificar dos duplicaciones en el gen
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MLH1 en dos familias independientes lo cual puede ser un potencial efecto fundador

().

En el afio 2017 se realizd un estudio de caracterizacion molecular de pacientes con
sospecha de sindrome de Lynch en Latinoamérica en donde se publicaron datos de
familias colombianas procedentes de Bogota y Antioquia. El espectro de variantes
encontradas fue MLH1 en un 54%, MSH2 en un 43%, MSH6 en un 10%, PMS2 en
un 3% y EPCAM en un 0.8%, no fue posible obtener una representacion de toda
Latinoamérica ya que no se tuvieron datos de paises como Venezuela, Ecuador,

Honduras y Nicaragua (23) .
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de mutaciones patogénicas en los genes MLH1, MSH2, MSHS6,
EPCAM y PMS2 en pacientes con cancer colorectal hereditario sin poliposis y sus

familias de una institucion oncologica en Monteria.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

1. Describir las caracteristicas de la poblacién de pacientes con cancer de colon
hereditario que posee mutaciones patogénicas asociadas a sindrome de
Lynch y sus familias.

2. Identificar la proporcion de pacientes con cancer de colon que poseen
mutaciones patogénicas asociadas al sindrome de Lynch.

3.  Describir el perfil de mutaciones asociadas a sindrome de Lynch en familias
procedentes del departamento de Cordoba.

4. ldentificar a partir de andlisis genético en familias de casos indice con

sindrome de Lynch el componente genético que contribuye al riesgo familiar.
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4. METODOLOGIA

4.1ENFOQUE METODOLOGICO

La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo. El propésito fue describir el
perfil de las mutaciones patogénicas en los genes de reparacion del DNA
relacionadas con sindrome de Lynch en pacientes indice con cancer colon no

poliposico de una institucion oncolégica de Monteria y sus familias.

4.2TIPO DISENO DE ESTUDIO

Estudio observacional descriptivo tipo serie de casos que incluyo pacientes indices
con cancer de colon y familiares de paciente con mutaciones patogénicas asociadas

al sindrome de Lynch.

4.3POBLACION

Se realiz6 en una institucion de referencia oncolégica de la ciudad de Monteria IMAT
Oncomedica. La poblacion se obtuvo a través de un censo de los pacientes a
quienes fue realizado un panel genético de 30 genes relacionado con cancer
hereditario. La unidad de andlisis fueron los casos indices con mutaciones

patogénicas de sindrome de Lynch y las familias secuenciadas.
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4.4DISENO MUESTRAL

No se calcul6 de tamafio de muestra dado que se tomo el censo de la poblacion a
la cual se realizd la prueba de panel genéticos durante el periodo de tiempo

establecido para el estudio.

4.5CRITERIOS DE SELECCION

45.1 Criterios deinclusion

Pacientes de una institucion oncolégica en Monteria con cancer de colon hereditario
gue cumplieron alguno de los siguientes criterios:
1. Cancer de aparicion temprana antes de los 50 afios.
2. Antecedentes familiares de cancer.
3. Antecedentes de un afectado con mas de un cancer primario a quien se
realizo panel genético para riesgo de cancer hereditario.
4. Familiares de primer y segundo grado de casos indice de cancer de colon
hereditario no polipésico con mutaciones patogénicas en los genes MLH1
MSH2, MSH6, EPCAM y PMS2.

4 5.2 Criterios de exclusion

Pacientes con antecedente de enfermedad adenomatosa poliposica familiar.
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4.6 DESCRIPCION DE VARIABLES

El presente estudio analizo variables de tipo genético en familias afectadas con
Sindrome de Lynch.

4.6.1 Diagrama de variables

| MLH1, MSH2, MsHe, PMs2 |

Heterocigoto
Gt
Probablemente
patogénica
[ o de mutacion | [ Patogénica | Mutaciones Panel de 30 genes para cancer
patogénicas hereditario.

__Deleccic'm ili . e .
Familia Casos indice de Cancer de

colon hereditario

|Sano | | Portador | |Afectado |

4.6.2 Tabla De Variables

Ver Anexo 1.

4.7 TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

La informacién se recolecto a partir de los paneles genéticos para cancer

hereditario. Las variantes reportadas se almacenaron en una base de datos de

Excel ® y se revisaron las historias clinicas de la consulta de asesoria genética
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oncoldgica para completar la base de datos con las variantes requeridas para el

andlisis.

4.7.1 Fuente

La fuente de recoleccion de informacién fue secundaria a partir del registro
electrénico del resultado de la secuenciacién del panel de 30 genes relacionados
con cancer hereditario de los participantes del estudio. Adicionalmente se obtuvo
como fuente de informacion la historia clinica y el familiograma realizado en la
consulta de asesoramiento genético oncologico por parte del experto. La
informacion fue completada a partir de una base de datos de la institucion

oncoldogica.

4.7.2 Instrumento de recoleccién de lainformacién
El instrumento de recoleccion de la informacion fue disefiado en Excel ® y la

informacion fue recolectada por el investigador principal.

4.7.3 Proceso de obtencion de la informacion.

Primero se solicitd a la institucion IMAT oncomedica permiso para la obtencion de
los datos, se entregd el protocolo junto con documentos anexos solicitados a la
analista de estudios clinicos institucionales quien dio la aprobacion de uso de estos
para el proyecto de tesis Anexo 2. El investigador principal recogioé y custodio la
informacion obtenida de las fuentes secundarias y se recolectara en el instrumento
de Excel ®. Las variables fueron registradas y los participantes se agruparon con
un caédigo el cual corresponde a cada grupo familiar participante de forma que se

anonimizo la identidad de los participantes.
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4.8 CONTROL ERRORES (SESGOS)

Con el fin de reducir el sesgo de seleccidn, el protocolo fue riguroso con los criterios
de elegibilidad y se realiz6 una verificacion por parte de otro investigador. El sesgo
de seleccion se control6 ya que se tomd el censo de todos los pacientes que se
realizaron el panel genético. Se verifico que la muestra por conveniencia de los
casos indice con diagnéstico de cancer hereditario de colon sin poliposis y sus
familiares de primer y segundo grado contaron con la informacion requerida de la
historia clinica, arbol genealdgico y los resultados del panel de secuenciacion
obtenidos de una muestra adecuada de ADN.

La secuenciacion de los paneles de genes fue analizada por investigadores
entrenados en bioinformatica y genética con el fin de identificar las variantes
patogénicas de acuerdo a su frecuencia alélica minima (MAF), el tipo de mutacion,
si han sido reportadas previamente en predictores bioinforméaticos como patogénica
para ese tipo de cancer. Se tuvo en consideraciéon que los resultados de la
secuenciacion en donde la calidad de DNA de la muestra tomada es baja y fue
reportada por la compariia que realiza la secuenciacion no fueron tenidos en cuenta

para el analisis del estudio.

Con el fin de controlar la consistencia de la informacion obtenida de los analisis, las
variantes fueron verificadas en su totalidad en cada grupo familiar, es decir, no se
permitid ningan porcentaje de inconsistencia en la informacion de la base de datos
dado la exactitud que se requiri6 en los datos genéticos obtenidos. El estudio
genético que se realizo fue en familias, por lo tanto, no se realiz6 pareamiento y los

familiares que no estaban afectados fueron los controles en el estudio.
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4.9 TECNICAS PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Se realiz6 un andlisis univariado de las caracteristicas sociodemograficas y clinicas
de los pacientes, asi como de las frecuencias de las variantes encontradas.
Posteriormente, se realizd un analisis descriptivo de las variantes encontradas, la
clasificacion de la variable segun predictores bioinformaticos y la frecuencia de las

variables en la poblacién de estudio.

Se realizd un andlisis bivariado para variables categoricas utilizando la prueba
estadistica Ji cuadrado para determinar la asociacion de los genotipos con los

fenotipos.

Finalmente, se realizé una descripcion de las familias analizadas del caso indice por
medio de arbol genealégico identificando afectados, portadores y sanos. Es
importante tener en consideracion que las familias del caso indice en algunos casos
no se tendra el andlisis de secuenciacion de todos los familiares de primer grado

por lo tanto cada familia se analizo de acuerdo a los datos completos presentes.
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5. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio retrospectivo es una investigacion sin riesgo segun las
disposiciones del Articulo 11 de la Resolucién 8430 de 1993 actualmente vigente.
Su ejecucidn parte de la recuperacioén retrospectiva de informacion contenida en la
historia clinica y el resultado de panel de secuenciacién genética para cancer
hereditario obtenido de pacientes de una institucion oncolégica en Monteria con
cancer de colon hereditario y familiares del caso indice con cancer de colon
hereditario no poliposico que presentaron mutaciones patogénicas en los genes
MLH1 MSH2, MSH6, EPCAM y PMS2. Los participantes del estudio firmaron
consentimiento informado institucional para el uso de datos de manera

anonimizado.

Se llevé a cabo un estudio observacional descriptivo tipo serie de casos, de manera
gue no involucro la intervencion o modificacion de variables inherentes al sujeto de
estudio ni interfirieron con el desenlace clinico de los mismos. Partiendo de lo
anterior, la investigacion realizada respeto y se acogié completamente los principios
éticos de beneficencia, no maleficencia, justicia y autonomia, aclarando respecto a
este ultimo principio que la informacion obtenida para los fines de este proyecto fue
tratada con total discrecion y confidencialidad. Solamente los investigadores
tuvieron acceso a la informacion recolectada de los paneles de secuenciacion e

historia clinica.

Los resultados y conclusiones obtenidas a partir del estudio no seran relacionados
de manera explicita con la institucion hospitalaria con alguna de las partes
involucradas en los procesos de atencion que alli tienen lugar. El proyecto fue
aprobado por el comité operativo de investigacién de la Universidad CES acta 208

proyOO1 Anexo 3.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

La poblacion total de estudio fueron 108 pacientes de los cuales 45 son casos
indices y 63 familiares, durante el presente estudio no se presentaron exclusiones.
A partir las variables descriptivas analizadas, fue posible identificar que los casos
indice con cancer de colon hereditario no polipésico tienen una edad promedio de
41 afnos y presentaban mutaciones patogénicas asociadas a sindrome de Lynch en
el 60% casos. De los casos indices con cancer de colon dos pacientes tenian
antecedente de cancer metacronico un caso con cancer de endometrio y el otro
caso con cancer de prOstata, en estos dos pacientes fueron identificadas
mutaciones patogénicas en los genes MMR. Se realizd diagnodstico genético
molecular en 10 familias de los casos indices con sindrome de Lynch y se

identificaron mutaciones patogénicas en el 50.7% de sus familiares Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas y genéticas de la poblacion

indice Familiar Total
Caracteristica Fa (%) Fa (%) Fa (%)
N =45 N=63 N=108
Sexo
Femenino 18 (40) 35 (55.5) 53 (49.1)
Masculino 27 (60) 28(44.5) 55 (50.9)
Edad (Afos)
Media (DE) 48.7 (11.1) 42.3 (12.5) 44.5 (12.2)
Mediana (RIC) 49 (43-54.7) 41.5 (31-52.7) 45.5(34.2-52.7)
LI—LS 23-72 20-72 20-72
Dx Céncer Colén (Afos)
Media (DE) 40.9 (10.1)

Mediana (RIC)
LI - LS

42.5 (32.5 - 48.7)

18-57
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Antecedentes familiares de
Céancer
Si 21(46.6) 63 (100) 84 (77.8)
Identificacion de Variantes en
genes MMR
Mutacién 27 (60) 32 (50.7) 59 (54.6)
No Mutacién 18 (40) 31 (49.3) 49 (45.4)
Genes con variantes patogénicas
MLH1 12 (44.4) 20 (62.5) 32 (54.2)
MSH2 11(40.8) 12 (37.5) 23 (39)
PMS2 4 (14.8) 0 4 (3.7)
Tipo de mutaciones
Nonsense 19 (70.4) 25 (78.1) 44 (74.6)
Missense 5(18.5) 7 (21.9) 12 (20.3)
Delecion 3(11.1) 0 3(5.1)

Dx= Diagnéstico

MMR= Genes de reparacion del ADN por desapareamiento erréneo
En los paneles genéticos realizados para riesgo de cancer hereditario (N= 108) se
identificaron variantes patogénicas en el 54.6%. De los genes relacionados con el
sindrome de Lynch se identificaron variantes en el gen MLH1 en un 54.2% seguido
por el gen MSH2 en un 39% y las mutaciones en el gen PMS2 en un 3.7%. El tipo
de variantes encontradas fueron: mutaciones Nossense o sin sentido cuyo cambio
en la secuencia de DNA provoca la aparicién de un codon de terminacion prematuro,
mutaciones Missense cuyo cambio en la secuencia de DNA provoca un cambio de
nucleodtido y delecciones. En la grafica 1 se muestra el tipo de variante encontradas

de acuerdo a los genes MMR.
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Grafico 1. Tipo de variantes de sindrome de Lynch en pacientes y familias de
Cérdoba.

TIPO |
100,0% MUTACION
W DELECION

W MISSENSE
CINONSENSE

50,0%

50,0%

40,0%

20,0%

T
MLH1

GEN

El gen MLH1 se identifico solo mutaciones que ocasionan codon de parada
prematuro y por consecuente la produccion de una proteina truncada y en el gen
MSH2 y PMS2 se identificaron los 3 tipos de mutaciones.

Las variantes encontradas se describen de acuerdo al cambio producido en la
secuencia de DNA, el cambio que se produce a nivel de la proteina, el Rs o
identificador en la base de datos de referencia de los polimorfismo y la clasificacion
de la variante de acuerdo a las herramientas predictoras bioinformaticas SIFT,
PolyPhen y ClinVar Tabla 3.
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Tabla 3. Mutaciones asociadas a sindrome de Lynch en pacientes y familias.

Gen DNA Proteina Rs indice  Flia SIFT/ Clin
PolyPhen Var
MLH1
€.1459C>T p.Arg487* rs63749795 12/45  20/6 Patogénica
3
MSH2
€.1225C>T p.GIn409* 1/45 3/63 Patogénica
€.1861C>T p.Arg621* rs63750508  3/45 2/63 Patogénica
€.2090G>A p.Cys697Tyr rs63750398  4/45 7/63 Del(et;é/reo Patogénica
0
Probable
deletérea
(0.998)
€.2131C>T p.Arg711* rs63750636  1/45 0/63 Patogénica
€.363T>G p.Tyrl21* rs63750458  1/45 0/63 Patogénica
Patogénica
Deleccion 1/45 0/63
exoén 5-6
PMS2
c.137G>T p.Ser46lle rs12143462  1/45 0/63 Deletéreo  Patogénica
9 (0.02)/
Probable
deletérea
(1)
c.400C>T p.Arg134* rs63750871  1/45 0/63 Patogénica
c.712delA  p.Ser238Alaf 2/45 0/63 Patogénica
s*20

6.2 Descripcion de familias afectadas con sindrome de Lynch

Las mutaciones de sindrome de Lynch fueron identificadas en 10 familias

procedentes del departamento de Cérdoba a continuacion se muestran los arboles

genealogicos realizados en Invitae Family History Tool, los cuales describen de

forma estructurada los afectados con el fenotipo y los genotipos.
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Familia 1

El probando de la familia 1 es una mujer con cancer de recto diagnosticado a los 17
afios con historia familiar de cancer de colon en familiar de Il grado. El probando
posee una mutacion patogénica en el gen MLH1 c.1459C>T (p.Arg487*) y se
identificaron portadores sanos con la misma mutacion en el padre, dos hermanos y

dos tios en linea paterna.

Familia 2

Zhululinll

Colon cancer

Lynch syndrome
©€.1459C>T(p ArgaaT")
MLH1; Posilve

1 I - I I - 1 -

2N N ~
) \_/ o \_/ \_J

28 yrs 2Tys 2418 22yrs

Lynch syndrame MLH1: Negative MLH1: Negative MLH1: Negative

£.1459C>T(p. Arg487")
MLH1: Positive

LEGEND

M Colorectal cancer
MLynch syndrome
M Colon cancer

El probando de la familia 2 es una mujer con cancer colorectal diagnosticado a los
46 afios con historia familiar de hermano con cancer de colon. El probando posee
una mutacion patogénica en el gen MLH1 ¢.1459C>T (p.Arg487*) y se identificaron

portadores sanos con la misma mutacién en hijo y hermana.

Pagina 31 de 51



Universidad del

Rosario

El probando de la familia 3 es un hombre con cancer colorectal diagnosticado a los
49 afnos con historia familiar de hermano y madre con cancer de colon. El probando
posee una mutacién patogénica en el gen MLH1 ¢.1459C>T (p.Arg487*) esta
mutacion fue identificada en hermano afectado con cancer de colon y se
identificaron portadores sanos con la misma mutacion en dos hijas, dos hermanos,

dos hermanas, tres tias de linea materna y una sobrina.

Familia 4

OO0 @

58 yrs Endometrialfuterine c

N0 5 O
L) ()
N NS

56 yrs 53 yrs 51yrs 46 yrs

MSHZ: Nogalive Lynch syndrome MSH2: Negative MSHZ: Negative
©.1225C>T{p.GInd0g")
MSHZ: Positive

61 yrs

LEGEND

W Endometrialiuterine cancer

El probando de la familia 4 es una hombre con cancer metacronico de préstata y
colon con historia familiar de cancer de endometrio en tia materna. El probando
posee una mutacion patogénica en el gen MSH2 ¢.1225C>T (p.GIn409*%) y se

identificaron portadores sanos con la misma mutacion en dos hermanos.
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Familia 5

Colorectal cancer d. 62 yrs Gastric cancer, 57 yrs Cervical cancer, 47 yrs
Onset: 60 yrs Lung cancer
Onsel: 62 yrs
l__L| 7 é 7 i ) d +
57 yrs S52yss | Gastric cancer 50 yrs 48yrs A A&W, 47 yrs d.21yrs
MSH2: Negative MSH2: Negative Onsel 52 yrs Lynch syndrome, 04/18/2017 Colorectal cancer, 38 yi Brain cancer
c.1861C>T(p.Arge21%) Lynch syndrome, 034'1512017 Onset: 21 yrs
MSH2: Positive c 1as1c>T(p Argc21*)

MSHZ Negative Lynch syndrome 05!19[2017
T (p-
MSHZ Pﬂs\lwe

LEGEND

M Colorectal cancer

M Lynch syndrome

M Gastric cancer

M Brain cancer
Cervical cancer

W Lung cancer

El probando de la familia 5 es una mujer con cancer colorectal diagnosticado a los
47afos con historia familiar de cancer de colorectal en madre, cancer gastrico en
hermano y tio materno, cancer de pulmon en tio materno, cancer de ceérvix en tia
materna y tumor cerebral en hermano. El probando posee una mutacion patogénica
en el gen MSH2 ¢.1861C>T (p.Argc21*) y se identificaron portadores sanos con la

misma mutacion en hija y hermano del caso indice.

Familia 6

SO

46y 44 yrs oy
HSHZ Negative

g
Lymct wyrdrome, S6rs
- Gasaie ALp.Cy=88T Ty

M3z

Lyn
R »\u ...!.ssr ]
MSHZ: Pasi

SOl G656 80

30y

[ i ymaroms o e agalive HETE e egutive e Negus b Megtva

0CoAD CyweTT) zgempcwwr
o MSH2: Pos

LEGEND

W Cangar Coloracta
WLynh syndrome

El probando de la familia 6 es un hombre con cancer colorectal diagnosticado a los

50 afios con historia familiar de hermano con cancer de colon. El probando posee
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una mutacion patogénica en el gen MSH2 ¢.2090G>A (p.Cys697Tyr) esta mutacién

fue identificada en hermano afectado con cancer de colon y se identificaron

portadores sanos con la misma mutacion en dos hermanos y dos sobrinos.

Familia 7

710

O

Lynch syndrome
70871611171278
€.2090G>A(p.Cys697Tyr)
MSH2: Positive

O

50 yrs
Céncer Colorectal, 31 yrs

A

€.2090G>A(p.Cys697Tyr)
MSH2: Positive

Lynch syndrome, 27 yrs
1334161171527
¢.2090G>A(p.Cys697Tyr)
MSH2: Positive

LEGEND

M Céncer Colorectal
M Lynch syndrome

10O [

Lynch syndrome
34571611171437
€.2090G>A(p.Cys697Tyr)
MSH2: Positive

El probando de la familia 7 es un hombre con cancer colorectal diagnosticado a los

31 afios sin historia familiar de cancer. El probando posee una mutacion patogénica

en el gen MSH2 ¢.2090G>A (p.Cys697Tyr) y se identificaron portadores sanos con

la misma mutacién en una hija y dos hermanos del caso indice.

Familia 8

Cancer Prostata
Onset: 62 afos

L+ @

Cancer Mama
Onseat: 80 afos

Cancer Colorectal
Onset: 80 afos

O O [

35 yrs

O O

Lynch syndrome
€.1459C>T(p.Argd87")
MLH1: Positive

LEGEND
W Lynch syndrome
MW Cancer Prostata
W Cancer Mama

MW Cancer Colorectal

Cancer Prostata
Onset: 48 yrs
Cancer Colorectal
Onset: 48 yrs
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El probando de la familia 8 es un hombre con cancer colorectal diagnosticado a los
35 afios con historia familiar de padre y tio paterno con cancer de prostata. El

probando posee una mutacion patogénica en el gen MLH1 ¢.1459C>T (p.Arg487*).

Familia 9

OO M 000000
AN Ny Ny N Ny
37 yn 15 yr

48 yrs 44 yrs
MLH?: Nogative Gancar Recto, 44 yrs

El probando de la familia 9 es un hombre con cancer de colon diagnosticado a los
47 anos con historia familiar de cancer de colon en madre y tio en linea materna. El
probando posee una mutacion patogénica en el gen MLH1 ¢.1459C>T (p.Arg487*)

y se identificaron portadores sanos con la misma mutacion en hermana.

Familia 10

Endometrialiuterine cancer, 39 yrs Endometrialiuterine cancer, 37 yrs

~
49 yrs

Colon cancer, 2011
Endometrial/uterine cancer, 2014
Lynch syndrome, 2017
€.2090G>A(p.Cys697Tyr)

MSH2: Positive

LEGEND
M Colon cancer

M Endometrialiuterine cancer
MiLynch syndrome

El probando de la familia 10 es una mujer de 49 afios con cancer metacrénico de

colon y endometrio con historia familiar de cancer de endometrio en dos tias por
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linea materna. El probando posee una mutacion patogénica en el gen MSH2
C.2090G>A (p.Cys697Tyr).

6.3 ANALISIS BIVARIADO
El analisis bivariado se realiz6 para identificar asociacién entre la presencia de
mutaciones relacionadas con sindrome de Lynch con el desarrollo de cancer de

colon y el riesgo familiar la cual se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis bivariado Sindrome de Lynch

Mutaciones Medida de
sindrome de Lynch A Valor
Factores P asociacion IC 95%
Si No p
n =59 n =49
Cancer de Colén
Si 27 18
No 32 31 1.45 0,89 (0,66 -3,15)
Antecedentes familiares de Cancer de colon
Si 51 33
No 8 16 3,09 0,017 (1,18 -8,03)

Un individuo con antecedente familiar de cancer de colon tiene 3 veces el riesgo de
tener mutaciones patogénicas asociadas a sindrome de Lynch (p=0,017 IC [1,18 —
8,03]). Sin embargo, la presencia de mutaciones asociados a sindrome de Lynch no

tuvo una asociacion estadisticamente significativa con cancer de colon.

Finalmente, se calculé la frecuencia de variables en la poblacion de Coérdoba
estudiada y se compar6 con las frecuencias alélicas minimas (MAF) reportadas en
bases de datos como Ensembl considerando como variantes raras cuando su
frecuencia es menor a 0.05 y en la base de datos InSIGHT (International Society for

Gastrointestinal Hereditary Tumours).
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Tabla 5. Frecuencia de las Variantes
Gen Variante Rs Frecuencia MAF INSIGHT
ela Clasificacion
Variante
MLH1 €.1459C>T(p.Arg487*) rs63749795 0,296 Clase 5 (Patogénica)
MSH2 €.1225C>T( p.GIn409%) 0,037 No reportada
MSH2 €.1861C>T(p.Arg621*) rs63750508 0,046 <0.01 Clase 5 (Patogénica)
MSH2  ¢.2090G>A(p.Cys697Tyr)  rs63750398 0,101 Clase 4 (Probablemente
patogénica)
MSH2 €.2131C>T(p.Arg711%) rs63750636 0,009 <0.01 Clase 5 (Patogénica)
MSH2 €.363T>G(p.Tyr121*) rs63750458 0,009 Clase 5 patogénica
PMS2 €.137G>T (p.Ser46lle) rs121434629 0,009 <0.01 Clase 4 (Probablemente
patogénica)
PMS2 ¢.400C>T (p.Argl134%) rs63750871 0,009 <0.01 Clase 5 (Patogénica)
PMS2 c.712delA 0,018 No
(p.Ser238Alafs*20) reportada
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7. DISCUSION

El Sindrome de Lynch es la causa mas comun de cancer de colon origen hereditario
determinado por predisposicion genética, gracias al avance en las técnicas de
secuenciacion es posible realizar un diagnostico molecular enfocado hacia una
medicina de precision y personalizada para los pacientes y sus familias. Este
sindrome se relaciona con mutaciones en los genes de reparacion por apareamiento
erréneo del DNA (MMR) MLH1, MSH2, MSH6 PMS2 y deleciones en EPCAM. Los
portadores de estas mutaciones tienen riesgo de desarrollar cancer de colon y otros
tipos de cancer extracolonicos y por este motivo es la importancia de realizar un

diagnostico molecular temprano para la toma de medidas preventivas.

Dentro de los objetivos del presente estudio es describir el perfil de mutaciones
presentes en una cohorte transversal de 45 pacientes con cancer de colon y 10
familias no relacionadas procedentes de un centro de referencia oncolégico del
departamento de Cérdoba, para lo cual se tomé como referencia la informacion
procedente de paneles genéticos para cancer hereditario. Los casos indices con
diagnostico de cancer de colon con criterios de origen hereditario dado por historia
familiar positiva de cancer y edad de diagnostico temprano que para esta poblacién
se presentd a una edad promedio de 41 afios. El diagndstico genético identificd que
el 60% de los casos portaban mutaciones patogénicas en los genes de reparacion
del DNA lo cual permitio realizar el diagnoéstico de sindrome de Lynch y todos los
casos con cancer metacrénico es decir que presentaron una segunda neoplasia
maligna diferente a la neoplasia de colon eran portadores de mutaciones

patogénicas.

Las familias de casos indice a las cuales se realiz6 panel genético permitié

identificar portadores de mutaciones patogénicas en todas las familias
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secuenciadas, el 51% de los familiares en |, Il y 1l grado que se realizaron la prueba
genética portaban mutaciones patogénicas (clase 4 y 5) en los genes de reparacion
por mal apareamiento de bases en el DNA permitiendo hacer un diagnostico
genético molecular preciso de Sindrome de Lynch de forma que se puedan tomar
medidas preventivas de seguimiento antes del desarrollo de algun tipo de neoplasia
en el marco de un asesoramiento genético donde se explica que el riesgo es
multifactorial e involucra un componente genético y un componente ambiental, en

este Ultimo es donde se puede hacer una intervencion preventiva.

Estudios previos realizados con familias procedentes de Bogota, Medellin y
Barranquilla también identificaron mutaciones en el 88% de las familias (31) y en el
presente estudio en el 100% de las familias que se realiz0 secuenciacion se
detectaron mutaciones. Gracias a estos datos es importante considerar que los
pacientes con diagnostico clinico y molecular de sindrome de Lynch requieren un

asesoramiento genético para sus familias en el marco de una valoracion integral.

En cuanto al perfil de mutaciones en esta poblacion de Cordoba la mayor
contribucion de mutaciones en los genes de reparacion de mal apareamiento de
DNA fueron dadas por los genes MLH1 y MSH2 en un 54.2% y 39%
respectivamente. Estos datos son concordantes con otros estudios realizados con
poblacién colombiana de los departamentos de Antioquia, Atlantico, Santander,
Tolima y Cundinamarca y un estudio en Latinoamérica que incluyo poblacion
Colombia con sindrome de Lynch en donde utilizaron diferentes técnicas
diagnosticas como estudios de inmunohistoquimica, inestabilidad microsatelite y

secuenciacion (11, 23, 31).

Fueron identificadas nueve mutaciones patogénicas en esta poblacidén en los genes

MLH1, MSH2, PMS2 de estas el 74.9% fueron mutaciones nossense cuyo cambio
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en la secuencia de DNA provoca la aparicion de un codén de terminacion prematuro.
De estas variantes siete presentaron una frecuencia menor a 0.05 y se identificaron
dos variantes MSH2 ¢.1225C>T(p.GIn409*%) y PMS2 c.712delA (p.Ser238Alafs*20)
no reportadas previamente en la base de datos de los polimorfismos, en la base de
datos InSIGHT de la Sociedad Internacional de tumores gastrointestinales
hereditarios y en los estudios previos realizados en poblacién Colombiana lo cual
podria sugerir un potencial efecto fundador.

Dentro de las variables estudiadas en el presente estudio se evidencido que la
presencia de historia familiar de cancer tiene 3 veces riesgo de ser portador de
mutaciones patogénicas en los genes MMR (p=0,017 IC [1,18 — 8,03]) y es uno de
los factores que determina si un paciente debe realizarse un estudio genético
molecular para diagndéstico bajo el contexto de un asesoramiento genético realizado
por un experto. El analisis bivariado en relacién con presencia de mutaciones
patogénicas y cancer de colon no tuvo una relacion estadisticamente significativa
ya que el desarrollo de este no depende solo de factores genéticos, también

depende de factores ambientales como la obesidad, cigarrillo etc.

A diferencia de los otros estudios realizados en la poblacion colombiana en donde
han utilizado como abordaje diagnostico de Sindrome de Lynch pruebas basadas
en inestabilidad de microsatelite e inmunohistoquimica y algunos secuenciacion de
Sanger. Este estudio realizo el diagnéstico molecular directamente a través de
paneles genéticos en donde se secuencian regiones hotspots de genes de
susceptibilidad para cancer hereditario, estas regiones especificas de los genes son
mas proclives a mutaciones y han sido relacionadas con el crecimiento celular, la
proliferacion celular y la respuesta a antitumorales especificos. Adicionalmente
varios estudios previos realizados en Colombia solo estudiaron variantes en los

genes MLH1 y MSH2 y en el presente estudio se identific6 3 variantes en el gen
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PMS2 en casos indice con cancer de colon y una de las variantes no reportada

previamente.

La descripcion del perfil de variantes en el presente trabajo tiene un gran aporte
para los datos epidemiolégicos hasta ahora desconocidos de las variantes
relacionadas con Sindrome de Lynch en esta region del pais, ademas es benéfico
para los pacientes y sus familias dado que el diagnéstico de este sindrome basado
solo en criterios clinicos en ocasiones no es factible dado que el fenotipo no siempre
estd presente y tiene una expresividad variable. El presente estudio permitira
realizar futuros estudios prospectivos analiticos o de intervencién en esta cohorte

de pacientes.

Una de las limitaciones en el presente estudio fue que no contamos en la mayoria
de familias con la informacion de estado de portador de las variantes en padres de
paciente indice o probando por lo tanto no fue posible realizar un estudio genético

de agregacion familiar.
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8. CONCLUSION

El diagndstico genético de cancer colorectal hereditario no poliposico o sindrome de
Lynch por medio de paneles de secuenciacion para identificar variantes patogénicas
en los pacientes y sus familias es una herramienta diagndstica util en la deteccion
de pacientes en fase pre-sintomatica de forma que se pueden tomar medidas
preventivas y realizar un asesoramiento geneético. La identificacion de portadores
permitird implementar un protocolo de seguimiento y vigilancia con el objetivo de
hacer diagnosticos de neoplasias asociadas al sindrome de forma temprana e

impactar en la mortalidad y morbilidad de estos pacientes.

El 60% de los pacientes procedentes del Departamento de Cordoba de un centro
de referencia oncolégico con cancer de colon son portadores de mutaciones
patogénicas relacionadas con el sindrome de Lynch y de los familiares a los cuales

se realizo la prueba genética se identifico al 51% de portadores asintomaticos.

El perfil de mutaciones relacionadas con cancer colorectal hereditario no poliposico
en esta region del pais identifico variantes en el gen MLH1 en un 54.2%, en el gen
MSH2 en un 39% y en el gen PMS2 en un 3.7%. De estas variantes se identifico a
MSH2 ¢.1225C>T (p. GIn409*) y PMS2 c.712delA (p.Ser238Alafs*20) no reportadas

previamente que podria sugerir un potencial efecto fundador en esta poblacion.
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10. ANEXOS
Anexo 1. Tabla de variables
NOMBRE ETIQUETA VALORES NATURALEZA NIVEL DE
MEDICION
indice Paciente con cancer de | 1:si Categorica Nominal
colon hereditario no | 2: no (dicotémica)
poliposico
Edad Afos cumplidos Cuantitativa Razon
(discreta)
Sexo Sexo biolégico 1. Masculino Categorica Nominal
2. Femenino (dicotémica)
Familiar Grado de consanguinidad | 1: padre Categorica Nominal
con caso indice 2: madre (politomica)
3: hermano
4: abuelo
5: tio
6: primo
Afectado Persona que presenta la 1:si Categorica Nominal
enfermedad 2: no (dicotémica)
Portador Persona que presenta la | 1:si Categodrica Nominal
mutacién patogénica perono | 2: no (dicotémica)
presenta el fenotipo la
enfermedad
Sano Persona sin mutaciéon y no | 1: si Categodrica Nominal
padece la enfermedad 2: no (dicotémica)
Historia Antecedente familiar de | 1:si Categorica Nominal
familiar cancer 2:no (dicotémica)
Sindrome de | Personas con mutaciones | 1:si Categorica Nominal
Lynch patogénicas en los genes | 2: no (dicotémica)
MLH1, MSH2, MSH6 , PMS2
Y EPCAM
Dx primario Diagndstico primario es decir Categorica Nominal
qué tipo de cancer que le han (politomica)
diagnosticado
MLH1 Mutacion en este gen | 1:si Categorica Nominal
identificada en | 2:no (dicotémica)
secuenciacion
MSH2 Mutacion en este gen | 1:si Categorica Nominal
identificada en | 2:no (dicotémica)
secuenciacion
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PMS2 Mutacion en este gen | 1:si Categorica Nominal
identificada en | 2:no (dicotémica)

secuenciacion
MLHZ1tipo Tipo de mutacion en este | 1: missense Categorica Nominal
gen 2: nonsense (politémica)
3: delecion
MSH2tipo Tipo de mutacién en este | 1: missense Categorica Nominal
gen 2: nonsense (politémica)
3: delecion
PMS2tipo Tipo de mutacién en este | 1: missense Categorica Nominal
gen 2: nonsense (politémica)
3: delecioén
Mut- MLH1 Mutacion en el DNA Categodrica Nominal
codificante escrita de (politémica)
acuerdo a la nomenclatura
internacional.
Mut-MSH2 Mutacion en el DNA Categorica Nominal
codificante escrita de (politémica)
acuerdo a la nomenclatura
internacional.
Mut-PMS2 Mutacion en el DNA Categodrica Nominal
codificante escrita de (politémica)
acuerdo a la nomenclatura
internacional.
Cigosidad Estado de la mutacién si | 1. Heterocigoto | Categérica Nominal
afecta un alelo es | 2. Homocigota (dicotémica)
heterocigoto y si afecta los
dos es homocigota.
Clasificacién De acuerdo a los predictores | 1: patogénica Categorica Ordinal
Variante bioinformaticos como es | 2:probablemente | (politémica)
clasificada la mutacion patogenica
3: variante de
significado
incierto
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LA DIRECTORA DE LA UNIDAD DE INVESTIGACIONES Y ESTUDIOS CLINICOS DEL
INSTITUTO MEDICO DE ALTA TECNOLOGIA IMAT - ONCOMEDICA S.A.

HACE CONSTAR QUE:

La Doctora SANDRA PATRICIA BELLO UYABAN, identificada con cédula de ciudadania No.
53.100.903 expedida en Bogota D.C., desarrolld su trabajo de grado, titulado “Perfil familiar de las
mutaciones genéticas de cancer de colon hereditario sin poliposis en un centro de referencia
oncolégico colombiane” en el Insfituto Médico de Alta Tecnologia - ONCOMEDICA S.A.

Durante el desarrollo del estudio ha cumplio con las politicas institucionales y se certifica la
adherencia a las Buenas Practicas Clinicas.

En constancia se expide la presente certificacion el dia 07 de noviembre de 2018, en el Instituto
Médico de Alta Tecnologia — Oncomédica S A

Cordialmentg )

i

SANDRA ARUACHAN VESGA
Directora de Unidad de Investigaciones y Estudios Clinicos

Remadopot Sandra Aruachan V ' esga — Direct
Copia: /A

Anexo: NFA - folios NAA

PBX 7854344
E-mail.oncomedicaf@imatoncomedica.com
Calle 72, cra. 6 Via Cereté

Monteria - Cérdoba.
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Anexo 3. Comité de Investigaciéon e innovacioén

Medellin, 18 de febrero de 2019

Estudiante

SANDRA PATRICIA BELLO UYABAN sandra.bello@urosario.edu.co
Especializacion en Epidemiologia

Bogota

Asunto: Comunicacion del Comité de Investigacion e Innovacion  Cddigo: Acta208Proy001

Proyecto: Perfil familiar de las mutaciones genéticas de cancer de colon hereditario sin
poliposis en un centro de referencia oncolégico colombiano

Respetada Estudiante:

En el Comité de Investigacion e Innovacion de la Facultad de Medicina de nuestra
Universidad se aprobd, como consta en el Acta No. 208 del 12 de febrero de 2019, su
proyecto de investigacion "PERFIL FAMILIAR DE LAS MUTACIONES GENETICAS DE CANCER
DE COLON HEREDITARIO SIN POLIPOSIS EN UN CENTRO DE REFERENCIA ONCOLOGICO
COLOMBIANO".

Teniendo en cuenta que el proyecto se clasifica sin riesgo, segun la Resolucion 8430/1993,
el Comité reviso desde el punto de vista ético dicho proyecto y este aval expedito se
registrara en la proxima sesion del Comité Institucional de Etica para Investigacion en
Humanos (CIEl). Desde el CIEl (comiteeticahumanos@ces.edu.co) recibird la comunicacion
de dicho aval.

Cordial saludo,

MONICA M. MASSARD C, MD. MSc.
Jete Division Investigacion e Innovacion
Facultad de Medicina

Copia:
Dr. Carlos Trillos (carlos.trillos@urosario.edu.co) y Dra. YolandaTorres. (ytorrres@ces.edu.co) ,

Coord. Posgrados Epidemiologia Convenio CES = Univ. Rosario Dr. Hernan Garcia. Jefe Division de

Salud Pablica (hgarcia@ces.edu.co)
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Proyecto: PERFIL FAMILIAR DE LAS MUTACIONES GENETICAS
OE CANCER DE COLON HEREDITARID SIN POLIPOSIS EN UN
CENTRO DE REFERENCIA ONCOLAGICO COLOMBIAND
Cddigo died proyecto: Ae-323

Medellin, 12 de abril de 2019

Doctora
SANDRA PATRICIA BELLO UYABAN
sandra.bello@urosaric.edu.co

£l presidents del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad CES hace
constar que luego de haber seguido el trdmite de evaluacidn por la via del aval expedito,
acorde a lo dispuesto en el articule 11 de |a Guia Operativa del Comité de Etica en su versian
2.0., decidia avalar el componente ético y la gjecucion del siguiente proyecto:

¥ Nombre del proyecto: PERFIL FAMILIAR DE LAS MUTACIONES GENETICAS DE CANCER DE
COLON HEREDITARIO SIN POLIPOSIS EN UN CENTRO DE REFERENCIA ONCOLOGICO
COLOMBIANG

¥ Dbjetive: Determinar el perfil de mutaciones patogénicas en los genes MLHL, MSHZ,
MSHG, EPCAM v PMS2 en pacientes con cancer colorectal hereditario sin poliposis de una
institucion oncolégica en Monteria v cudl es el componente genético gue contribuye 2 la
agregacion familiar por medio de andlisis genético en familias de pacientes indices

¢ Investigadora: Sandra Patricia Bello Uyaban
La decisidn se fundamenta 2n los siguientes elementos:

El proyecto se encuentra adecuadamente clasificado de acuerdo con lo dispuesto en el articulo
11 de la Resolucién 3430 de 1993, Se trata de una investigacidn sin riesgo. Se tomaran
registros de la poblacion de 2016 hasta julio de 2018

Este aval fue refrendado en sesion e incluido acta 132 del Comité Institucional de Etics de
[nvestigacidn en Seres Humanos,

RUBEN DARIO MANRIQUE HERNANDEZ

Presidente
Camité de Etica en Investigacion en Humanas Universidad CES.
comiteeticahumanos@oes. edu.co
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