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Resumen

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
demografica y molecularmente las familias con
diagnéstico de sindrome de Lynch en base a
estudios genéticos. Se utiliz6 la base prospectiva
del Registro de Epidemiologia Molecular de
Cancer Colorrectal (REM-CCR) del Hospital
Italiano de Buenos Aires (Clinical trials.gov
NCT02781337). El criterio de inclusién fue que
tuvieran hecho un estudio genético entre 1996 y
2017 (secuenciaciény/odeterminaciondegrandes
rearreglos de al menos un gen reparador de error
de apareamiento). Se analizaron 50 familias
con los criterios de Amsterdam. En 23 (46%)
se identificaron variantes patogénicas (n=19) y
probablemente patogénicas (n=2). E1 28.6% de
las variantes patogénicas fueron originalmente
descritas en esta serie, entre ellas la variante
c.1911del en el exén 12 de MSH?2 identificada en
una familia con agregacién de cancer de mama.
Fue identificada una mutacién fundadora de
Piamonte, Italia (c.2252_2253del). Los genes
afectados incluyeron MSH2 (13 variantes)
MLH]1 (9 variantes) y PMS2 (1 variante). La
tasa de deteccion de mutaciones fue del 46%.
Entre las familias con mutacién identificada
(n=23), se detect6 una edad mediana de inicio del
cancer menor (46 vs. 50 afios, p=0.02) y mayor
incidencia de tumores extra-colorrectales (90.5%
vs. 45.8%, p <0.01), que las 27 sin mutaciones.
La implementacién de estudios genéticos
permitié caracterizar variables demograficas
en base a la identificacion de mutaciones
germinales asociadas al sindrome de Lynch,
identificandose dos grupos diferenciados por la
edad de afectacién y la incidencia de tumores
extracol6nicos.

Palabras clave: sindrome de Lynch, cdncer
hereditario, sindrome familiar X, asesoramiento
genético, genes de reparacién

Abstract

The aim of this study was to characterize
demographically and molecularly families
diagnosed with Lynch syndrome based on
genetic studies.

Families with a genetic study performed between
1996 and 2017 (sequencing and/or determination
of large rearrangements of a mismatch repair
gene at least) were selected from the prospective
database REM-CCR of Hospital Italiano de
Buenos Aires (Clinical trials. Gov NCT02781337).

Fifty families fulfilled Amsterdam criteria were
analyzed. Pathogenic variants were found in 23
out of 50 (46%) families, being 21 pathogenic and
2 likely pathogenic. The 28.6% of the pathogenic
variants were originally described in this series.
Among them, the variant ¢.1911del in MSH2 in
a family with breast cancer aggregation and a
founder MLHI mutation from Piedmont, Italy
(c.2252_2253del) were identified. Affected genes
include MSH2 (13 variants), MLH1 (9 variants),
PMS2 (1 variant). Mutations detection rates was
46%. Those families with an identified mutation
(n=23) had a lower median age of cancer onset
(46 vs. 50 years, p=0.02) and a higher incidence of
extra-colorectal tumors (90.5% vs. 45.8%, p<0.01)
than those without identified mutations (n=27).

The implementation of genetic studies allowed
characterizing demographic variables based
on the identification of germline mutations
associated with Lynch syndrome. Two groups,
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differentiated by the age of cancer onset and
the incidence of extracolonic tumors were
characterized.

Key words: Lynch syndrome, hereditary cancer,
family syndrome X, genetic counseling, mismatch
repair gene

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores
malignos mas frecuentes a nivel mundial, es
la segunda causa de muerte por cancer en la
Argentina y constituye un problema de salud
a nivel mundial’?. Se estima que nuestra
poblacién presenta mayor incidencia de CCR en
comparacién con otros paises de Latinoamérica
y se asemejaria a la incidencia de la poblacién
hispana de EE.UUZ2. El CCR resulta de la
interaccién entre factores ambientales, genéticos
e inflamatorios*® y su biologia es heterogénea.
Se describen clasicamente dos vias moleculares:
la inestabilidad cromosémica y la inestabilidad
microsatelital (IMS)*. Esta ultima se debe a la
alteracion de los genes del sistema de reparacién
del ADN denominados Mismatch Repair Genes y
produce una acumulacién de errores en la regién
de microsatélites del ADN. Esta alteracion puede
ser consecuencia de una metilacion somética
del promotor del gen MLHI en las formas
esporadicas o por mutaciones germinales de los
genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 o EPCAM en
el sindrome de Lynch (SL)®.

Aproximadamente 70-80% de los CCR
corresponden a casos esporadicos, 20%
corresponden a casos familiares y 10% a los casos
hereditarios. El SL constituye el sindrome de
susceptibilidad hereditaria al CCR més frecuente
y corresponde al 3% de los casos incidentes. Se
caracteriza por una mayor incidencia de tumores
en el colon derecho (60-80%), mayor prevalencia
de tumores sincréonicos y metacrénicos (16% a
los 10 anos), ser pobremente diferenciados con
variantes de células en anillo de sello o medular
y presentar infiltrado tipo Crohn o linfocitos
intratumorales (TILs).

La presencia de IMS resulta un marcador con
potencial valor predictivo ya que la supervivencia
y la respuesta al tratamiento quimioterapico
resulta en un menor beneficio con el tratamiento
basado en 5-fluorouracilo™®.

Hasta hace pocos aios, el diagnéstico del SL se
basaba en los criterios de Asmterdam® y los
términos de cancer hereditario no asociado a

poliposis (HNPCC) y SL eran sinénimos. Méas
recientemente, la definicion de SL exige la
deteccion de una mutacion germinal asociada
al mismo. Si en el contexto de una familia
con criterios de Amsterdam no se identifica
una mutaciéon, se han propuesto los términos
“Cancer Familiar X” cuando no hay evidencia
de IMS y sindrome “Lynch-Like” cuando la hay.
El objetivo de este trabajo fue describir las
caracteristicas clinicas y las variantes genéticas
de los individuos incluidos en el Programa de
Cancer Hereditario del Hospital Italiano de
Buenos Aires (Pro.Can.He) en relacion al SL
y comparar las familias con y sin variantes
patogénicas identificadas.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio observacional de corte
transversal. Se incluyeron todas las familias que,
entre 1996 y 2017, fueron evaluadas clinicamente
y en las que se implementaron estudios genéticos.
Las mismas fueron agrupadas de acuerdo
a los criterios de Amsterdam (Tabla 1). Se
utilizaron las bases Pro.Can.He (1996 al 2010)
y la del Registro de Epidemiologia Molecular
del Hospital Italiano, REM-CCR (2010 a la
actualidad, Clinical trials.gov NCT02781337),
que integran e incluye caracteristicas clinicas,
anatomopatoldgicas y genéticas.

Tabla 1. Criterios de Amsterdam
Criterios de Amsterdam |

Al menos tres familiares con CCR, de los cuales:

1. Uno debe ser familiar de primer grado de los otros dos
2. Al menos 2 generaciones sucesivas afectadas
3. Al menos uno con CCR diagnosticado antes de los 50 afios

Se debe excluir poliposis adenomatosa familiar
Criterios de Amsterdam Il

Al menos 3 familiares con CCR, cancer de endometrio, intestino delgado,
uréter o pelvis renal, de los cuales:

¢ Uno de los afectados debe ser familiar de primer grado de los otros dos
¢ Al menos dos generaciones sucesivas afectadas
e Al menos un tumor diagnosticado antes de los 50 afios

Se debe excluir poliposis adenomatosa familiar

CCR: Céncer colorrectal

Todos los pacientes realizaron una consulta de
asesoramiento genético. Esta consulta incluyé
la estimaciéon del riesgo en funcion de las
caracteristicas clinicas (antecedentes familiares
de CCRuotros tumores),la confeccién de una ficha
en la historia clinica y pedigree o genealogia del
sujeto en riesgo. La eleccion del estudio solicitado
se bas6 en las recomendaciones internacionales
de manejo de este grupo de individuos. Una vez
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realizados los estudios moleculares o genéticos
se discutieron los hallazgos con un equipo
multidisciplinario y se realizé la interpretacion
clinica.

El analisis molecular se llevé a cabo a partir
de ADN genémico obtenido de muestras de
sangre periférica. Todos los especimenes fueron
recolectados luego de la administracion del
correspondiente  consentimiento informado,
conforme a los lineamientos del CEPI (Comité de
Etica y Protocolos de Investigacién). Durante los
afnos iniciales se realizé la busqueda de variantes
MHL]1 y MSH2 mediante electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante (DGGE) y fueron
secuenciados aquellos exones con patrones DGGE
aberrantes. Posteriormente, y hasta inicios del
2015, la busqueda de variantes se llevé a cabo
mediante la amplificacién por PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) de exones y regiones
intrénicas adyacentesdelosgenes MLH1yMSH?2.
Los productos obtenidos fueron visualizados en gel
de agarosa al 2% y posteriormente secuenciados
por electroforesis capilar (ABI3730xl DNA
Analyzer Applied Biosystems). A partir de dicho
ano, la secuenciacion de los genes MMR se
realiz6 mediante Post-Light-Ion semiconductor
Sequencing, Net Generation Sequencing (NGS),
plataforma Personal Genome Machine® System
(Life Technologies). La libreria de los genes MLH 1/
MSH2/MSH6/PMS2/MUTYH fue desarrollada
por AMPLISEQ™ para amplificar regiones
exOn-intréon. Los primers utilizados para la
secuenciacién por NGS amplifican el 100% de la
secuencia codificante de los genes mencionados,
excepto PMS2 (aproximadamente el 90% de su
secuencia codificante), por lo cual las regiones
con baja cobertura y mutaciones clinicamente
relevantes de este gen son confirmadas por
la reacciéon de Sanger. Cuando no se hallaron
mutaciones por secuenciacién, las muestras
fueron analizadas mediante la técnica Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification o MLPA
(Kit Salsa Probemix P003 MRC Holland®) y
posteriormente secuenciadas para la deteccion
de grandes rearreglos. Las variantes fueron
clasificadas siguiendo los estdndares y guias
para la interpretacion de variantes del American
College of Medical Genetics and Genomics y la
Association for Molecular Pathology (clase 1:
variante benigna, clase 2: variante probablemente
benigna, clase 3: variante de significado incierto,
clase 4: variante probablemente patogénica,
clase 5: variante patogénica). La base de datos
InSiGHT fue consultada para determinar el
grado de significancia clinica de las variantes

detectadas. Aquellas variantes con significancia
clinica incierta o no informadas fueron
analizadas in silico con los software PolyPhen,
SIFT y Human Splicing finder 3.0.

Resultados

Se analizaron un total de 50 familias con los
criterios de Amsterdam, incluyendo pruebas
realizadas por colaboraciones internacionales.
En 23 de ellas (46%) se identificaron un total de
21 variantes patogénicas (19) o probablemente
patogénicas (2) (Tabla 2). La alteracién que se
encontré con mayor frecuencia fue el cambio
sin sentido (5/21), que representa el 23.8%.
Entre los cambios que se encontraron hubo 4/21
cambios de sentido, 4/21 cambios en el marco
de lectura, 3/21 pequenios rearreglos, 3/21
cambios en el sitio de empalme y 2/21 grandes
rearreglos. E1 28.6% (6/21) de las variantes
patogénicas fueron originalmente descritas en
esta serie, entre ellas la variante ¢.1911del en
el ex6n 12 de MSH2 que genera un corrimiento
del marco de lectura y la generacion de un
codén stop prematuro [p.(Arg638Glyfs*47)]
identificada en wuna familia con marcada
agregacion de cancer de mama. Adicionalmente,
fue identificada una mutacion fundadora de
Piamonte, Italia.Los genes afectados incluyeron
MSH2 (13 variantes), MLH1 (9 variantes),
PMS2 (1 variante). La tasa de deteccion de
mutaciones fue de 46% (23 de 50). Entre las
familias estudiadas, aquellas con mutacién
identificada (n=23), tuvieron una mediana de
edad de inicio del cancer menor (46 vs. 50 aios,
p=0.02) y mayor incidencia de tumores extra
colénicos (90.5% vs. 45.8%, p <0.01), que las 27
sin mutaciones identificadas.
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Tabla 2. Detalle de las variantes patogénicas (clase 5) y variantes probablemente patogénicas (clase 4)

Gen Variante Cambio proteico Exon/Intron Clasificacion Referencias N _d_e Cr!tgrlo Tipo de mutacion
familias clinico
MLH1 c.199G>A p.Gly67Arg 2 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAl Cambio de sentido
MLH1 c.676C>T p.Arg226* 8 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAl Sin sentido
MLH1 c.677G>A p.Arg226GIn 8 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAll Cambio de sentido
c.1852_ ) . Delecidn sin cambio del
MLH1 1854del p.Lys618del 16 Clase 5 InSiGHT, UMD 3 CAl; CAll marco de lectura
MLH1 ++(.1890dupT p.ASp631* 16 Clase 5 INSIGHT 1 CA Cambio def marco
de lectura
MLH1 2252 2253del  p.Lys751Serfs 19 Clase 5 INSIGHT, UMD 1 CAIl Cambio del marco
de lectura
MSH2 c.(?_-68)_211+7del 1 Clase 5 InSIGHT 1 CAl Delecion
MSH2 ++C.166G>T p.Glu56* 1 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAll Sin sentido
MSH2 €.289C>T p.GIn97* 2 Clase 5 InSiGHT 1 CAll Sin sentido
MSH2 +¢,388_389del p.GIn130Valfs 3 Clase 5 INSIGHT 1 CAIl Cambio del marco
de lectura
MSH2 +.484G>A p.Gly162Arg 3 Clase 5 INSIGHT 1 CAll Cambio de sentido
MSH2 ¢.1046C>G p.Pro349Arg 6 Clase 5 InSiGHT 1 CAl Cambio de sentido
MSH2 ¢.1077-?_1276+7del 7 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAll Delecion
MSH2 c.1861C>T p.Arg621* 12 Clase 5 InSiGHT, UMD 1 CAll Sin sentido
MSH2 +.1911del DAgE38Glyis™47 12 Clase 5 INSIGHT 1 CAIl Cambio def marco
de lectura
MSH2  +c.2046_2047del  p.Val684Aspfs*14 13 Clase 5 INSIGHT 1 CAIl Gamblo dal marco
de lectura
MLH1 C.677+5 G>A 8i Clase 4 UMD 1 CAl Sitio de splicing
MSH2 €.1662-2A>G 10i Clase 5 Wang y col., 2006 1 CAll Sitio de splicing
PMS2 c.1579_1580del  p.Arg527Glyfs 1 Clase 5 ClinVAr 1 CAl Cambio del marco
de lectura
MSH2 €.942+1G >A 5i Clase 4 Clinvar 1 CAl Sitio de splicing
MSH2 InsCTCC cod70nt509 F178X 3 Clase 5 1 CAll Sin sentido

CAl: Criterios de Amsterdam I; CAll: Criterios de Amsterdam Il; InSiGHT: International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumors; UMD: Universal Mutation Database
*+*Mutaciones informadas por el grupo.



ONCOLOGIA CLINICA - Vol. 23 N° 1 - enero-abril 2018

Discusion

La actual disponibilidad de estudios genéticos
permite y demanda wuna caracterizacion
molecular del cancer colorrectal hereditario
creciente, atin en paises en desarrollo como
la Argentina. La complejidad que implica
su implementaciéon demanda wun enfoque
multidisciplinario. La presente comunicacién
es resultado de un grupo de trabajo formado
hace 20 anos en el que participan oncélogos,

genetistas, cirujanos, gastroenterologos,
epidemidlogos e investigadores. Otro apoyo
indispensable fueron las colaboraciones

internacionales que permitieron la correcta
implementacion de pruebas e identificacién
de algunas de las variantes informadas. De
acuerdo a nuestro conocimiento, este estudio
es la primera caracterizacién de familias con
sospecha de SL de acuerdo con los resultados
de pruebas genéticas en América del Sur. El
principal hallazgo de nuestro analisis fue
evidenciar una menor edad de diagnéstico y una
mayor prevalencia de tumores extra-colénicos
en los pacientes con mutacién identificada con
relacion a los casos donde no pudo identificarse
una variante patogénica, aun cumplimentando
los criterios de Amsterdam. Como limitacion
principal del presente andlisis, se encuentra
la falta de estudio sistematico del estado de
estabilidad de microsatélites, lo que permitiria
hacer el diagnéstico diferencial entre sindrome
de Lynch-Like y Familiar X. Si bien desde
el punto de vista académico esto aportaria
datos  adicionales, las recomendaciones
para el asesoramiento genético no cambian
sustancialmente.

Parte de los resultados de la presente serie fueron
comunicados en el afio 2007'!, con un analisis
de 43 familias que cumplian los criterios de
Amsterdam identificados a partir de una base de
datos prospectiva de 779 parientes. Once familias
(25.6%) presentaban sindromedetipol,29(67.4%)
como Lynch II y 3 (7%) como sindrome de Muir-
Torre. Entre los 306 miembros afectados, fueron
identificados 197 casos de cancer colorrectal (edad
media al diagnédstico 52.1, rango 21-90 afios).
Los tumores extra-colonicos mas frecuentes
fueron adenocarcinoma géastrico en varones y
adenocarcinoma endometrial en las mujeres.
También se evidencié una alta incidencia de
cancer de mama (16 casos entre 155 mujeres, tasa
bruta: 11.594.20/100.000). Aproximadamente el
9% de los pacientes desarroll6 mas de un tumor.
Estos fueron pacientes mas jévenes que aquellos

con un solo tumor (45 vs. 51 anos, p=0.001). Otro
dato relevante identificado fue el elevado nivel
de desconocimiento por parte de los pacientes
analizados. Para la mayoria de las personas
(78.2%), nuestro asesoramiento representé la
primera vez que recibieron informacién y el
73.9% refiri6 que sus médicos desconocian sus
antecedentes familiares. Cabe destacar que en ese
momento el criterio diagnéstico fue solamente el
cumplimiento de los criterios de Amsterdam. En
esa serie s6lo 11 pacientes habian sido sometidos
a estudios de secuenciacion y de ellos, en 5 se
detectaron mutaciones patolégicas.

En la presente serie, en sélo 23 de las 50
familias con criterios de Amsterdam (46%)
pudieron identificarse variantes patogénicas o
probablemente patogénicas. Esta incidencia es
similar a la comunicada por otros autores!'-6,
La identificacion de una variante patogénica
permite no sélo distinguir entre portadores y no
portadores (y por ende focalizar las medidas de
prevencién), sino también establecer diferentes
niveles de riesgos. Actualmente se sugiere definir
como SL tnicamente cuando se identifica una
mutacién. Estos pacientes son afectados a una
edad mas temprana y tienen mayor incidencia
de tumores extra-colénicos que aquellos sin
mutacién identificada'®.

El grupodeindividuos con criterios de Amsterdam
sin mutaciones identificadas, se subdividen en
sindrome Lynch-Like y sindrome Familiar X
(SFX). Como fuera mencionado, el sindrome
Lynch-Like describe a pacientes y/o familias
con pruebas moleculares que demuestran la
presencia de IMS y/o anomalias en la expresion
de las proteinas MMR, sin mutacién germinal
detectada (pero con ausencia de una mutacion
BRAF y/o hipermetilaciéon del promotor MLH1
cuando hay pérdida de la expresion tumoral de la
proteina MLH1)'". E1 SFX se refiere a pacientes
y/o familias que cumplen con los criterios de
Amsterdam, pero con tumores sin evidencia de
inestabilidad microsatelital'®2s.

Los estudios sugieren que la edad en el momento
del diagnédstico de CCR en estos pedigrees es
ligeramente mayor que en las familias con SL.
Ademas, el riesgo de CCR es sustancialmente
mas bajo en familias con SFX2°21.%, La tasa de
incidencia estandarizada para CCR en pedigrees
conSFXfuede2.3(95%1C:1.7-3.0)en comparacion
con 6.1 (95% IC b5.7-7.2) para pedigrees con
SL2°. Ademaés, el riesgo de cdncer extracolénico
encontrado en SL, no es significativamente
mayor al de la poblacion general en familias
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con SFX?2, Los céanceres tipicos asociados con el
SL, como el cédncer endometrial y el cancer del
tracto urinario, estan generalmente ausentes y el
riesgo de parientes que desarrollan CCR parece
ser mucho menor que en las familias con SL2.

Entre las variantes identificadas en la presente
serie, 6 fueron descriptas originalmente en
nuestra serie, destacandose una delecion en el
ex6n 12 del gen MSH2 (c.1911del) que genera un
corrimiento del marco de lectura y la generacion
de un codoén stop prematuro (p.Arg638Glyfs*47).
Esta variante fue identificada en una familia
con marcada agregacién de cancer de mama con
falta de expresiéon inmunohistoquimica de la
proteina MLH2. Si bien la relacién entre el SL
y el cancer de mama es todavia controversial,
estudios recientes informan un moderado
incremento del riesgo®.

La relacién entre gen mutado y el riesgo de
desarrollar diferentes tumores ha sido descripta
en varias publicaciones, destacdndose la de
Vasen y col.®® quienes proponen subdividir al
SL de acuerdo con el gen involucrado. En su
estudio encuentran que el riesgo de desarrollar
CCR o de endometrio y la edad de inicio de
CCR en pacientes con mutaciones de MSH2
son similares a aquellos con mutaciones MLH1.
Sin embargo, los pacientes con mutaciones de
MSH? tienen un riesgo moderadamente mayor
de desarrollar canceres de todo el espectro de
tumores asociados a Lynch?®, especialmente
los del tracto urinario, tanto en hombres como
en mujeres. Los informes también sugieren
que estos pacientes tienen un mayor riesgo de
cancer de préstata®2. Si bien el riesgo de CCR en
pacientes con mutaciones EPCAM es similar al
de MSH?2, el riesgo informado para el cancer de
endometrio fue sélo del 12% a la edad de 70 afios
(en comparaciéon con el 20-50% en aquellos con
mutaciones MSHZ2)%. Por su parte, los pacientes
con mutaciones en MSH6 tienen un riesgode CCR
significativamente menor (10% en mujeres y 22%
en varones) y su edad al inicio de CCR es unos 10
afios mas tarde que en personas con mutaciones
MLH1 y MSH23, Algunos informes han sugerido
que las mujeres con mutaciones en MSH6 tienen
un mayor riesgo de cancer endometrial que
aquellas con mutaciones en otros genes MMR?.
Sin embargo, en el mayor estudio hasta la fecha
(113 familias), comunicaron un riesgo del 26%
a la edad de 70 afios, lo cual es comparable al
asociado con las mutaciones MLH1 y MSH23* En
comparaciéon con los pacientes con mutaciones
MLH1 y MSH2, el riesgo de desarrollar otros
canceres asociados con SL es mucho menor en

las personas con MSH6 (3% para los varones y
11% para las mujeres a la edad de 70 aiios)®.
Por lo tanto, los exdmenes de vigilancia podrian
limitarse al colon y al endometrio. En vista del
inicio tardio del CCR en estos pacientes, podria
considerarse retrasar el inicio de la vigilancia
colonoscopica (por ejemplo, a partir de la edad de
25-30 afios)*®. S6lo un estudio ha informado sobre
el riesgo de desarrollar cancer en relacion con las
mutaciones en PMS2 y este informe sugiere que
el riesgo de desarrollar CCR, cancer endometrial
y otros tipos de cancer es bastante bajo (~20%
y ~15% para CCR y cancer endometrial,
respectivamente) y un nivel aproximadamente
similar al de las personas con mutaciones de
MSH6%. En 2014, un gran estudio de cohorte
europeo que incluia 98 familias, confirmé estos
hallazgos (el riesgo de CCR fue del 19% y el de
endometrio el 12%)%. Las recomendaciones para
la vigilancia colonoscépica son las mismas que las
recomendadas para las personas con mutaciones
de MSHE.

En conclusién, la implementaciéon de estudios
genéticos permitié caracterizar variables
demograficas en base a la identificacién de
mutaciones germinales asociadas al SL,
identificandose dos grupos diferenciados por la
edad de afectacion y la incidencia de tumores
extra colénicos. El principal hallazgo de nuestro
andlisis fue evidenciar una menor edad de
diagnéstico y una mayor prevalencia de tumores
extra colonicos en los pacientes con mutacién
identificada en relacién a los casos donde no
pudo identificarse una variante patogénica, aun
cumplimentando los criterios de Amsterdam.
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