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RESUMEN
Objetivo: Determinar la presencia de inestabilidad de microsatélites en pacientes con cáncer colorrectal usando el panel 
molecular Bethesda y discutir su importancia en pacientes con sospecha de cáncer colorrectal hereditario no polipósico 
(HNPCC) o con sospecha de síndrome de Lynch. Materiales y métodos: Se trabajó con muestras de sangre periférica y tejido 
tumoral de 28 pacientes con diagnóstico de cáncer colorrectal remitidos al laboratorio de Biología Molecular del Instituto 
Nacional de Enfermedades Neoplásicas (INEN) de Lima, bajo sospecha de Síndrome de Lynch. El ADN fue extraído utilizando 
kits de extracción de ácidos nucleicos para sangre periférica y tejido tumoral embebido en parafina. Se amplificaron los cinco 
marcadores microsatélites del panel Bethesda: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 y D17S250, por reacción en cadena de la 
polimerasa. El análisis de IMS fue realizado mediante electroforesis en chip en el bioanalizador Agilent 2100. Resultados: 
Del total de pacientes estudiados 11 tuvieron IMS alta (IMS-H) y uno no pudo ser totalmente clasificado quedando como 
IMS-H/IMS-L. En todos los casos de IMS-H tanto BAT25 como BAT26 resultaron inestables. La IMS-H en estos pacientes 
indica mayor probabilidad de HNPCC o síndrome de Lynch, lo cual debe ser contrastado con el análisis genético de los genes 
MMR. Conclusión: La técnica permitió determinar cuáles son los pacientes que deben continuar con el estudio de los genes 
del sistema de reparación de mal apareamiento del ADN, para establecer si estamos frente a casos de HNPCC o ante casos de 
cáncer colorrectal esporádicos.
Palabras clave: Cáncer colorrectal; Inestabilidad de microsatélites; Síndrome de Lynch; Reacción en cadena de la polimerasa 
(fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT
Objective: To determine the presence of microsatellite instability in patients with colorectal cancer using the molecular panel 
Bethesda and discuss its significance in patients with suspected hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) or Lynch 
Syndrome. Materials and methods: We worked with samples of peripheral blood and tumor tissue of 28 patients diagnosed 
with colorectal cancer referred to the Laboratory of Molecular Biology of the Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas 
(INEN), Lima, with suspected of Lynch syndrome. DNA was extracted using kits of nucleic acid extraction of peripheral blood 
and paraffin-embedded tumor tissue. Five microsatellite markers of Bethesda panel were amplified: BAT25, BAT26, D2S123, 
D5S346 and D17S250, by polymerase chain reaction. IMS analysis was performed by electrophoresis on chip in the Bioanalyzer 
Agilent 2100. Results: Of the patients studied, 11 had high IMS (IMS-H) and one could not be fully ranked, staying as MSI-H 
/ IMS-L. In all cases of IMS-H both BAT26 and BAT25 were unstable. The IMS-H in these patients indicates high probability 
of HNPCC or Lynch syndrome; it must be contrasted with the genetic analysis of MMR genes. Conclusion: The technique 
allowed determine which patients have to continue with the study of system mismatch repair genes, for establish whether we 
facing to HNPCC or sporadic colorectal cancer.
Key words: Colorectal cancer; Microsatellite instability; Lynch syndrome; Polymerase chain reaction (source: MeSH NLM).

INTRODUCCIÓN

La inestabilidad de microsatélites (IMS) corresponde 
a una vía molecular patogénica presente en alrededor 
del 15% de los casos de cáncer colorrectal (CRC) (1). 
Se origina cuando el sistema de reparación de mal 
apareamiento del ADN, conocido como sistema 
MMR, es disfuncional (2), lo cual conlleva a la 
acumulación de mutaciones originadas por la ADN 

polimerasa, como mutaciones puntuales, deleciones 
e inserciones (3). Las dos últimas se dan principalmente 
en las secuencias microsatélites, distribuídas 
ampliamente en nuestro genoma, y genera una 
disminución o aumento del tamaño de los microsatélites 
en las células cancerosas (3). A este cambio en la longitud 
de los microsatélites se le denomina inestabilidad de 
microsatélites (IMS). Así, la IMS es una huella genética 
de la disfunción del sistema MMR. 
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La IMS está presente en cáncer hereditario y 
esporádico, teniendo en ambos casos implicancias 
clínicas para el paciente. En cáncer de tipo hereditario 
se presenta en pacientes con síndrome de Lynch cuya 
etiología se debe a mutaciones germinales en los genes 
del sistema MMR (4). Este síndrome fue descrito por 
primera vez por Warthin AS en 1913 como cáncer de 
colon hereditario no polipósico (HNPCC), reportando 
una predisposición hereditaria a desarrollar cáncer 
de colon, estómago y endometrio (3). Es así que la 
detección de IMS es útil como herramienta de apoyo 
al diagnóstico en pacientes con sospecha clínica de 
síndrome de Lynch. 

La IMS tiene además valor predictivo de resistencia 
a terapia adyuvante basada en 5-fluorouracilo (5,6), lo 
cual ha sido estudiado principalmente en pacientes 
con CRC esporádico, existiendo pocos datos para 
los casos hereditarios (3,5). Aún así, en ambos casos 
la IMS presenta la misma biología, por lo que el 
beneficio de conocer el estatus de IMS colaboraría en 
el tratamiento del paciente con CRC, tanto en casos 
esporádicos como hereditarios. La IMS también ha 
sido asociada con pronóstico favorable, relacionado 
con la elevada infiltración de linfocitos observada 
en estos tumores, que indica un grado de respuesta 
inmunológica contra el tumor. Al respecto, se ha 
reportado que la células tumorales con IMS presentan 
péptidos inmunogénicos de cambio del marco de 
lectura (FSP, frameshift peptides), originados por 
deleciones e inserciones en microsatélites que se 
encuentran dentro de genes, como TGFRβII y BAX 
(5), alterando el marco de lectura y produciendo 
péptidos cuya secuencia y estructura son reconocidas 
como ajenas por el sistema inmunológico. El valor 
pronóstico también se ha asociado al bajo porcentaje 
de metástasis a órganos distantes que hacen las células 
tumorales con IMS (3).

Con la finalidad de analizar la IMS, Boland et al. (7) 
recomendaron el uso del panel Bethesda, el cual consiste 
en el análisis de cinco marcadores microsatélites, tres 
de repeticiones dinucleotídicas: D2S123, D5S346 y 
D17S250; y dos de repeticiones mononucleotídicas: 
BAT25 y BAT26. Se estableció que el 40% o más de 
los marcadores probados (≥2) deben encontrarse 
inestables para clasificar a un tumor con inestabilidad 
de microsatélites alta (IMS-H), el cual tiene aplicación 
clínica demostrada. Si solo un marcador es inestable 
se clasifica como inestabilidad de microsatélites baja o 
IMS-L, cuyo significado biológico y clínico aún no ha 
sido dilucidado (8).

En el presente trabajo realizamos un estudio en 
pacientes con diagnóstico de cáncer colorrectal 
y sospecha clínica de cáncer hereditario, para 
determinar inestabilidad de microsatélites 
utilizando el panel Bethesda. Se discute la 

implementación de la prueba molecular como 
análisis rutinario y se hace énfasis en el significado 
clínico de la prueba en pacientes con sospecha de 
síndrome de Lynch.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras analizadas

Se estudiaron 28 pacientes con diagnóstico de cáncer 
colorrectal evaluados inicialmente en el consultorio de 
Genética Médica del Instituto Nacional de Enfermedades 
Neoplásicas (INEN), bajo criterios clínicos de sospecha 
de predisposición genética a cáncer colorrectal (CRC). 
Las muestras de los pacientes seleccionados fueron 
remitidas al Laboratorio de Biología Molecular del INEN 
entre junio del 2013 a mayo del 2014. Cada paciente 
fue consultado bajo consentimiento informado respecto 
a su participación en el presente estudio. Se utilizaron 
muestras de sangre periférica, como tejido normal, 
y muestras de tumor embebido en parafina con un 
mínimo de 30% de tejido tumoral.

Extracción y cuantificación de ADN

La extracción de ADN a partir de sangre periférica 
se realizó empleando el kit PureLinkTM Genomincs 
DNA (InvitrogenTM) según protocolo modificado en 
nuestro laboratorio. El ADN de las muestras de tejido 
tumoral embebido en parafina fue extraído a partir de 
cuatro cortes de 5 µm de espesor, los cuales fueron 
desparafinados con xilol-alcohol y sometidas al kit 
QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen). El ADN fue 
cuantificado empleando la plataforma de cuantificación 
QubitTM con 1 µl de cada muestra, según indicaciones 
de manufactura

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplificaron por PCR los marcadores 
microsatélites BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 y 
D17S250 propuestos en el panel Bethesda(9). Para la 
implementación de la prueba se realizó una reacción 
de PCR para cada marcador, probando temperaturas 
de hibridización entre 50 a 58°C, concentraciones de 
cebadores entre 0,2 a 0,8 µM, y de ión Mg+2 entre 2 a 3 
mM. Luego se ensayaron dos PCR múltiplex, la primera 
con los marcadores BAT25 y D2S123, y la segunda con 
BAT26 y D17S250. En todos los casos se usó buffer 1X, 
300 µM de dNTPs, 0,6 unidades de Taq polimerasa de 
alta fidelidad Platinum® (InvitrogenTM) y 50 ng de ADN. 
Las condiciones de PCR fueron: 94 °C por 2 minutos; 
40 ciclos de 94 °C por 35 segundos, 52-58 °C por 40 
segundos, y 68 °C por 35 segundos; y una extensión 
final a 68 °C por 5 minutos. La estandarización fue 
realizada usando ADN extraído de sangre periférica y 
tejido tumoral parafinado.
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Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de PCR fueron analizados en gel 
de agarosa al 3% en buffer TAE 1X. La electroforesis 
se realizó en una cámara de electroforesis horizontal 
Fisher Biotecha 100 V por 60 minutos. El gel fue 
coloreado en SYBR® Safe por 20 minutos y observado 
en un transiluminador UV.

Electroforesis en chip en Bioanalizador y 
clasificación de inestabilidad

La determinación de IMS se realizó en el 
Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, 
Inc.) empleando el kit DNA 1000 LabChip y el 
software Agilent’s 2100 expert según protocolo 
modificado en nuestro laboratorio. Se compararon 
los patrones de cada marcador microsatélite entre 
tejido normal y tumoral. Se interpretó como marcador 
microsatélite estable (MSS) cuando el patrón obtenido 
fue el mismo en ambos tejidos; por otro lado, si se 
observaron diferencias se clasificó como microsatélite 
inestable (IMS). Se consideró que un tumor presenta 
inestabilidad de microsatélites alta (IMS-H) si al menos 
dos marcadores, de los cinco estudiados, resultaron 
inestables. 

RESULTADOS

Se estableció la concentración de ión Mg++en 
2,5 mM, de cebadores en 0,4 µM excepto para 
D5S346 que fue de 0,2 µM. Los cinco marcadores 
analizados amplificaron de forma específica en todo 
el rango de temperaturas de hibridización probadas, 
estableciéndose la temperatura a 55 °C para cada 
marcador (Figura 1A). La PCR múltiplex fue óptima 
mostrando la misma eficiencia de amplificación en 
cada marcador (Figura 1B) e indistinto si el ADN 
fue extraído sangre periférica o de tejido tumoral 
parafinado.

El grupo de pacientes evaluados estuvo constituido 
por individuos entre 25 y 65 años de edad, de ambos 
sexos. El análisis de IMS se realizó en un Bioanalizador 
Agilent 2100 comparando los patrones obtenidos entre 
tejido normal y tumoral (Figuras 2 y 3). Se detectó 
IMS-H en 11 de los 28 casos, todos menores de 50 
años y enviados por el consultorio de Genética del 

Figura 1. Implementación de la prueba de inestabilidad 
de microsatélites. A) PCR monoplex para los marcadores 
el Panel Bethesda empleando 55 °C de alineamiento. 
B) Derecha: PCR múltiplex combinando el marcador 
BAT25 con D2S123 (carril 2) y BAT26 con D17S25 (carril 
3), y monoplex para D5S346 (carril 1). Izquierda: Pesos 
moleculares (pb) propuestos para cada marcador (9). M: 
Marcadores de peso molecular (pb). D5S: D5S346. D2S: 
D2S123. D17S: D17S250. B25: BAT25. B26: BAT26.

INEN bajo sospecha de síndrome de Lynch/cáncer 
colorrectal no polipósico hereditario. BAT26 y BAT25 
fueron inestables en todos los casos positivos, siendo 
estos los marcadores más sensibles. En cuatro casos 
los marcadores D2S123 y/o D17S250 no pudieron ser 
amplificados (Tabla 1); sin embargo, el análisis del resto 
de marcadores fue suficiente para clasificar a estos 
tumores, excepto en un paciente en el cual no se pudo 
establecer IMS-H o IMS-L.
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Figura 2. Estabilidad de microsatélites (MSS). En los electroferogramas se observa una superposición perfecta 
entre los patrones obtenidos de tejido tumoral y tejido sano. En la parte inferior se observa el gel obtenido con los 
patrones de cada microsatélite, no se observan diferencias entre los patrones de bandas.
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Figura 3. Inestabilidad de microsatélites alta (IMS-H). Las flechas en los electroferogramas indican diferencias al 
superponer los patrones entre tejido tumoral y tejido sano. En la parte inferior se observa el gel obtenido con los 
patrones de cada microsatélite, las flechas resaltan los patrones alterados en tejido tumoral.
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DISCUSIÓN

El cáncer colorrectal, es el tercer cáncer más frecuente 
y cuarto cáncer más letal a nivel mundial (10). En el Perú 
corresponde al 3,3% de los casos de cáncer registrados 
entre el 2006 y 2011 (11). Tiene su inicio en lesiones en 
la mucosa epitelial del colon en donde se producen 
los primeros cambios genéticos que conducen al 
desarrollo de las células cancerosas (12). Se han propuesto 
tres vías patogénicas de desarrollo de estos tumores: 
inestabilidad cromosómica (INC), fenotipo metilador 
en las islas CpG (CIMP) e inestabilidad de microsatélites 
(IMS) (13). Por lo general, una de las tres vías predomina, 
por lo que raras veces se traslapan. La INC está asociada 
con la desregulación secuencial de genes supresores 
de tumores y oncogenes, tales como APC, KRAS, DCC/
SMAD4 y TP53. El CIMP consiste en una hipermetilación 
de las islas CpG en varios loci. Por su parte, la IMS se 
presenta en los casos con síndrome de Lynch y en 
tumores esporádicos, y es causada principalmente por 
la inactivación del sistema reparador del ADN por mal 
apareamiento o sistema MMR. 

La IMS representa 15% de los casos de CRC, aunque 
ello depende de la población en estudio, siendo del 
15% en Estados Unidos, 20 al 45% en afroamericanos 
y de hasta 37% en población egipcia (13-15). Del total de 
casos de IMS un 20% corresponden a síndrome de 
Lynch, mientras que el 80% restante forman parte de 
un CRC esporádico (13). En general las características 
de los tumores con IMS suelen presentarse en el colon 
proximal, ser diagnosticado en estadios patológicos 
bajos (13) y caracterizarse histológicamente por abundante 
infiltración de linfocitos al tumor, pobre diferenciación, 
células en anillo de sello y fenotipo mucinoso (16). 

La IMS representa la disfuncionalidad del sistema 
MMR, y de sus principales genes componentes: MLH1, 
PMS2, MSH2 y MSH6 (2,3). El fallo del sistema MMR 
lleva a la célula a un estado de inestabilidad genética 
en el cual se produce acumulación de mutaciones 
durante la replicación del ADN. La acumulación es 

Tabla 1. Resultados del análisis de inestabilidad de microsatélites de los pacientes.

Muestra Marcadores microsatélites del Panel Bethesda ConclusiónBAT25 D2S123 BAT26 D17S250 D5S346
1 Inestable E Inestable N.A. E IMS-H
2 Inestable Inestable Inestable Inestable E IMS-H
3 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
4 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
5 Inestable Inestable Inestable Inestable Inestable IMS-H
6 Inestable Inestable Inestable E Inestable IMS-H
7 Inestable E Inestable N.A. E IMS-H
8 Inestable E Inestable Inestable Inestable IMS-H
9 Inestable Inestable Inestable E E IMS-H

10 Inestable N.A. Inestable N.A. E IMS-H
11 Inestable Inestable Inestable E E IMS-H
12 E E Inestable N.A. E IMS-L/IMS-H

13-28 E E E E E MSS
MSS: microsatélites estables. IMS-H: inestabilidad de microsatélites alta. IMS-L: Inestabilidad de microsatélites baja. E: estable. N.A.: No amplificó.

especialmente evidente en las secuencias repetitivas 
cortas o microsatélites, debido a la poca eficacia 
que tiene la ADN polimerasa de unirse a secuencias 
repetitivas durante la replicación (2). Es así que una célula 
con el sistema MMR deficiente es incapaz de reparar 
los errores ocurridos en estas regiones produciendo 
un cambio en la longitud del microsatélite, situación 
conocida como inestabilidad de microsatélites.

La aparición temprana de CRC con IMS está relacionada 
con la inactivación de los genes MMR producida por 
mutaciones germinales. Por otro lado, la aparición tardía 
suele desarrollarse en un contexto de hipermetilación 
que lleva al silenciamiento del gen MLH1 (4,13). Así, en un 
paciente menor a 60 años con CRC e IMS la probabilidad 
de cáncer de tipo hereditario (síndrome de Lynch) es 
mayor, siendo importante establecer el estatus de IMS 
como estrategia inicial de estudio en estos pacientes. La 
prueba que permite confirmar el síndrome de Lynch es 
el secuenciamiento de los genes MMR, proceso bastante 
complejo si consideramos el número y tamaño de los 
genes implicados, además de la complejidad de las 
mutaciones que se pueden encontrar. En ese contexto, 
se deben realizar dos análisis complementarios antes 
del secuenciamiento: expresión de proteínas MMR por 
inmunohistoquímica (IHC) y el análisis de la mutación 
V600E del gen BRAF. La primera indicará qué genes del 
sistema MMR estarían disfuncionales, y la segunda, si 
fuera positiva a la mutación, determinará en el paciente 
CRC esporádico (17,18). Ambas pruebas aumentan la 
efectividad del tamizaje disminuyendo el número de 
casos que pasarían a ser analizados por secuenciamiento 
de los genes MMR.

Respecto a la prueba de inmunohistoquímica (IHC) 
para detección de proteínas MMR, ha mostrado elevada 
sensibilidad y especificidad para la identificación de 
pacientes con los genes MMR disfuncionales. Debido 
al bajo costo, fácil implementación y sensibilidad de 
la metodología, algunos autores la prefieren sobre la 
prueba de IMS. Sin embargo, la IHC tiene la desventaja 
de que la tinción puede ser heterogénea en todo el 
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tumor, afectando la sensibilidad del test (19). Esta 
dificultad se ha descrito en la detección de la expresión 
proteica del gen MLH1, cuya mutación abarca hasta el 
50% de todos los casos de síndrome de Lynch (2,19,20). 
Además, en los tumores puede ocurrir pérdida parcial 
o incompleta de la expresión proteica, dificultando 
la interpretación del resultado. Por lo indicado, se 
recomienda realizar tanto la IHC como el análisis de 
IMS para concluir sobre un caso en particular (21). 

La IMS se determina usando cinco marcadores 
microsatélites: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 
y D17S250; que en conjunto constituyen el panel 
Bethesda (7). Respecto al estatus de IMS se ha establecido 
tres categorías: estabilidad de microsatélites (MSS), 
inestabilidad de microsatélites baja (IMS-L) e inestabilidad 

de microsatélites alta (IMS-H), siendo este último el 
que posee las aplicaciones clínicas descritas (8). Para la 
clasificación de IMS-H se debe considerar que al menos 
dos de los cinco marcadores sean inestables, es decir, el 
tamaño de dichos microsatélites es distinto entre tejido 
tumoral y tejido sano. Sin embargo, la observación de 
dicho evento depende de la metodología utilizada: 
electroforesis en geles de poliacrilamida, electroforesis 
capilar o electroforesis en chip. En el presente trabajo 
se utilizó electroforesis en chip, metodología para 
realizar electroforesis de alta resolución, que identifica 
un microsatélite inestable cuando de la comparación 
entre tejido sano y tumoral, resultan dos patrones 
distintos, no observándose necesariamente diferencias 
en la longitud del marcador. Si bien los otros dos tipos 
de electroforesis son los más utilizados debido a que la 

Figura 4. Algoritmo empleado para la búsqueda de pacientes con HNPCC/síndrome de Lynch. El algoritmo comienza con 
el enrolamiento de un paciente con edad menor a 60 años según los criterios establecidos de Amsterdam I, Amsterdam 
II y Bethesda. Sistema MMR: Sistema de reparación de mal apareamiento del ADN. IHC: inmunohistoquímica.
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lectura es mucho más sencilla, la electroforesis en chip 
es una metodología rápida y poco compleja, con una 
sensibilidad comparable a las otras metodologías (22,23).

En el presente trabajo se reporta la estandarización de 
la metodología para el análisis de los cinco marcadores 
microsatélites del panel Bethesda: BAT25, BAT26, 
D2S123, D5S346 y D17S250, el cual culminó con el 
establecimiento de un protocolo de PCR múltiplex para su 
análisis en un bioanalizador mediante electroforesis en chip. 
Se encontraron 11 pacientes con IMS-H. Considerando 
que estos pacientes fueron enviados por el consultorio de 
Genética del INEN por sospecha de síndrome de Lynch, 
los siguientes pasos serían complementar el estudio 
evaluando la inmunohistoquímica (IHC) de expresión de 
proteínas MMR, buscar la mutación V600E del gen BRAFy 
el subsecuente análisis de mutaciones en los genes MMR 
de los casos negativos para V600E del BRAF. Los genes 
a evaluar serán determinados por la inmunohistoquímica 
(IHC). Este procedimiento forma parte de un algoritmo 
establecido para la búsqueda de casos de Síndrome de 
Lynch/HNPCC (Figura 4). 

En conclusión, la inestabilidad de microsatélites es 
una vía molecular del cáncer colorrectal cuya detección 
constituye un tamizaje molecular de pacientes con 
sospecha de síndrome de Lynch. Posee además valor 
predictivo de resistencia a tratamiento con 5-fluorouracilo. 
La implementación de la prueba de IMS en el laboratorio 
de Biología Molecular del INEN permitió definir a los 
pacientes que entrarían en los subsecuentes estudios, 
tales como detección de la mutación V600E del gen BRAF 
y el secuenciamiento de los genes del sistema MMR, con 
miras a determinar un diagnóstico genético definitivo.

Conflicto de interés: Los autores declaran no tener 
conflictos de interés en la concepción, desarrollo y 
publicación del presente trabajo.
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