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m Resumen

) 208 Palabras clave:
Introduccion: Los pdlipos

serrados del colon compren-
denungrupo heterogéneo de
lesiones. Estas lesiones han
sido consideradas como pre-
cursoras de cancer y parte
de una via alterna de carci-
nogénesis colorrectal asociada a inestabilidad mi-
crosatelital.

Objetivo: Determinar la prevalencia de expresion
de MLH1 y MSH2 en polipos serrados colorrectales
y establecer correlacion con caracteristicas cito-ar-
quitecturales y morfoldgicas.

Métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo de 164
polipos serrados colorrectales. Se evaluaron sus
caracteristicas morfoldgicas, cito-arquitecturales
y la expresion por inmunohistoquimica de los ge-

Pélipos, podlipos
serrados, cancer
colo-rectal, genes,
carcinogénesis,
Ecuador.

m Abstract

Keywords:
Polyps, colorectal
neoplasms, serra-
ted polyps, genes,
carcinogenesis,
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Introduction: Serrated po-
lyps of the large intestine
comprise a diverse group of
lesions of the colonic muco-
sa that includes hyperplas-
tic polyps, sessile serrated
adenomas and traditional
serrated adenomas. These lesions have been con-
sidered precursors of colorectal carcinogenesis asso-
ciated with microsatellite instability.

Objective: To determine the prevalence of the MLH1
y MSHZ2 mutations in serrated polyps and to corre-
late with morphological and cytoarchitectural cha-
racteristics.

Methods: A descriptive study of 164 serrated colo-
rectal polyps was performed. Tissue microarray te-
chnique was used to analyze their morphological
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nes MLH1 y MSH2 en las diferentes regiones de las
criptas coldnicas.

Resultados: Se incluyeron: 159 pdlipos hiperpla-
sicos, dos adenomas sésiles serrados y tres adeno-
mas serrados tradicionales. No existid diferencia
significativa del grado de expresién para MLH1 y
MSH2 entre polipos hiperplasicos y adenomas se-
rrados. Ademas la expresividad fue disminuyendo
desde la base hacia la superficie de la cripta, donde
fue negativa. Este hallazgo no fue criterio suficien-
te de inestabilidad microsatelital.

Conclusiones: La prevalencia de la expresién de
MLHI y MSH2 fue similar en pélipos hiperplasicos
y adenomas serrados. No se encontrd correlacion
con caracteristicas cito-arquitecturales y morfolo-
gicas.

m Infroduccion

El desarrollo normal de la mucosa coldnica se basa
en la interaccién compleja de varios compartimen-
tos histoldgicos: criptas, ldmina propia y muscular
de la mucosa. Una cripta coldnica estd constituida
por tres regiones histolégicas: una regioén basal o
proliferativa, un estrato superficial o diferencia-
do y una regién intermedia dispuesta en medio
de las dos anteriores, cuyo comportamiento esta
mediado por vias de sefializacidon génica intra y
extracelular. En condiciones fisioldgicas normales,
la maduracién, la diferenciacién y la renovacion
del epitelio de la cripta colénica es gradual desde
la base hacia la superficie. En ciertas condiciones
existen patrones anormales de proliferacion y dife-
renciacion celular que pueden inducir cambios en
el fenotipo de la mucosa coldnica, dando origen a
lesiones benignas reversibles (pdlipos hiperplési-
cos) o malignas irreversibles (carcinoma).

Los pdlipos de la mucosa colorectal son un
conjunto de lesiones tumorales comunes en la
edad adulta. Son clasificados por sus caracteris-
ticas histoldgicas en pdlipos no neopldsicos (po-
lipo hiperpldsico o metaplasico), que carecen de

and cytoarchitectural features and immunohisto-
chemical expression of the MLHI and MSH2 muta-
ted genes in different regions of the colonic crypts.
Results: One-hundred and fifty-nine hyperplastic
polyps, 2 sessile serrated adenomas and 3 traditio-
nal serrated adenomas were included. There was
no significant difference in the immunohistoche-
mical expression between hyperplastic polyps and
serrated adenomas for MLHI1 and MSH2. Moreover,
the degree of expression decreased from the base
toward the surface of the crypt where it was negati-
ve. This finding was not a sufficient to qualify for
microsatellite instability.

Conclusions: The prevalence of the MLHI and
MSH2 mutated genes were similar between hyper-
plastic polyps and serrated adenomas. No correla-
tion was found with morphological and cytoarchi-
tectural characteristics.

potencial maligno y pélipos neoplasicos (adenoma
convencional) considerados lesiones pre-malignas,
implicadas en la secuencia adenoma-carcinoma de
la carcinogénesis coldnica. El término pdlipo serra-
do se aplica a un grupo heterogéneo de lesiones
cuya caracterfstica histolégica comun es la arqui-
tectura serrada que adopta el epitelio colorrectal.
Este grupo incluye: pdlipo hiperplésico (PH), ade-
noma sésil serrado (ASS) y adenoma serrado tradi-
cional (AST).37

En las dos tltimas décadas el estudio de lesio-
nes serradas ha ganado gran relevancia, al punto
de llegar a considerar a los pélipos serrados como
lesiones premalignas dentro del espectro de una
via alterna de la carcinogénesis colorrectal: la “via
serrada” asociada a inestabilidad micro-satelital
(IM). Entre las alteraciones genéticas y molecula-
res identificadas tenemos: mutacién o hipermeti-
lacién enlos genes BRAF, KRAS, APC, pS3 y enel sis-
tema Mismatch Repair (MMR), grupo de genes que
corrige errores durante la replicacién del ADN.%12
El sistema MMR estd constituido badsicamente por
cuatro genes: MLHI1, MSH2, MSH6 y PMS2 cuyas
mutaciones, especialmente de MLH1 y MSH2, oca-
sionan inestabilidad de micro-satélites (IM). Para
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algunos autores existe controversia con respecto a
la presencia o no de IM en pdlipos serrados, sobre
todo en polipos hiperplasicos.!3"°

m Objetivo

Determinar la prevalencia de expresion de MLH1 y
MSH2 en pélipos serrados colorrectales y estable-
cer correlacién con caracteristicas cito-arquitectu-
rales y morfolégicas.

m Mciodos

Se revisaron los informes de histopatologia del Ser-
vicio de Patologia del Hospital Metropolitano de
Quito, Ecuador, de especimenes obtenidos por co-
lonoscopia, de pacientes adultos con edades entre
20 y 70 anos, de ambos sexos, durante el perio-
do comprendido de enero a diciembre de 2009. Su
localizacién fue dividida en cinco regiones: ciego,
colon ascendente, colon transverso, colon descen-
dente y recto-sigmoides. Seleccionamos aquellos
casos con diagndstico de pélipo hiperpldsico, ade-
noma sésil serrado y adenoma serrado tradicional.
Se excluyeron los casos de adenomas puros (tubu-
lar, velloso, tubulo-velloso), pdlipos hiperplasicos
incipientes (menores de 3 mm), pacientes con an-
tecedentes de poliposis familiar, adenocarcinoma
colorrectal, enfermedad inflamatoria intestinal e
individuos menores de 20 afios y mayores de 70
anos. Se eliminaron todas aquellas muestras en las
que se detectaron fallas de técnica de inmunohis-
toquimica o agotamiento de tejido. Todas las biop-
sias fueron fijadas en formol y embebidas en pa-
rafina, posteriormente cortadas a 4 pm de espesor
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y finalmente tenidas con hematoxilina/eosina. Se
revisaron las laminillas de los casos seleccionados
para confirmar el diagnéstico histopatolégico de
acuerdo a los criterios actualmente aceptados.
Seleccionamos los pdlipos serrados distribuidos
indistintamente a lo largo del colon y recto-sig-
moides. Finalmente elaboramos manualmente los
micro-arreglos tisulares (Figura 1).20

Se realiz6 un estudio epidemiolégico descrip-
tivo de conjunto, con la finalidad de establecer
la prevalencia de expresion de genes del sistema
MMR en pdlipos serrados colorrectales. La infor-
macion del presente estudio fue recopilada en un
formulario especifico creado para el efecto, a par-
tir del cual se cred una base de datos en Microsoft
Excel para su posterior limpieza y andlisis en Epi-
Info 2000.

Técnica de Inmunohistoquimica. En seccio-
nes de 4 pm de micro-arreglo tisular se realizo
técnica de inmunohistoquimica aplicando los an-
ticuerpos MLH1 y MSH2 (Cell Marque 6600 Sierra
College Blvd. Rocklin, CA 95677 USA), siguiendo
métodos estandarizados. Las células estromales,
poblacién linfoide y mucosa colénica normal sir-
vieron de controles positivos internos para evaluar
la expresiéon normal de estos genes. Las lesiones
polipoides mostraron expresién nuclear normal,
pérdida parcial o total (Figura 2).

Andlisis estadistico. El calculo de la muestra
se planted para universo infinito y considerando
la condicién cualitativa de la variable de estudio,
empleando la siguiente férmula: n = pxqxz2/e2.
Donde: p = probabilidad de ocurrencia (21%) =
0.21'* q = probabilidad de no ocurrencia (79%) =

M Figura 1. a) Micro-arreglo Tisular H/E b) Pélipo hiperplasico: arquitectura serrada y criptas orientadas perpendicularmente a la muscular de la mucosa, HE
x4. ¢) Adenoma Sésil Serrado: dilatacion o ramificacion de las criptas de la base con células caliciformes ectopicas, HE x10. d) Adenoma Serrado Tradicional:
arquitectura vellosa y serrada, criptas ectopicas con citoplasma amplio y eosindfilo, HE x10.
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M Figura 2. a) Pérdida de expresion nuclear del gen MLH1 en la to-
talidad de un PH (x10). b) Expresion nuclear para MLH1 decrecien-
te desde la base hacia la superficie en un PH (x4). c) Expresion nu-
clear para MSH2 decreciente desde la base hacia la superficie en un
PH (x4). d) Expresion nuclear variable para MLH1 en el tercio basal
de un AST (x40). e) Patrones combinados de expresion para MLH1,
en el estrato superficial de un PH (x10). Control interno presente en
todos los casos.

0.79, z = nivel de significacién (95%) = 1.96, e =
error de inferencia (8%) = 0.08. Reemplazando: n
= 0.21 x 0.79 x 1.96?/ 0.08% = 129. El tamafo mi-
nimo requerido fue de 129 muestras. Las variables
cuantitativas se expresaron en promedios y des-
viaciones estandar y las cualitativas en frecuen-
cias simples y porcentajes. El grado de relacién
entre las caracteristicas citoarquitecturales de los
polipos y la presencia de inestabilidad microsateli-
tal se hizo empleando Chi cuadrada, en tanto que
el grado de correlacién se establecié empleando
Coeficiente de Contingencia de Pearson. La pre-
valencia de inestabilidad se expresé en porcentaje
acompanada de su correspondiente intervalo de
confianza a 95%. Las diferencias de prevalencia
de expresividad se establecieron empleando ¢t de
diferencia de proporciones para grupos no inde-
pendientes. Para todas las pruebas diferenciales
se acept6 como valido un nivel de significacién de
95% (alfa = 0.05).

m Resultados

Se estudiaron un total de 164 pdlipos serrados
provenientes de igual nimero de pacientes: 159
polipos hiperplésicos (PH), dos adenomas sésiles
serrados (ASS) y tres adenomas serrados tradicio-
nales (AST). La edad promedio de los pacientes fue
de 54.8 + 9 afios (rango: 24 a 69 afos), con 52.4%
(n = 86) de hombres.

En cuanto a las caracteristicas endoscdpicas
de los polipos, 63.4% (n = 104) fueron sésiles. Al
analizar su localizacién, predominaron los ubi-
cados en recto-sigmoides (62.2%). En cuanto al
nimero de pdélipos encontrados, la mediana fue
de dos (rango: 1 a 15). El didmetro mayor de los
polipos estudiados fue de 4.3 mm (rango: 3 mm
a 25 mm). Al analizar el tipo histolégico de pdli-
po, 97% (n = 159) fueron podlipos hiperpldsicos y
los restantes fueron adenomas serrados (2 ASS y
3 AST).

Cuando se realiz6 la determinacién de la ex-
presion de genes MLH1 y MSH2, se detectaron fa-
llas de técnica (1.8% y 3%, respectivamente), asi
como agotamiento de tejido (12.8% y 17.7%, res-
pectivamente) y estos casos fueron excluidos del
analisis. La prevalencia de expresion de MLH1 y
MSH2, por tipo histoldgico se detalla en la Tabla
1. Unicamente 2 PH mostraron pérdida de expre-
sién nuclear en toda la lesién para el gen MLHI.
La prevalencia de expresion por tipo de marcador
MLH1 y MSH2, por zona histoldgica, se presentan
en la Tabla 2.

m Discusion

El presente estudio trata de determinar la preva-
lencia de expresion de genes del sistema MMR en
164 biopsias de lesiones polipoides serradas colo-
rrectales, por técnica de inmunohistoquimica de
los genes MLH1 y MSH2, cuya funcion alterada o
deficiente se ha propuesto como via alterna de his-
togénesis en pdlipos serrados (hiperplasicos y ade-
nomas serrados) colorrectales. Existe controversia
sobre la presencia o no de expresion nuclear en
polipos serrados.?*?

Este es el primer estudio realizado en Ecuador,
que investiga el comportamiento de las lesiones se-
rradas aplicando esta técnica. En nuestra muestra,
predominaron los hombres, dato semejante a otras
series, a pesar de que no se describe asociacion de
riesgo por género.?**En cuanto a las caracteristicas

Rev Gastroenterol Mex, Vol. 76, Num. 4, 2011



M Tabla 1. Expresion por tipo histoldgico de pélipo serrado.

MARCADOR n (%)

Tipo histolégi
1PO MSIOI08ICO 1" HIT (n=140) | MSH2 (n=130)
Pélipo hiperpldsico (PH) 135 (95) 125 (96.1)
Adenoma sésil serrado
(ASS) 2 (1.4) 2 (1.5)
Adenoma serrado
tradicional (AST) 3L 22
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M Tabla 2. Prevalencia de expresion nuclear por tipo de marcador y zona
histoldgica.

Marcador - Prevalencia
% (IC 95%)
MLHI (n = 140) | MSH2 (n = 130)
98.6 (96.6 - 100) 100 (NC)
96.4 (99.3-99.5) | 96.2 (92.9 - 99.4)
24.3 (17.2 - 31.4) 51.5 (42.9-60.1)

Zona histolégica

Cripta (Base)
Intermedia

Cripta (Superficie)

endoscdpicas de los podlipos analizados, la mor-
fologia predominante fue la sésil, hallazgo simi-
lar a los resultados de otros estudios.’’** De igual
forma, prevalecieron los pdlipos ubicados en el
recto-sigmoides.?* Al valorar el grado de expre-
sién nuclear de los anticuerpos se observo franca
variacién segun la regioén histoldgica, pero no por
el tipo de pélipo. Unicamente en dos pélipos hiper-
plasicos se observé la pérdida de expresion para
MLH]1 en toda la lesion (Figura 2a). Algunas series
describen pérdida de expresiéon de MLH1 exclusi-
vamente en adenomas sésiles serrados, mientras
que otras mencionan pérdida de expresion en PH
y ASS localizados en el colon derecho.®** Llamo
la atencidén la constante expresiéon nuclear en las
células de la base de las criptas para MLH1 en
98.6% y para MSH2 en 100% de los casos. Di-
cha expresién fue disminuyendo de intensidad al
aproximarse a la superficie de la cripta donde es
negativa, hallazgos idénticos a los descritos pre-
viamente (Figuras 2b a 2d). Esto ultimo, estaria
asociado a alteraciones en el ciclo y proliferacién
celular o por acumulacién de sefiales inhibitorias
de apoptosis, especificamente descritas en polipos
serrados. Sin embargo, esta pérdida superficial de
expresion no es suficiente para establecer inestabi-
lidad microsatelital.** Una observacion inédita, fue
identificar en un mismo pdlipo patrones combi-
nados de expresion: parcelas de epitelio super-
ficial con predominio de positividad débil que al-
ternan con otras negativas y viceversa (Figura 2e).

Los datos que proporciona este estudio revelan
que en la poblacién estudiada no existe pérdida sig-
nificativa de expresion de genes MMR en poélipos
serrados. La prevalencia de ausencia de expresion
en polipos serrados (n = 140) para el gen MLH1
fue de 1.4%. Este hallazgo establece que la IM no
participa en la histogénesis de las lesiones poli-
poides serradas colorectales. No existid diferencia

NC = Intervalo de confianza no calculable

Se considera como no calculable un intervalo de confianza cuando uno de los limites del mismo
supera 100%, esto probablemente debido a un efecto del nimero sobre su formula general de
céleulo © _ s, \/ﬁ 0 cuando la caracteristica se presenta en 100% de la poblacién
estudiada. n

significativa de expresividad entre pélipos hiper-
plasicos y adenomas serrados (ASS y AST). El estra-
to superficial de lesiones serradas es heterogéneo
con alternancia de expresion nuclear para ge-
nes de IM. La pérdida de expresidén nuclear limita-
da a esta region del pdlipo serrado, no es criterio
suficiente de inestabilidad micro-satelital.

m Conclusion

La prevalencia de la expresién de MLH1 y MSH2
fue similar en los pdlipos hiperplasicos y los ade-
nomas serrados. Dicha expresion fue disminu-
yendo desde la base hacia la superficie de la cripta,
donde fue negativa. Este hallazgo no fue criterio
suficiente de inestabilidad micro-satelital.
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