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Resumen  El cancer colorrectal hereditario no poliposo (CCHNP) se relaciona con mutaciones en los genes
reparadores de ADN (MLH1, MSH2 y MSH6). La mayoria de estas alteraciones son familia-especi-
ficas y su deteccién suele requerir la secuenciacion completa de los genes relacionados. Se detect6 una muta-
cion puntual (2269-2270insT) en el Ultimo coddn del gen MLH1 en familias de un area del norte de Italia (Reggio
Emilia) y su origen se considera debido a un efecto fundador. En este trabajo presentamos una familia mendocina
con CCHNP portadora de la misma mutacién, cuyos ancestros eran oriundos de Reggio Emilia. Para la detec-
cion de la mutacion se disefid una estrategia basada en PCR y posterior corte enzimatico. La mutacion fue
hallada en tres integrantes de la familia estudiada, dos de los cuales no presentaban sintomatologia clinica.
Estos pacientes fueron seguidos preventivamente mediante colonoscopias. La metodologia utilizada en nuestro
laboratorio fue especifica y sensible para la deteccion de una mutacion previamente registrada y permitié reali-
zar el diagnéstico genético molecular en el pais, evitando el envio de muestras al extranjero. Es de importancia
destacar que el diagnéstico genético pre-sintomatico de cancer hereditario, enfocado desde un grupo
multidisciplinario de profesionales, permite un mejor seguimiento y apoyo a las familias afectadas.

Palabras clave : cancer de colon, mutacion fundadora, diagnéstico pre-sintomatico

Abstract Detection of a founder mutation in an Argentine family with hereditary non polyposis
colorectal cancer . Hereditary non polyposis colorectal cancer (HNPCC) has been related to muta-
tions in the DNA mismatch repair genes (MLH1, MSH2 y MSH6). Mutation detection analysis requires the com-
plete sequencing of these genes, given the high frequency of family-specific alterations. A point mutation (2269-
2270insT) in the last codon of the MLH1 gene has been detected in families from a northern region of Italy
(Reggio Emilia).Given that this alteration was registered only in people from this region, it has been considered
a founder mutation. In this work, we present an Argentine HNPCC family whose ancestors were natives from
the Reggio Emilia, Italy, and who were carriers for this mutation. In order to detect the genetic alteration, a PCR
was developed followed by a restriction enzyme incubation assay. The mutation was detected in 3 family mem-
bers, two of them without clinical symptoms. The PCR/restriction enzyme methodology has been sensitive and
specific for the detection of this mutation. It has allowed the performance of a pre-symptomatic genetic diagno-
sis in the Argentine HNPCC family, avoiding sending samples abroad. It is worth mentioning that pre-sympto-
matic diagnosis of hereditary cancers allows enhanced surveillance and support for the affected families when it
is performed by a multidisciplinary group.
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De todos los cénceres, la incidencia del cancer
colorrectal (CCR) se encuentra en segundo lugar entre
las mujeres y en tercer lugar entre los hombres, afectando
a 1:200-1:2000 personas en la poblacién occidental* 2.
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Dentro de las formas hereditarias del CCR, el tipo no
poliposo (CCHNP) es la forma mas frecuente y se rela-
ciona con alteraciones genéticas en los genes reparado-
res de ADN (genes MMR del inglés: mismatch repair). El
sindrome presenta un patrén de herencia autosémico
dominante con alta penetrancia, y sus rasgos preponde-
rantes son la temprana edad de manifestacion clinica (<50
afos), la localizacién proximal de los tumores coldnicos
y un alto riesgo a desarrollar tumores colorrectales pri-
marios multiples y tumores extracolénicos®.

Los primeros criterios clinicos para el diagndéstico de
CCHNP (criterio de Amsterdam I) fueron establecidos en
1990 y luego fueron mejorados mediante el criterio de



32

Amsterdam Il en 1999 que incluyen la consideracion de
manifestaciones tumorales extracolonicas. El mas recien-
te criterio de Bethesda es menos estricto, con el propdésito
de ampliar la identificacion de pacientes con CCHNP* 5,

Los principales genes responsables de este sindro-
me son 3 genes reparadores de ADN: MLH1, MSH2 y
MSH6. Sus productos proteicos intervienen en el reco-
nocimiento y reparacion de errores introducidos durante
la replicacion del ADN de manera ATP-dependienteS 7.
Por otra parte, se han notificado mutaciones en genes
candidatos como PMS1, PMS2, EXO1 y MLH3 en fami-
lias CCHNP. Sin embargo, su rol en esta enfermedad no
esta claramente definido®.

El riesgo de desarrollar cancer colorrectal para indivi-
duos con defectos en las proteinas reparadoras de ADN
varia entre el 30 y el 80%. Este riesgo depende del sexo
del paciente y del tipo de proteina reparadora que se
encuentre afectada® °.

Segun la literatura, el 90% de los pacientes con
CCHNP presentan mutaciones en los genes MLH1 y
MSH2!, La mayoria de las alteraciones registradas pro-
ducen cambios de sentido en los codones afectados, o
largas deleciones/duplicaciones de exones*?.

El gen MLH1 esta localizado en el cromosoma 3p21-
23. La region codificante consta de 2271 pares de bases
y 19 exones. La proteina MLH1 forma heterodimeros con
MLH3y PMS2, y probablemente actle reclutando a otras
proteinas reparadoras para formar el complejo de repa-
racion®s.
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Aunque algunas regiones de MLH1 parecieran pre-
sentar mayor frecuencia de mutacion, el espectro
mutacional es heterogéneo y abarca toda la region
codificante!®. Como la mayoria de las familias CCHNP
portan una mutacion especifica, los analisis de detec-
cién de mutaciones germinales suelen requerir la
secuenciacion completa de los genes relacionados.

Una mutacion puntual del gen MLH1 fue detectada
en familias residentes en una pequefia area del norte de
Italia (Reggio Emilia)'®. La mutacidn consiste en la inser-
cién de una base T entre los nucleétidos 2269 y 2270
(2269-2270insT) en el dltimo codoén del ultimo exén del
gen. La insercién anula el codon de terminacién natural
del gen, agregandose de esta manera 32 aminoacidos
en el extremo carboxilo de la proteina (Fig. 1).

Si bien en un principio se desconocia el caracter pa-
toldgico de esta proteina MLH1 intacta con el agregado
de 32 aminoacidos en su extremo carboxilo, estudios de
relaciéon genotipo-fenotipo indican que la mutacion alte-
raria negativamente a la proteina y se relacionaria con el
desarrollo de CCHNP?5: 16,

A las mutaciones conservadas que provienen de un
solo antecesor se las denomina mutaciones fundadoras®’.
Este tipo de alteraciones especificas en MLH1 se han
identificado en Finlandia, China, Suiza'® 221y por Ulti-
mo en ltalia, en el distrito de Reggio Emilia®.

La deteccion de esta alteracion, exclusivamente en
esa region del norte de Italia permitié suponer su origen
debido a un efecto fundador. Este efecto consiste en el

Alelo sano MLH1 Exon 19

Y K VFE R C*

Alelo mutado MLH1 Exon 19
Y KV FER C

3’ UTR

wev e o ... taC aaa gtc ttt gag agg tgt taa ata tgg tta ttt atg cac

... .. ... ... tac aaa gtc ttt gag agg tgt tTa aat atg gtt att tat gca ctg tgg gat gtg ttc ttc ttt ctc tgt att ccg

Insercion T y corrimiento marco de lectura

ata caa agt gtt gta tca aag tgt gat ata caa agt gta cca aca taa

*

Fig. 1.— Esquema del extremo 3’ del exon 19 del gen MLH1. El alelo sano presenta un codon de terminacién natural taa (*)
seguido de una regién no codificante (3'UTR, del inglés: Untranslational Region). El alelo mutado presenta una insercién
de una timina en el codén taa, provocando la alteracion del codén de terminacion por un corrimiento del marco de lectu-
ra. Este corrimiento agrega 32 aminoacidos al extremo carboxilo de la proteina, hasta la formaciéon espontanea de un

nuevo codoén de terminacion taa rio abajo.
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establecimiento de una nueva poblacién a partir de po-
cos individuos. Esto ocurre cuando una poblacion peque-
fla se separa de otra original mas grande.

En este trabajo presentamos el caso de una familia
argentina con CCHNP portadora de la mutacion 2269-
2270insT cuyos ancestros eran oriundos de Reggio Emilia
de ltalia.

El motivo de inclusion a nuestro estudio fue que la
familia contaba con la informacion de un andlisis genético
previo (del afio 2002) realizado a un pariente de tercer
grado que vivia en el extranjero (EE.UU.). Segun el infor-
me genético, este pariente era portador de la mutacion
2269-2270insT en MLH1 con “caracter patologico des-
conocido”. Un andlisis de la literatura nos revel6 el ha-
llazgo del grupo de investigadores italianos sobre la exis-
tencia de correlacion entre la mutacion 2269-2270insT y
el desarrollo de CCHNP?®. A su vez, los investigadores
sugerian un origen fundador de la mutacion en la misma
region de la cual era oriunda la familia mendocina.

Basados en la informacion recolectada, nuestro obje-
tivo fue detectar la mutacion fundadora en los parientes
argentinos.

Materiales y métodos

Tres integrantes de la familia mendocina ingresaron a nues-
tro estudio: el padre (69 afios), que habia tenido CCR 17 afios
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atrds y de cuyo tumor nuestro grupo carecia por ende de
datos histopatolégicos, una hija mujer (31 afios) y un hijo
varén (33 afios) que no presentaban sintomatologia.

Luego de obtener el consentimiento de los pacientes para
participar en el estudio, se obtuvo ADN gendmico a partir de
sangre entera con EDTA.

En nuestro laboratorio se desarrollé una estrategia basa-
da en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y pos-
terior corte enzimatico para detectar indirectamente la muta-
cién 2269-2270insT, basados en la metodologia publicada por
un grupo italiano®®. Para la puesta a punto de la estrategia
se utilizé una muestra de ADN de un habitante de Reggio
Emilia portador de la mutacion (gentileza de los Dres Fiorella
Gurrieri y Emanuela Lucci Cordisco, del Instituto di Genetica
Medica, Universita Cattolica S. Cuore, ltalia).

La PCR se efectud utilizando los siguientes cebadores
para amplificar el exén 19: uno para el extremo 5= (GACA-
CCAGTGTATGTTGG) ubicado en el intron 19, y otro para el
extremo 3" (GAGAAAGAAGAACACATCC) localizado en la
region 39 no traducida. Para ambos pares de cebadores se
comenz6 con una incubacion de 3 minutos a 94 °C, seguido
de 3 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 53 °C y
30 segundos a 72 °C; 27 ciclos posteriores de 30 segundos
a 94 °C, 30 segundos a 62 °C y 30 segundos a 72 °C; y un
paso de extension final de 3 minutos a 72 °C. Para la digestion
enzimatica 5 pl de producto de PCR fueron incubados con 11
pl de agua miliQ, 2 pl de buffer Tango (33 mM Tris-acetato pH
7.9, 10 mM acetato de Mg, 66 mM de acetato de K, 0.1 mg/ml
de BSA, Fermentas Life Sciences) y 6 |l de la enzima de res-
triccién Dra | (Fermentas Life Sciences) a 37 °C 16 h. Los pro-
ductos obtenidos se resolvieron en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante al 10% a 120 V, durante 1 hora.

La mutacion a detectar genera un sitio de corte para la
enzima de restriccion Dral. De esta manera, al incubar el pro-

Paciente con mutacion
diagnosticado en EE.UU.

Paciente con mutacién diagnosticado
por PCRy secuenciacion.

Fig. 2.— Pedigree de la familia CCHNP. El paciente Il11 contaba con un estudio genético previo a este trabajo, que informaba
su estado de portador para la mutacion en el gen MLH1. Los pacientes 112, 1113 y Ill4 fueron diagnosticados por PCR/
corte enzimatico y secuenciacion en nuestro laboratorio. La flecha indica al paciente 112 que tuvo CCR 17 afios antes de

andlisis genético.
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ducto obtenido por PCR con la enzima Dral, el alelo mutado
es cortado en dos fragmentos: uno de 225 pb y otro de 43
pb. En el alelo sano en cambio, no se encuentra este sitio
de corte y al ser incubado con la enzima Dral el fragmento
mantiene su tamafo intacto de 268 pb. De esta manera el
alelo sano es distinguible del alelo mutado por la diferencia
de tamafos de los fragmentos de PCR.

Una vez puesta a punto la estrategia en el ADN utilizado
como control positivo, se extendié el estudio a los 3 integran-
tes de la familia mendocina afectada.

Para confirmar los resultados indirectos de la estrategia
basada en PCR y corte enzimatico, se analizaron las mues-
tras por secuenciacion directa. Para esto, los productos de
PCR sin incubacién enzimatica fueron separados por electro-
foresis y posteriormente purificados a partir de un gel de
agarosa. Se realizd la reaccién de secuenciacion en nuestro
laboratorio con ambos cebadores (extremo 5’ y extremo 3’) y
los productos fueron resueltos en un secuenciador automati-
co ABI3130 de la Universidad Nacional de Cuyo. El progra-
ma utilizado para el andlisis de los electroferogramas fue
Sequencing Analysis v5.2.

Resultados

Después de poner a punto la estrategia de PCR y corte
enziméatico en el ADN utilizado control positivo, se reali-
z6 el estudio en los 3 integrantes de la familia mendocina
incluida en este estudio. La mutacién fue detectada en el
padre de la familia (Fig 2, 112) de 69 afios, que habia
tenido CCR a los 52 afios con una posterior recidiva lo-
cal. El estudio revel6 ademés que ambos hijos (Fig 2, 1113
de 31 afios y 1114 de 33 afios) que no presentaban
sintomatologia clinica a la fecha, eran portadores de la
misma mutacion.

Como se puede observar en la Fig. 3, el control sano
presenta luego de la incubacién enzimatica (calles +) un
fragmento de PCR del mismo tamafio que sin la
incubacién enzimatica (calles -). Esto revela que ambos
alelos sanos del individuo control no son cortados por la
enzima Dral. En los tres integrantes de la familia en estu-
dio (112, 1113 y 1114) se observan dos fragmentos de PCR
en las calles +: un fragmentos superior (268 pb) no corta-
do —que corresponde al alelo sano- y un fragmento infe-
rior de menor tamafio (225 pb), que corresponde al alelo
mutado. El tercer fragmento de 43 pb no es visible en el
gel. Este resultado revela que los 3 integrantes de la fa-
milia eran portadores de la mutacion.

Los resultados fueron confirmados por secuenciacion
directa (Fig. 3).

Discusion

Frente a la ausencia de diagnéstico genético para CCR
hereditario en la provincia de Mendoza, nuestro grupo
trabajé sobre la conformacién de un equipo multidis-
ciplinario de profesionales para la deteccion y el segui-
miento preventivo de esta enfermedad. A pesar de las
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dificultades para establecer lineas de trabajo multidis-
ciplinarias en el area de salud humana, se logré confor-
mar un equipo integrado por biélogos moleculares, un
gastroenterdlogo, un cirujano y un oncélogo. Se tomaron
como base de accion los lineamientos establecidos por
las normativas internacionales como también por el Con-
senso Argentino de Prevencion del Cancer Colorrectal
(2004)%2. Se elaboré un protocolo de trabajo, dividiendo
las funciones en Area diagndstica integrada por los bio-
logos y Area de evaluacion, prevencion y seguimiento,
integrada por el resto de los profesionales. Esta confor-
macion multidisciplinaria favorecié la incorporacion al
estudio de familias con CCR hereditario y su integracion
a un protocolo de diagnéstico y seguimiento, como es el
caso de la familia reportada en este trabajo.

La deteccién precoz brinda una mayor posibilidad de
tratamiento pues permite una intervencion terapéutica
eficaz en la mayoria de los casos?:. Una vez realizado el
diagndstico genético a la familia incluida en este estudio,
se les recomendd a los dos pacientes asintomaticos por-
tadores de la mutacion, realizarse una colonoscopia cada
2 afios hasta los 70-75 afios de edad. Debido a que el
cancer de endometrio es la manifestacion extracoldnica
mas frecuente en mujeres con CCHNP, se le recomendd
a la mujer portadora de la mutacion que se realizara es-
tudios ginecoldgicos anuales. Los estudios de seguimien-
to realizados, no han revelado a la fecha la aparicion de
tumores en ninguno de los pacientes estudiados.

Cabe mencionar que el diagnéstico preventivo de can-
cer hereditario enfocado desde un grupo multidisciplinario
de profesionales permite un mejor seguimiento y apoyo
a las familias afectadas.

La mutacion detectada en esta familia es una muta-
cién fundadora proveniente del norte de Italia, que afec-
ta al codén de terminacion natural de la proteina MLH1.
Se sabe que el dominio C-terminal de la proteina MLH1
es requerido para su dimerizacién con PMS2 y para el
reconocimiento del error en el ADN. Estudios previos re-
velan que la capacidad de dimerizacion de MLH1 es re-
ducida en un 80% si su dominio C-terminal esta afecta-
do?*, Otros datos confirman que la inhibicién de la
dimerizacion de MLH1-PMS?2 esté relacionada con el de-
sarrollo de CCHNP?. Lo llamativo de la insercion T en
medio del coddn de terminacion natural de la proteina es
que su caracter patoldgico era dificil de establecer a priori.
La proteina alterada estéd intacta hasta el ultimo
aminoacido, adquiriendo la adicion de 32 aminoacidos
en su extremo C-terminal. Su clara asociacion al desa-
rrollo de CCHNP revelada por los estudios italianos en
Reggio Emilia permitié establecer su contribucion al pro-
ceso tumoral.

La metodologia utilizada en nuestro laboratorio fue
especifica y sensible para la deteccion de una mutacion
fundadora previamente registrada, y permitié realizar el
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Fig. 3.— Deteccion indirecta y directa de la mutacion 2269-2270insT. En el panel superior se presentan los resultados de la
estrategia basada en PCR/corte enzimatico resueltos por electroforesis en un gel de agarosa. Las calles (-) presentan el
producto de PCR sin incubacion enzimaitica. Las calles (+) presentan los mismos productos posteriormente incubados
con la enzima Dral. Obsérvese que en el control sano no se detecta cambio en la altura de las bandas de 268pb, tanto
en las calles (-) y (+). En cambio, en los pacientes 112, 1113 y Ill4, las calles (+) presentan dos bandas. La banda superior
(268 pb) corresponde al alelo sano, la inferior (225 pb) revela la presencia del alelo mutado. El tercer fragmento de 43 pb
(producto del corte de 268 pb en dos fragmentos de 225 pb y 43 pb) no se observa en estos geles. En el panel inferior,
los resultados son confirmados por secuenciacioin directa. En los dos electroferogramas inferiores (pacientes 1113 y 1114)
se observa una superposicion de picos a partir de la flecha. Esto revela la insercién de una timina en uno de los alelos,
mostrando a partir de esa posicion un corrimiento del marco de lectura respecto del alelo sano.

diagndstico genético molecular en el pais evitando el
envio de muestras a centros extranjeros.
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castiga el desprecio comtn la satisfaccion particular; débese a todos el que se paga de si mismo,
querer hablar, y oirse, no sale bien, y si hablarse a solas, es locura escucharse delante de otros, sera
doblada. Achaque de sefior es hablar con el bordén, del digo algo, y aquel, es que aporrea a los que
escuchan, a cada razon orejean la aprobacion, o la lisonja, apurando la cordura. También los hincha-
dos hablan con Eco, y como su conversacion va en chapines de entono, a cada palabra solicita el

enfadoso socorro del necio, bien dicho.
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