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Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es una de las cinco primeras neoplasias con mayor
tasa de incidencia y mortalidad a nivel mundial. La deteccion temprana de esta
neoplasia a través del analisis del DNA circulante libre (cfDNA) portador de
alteraciones genéticas tumorales, a manera de biopsia liquida, podria tener un
impacto importante en la disminucion de la tasa de mortalidad, ademéas de que
haria posible la deteccion de biomarcadores genéticos tumorales de progresion y
predictivos para el tratamiento dirigido. En este estudio se establecié un modelo
murino de carcinogénesis inducida con azoximetano y sulfato de sodio dextran
para evaluar la deteccion de mutaciones somaticas oncogenicas conductoras en
CTNNB1 y KRAS durante la progresion del tumor, usando cfDNA como biopsia
liguida. Para aumentar la sensibilidad en la deteccion de dichos biomarcadores, se
us6 una variante de PCR conocida como E-ice-COLD-PCR para enriquecer de
manera selectiva a los alelos mutantes de estos dos genes, seguida de
secuenciacion masiva en paralelo. En el cfDNA analizado en el plasma se
detectaron mutaciones somaticas en CTNNB1 y KRAS en etapas iniciales del
desarrollo tumoral, que corresponden a la formacion de focos de criptas
aberrantes, las primeras lesiones histoldgicas identificiables en la formacion de
CCR. Al comparar la eficacia de metodologias no invasivas en la deteccién
temprana de los tumores, se obtuvo que la estrategia de biopsia liquida
mencionada supera y complementa la deteccion realizada con la técnica de
imagenologia microPET/CT. En conclusién, en este estudio se demostré el gran
potencial que presenta el E-ice-COLD-PCR para la deteccibn de alelos
patogénicos en cfDNA y para su utilizacibn como una prueba de deteccién

temprana no invasiva de CCR.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the top five cancers, with higher incidence and
mortality worldwide. The early detection of this neoplasm through analysis of
circulating free DNA (cfDNA), which carries tumor genetic alterations, as a liquid
biopsy, could have a major impact in reducing the mortality rate and enhancing
early detection. Furthermore, this strategy enables the detection of tumor genetic
biomarkers of progression and prediction for targeted therapy. In this study a
murine model of carcinogenesis induced was established with azoxymethane and
dextran sodium sulfate, to evaluate the oncogenic somatic mutations detection in
CTNNB1 and KRAS during tumor progression using cfDNA as liquid biopsy. To
enhance the sensitivity in the detection of such biomarkers, a variant of PCR
known as E-ice-COLD-PCR was used for enriching selectively the mutant, tumor
alleles, followed by massively parallel sequencing. In the cfDNA analyzed in
plasma the somatic mutations were detected in CTNNB1 and KRAS in early stages
of tumor development, corresponding to the formation of aberrant crypt focus, the
first histological lesions that can be identified thoughout the formation of colorectal
cancer. The comparison of non-invasive methodologies resulted in a superior early
detection for the liquid biopsy strategy used here, in comparison with the
imagenology technique microPET/CT. In this study it was demonstrated the great
potential of E-ice-COLD-PCR for the detection of pathogenic alleles present in

cfDNA samples, as a test for early non-invasive detection of CRC.
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1. Introduccién

1.1 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es un proceso de mdultiples pasos que resulta de la
acumulacion progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas, en oncogenes y
genes supresores de tumores, asi como en regiones reguladoras de la expresion
génica, provocando la desregulacién de la homeostasis celular y llevando la
transformacion de las células del epitelio normal a adenocarcinoma colorrectal, el
cual progresa a través de cambios histolégicos y moleculares paralelos y definidos
(Grady and Markowitz, 2002).

Las primeras lesiones identificables histologicamente en la formacion de CCR son
los focos de criptas aberrantes (FCA), los cuales progresan a adenoma vy
posteriormente a adenocarcinoma (Fearon, 2011). Con base en estos dafios
histologicos, el CCR se ha clasificado en estadios, mediante el sistema TNM,
donde T describe la profundidad de la invasion del tumor en las diferentes capas
del colon y recto, N indica si el tumor se ha propagado a los ganglios linfaticos y M

si el tumor ha invadido otros érganos, Tabla 1 (Edge and Compton, 2010).

Tabla 1. Estadiaje de CCR en base al sistema TNM (American Joint Committee on Cancer, AJCC)

Tumor primario (T) Regién de ganglios linfaticos (N) Metastasis distante (M)
NO: ninguna evidencia de tumor NO: ninguna evidencia de metastasis NO: ninguna metastasis
primario en ganglios linfaticos - ning
Tls: carcinoma.in situ: intraepitelial o Nl:'r_netastas_ls en 1-3 ganglios M1: metastasis distante
invasion a mucosa linfaticos regionales
. . Nla: metastasis en 1 ganglio M1la: metastasis confinado a un érgano
T1: tumor invade submucosa P . "
linfatico regional o sitio
. . . N1b: metastasis en 2-3 ganglios Mib: metastasis en mas de un
T2: Tumor invade muscular propia P - . ", ;
linfaticos regionales 6rgano/sitio o en el peritoneo

N1lc: depdsitos tumorales en la
subserosa, mesenterio o tejido
perirectal o pericélico sin metastasis
en ganglios ragionales

T3: Tumor invade a través de la
muscular propia en los tejidos
pericolorectal

T4a: Tumor penetra en la superficie del N2: metéastasis en 4 o méas ganglios
peritoneo visceral linfaticos regionales

T4b: tumor invade directamente o es N2a: metastasis en 4-6 ganglios
adherente a otros 6rganos o estructuras | linfaticos regionales

N2b: metasitasis en 7 o mas
ganglios linfaticos regionales




Estadio T N M
0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO

1A T3 NO MO
11B T4da NO MO
Ic T4b NO MO
T1-T2 N1
1A 1 N2a MO
T3-T4a N1
1B T2-T3 N2a MO
T1-t2 N2b
T4a N2a
Inc T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2
IVA Algun T Algin N Mla
IVB Algun T Algun N M2a

1.2 Alteraciones moleculares del CCR

Las primeras alteraciones identificadas en la formacion de CCR son las
mutaciones a lo largo de toda la region codificante del gen supresor de tumores
poliposis ademoatosa coli (APC) con una frecuencia del 80%. Las mutaciones
generadas en APC producen su terminacion prematura a nivel de proteina
(Network, 2012; Powell et al., 1992). Seguida de la mutacién en APC ocurre la
pérdida de la heterocigocidad en las células tumorales, la cual conduce a la
inactivacion funcional de ambos alelos. El producto de este gen tiene multiples
dominios funcionales que regulan la adhesion celular, migracion celular,
segregacion cromosomal y apoptosis en las criptas del colon a través de la via de
sefializacion Wnt (Fearon, 2011). Todos estos procesos estan alterados en el
CCR.

Una funcién importante de APC es la capacidad de regular los niveles
intracelulares de B-catenina (CTNNB1). En ausencia del ligando Wnt, APC
interactla con el andamiaje de la proteina Axina para promover la fosforilacion
secuencial por caseina cinasa 1 (CK1) y glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK-3p) de
B-catenina para su ubiquitinacion y su degradacion proteosomal (Fearon, 2011;
Mantilla et al., 2015). La deficiencia de APC interrumpe la fosforilacion coordinada

y la destruccion de B-catenina, este proceso esencialmente simula la activacion




constitutiva de la sefializacion mediada por el ligando Wnt. Como resultado, B-
catenina se acumula en el citoplasma y se transloca al nacleo, donde dirige la
transcripcion de multiples genes implicados en el crecimiento tumoral e invasion
celular, a través de su interaccion con el factor celular T (Tcf) (Fearon, 2011; Pino
and Chung, 2010), Figura 1.

a) Via inactiva b) Via activa

Matriz extracelular
RNPORIIG TR

| ewsejdoy)

Citoplasma

!

Degradacion
protecsomal

Figura 1. Via de seializacion Wnt. a) En ausencia del ligando Wnt, APC junto con Axina, CK1 y GSK-3p forman el
complejo de destruccion de B-catenina para su ubiquitinacion y degradacion en el proteosoma, impidiendo de esta manera
su acumulacion citoplasmaética y translocacion al nicleo. b) La via Wnt se activa tras la union del ligando Wnt a Fz y LRP5/6
causando la fosforilacion de CK1 y GSK3p, de esta manera se genera un sitio de unién para Axina y el reclutamiento a la
membrana celular las proteinas del complejo de destruccion, de esta manera f-catenina se acumula en citoplasma para
luego ser translocado al nacleo, donde actiia como factor de transcripcion de genes de proliferacion celular y diferenciacion
celular (tomado de Mantilla et al., 2015).

En ausencia de mutaciones en APC en CCR, CTNNB1 sufre mutaciones con una
frecuencia del 15%, en los codones 32, 41 y 45 que codifican para la region
consenso de la fosforilacion por GSK-3p, impidiéndose la regulacion de los niveles

intracelulares de CTNNBL1 en el citoplasma (Grady and Markowitz, 2002).



Después de la mutacion en APC o CTNNBI1, ocurren otras mutaciones que
promueven la progresion clonal de FCA a adenomas. La segunda alteracion
genética mas comun ocurre en sarcoma viral de rata de Kirsten (KRAS), gen que
codifica para una proteina del mismo nombre, que funciona como un interruptor
molecular corriente abajo del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), el cual participa en la via de transduccion de sefiales de la proteina
cinasa activada por mitégenos (MAPK) (Leslie et al., 2002). En su estado inactivo
KRAS se una a la guanosina difosfato (GDP). Una vez activado se hace el
recambio con guanosina trifosfato (GTP) para interactuar con moléculas de
sefalizacion corriente abajo que promueven la proliferacion celular. EI GTP es
desactivado inmediatamente por la actividad intrinseca de la misma GTPasa de
KRAS. Las mutaciones somaticas en KRAS son encontradas aproximadamente en
40% de los pacientes con CCR; la mayoria de las mutaciones en KRAS afecta
principalmente los codones 12 y 13, estas mutaciones alteran el dominios
esenciales para union de GTP, lo cual decrece su actividad GTPasa, resultando
en una activacion constitutiva de la proteina (Fearon, 2011; Leslie et al., 2002;
Pino and Chung, 2010).

Las mutaciones en KRAS contribuyen al desarrollo de adenomas colorrectales,
pero no son ciertamente necesarias para la iniciacion de adenomas. Estas
mutaciones, también son frecuentemente observadas en FCA vy pdlipos
adenomatosos. La frecuencia de mutaciones en KRAS claramente depende del
tamafno y el grado de displasia. S6lo un 10% de adenomas menores a 1 cm
muestran mutaciones en KRAS, mientras que mutaciones en este gen son
observadas aproximadamente en 40 a 50% en los adenomas mas grandes de 1
cm (Vogelstein et al., 1988).

El gen proteina de tumor 53 (TP53) es un regulador maestro que controla la
transcripcion de cientos de genes involucrados en el metabolismo y reparacion del
DNA, la apoptosis, la regulacion del ciclo celular, la senescencia, la respuesta
inmune, la diferenciacion celular, la motilidad y la migracion (Pino and Chung,

2010). La disfuncién de TP53 es casi un fenbmeno universal de los tumores



humanos y su pérdida de funcion ha sido reportada en 50-75% de los pacientes de
CCR, definiendo su papel en la transicion de adenoma a carcinoma (Leslie et al.,
2002). La mayoria de las mutaciones de TP53 en CCR son cambios sin sentido
que ocurren principalmente en 5 codones 175, 245, 248, 273 y 282 (Baker et al.,
1990). En la Figura 2, se muestra el modelo clasico de CCR y como las diferentes
mutaciones en los oncogenes y genes supresores de tumores contribuyen en los

diferentes estadios de esta neoplasia.

t t t t

Mutaciones en APC (80%), Inestabilidad microsatelital, Mutaciones en DCC (30-70%) Mutaciones en TP53 (50-75%)
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Metilacién en las islas CpG,
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Figura 2. Modelo de carcinogénesis de CCR. El CCR inicia con una mutacién en APC o CTNNB1 con frecuencias
diferentes, seguida de una serie de alteraciones epigenéticas y mutaciones en los diferentes oncogenes y genes supresores
de tumores que contribuyen en los diferentes estadios de la progresion tumoral hasta la formacion del carcinoma in situ
(tomado y modificado de Beaugerie and ltzkowitz, 2015).

Ademés de las mutaciones descritas en el modelo clasico de CCR como son APC,
CTNNB1, KRAS y TP53, se han detectado otras implicadas en la formacion de
CCR como alteraciones en BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine
kinase), SMAD4 (del inglés, SMAD family member 4), TGFBR2 (del inglés,
transforming growth factor-f 2), PIK3CA (del inglés, phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunity-a), ARIDIA (del inglés, AT-rich interactive
domain 1A), SRY (del inglés, sex-determining region Y), FAM123B (del inglés,
family with sequence similarity 123B) y ERBB2 (del inglés, erb-b2 receptor tyrosine
kinase 2), asi como alteraciones en otras vias de sefializacién PI3K (del inglés,
phosphatidylinositol-3-kinase) y TGFB (del inglés, transforming growth factor-p)
(Network, 2012). En conjunto, todas estas alteraciones genéticas hacen del CCR

una enfermedad con una alta heterogeneidad molecular.



1.3 Epidemiologia

El CCR es una de las neoplasias con mayor frecuencia en la poblacion mundial y
mexicana. El dltimo reporte realizado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el 2012, describe que el CCR a nivel mundial fue la segunda y la tercera
neoplasia mas comdn en mujeres y hombres, respectivamente (Figura 3). Esto
significa en cifras que 614,304 mujeres (9.2% de todos los casos de cancer) y
746,298 hombres (10% de todos los casos de cancer) fueron diagnosticados con

CCR en todo el mundo en el 2012 (Ferlay et al., 2015).

En México, se estima que 3,995 mujeres (4.8 % de todos los casos de cancer) y
4656 hombres (7.1% de todos los casos de cancer) fueron diagnosticados con
CCR, siendo en ambos casos el tercer cancer mas comun en la poblacion
mexicana (Ferlay et al., 2015). En 2013, 771,000 personas murieron a causa del
CCR, haciendo esta enfermedad la cuarta causa mas comun de muerte
relacionada a cancer en todo el mundo después de pulmén, higado y estomago
(GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators, 2015).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de cancer. EI CCR es una de las neoplasias con mayor tasa de incidencia y mortalidad
a nivel mundial y en México ubicandose dentro de las cinco neoplasias mas comunes (tomado de GLOBOCAN).



1.4 Factores de riesgo en el desarrollo de CCR

El CCR es una enfermedad heterogénea y compleja, asociada a diferentes
factores ambientales y genéticos. Se ha encontrado que el consumo de tabaco y
alcohol, asi como la ingesta diaria de carnes rojas y alimentos procesados, son los
principales factores de riesgo para desarrollar CCR (Fedirko et al., 2011; Kuipers
et al., 2015; Song et al., 2015). En contraste, el consumo de leche, granos totales,
frutas frescas y vegetales, al igual que la ingesta de calcio, fibras y vitamina D,

decrecen el riesgo (Song et al., 2015).

La enfermedad inflamatoria intestinal como la colitis ulcerativa y la enfermedad de
Crohn induce el desarrollo de CCR, através de mecanismos moleculares que
implican distintos tipos de estrés oxidativo, los cuales causan dafio al DNA,
activan oncogenes Yy silencian o inactivan genes supresores de tumores

(Beaugerie and ltzkowitz, 2015).

El 15% de los casos de CCR tienen componentes genéticos hereditarios. Los
desordenes Mendelianos que predisponen al desarrollo de esta neoplasia son la
poliposis adenomatosa familiar (FAP) y cancer colorrectal no polipésico hereditario
(HNPCC), llamado también sindrome de Lynch (Rowley, 2005).

FAP es un sindrome autos6mico dominante causado por mutaciones germinales
en APC. Los pacientes con FAP desarrollan manifestaciones extracoldnicas,
incluyendo lesiones en la retina, osteomas, desmoides de la piel y tumores
cerebrales (Kinzler and Vogelstein, 1996). Este sindrome afecta aproximadamente
1 en 12,000 individuos y constituye aproximadamente el 0.5% de todos los casos
de CCR (Lynch and de la Chapelle, 2003).

HNPCC también es un desorden autosomico dominante que causa el 3-5 % de
todos los casos de CCR, los individuos con HNPCC tienen 70-80% de riesgo en
desarrollar CCR. Las causas conocidas de HNPCC son mutaciones en los genes
de reparacion de bases mal apareadas del DNA: MLH1 (32%), MSH2 (39%),
MSH6 (14%) y PMS2 (15%) (Hewish et al., 2010; Rowley, 2005; Vilar and Gruber,



2010). Colectivamente, las alteraciones genéticas presentes en el CCR
representan una oportunidad importante para la deteccion a nivel molecular,
especialmente para la deteccion de tumores en etapas tempranas, ya que muchas
mutaciones se encuentran presentes durante décadas en el paciente (Vogelstein
et al., 1988).

1.5 Diagnéstico del CCR

Debido a la alta incidencia y mortalidad de CCR, se han establecido diferentes
directrices para su deteccion y diagnostico oportuno, a fin de establecer terapias
gue ayuden a salvar y mejorar la vida de los pacientes. Actualmente, las pruebas

de deteccion para CCR son agrupadas en dos categorias (Levin et al., 2008):

a) Pruebas de deteccidon primaria: pruebas de sangre oculta en heces con
guayacol (gFOBT) y pruebas de sangre oculta en heces basadas en
inmunoquimica (FIT) y

b) Pruebas de deteccion de cancer y lesiones avanzadas, mediante la
examinacion estructural o parcial del colon: colonografia por tomografia

computarizada (CTC), sigmoidoscopia y colonoscopia (Tabla 2).

Las pruebas de deteccion primaria emplean muestras fecales para el diagndstico
de CCR. Estos métodos no son invasivos, y son de facil acceso y bajo costo.
gFOBT es una prueba colorimétrica que detecta la actividad peroxidasa del grupo
hemo y no es especifica para la hemoglobina humana, ademas, tiene sensibilidad
limitada para la deteccion de CCR (Allison et al., 2007; Levin et al., 2008; Whitlock
et al., 2008). FIT es una prueba que utiliza anticuerpos que son especificos para la
hemoglobina humana, sin embargo, tiene sensibilidad intermedia como prueba de
deteccion primaria (Levin et al., 2008; Whitlock et al., 2008). gFOBT y FIT,
comunmente son usadas para el tamizaje de CCR.

Por otro lado, la examinacion estructural del colon es eficiente para la deteccion
inicial y lesiones precursoras de cancer. La CTC permite la visualizacion completa

del colon y el recto. Una de las principales ventajas de este técnica es la deteccién



de lesiones extracolénicas (por ejemplo metastasis) que no pueden ser detectadas

por otros métodos empleados (Lieberman, 2009).

La sigmoidoscopia es una técnica que permite la visualizacion parcial del colon,
especificamente en el tercio inferior donde se presentan la mayor parte de los
casos de CCR. El inconveniente de este método es la incapacidad de detectar
tumores colorrectales que van mas alla de este sitio anatomico (Lieberman, 2009;
Strum, 2016).

La colonoscopia tiene una alta precision diagnostica. Aparte de la deteccién de
CCR, puede tomar biopsias del tumor y remover polipos presentes en el tejido
colorrectal (Lieberman, 2009; Strum, 2016). Con esta estrategia la deteccion de
cancer y lesiones avanzadas son altamente sensibles, sin embargo sus
deventajas incluyen que es altamente invasiva y que su implementacion es
compleja, ya que requiere de hospitalizacién, equipo y personal especializado.
Igualmente, otra desventaja es la presentacion de efectos secundarios en algunos

pacientes.

Tabla 2. Métodos de deteccion para el CCR

Intervalo de

Pruebas Ventajas Limitaciones Sensibilidad L
examinacion

Pruebas de deteccion primaria

No especifica para

gFOBT Simple, requiere pocas hemoalobina humana Cancer 50 - 75 % Anual
fuentes especializadas "Mog ' *A.A. 20 - 25 %
varias tomas de muestra
FIT herﬁspleé)ci)nilc;hpua;‘ana Requiere de més andlisis Céancer 60 — 85 % Anual
9 que la gFOBT *A.A. 20 — 50 %
Pruebas de deteccion de cancer o lesiones avanzados
Examinacion completa del Prepacion total del
colon, puede detectar . P _ Cancer > 90% =
CTC ) intestino, exposicion a . Cada 5 afios
anormalidades radiacion A.A. 90%
extracolonicos
Reqwerg menosl isualizacion limitad Céancer 95% (en el
Sigmoidoscopia preparacion que a Visualizacion limitada para colon distal) Cada 5 afios
colonoscopia, tiene pocas el tercio inferior del colon “AA 70%
complicaciones '
Examinacion completa del i . 0
] colon, permite tomar Preparacion completa del *Cancer > 95% Cada 10 afios
Colonoscopia biopsi o intestino y efectos A.A. 88-98%
iopsias y remover pélipos ]
secundarios

*A.A. = Adenoma avanzado (tomado y modificado de Lieberman, 2009; Strum, 2016)



1.6 DNA circulante libre

El descubrimiento de las bases genéticas del cancer, y en especial las del CCR,
ha permitido emplear nuevos enfoques para la deteccion de tumores de una
manera no invasiva, usando fluidos corporales con la finalidad de identificar
alteraciones genéticas especificas de la células malignas (Network, 2012;
Vogelstein et al., 2013).

La sangre humana es una fuente rica de informacion genética que se ha usado
durante afios para el diagnodstico de una gran variedad de enfermedades,
empleando DNA derivado de leucocitos. No obstante, hay formas adicionales de
material genético en concentraciones bajas presentes en la sangre, como las
células circulantes tumorales (CCT), DNA circulante libre (cfDNA), mRNA
circulante libre (cfRNA), microRNA circulantes y exosomas, que pueden ser
aprovechados a manera de una “biopsia liquida” para realizar la deteccién de
alteraciones moleculares especificas del cancer (Cai et al.,, 2015; Diaz and
Bardelli, 2014).

Entre estas fuentes de acidos nucleicos presentes en la sangre, el cfDNA es el
mejor estudiado y ha demostrado ser de relevancia clinica en la oncologia. El
cfDNA es una coleccibn de DNA de doble cadena, altamente fragmentado
(generalmente menor a 200 pb), el cual es liberado a la sangre a partir de células
apoptoticas, necréticas o mediante secrecion activa de tejidos sanos, tejidos
fetales, o a partir de células de tumores primarios o focos metastasicos (Cai et al.,
2015; Diaz and Bardelli, 2014; Snyder et al., 2016).

La concentracién del cfDNA es influenciada por las condiciones fisiologicas del
individuo. En numerosos estudios se ha identificado un incremento en la
concentracion de cfDNA en individuos con lesiones tumorales benignas y
malignas, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, infarto agudo
al miocardio, trauma, estrés y ejercicio fisico (Heitzer et al., 2013; Schwarzenbach
et al., 2011). El cfDNA es depurado por via renal y hepatica, y tiene un tiempo de
vida media de 16 minutos (intervalo de 4-30 minutos), basado en los datos
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obtenidos a partir de la depuracién del DNA fetal en plasma materno (Lo et al.,
1999).

La fracciéon de cfDNA que es liberada por el tumor primario o focos metastasicos
es denominada DNA circulante tumoral (ctDNA) y, por provenir de todas las
células malignas, contiene la totalidad de las alteraciones genéticas y epigenéticas
de la carga tumoral global (Cai et al., 2015; Figura 4). Los niveles del ctDNA son
altamente variables y se asocian al estadio de la enfermedad, las alteraciones
hepéticas y renales en los pacientes y a la tasa de crecimiento del tumor (Heitzer
et al., 2013; Schwarzenbach et al., 2011). En relacion al cfDNA que no es tumoral,
las proporciones del ctDNA tiene un amplio intervalo, el cual abarca desde 0.001 a
50% del total de cfDNA en los estadios iniciales y cancer metastésico,
respectivamente (Diehl et al., 2005). Por otro lado, en individuos saludables la
concentracion de cfDNA abarca de 1-20 ng/uL y en pacientes con cancer puede

superar los 100 ng/uL (Schwarzenbach et al., 2008)

El gran desafio para el empleo de cfDNA como biopsia liquida tumoral es la baja
frecuencia alélica (FA) de los alelos mutantes presentes en ella. En algunos casos
la FA mutante es menor al 0.001%, valor que representa un reto tecnoldgico y
bioinformético para la deteccién de mutaciones tumorales. Sin embargo, mediante
el empleo de tecnologias innovadoras como la ddPCR (Siravegna et al., 2015;
Thress et al., 2015), BEAMing (Bettegowda et al., 2014; Diehl et al., 2005, 2008;
Siravegna et al., 2015), E-ice-COLD-PCR (How Kit et al., 2013; How-Kit et al.,
2014) y la secuenciaciéon masiva en paralelo (Bettegowda et al., 2014; Murtaza et
al., 2013; Siravegna et al., 2015; Thress et al., 2015) las mutaciones en el cfDNA

son detectables en pacientes con cancer.

La biopsia liquida de ctDNA representa una gran oportunidad para su utilizacion
clinica, debido a su diversidad de aplicaciones, particularmente en la oncologia.
En el CCR existe evidencia cientifica sélida que ha demostrado la utilidad clinica
del cfDNA para deteccion temprana (Bettegowda et al., 2014; Diehl et al., 2005),
deteccion de determinantes genéticas para la terapia dirigida (Bettegowda et al.,
2014; Siravegna et al., 2015), monitoreo de la carga tumoral (Diehl et al., 2008;
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Siravegna et al., 2015), resistencia adquirida durante el tratamiento (Bettegowda et
al., 2014; Murtaza et al., 2013; Siravegna et al., 2015; Thress et al., 2015) asi
como el monitoreo de la enfermedad minima residual (Diehl et al., 2008; Siravegna

et al., 2015).
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marcadores moleculares en el ctDNA. El ctDNA son moléculas de DNA de doble cadena que se originan de tumores
primarios o focos metastasicos, los cuales son liberados en los fluidos biolégicos mediante procesos de apoptosis, necrosis
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minima residual y la respuesta a la terapia en tiempo real.
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1.7 Modelo murino de CCR

El CCR es un proceso a largo plazo, el cual puede durar décadas para su
desarrollo. Para su estudio, existen diferentes modelos in vivo que son usados
para analizar aspectos de la biologia del tumor, de manera analoga al CCR
humano. Estos modelos animales permiten orientar ensayos terapéuticos y de
diagnéstico que pueden llegar a ser aplicados en pacientes con CCR (De Robertis
et al., 2011; Rosenberg et al., 2009).

El modelo murino de carcinogénesis inducida con azoximetano (AOM) y dextran
sulfato de sodio (DSS) es comunmente usado en el estudio de CCR debido a su
alta reproducibilidad, desarrollo de adenocarcinoma dentro de un periodo corto,
ademas, exhibe caracteristicas histopatoldégicas y moleculares similares al CCR

humano (Tanaka et al., 2003).

El AOM es un procarcinégeno que requiere activacion metabdlica para generar el
compuesto activo e inducir CCR. EI AOM se metaboliza principalmente en el
higado, y en un menor porcentaje en el colon. Este carcindgeno llega al higado a
través de la circulacion sistémica donde sufre el proceso de hidroxilacion por el
citrocromo P-450 a través su isoforma CYP2E1 para generar metilazoximetanol
(MAM), subsecuentemente, sufre conjugacion con el acido glucordnico para
formar metilazoximetanol-B-D-glucopiranosiduronico (MAM-GIcUA), que es
almacenado en la vesicula biliar y liberado posteriormente a la luz del intestino,
donde las bacterias de la flora intestinal con actividad enzimatica B-glucoronidasa
rompen el enlace glucosidico para la liberaracion de MAM (Megaraj et al., 2014,
Sohn et al., 2001). MAM es un compuesto inestable con un tiempo de vida media
de 12 horas que se descompone expontaneamente en el colon para generar
formaldehido y ion metildiazonio, un agente altamenente reactivo que produce
alquilacién en las bases del DNA para la formacién de CCR (Figura 5) (Megaraj et
al., 2014; Sohn et al., 1991). El AOM también se metaboliza directamente en el

colon para generar el ion metildiazonio (Megaraj et al., 2014).

13



Ac. glucoréni

CYP2E1

Enzimas bacte

B—glurorinl Ly (3 3
B S e

Mutaciones:

CTNNB1 (codén 32, 33,34,37y41) «—e0%-mG y N7-mG
y KRAS (codén 12)

Figura 5. Activacion metabdlica del azoximetano. EIl AOM es metabolizado en el higado y en la luz del colon. Una vez
gue el AOM llega al higado es metabolizado por CYP2E1 para producir MAM, el cual se conjuga con el acido glucorénico
para generar MAM-GIcUA que es almacenado en la vesicula biliar. Posteriormente es liberado hacia la luz del intestino
donde ciertas enzimas bacterianas B-glucorinidasa rompen la unién de MAM-GIcUA generando MAM, este compuesto es
inestable en condiciones fisiolégicas produciendo formaldehido y ion metildiazonio, el agente carcin6geno que promueve la
formacion del CCR. En el colon se puede metabolizar el AOM debido a la presencia de la enzima P450 aunque a una
concentracién mas baja que en el higado.

El dextran es un polisacarido lineal y ramificado de glucosa sintetizado por
diferentes bacterias con peso molecular variable. EI DSS es un derivado
polianiénico de dextran producido por esterificacion con el acido clorosulfénico
(Solomon et al., 2010). ElI DSS disuelto en agua es toxico para el revestimiento del
colon y produce colitis severa, debido al aumento de la permeabilidad de la
mucosa del colon causando dafios en las células epiteliales (Clapper et al., 2007;
Perse and Cerar, 2012).

Las alteraciones genéticas que se han observado en este modelo son mutaciones
en CTNNB1 y KRAS (Kohno et al., 2005; Takahashi et al., 1998, 2000b, 2000a),

asi como la sobreexpresion de las enzimas proinflamatorias: ciclooxigenasa-2
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(COX-2) y del 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Kohno et al., 2005; Takahashi
et al., 2000b; Tanaka et al., 2003). Figura 6.
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Figura 6. Comparacion de CCR en humanos y en modelo de AOM/DSS. En el modelo de AOM/DSS se observa
alteraciones genéticas muy similiares a las que se observa en CCR humano, como las mutaciones en los oncogenes
CTNNB1 y KRAS, asi como la sobreexpresién de enzimas inflamatorias.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Implementar un método minimamente invasivo para detectar mutaciones
somaticas en los oncogenes CTNNB1 y KRAS para la deteccion de CCR
utilizando cfDNA en el modelo in vivo de AOM/DSS.

2.2 Objetivos particulares

1. Reproducir el modelo murino de carcinogénesis inducida con AOM/DSS.

2. Evaluar los cambios clinicos en los ratones inducidos con AOM/DSS.

3. Hacer el seguimiento del tumor mediante la prueba de imagenologia
molecular microPET/CT usando 2-[18F]-fluoro-2-deoxi-D-glucosa (FDG).

4. Disefiar los oligonucledtidos para la amplificacion de las regiones mutadas
en CCR, CTNNB1 (codones 32, 33, 34, 37 y 42) y KRAS (codén 12),
compatibles con el método de PCR de punto final y E-ice-COLD-PCR.

5. Estandarizar el método de E-ice-COLD-PCR para el enriqguecimiento de los
alelos mutantes de CTNNB1 y KRAS en cfDNA.

6. Amplificar las regiones hipermutables especificas de CTNNB1 y KRAS a

partir de cfDNA extraido de plasma de los ratones con tumores inducidos.

7. Analizar cuantitativamente las mutaciones en CTNNB1 y KRAS a partir del

cfDNA por medio de secuenciacion masiva en paralelo.
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3. Antecedentes

La evolucién de CCR de FCA hasta carcinoma in situ puede tomar décadas y es
asintomatica, lo cual dificulta su deteccion temprana y el éxito terapéutico. La
mayoria de los pacientes con sintomatologia que son diagnosticados, presentan
tumores en etapas avanzadas, los cuales tienen un pronostico pobre. Los métodos
actuales de deteccion primaria de lesiones tempranas de CCR, como por ejemplo,
la deteccion de sangre oculta en heces, tienen baja sensibilidad y especificidad.
Asimismo, las pruebas de deteccién de cancer y lesiones avanzadas, como la
sigmoidoscopia, la colonoscopia o la CTC, tienen una alta sensibilidad y
especificidad diagnéstica, sin embargo no son muy accesibles, ya que requieren
hospitalizacion, preparacion antes y después de la intervencion y estan asociadas

a efectos secundarios (Levin et al., 2008; Lieberman, 2009; Strum, 2016).

Con el descubrimiento de las bases genéticas del cancer ha permitido emplear
nuevos enfoques para la deteccion de tumores de una manera no invasiva,
empleando fluidos corporales con la finalidad de identificar alteraciones genéticas
especificas de la células malignas presentes en los oncogenes y genes
supresores de tumores que son los responsables de la iniciacion y progresion del
cancer (Network, 2012; Vogelstein et al., 2013)

La sangre humana es una fuente rica de informacion genética que se ha usado
durante afios para el diagnéstico de una gran variedad de enfermedades
empleando DNA derivado de leucocitos. Sin embargo, hay formas adicionales de
material genético presentes en la sangre, como el cfDNA que puede ser
aprovechado a manera de una “biopsia liquida” para la deteccidon de alteraciones

moleculares especificas del cancer (Cai et al., 2015; Diaz and Bardelli, 2014).

La principal ventaja del uso del cfDNA es que se puede obtener de una manera no
invasiva durante visitas ambulatorias, ademas de que representa la totalidad de
las alteraciones genéticas presentes en el tejido tumoral. Estudios recientes han

demostrado la utilizacion de cfDNA para la identificacion de alteraciones genéticas
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relevantes durante el desarrollo, progresion y el tratamiento del CCR sirviendo
como un biomarcador molecular (Bettegowda et al., 2014; Diehl et al., 2005, 2008;
Murtaza et al., 2013; Siravegna et al., 2015; Thress et al., 2015).

En este proyecto se propone implementar una metodologia molecular para la
deteccidn de mutaciones somaticas en genes asociados a las etapas iniciales del
desarrollo del CCR por medio de secuenciacion masiva del cfDNA. Esta estrategia
busca la implementacién de un método minimamente invasivo de deteccién
temprana de esta neoplasia en biopsias liquidas, utilizando el modelo in vivo de
AOM/DSS. Los resultados de este trabajo generaran evidencia cientifica en
direccion a establecer bases metodoldgicas que permitan la deteccién temprana
de alteraciones sométicas en plasma asociadas al CCR en humanos.
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4. Metodologia

4.1 Induccién de CCR

En este estudio se usaron 31 ratones machos BALB/c de 5-6 semanas de nacido
gue fueron adquiridos de Laboratorios Harlan (México). Antes del tratamiento
todos los ratones fueron hospedados en jaulas de plastico con comida y agua ad
libitum, y puestos en cuarentena durante 7 dias. Posteriormente los ratones fueron
distribuidos aleatoriamente en 2 grupos: grupo control (4 ratones) y grupo
AOM/DSS (27 ratones).

Al inicio de la fase experimental, los ratones del grupo AOM/DSS recibieron una
inyeccion intraperitoneal (i.p) de AOM (Sigma-Aldrich Cat. A5486) a una dosis de
12.5 mg/kg de peso corporal en un volumen de 0.5 mL. Los ratones del grupo
control recibieron una inyeccién i.p. de solucién salina. Una semana después los
ratones del grupo AOM/DSS recibieron agua para beber con DSS (MP
Biomedicals Cat. 160110) al 2% durante 7 dias ad libitum y posteriormente solo
agua durante los siguientes 14 dias, para volver a repetir dos veces mas este ciclo
(Ledn-Cabrera et al., 2014; Neufert et al., 2007). Al finalizar el experimento todos

los ratones fueron sacrificados, Figura 7.

) 1t 10 1
12.5mg/kg
de AOM k % &

via i.p. 2% DSS 2% DSS 2% DSS
- - — —
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n n n ] n n n n

L_; microPET/CT - FDG Grupoe control (4 ratones)

« Toma de muestra de sangre 4 Grupo AOM/DSS (27 ratones)

Figura 7. Modelo de estudio para el CCR. En este experimento se usé un grupo control y un grupo AOM/DSS. Durante el
tratamiento se tomaron muestras de sangre para evaluar las alteraciones genéticas descritas en este modelo, ademas, el
crecimiento tumoral se evalu6 mediante microPET/CT
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4.2 Toma de muestra de sangre

Para la deteccion de alteraciones genéticas en este modelo in vivo. Se colectaron
muestras de sangre durante la fase del tratamiento en los dias 1, 22, 29, 36, 43,
50, 57 y 70 para los ratones del grupo control y grupo AOM/DSS (Figura 7). Las
tomas de muestra de sangre se realizaron mediante una incisién en la cola de los
ratones y se colectaron por medio de goteo en un tubo microtainer con EDTA (BD
Microtainer Cat. 365974).

4.3 Seguimiento del tumor por microPET/CT

La evaluacion del crecimiento del tumor se realizé a través de microPET/CT
usando como sonda molecular 2-[*®F]-fluoro-2-deoxi-D-glucosa (FDG) para
evaluar la actividad glucolitica de las células tumorales, las cuales son mas
elevadas que en las células normales (Chowdhury et al., 2010; Gambhir, 2002), en

los mismo dias de la toma de muestra de sangre (Figura 7).

Un dia antes de la toma de microPET/CT, los ratones recibieron croquetas
bafiadas con medio de contraste lodixanol 270 (Visipaque) y 6 horas antes de la
toma fueron puesto en ayuno con agua ad libitum. Para la toma de microPET/CT
se administré via intravenosa 200-250 microcuries (uCi) de FDG a los ratones, en
un volumen de 100 pL en solucion salina y fueron colocados en la camara de
microPET/CT bajo anestesia inhalada (oxigeno a 800 mmHg e isuflorano al 1.5%).
Se realiz6 la microPET/CT usando un protocolo de emision de cuerpo completo
con single PET 10 min y CT Best HD-HD en el equipo de Albira ARS (Oncovision).
Posteriormente, se determind la lesion glucolitica total (TLG, por sus siglas en
inglés), un valor cuantitativo de la microPET/CT que mide la concentracion de

FDG presente en un tejido metabdlicamente activo.

El andlisis de microPET/CT se reaizo en el laboratorio 11 de microPET/CT a cargo

del Dr. Luis Alberto Medina Veldsquez del Instituto de Cancerologia (INCan).
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4.4 Extraccion y cuantificacion de DNA tumoral y cfDNA

La extraccion del cfDNA se realizO con 63 — 200 puL de plasma con el kit
Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification Mini (Norgen Biotek Corp
Cat. 55100) y el DNA del tumor se extrajo con el kit de DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen, Cat. 69506) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante y
cuantificados por fluorometria (Qubit - Life Technologies). Posteriormente el DNA
extraido de plasma y tumor fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

4.5 Diseno de oligonucledtidos

Para este experimento se disefiaron dos juegos de primers compatibles con PCR
de punto final y E-ice-COLD-PCR (Enhanced-Improved and Complete Enrichment
CO-amplification at Lower Denaturation temperature Polymerase Chain Reaction,
por sus siglas en inglés) para amplificar las regiones mutadas en CTNNB1 exo6n 3,
codon 32, 33, 34, 37 y 41, y KRAS exon 2, codén 12 (Tabla 3) usando los
programas de primer 3 (http:/bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), primer blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y PridimerCheck

(http://biocompute.bmi.ac.cn/MPprimer/primer dimer.html).

Tabla 3. Primers para la amplificacion de CTNNB1 y KRAS

Primer Oligo Nombre | Longitud Tm Secuencia Producto
1 Forward | CTNNB1 20 60.35 CACTGGCAGCAGCAGTCTTA 111
2 Reverse | CTNNB1 22 59.98 GGAGGTGTCAACATCTTCTTCC
3 Forward KRAS 20 58.46 AGGCCTGCTGAAAATGACTG 135
4 Reverse KRAS 23 61.61 | AGCAGCGTTACCTCTATCGTAGG

También se disefiaron dos sondas boqueadoras (SB) para CTNNB1 y KRAS que
fueron usadas en la E-ice-COLD-PCR para el enriquecimiento de los alelos
mutantes de estos genes (Tabla 4). La SB son oligos sintéticos de 41 y 42
nucleétidos para CTNNB1 y KRAS, respectivamente. Esta SB estan dirigidos
hacia al alelos silvestre, se sobrelapa con 5 nucledtidos al primer forward de

CTNNB1 y KRAS, esta fosforilado en el extremo 3’ de tal manera que no puede
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ser amplificado por la polimerasa y contiene bloqueadores de acidos nucleicos
(LNA, por sus siglas en inglés) en el sitio donde esperamos encontrar las
mutaciones (CTNNB1: 32,33,34,37 y 41; KRAS: coddn 12). Los LNAs en la SB
permiten maximizar la diferencia de la temperatura de fusion entre el alelo silvestre
y el alelo mutante (ver 4.7) (How Kit et al., 2013; You et al., 2006). La SB fue
diseflada usando el instrumento de disefio y prediccion de Exigon

(https://www.exigon.com/oligo-tools).

Tabla 4. Sonda bloqueadora para E-ice-COLD-PCR

Sonda Secuencia
bloqueadora
CTNNB1_SB_41 | TCTTACTTGG+A+T+TCT+G+G+AATCCATTCTGGTGCCACCACCAC/3Phos

KRAS_SB_42 GACTGAGTATAAACTTGTGGTGGTTGGAGCTG+G+TGGCGTAGG/3Phos

Bloqueadores de acidos nucleicos (LNA): +A, +G, +C y +T.

4.6 PCR de punto final

Para la deteccion de mutaciones en CTNNB1 y KRAS se amplificaron las
muestras de cfDNA y DNA tumoral de los ratones que fueron tratados con
AOM/DSS. La reaccion se realiz6 usando 20 ng de DNA tumoral y > 1 ng de
cfDNA en un volumen de 30 uL usando el Kit de Taq Ready Mix PCR (KAPA cat.
1024; Tabla 5), en un equipo de PCR de punto final T100 Thermal Cycler (BIO-
RAD), usando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3
minutos seguido de 34 ciclos de PCR con desnaturalizacion a 95°C por 30
segundos, hibridacién con los primers a 60°C por 30 segundos, extension a 72°C

por 1 minuto y una extension final de 72°C por 5 minutos.

Tabla 5. Componentes de la reaccion para PCR de punto final

Reactivos Concentracion final
Agua -
2x Ready Mix con Mg?* 1X
Primer Forward (10 uM) 0.4 uM
Primer Reverse (10 pM) 0.4 uM
DNA >1 ng para ctDNA y 20 ng para DNA tumoral
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4.7 E-ice-COLD-PCR

E-ice-COLD-PCR es una variante de PCR que permite el enriguecimiento
selectivo de alelos mutantes a través de la incorporaciéon de etapas adicionales en
la PCR y la utlizacion de una SB que contiene LNAs (ver 4.5). La SB es
complementaria al alelo silvestre e hibrida de manera imperfecta con el alelo
mutante. Esta técnica inicia con la desnaturalizacion de las moléculas de DNA,
seguida de un paso de hibridacion intermedia, donde el alelo silvestre y mutante
hibridan con la SB, formando hibridos de alelo mutante-SB y de alelo silvestre-SB.
Posteriormente, se emplea una temperatura critica (Tc), definida como la
temperatura en la cual se desnaturaliza preferencialmente el alelo mutante que
esta unido a la SB, debido a que dicha hibridacion es imperfecta y su temperatura
de fusion (Tm, por sus siglas en inglés) es menor que la del alelo silvestre. Este
paso es la base del enriquecimiento selectivo. En el siguiente paso de la PCR, se
realiza el alineamiento con los primers, el cual ocurre mayoritariamente con el
alelo mutante, debido a que el alelo silvestre se encuentra bloqueado por la SB.

Esto permite la amplificacion selectiva de los alelos mutantes (Figura 8).
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—_—
—'"_
_M_
—ee E xtensian (72°C)
; H —_——
Hibridacion ——imim s
(SB T0°C) —_— ———
—_— o srmssmans —_
L —— Hibridacian con e—rve—
L —— 3 Primers (72°C})
. . . _ EESEE
—

Figura 8. Flujo general para el enriquecimiento de mutaciones por E-ice-COLD-PCR. Esta PCR inicia con una
desnaturalizacién a 95°C seguido de un paso de hibridacion intermedia donde la SB hibrida con el alelo silvestre y mutante
a 70°C, posteriormente hay un paso de desnaturalizacién a una Tc donde se desnaturaliza preferencialmente el alelo
mutante debido a que la SB hibrida imperfectamente con él y tiene una Tm menor que el alelo silvestre, esto para que se
amplifique preferencialmente
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Para esta estrategia experimental, la Tc fue definida mediante un analisis de
fusion de alta resoluciéon (HRMA, por sus siglas en ingles), cuyo principio se basa
en la disociacion de DNA de doble cadena (dsDNA, por sus siglas en inglés)
cuando se expone a un incremento gradual de la temperatura. La disminucién de
la sefial se genera a través de la transicion de dsDNA a DNA de cadena sencilla
(ssDNA, por sus siglas en inglés) en la presencia de un colorante fluorescente.
Asi, la fluorescencia se reduce a medida que se va desnaturalizando el dsDNA
(Montgomery et al., 2007; Simi et al., 2008).

Para la determinacion de la Tc del alelo mutante y silvestre de CTNNB1 y KRAS,
se utilizaron 3 templados diferentes: silvestre, mutante y la combinacién equimolar
de ambos, los cuales fueron amplificados por PCR de punto final usando 1 ng de
estas moléculas en un volumen de 20 L, con el kit de HRM Fast PCR (KAPA cat.
KK4201; Tabla 6). La amplificacion se realiz6 usando el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos de PCR con
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacion con los primers a 60°C por
30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C por 5

minutos.

Tabla 6. Componentes de la reaccion para la determinacion de la Tc por HRM

Reactivos Concentracion final
Agua -
2X KAPA HRM FAST master mix 1X
25 mM MgCl, 2.5Mm
Primer Forward 10 uM 0.2 uyM
Primer Reverse 10 uM 0.2 uM
DNA 1 ng

Los productos obtenidos de la reaccién fueron cuantificados y mezclados con la
SB a una molaridad de 1:2, productos de PCR y SB, respectivamente, y
analizados mediante un andlisis de fusién de alta resolucion (HRMA) en un equipo
de gPCR (Rotor Gene Q, Qiagen). Para el HRMA se hizo un incremento gradual
de la temperatura de 75 — 90 °C, 0.03 °C/s por cada adquisicion.

Una vez determinada la Tc para CTNNB1 y KRAS, se realiz6 una E-ice-COLD-

PCR para evaluar el enriguecimiento de los alelos mutantes en las muestras de
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DNA tumoral, obtenidas de las neoplasias disectadas del colon, usando 20 ng de
DNA en un volumen final de 30 uL con el kit de Tag HotStart PCR (KAPA cat.
1510; tabla 7). La amplifiacion se realiz0 usando el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 6 ciclos de PCR con
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, hibridacién con los primers a 60°C por
20 segundos, extension a 72°C a 15 segundos, posteriormente 44 ciclos de E-ice-
COLD-PCR con desnaturalizacién a 95°C por 20 segundos, hibridacién con la SB
a 70°C por 30 segundos, desnaturalizacion a 83.3°C y 80.8°C por 20 segundos
para CTNNB1 y KRAS, respectivamente, hibridaciéon con los primers a 60°C por
20 segundos, extension a 72°C por 15 segundos y una extension final de 72°C por
5 minutos. El valor del enriquecimiento, expresado en veces, se obtuvo dividiendo
las frecuencias alélicas de los productos obtenidos por E-ice-COLD-PCR sobre
aguellas obtenidas PCR de punto final (Enriguecimiento = E-ice-COLD-PCR/PCR
de punto final). Una vez evaluada el enriqguecimiento con DNA tumoral se realizé
E-ice-COLD-PCR con cfDNA.

Tabla 7. Componentes de la reaccion para E-ice-COLD-PCR

Reactivos Concentracion final

Agua -

KAPA Taq Hotstart buffer 5X 1X

MgCl,25 Mm 1.5 Mm

Mezcla de dNTPs 10 Mm 0.2 Mm

Primer Forward 10 uM 0.2 uM

Primer Reverse 10 uM 0.2 uM

SB de CTNNB1 y KRAS (250 nM) 50 Nm

KAPA Taq HotStart DNA polimerasa 5 U/uL U

DNA >1 ng para ctDNA y 20 ng para DNA tumoral

4.8 Secuenciacion tipo Sanger

Los productos obtenidos por PCR de punto final y E-ice-COLD-PCR se mandaron
a secuenciar al Laboratorio de Secuenciacion de Gendmica de la Biodiversidad y
de la Salud, del Instituto de Biologia de la UNAM, en donde se llev6 a cabo una
secuenciacion de tipo Sanger usando 50 ng de los productos purificados de PCR
con los oligonucleétidos CTNNB1 y KRAS (sentido y antisentido), en el
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secuenciador Applied Biosystems® 3500xL Genetic Analyzer (24 capilares). El

alineamiento de las secuencias se realiz6 usando el programa A plasma editor.

4.9 Secuenciacion Masiva

También se evaluaron las mutaciones presentes en el DNA tumoral y cfDNA por
medio de secuenciacion masiva en paralelo, usando la plataforma de Illumina,
cuyo principio se basa en la secuenciacion por sintesis con terminadores

reversibles (Meyerson et al., 2010), Figura 9.
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Figura 9. Secuenciacion masiva por illumina. a) La libreria esta compuesta de fragmentos de dsDNA que son
reconocidos por el secuenciador. EI DNA que va ser secuenciado es flanqueado por secuencias adaptadores. Los
productos obtenidos por PCR son embotados en el extremo 3’, posteriormente una cola de dA es adicionada en el extremo
3’ usando DNA polimerasa sin actividad exonucleasa 3’-5’. La cola de dA previene la concatemerizacion de los
fragmentosde DNA y permite el uso de adaptadores de cola dT, el cual minimiza la formacién de dimeros de adaptadores.
b) las librerias son hibridadas covalentemente en una superficie solida que contiene oligos complementarias a los adaptores
especificos que son ligados en los fragmentos de las librerias, de esta manera se hace la amplificacién por puente para la
generacion de clusters. c) Cada cluster es suministrado con polimerasa y cuatro nuclettidos fluorescentes marcados
diferentemente que tienen su 3’-OH inactivado quimicamente para asegurar que una sola base sea incorporado en cada
ciclo. Cada ciclo de incorporaciéon de base es seguido por un paso de toma de imagen para identificar el nucleétido
incorporado en cada cluster y por un paso quimico que remueve el grupo fluorescente y el desbloqueo al final del 3"para la
incorporacion de la base en el siguiente ciclo. (tomado y modificado de Shin et al., 2014).

Las librerias fueron construidas utilizando el kit de GeneRead Library Prep for
lllumina de Qiagen (Cat. 180432, 180455 y 180912) y secuenciadas en un Miseq
(lumina). Los datos crudos obtenidos de la secuenciacion masiva (fastq) fueron
procesados en la plataforma bioinforméatica Galaxy Project

(https://galaxyproject.org/), usando el genoma de referencia de raton (mm10). Las

secuencias fueron alineadas con BWA-MEM vy visualizadas en IGV (Broad

Institute).
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4.10 Analisis estadistico
La evaluacion de las diferencias significativas se realizé mediante un andlisis de

varianza (ANOVA) de una sola via, seguida de la pruebas de comparacion multiple

de Tukey, utilizando el programa GraphPad Prism®Prism 5 (Graph Pad Software).

27



5. Resultados

5.1 Signos clinicos en el modelo de AOM/DSS

Durante el proceso carcinogénico en el modelo in vivo de CCR los ratones del
grupo AOM/DSS presentaron piloereccion, diarrea, sangrado y protrusion anal, asi
como la pérdida del peso corporal después de cada ciclo de DSS en comparacién

con el grupo control sin tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Peso de los ratones durante el proceso carcinogénico con AOM/DSS. Los ratones del grupo AOM/DSS
experimentaron una disminucién de peso corporal durante el tratamiento.

5.2 Desarrollo de tumores con AOM/DSS

Al término del experimento se realizé el sacrificio de los ratones para la evaluacion
macroscopica del colon. Todos los ratones tratados con AOM/DSS desarrollaron
tumores en la parte media y distal, con un promedio de 9.78 + 4.08 tumores por

cada raton (Figura 11).
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Figura 11. Desarrollo de tumores en el modelo AOM/DSS. a) Nimero de tumores desarrollados en el grupo AOM/DSS.
b) Desarrollo de tumores en la parte media y distal del colon.

5.3 Deteccion de tumores con microPET/CT

S monitore6 el desarrollo del tumor durante el tratamiento con AOM/DSS mediante
la prueba de imageneologia molecular microPET/CT. Para aprovechar el
aumentado metabolismo glucolitico tumoral, se utiliz6 FDG como sonda molecular.
Mediante la acumulaciéon local de la FDG en el tejido del colon, se detectd la
presencia de los tumores a partir del dia 36 del inicio del tratamiento, etapa que
corresponde a la formaciéon de microadenomas previos al desarrollo tumoral en

este modelo (Figura 12).
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Figura 12. Deteccion de tumores con microPET/CT. a) Medicion de la TLG a partir del dia en donde se detecto el tumor
con microPET/CT. b) Imagenes reconstruidas de la microPET/CT. Las felchas rojas indican la captacion de FDG en el
colon. Los datos son presentados como la media + SEM y analizados por ANOVA de una via, seguida de la prueba de
comparacion multiple de Tukey. *** p <0.001. TLG = Lesion glucolitica total.
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5.4 Concentracion de cfDNA

Para evaluar la presencia de alteraciones genéticas tumorales, se tomaron
muestras de sangre de los ratones tratados con AOM/DSS durante el transcurso
del experimento y se extrajo cfDNA de 4 ratones en cada toma de muestra.
También se aislo cfDNA de los controles sin tratamiento. En los ratones tratados
con AOM/DSS se observé un aumento en la concentracion plasmatica de cfDNA
durante el desarrollo del tumor (Figura 13).
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Figura 13. Concentracion plasmética del cfDNA durante el tratamiento. Se observa un aumento en la concentracion del
cfDNA durante el desarrollo del tumor

5.5 Analisis de mutaciones en DNA tumoral por PCR de punto final y
por secuenciacion tipo Sanger

Para analizar el genotipo tumoral en las regiones hipermutables de CTNNB1 y
KRAS, se extrajo DNA de las muestras de CCR de 20 ratones tratados con
AOM/DSS. Se realiz6 la amplificacion por PCR de punto final y la secuenciacion
tipo Sanger para la deteccion de dichas alteraciones. Se detectaron mutaciones en
CTNNB1 con una frecuencia del 100% en los codones 32, 33, 34, 37 y 41.
Ademads, se observaron mas de 2 mutaciones distintas en CTNNB1 en el 70% de
las muestras (14/20). En KRAS no se detectd ninguna mutacion con esta

estrategia experimental (Tabla 8 y Anexo 1).
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Tabla 8. Analisis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en muestras de tumor por PCR
de punto final y secuenciacion tipo Sanger

Ratén AOM/DSS

Ratéon 1

Ratén 2

Ratoén 3

Ratén 4

Ratén 5
Ratén 6

Raton 7

Rato6n 8

Raton 9

Ratén 10

Ratéon 11

Rat6n 12

Ratén 13

Rat6n 14

Ratén 15

Raton 16

Ratén 17

Ratén 18

Rato6n 19

Raton 20

CTNNBI

c.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T41])

c.94G>A (p.D32N)

¢.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T411)

c.94G>A (p.D32N)
¢.101G>A (p.G34E)
¢.110C>T (p.S37F)
¢.122C>T (p.T411)

¢.122C>T (p.T41T)
¢.122C>T (p.T411)
¢.98C>T (p.S33F)
¢.101G>A (p.G34E)
¢.110C>T (p.S37F)
¢.94G>A (p.D32N)
¢.101G>A (p.G34E)
¢.110C>T (p.S37F)
¢.122C>T (p.T41T)
¢.94G>A (p.D32N)
¢.110C>T (p.S37F)

¢.94G>A (p.D32N)
¢.101G>A (p.G34E)

¢.110C>T (p.S37F)

c.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T41T)

c.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T41T)

c.101G>A (p.G34E)

¢.94G>A (p.D32N)
¢.98C>T (p.S33F)

¢.101G>A (p.G34E)
¢.122C>T (p.T411)

¢.101G>A (p.G34E)
¢.122C>T (p.T411)

¢.101G>A (p.G34E)
¢.122C>T (p.T411)

c.94G>A (p.D32N)

¢.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T411)

c.94G>A (p.D32N)
¢.122C>T (p.T411)

KRAS
Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre
Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre
Tipo silvestre

Tipo silvestre

Tipo silvestre
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5.6 Analisis de mutaciones de DNA tumoral por PCR de punto final y
por secuenciacion masiva.

Para identificar con mayor sensibilidad las alteraciones en CTNNB1 y KRAS en los
tumores, se tomaron 5 muestras de los productos obtenidos por PCR de punto
final previamente secuenciados por Sanger y se secuenciaron en la plataforma de
secuenciacion masiva lllumina. Para este analisis se emplearon las muestras 1, 3,
8, 10 y 16 a una profundidad de secuenciacion de 30,000X. Con esta estrategia se
detectaron mutaciones adicionales en CTNNB1 en el raton 1 (codon 34), raton 3
(codones 33 y 34) y raton 16 (codones 33 y 37), que no habian sido detectadas
con la secuenciacion tipo Sanger (Tabla 9 y Anexo 2). En KRAS no se detect6
ninguna mutacion.

Tabla 9. Analisis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en muestras de tumor por PCR de
punto final y secuenciacion tipo Sanger y masiva

Raton AOM/DSS Secuenciacion tipo Sanger Secuenciacion masiva

CTNNBI
c.94G>A (p.D32N)

CTNNBI
.94G>A (p.D32N)

Raton 1 . c.101G>A (p.G34E)
¢.122C>T (p.T41I) c.122C>T (p.T41I)
CTNNBI1 CTNNBI
¢.94G>A (p.D32N) ¢.94G>A (p.D32N)
Ratén 3 - ¢.98C>T (p.S33F)
- c.101G>A (p.G34E)
¢.122C>T (p.T411) ¢.122C>T (p.T41I)
CTNNBI1 CTNNBI
¢.94G>A (p.D32N) ¢.94G>A (p.D32N)
Raton 8 ¢.101G>A (p.G34E) c.101G>A (p.G34E)
¢.110C>T (p.S37F) ¢.110C>T (p.S37F)
¢.122C>T (p.T41T) ¢.122C>T (p.T41T)
CTNNBI1 CTNNBI
Raton 10 ¢.94G>A (p.D32N) ¢.94G>A (p.D32N)
¢.101G>A (p.G34E) ¢.101G>A (p.G34E)
CTNNBI1 CTNNBI
- c.98C>T (p.S33F)
Raton 16 ¢.101G>A (p.G34E) ¢.101G>A (p.G34E)

¢.122C>T (p.T411)

¢.110C>T (p.S37F)
¢.122C>T (p.T411)



5.7 E-ice-COLD-PCR

5.7.1 Determinaciéon de la Tc

Para definir la temperatura éptima de desnaturalizacion del alelo mutante (Tc),
necesaria para el enriquecimiento selectivo de los productos tumorales, se realiz6
un analisis de fusion a alta resoluciéon (HRMA). Con esta estrategia experimental

es posible diferenciar las temperaturas de desnaturalizacion de los alelos silvestre
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Figura 14. Determinacién de la Tc para CTNNB1 y KRAS. a) HRMA de CTNNB1 usando alelo silvestre, mutante y la
combinacién equimolar de ambos con la SB. b) Analisis estadistico de HRMA para CTNNB1. c) HRMA de KRAS usando
alelo silvestre, mutante y la combinacién equimolar de ambos con la SB. d) Andlisis estadistico de HRMA para KRAS. Los
datos son presentados como la media + SD y analizados por ANOVA de una via, seguida de la prueba de comparacion
multiple de Tukey. * p < 0.05 *** p <0.001
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La Tc de CTNNB1, usando HRMA fue de 84.16°C para el alelo silvestre-SB y
83.34 para el alelo mutante-SB, existiendo una diferencia en la temperatura de
fusion (Ar,,) de 0.82°C. Para KRAS la Tc del alelo silvestre-SB fue de 81.47°C y
para KRAS alelo mutante-SB de 80.84°C, existiendo una A, de 0.63°C (Figura
14). Con estos resultados se establecié la Tc para CTNNB1 de 83.3°C y para
KRAS de 80.8°C.

5.7.2 Deteccion de mutaciones de DNA tumoral mediante E-ice-
COLD-PCR y por secuenciacién masiva

Para evaluar el enriquecimiento de los alelos mutantes en CTNNB1 y KRAS, y
comparar la metodologia de E-ice-PCR con la PCR de punto final, se usaron 5
muestras tumorales, previamente caracterizadas por secuenciacion tipo Sanger y
por la plataforma lllumina mediante PCR de punto final. Se realiz6 la amplificacion
de estas muestras por E-ice-COLD-PCR, empleando la Tc obtenida por HRMA
(ver 5.7.1) usando una concentracion final de 50 nM de la SB para ambos genes y

con una profundidad de 50,000X para la secuenciacion masiva.

Se observo un enriguecimiento cercano a las 2 veces en los alelos mutantes de
CTNNBL1 en los codones 32, 33, 34 y 41 (figura 15 y anexo 3). También en KRAS

se obtuvo un enriguecimento de 2 veces para los alelos mutantes en el codon 12.

N
1

Enriquecimiento
(KRAS)

Enriquecimiento
(CTNNB1)

PCR normal

PCR normal

33 34 37 12
Codoén Codoén

Figura 15. Enriquecimiento de alelos mutantes en CTNNB1 y KRAS con E-ice-COLD-PCR. En la figura se observa un
nivel de enriquecimiento en los codones 32, 33, 34 y 41 de CTNNB1 y coddn 12 para KRAS.
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5.7.3 Deteccion de mutaciones de cfDNA mediante PCR de
punto final, E-ice-COLD-PCR y secuenciacion masiva

Una vez que se determindé el enriqguecimiento de los alelos mutantes en CTNNB1 y
KRAS en el DNA tumoral mediante E-ice-COLD-PCR, se hizo la amplificacion de
dichos loci a partir del cfDNA obtenido de las muestras de plasma de ratones
tratados con AOM/DSS. Se amplificaron tres muestras de cfDNA de cada tiempo
por (i) PCR de punto final y por (ii) E-ice-COLD-PCR. Los productos de ambas
metodologias se secuenciaron en la plataforma lllumina con una profundidad
promedio de 150,000X.

El método de E-ice-COLD-PCR permitié detectar 41 mutaciones en ambos genes,
mientras que con la PCR de punto final s6lo se detectaron 24 mutaciones. Se
detectaron mutaciones en CTNNB1 en los codones 32, 33, 34, 37 y 41 en los
diferentes estadios de la progresion del tumor, ain en el dia 22 que corresponde a
la formacién de criptas aberrantes en este modelo, tambien se detectaron
mutaciones en KRAS en las etapas tempranas de la formacion del tumor (Tabla 10
y Anexo 3). En el andlisis, se mostré que la mayoria de los ratones tienen una
mutaciéon en CTNNB1, excepto para el raton 1 del dia 29 y 36 donde tienen 3y 2
mutaciones en CTNNBL1 respectivamente, asi como el ratdén 2 del dia 57 que tiene

3 mutaciones en este mismo gen.

Para evaluar el grado de enriquecimiento obtenido por E-ice-COLD-PCR, se
analizaron las frecuencias alélicas mutantes de CTNNB1 (coddn 34 y 41) y KRAS
obtenidas por PCR de punto final y E-ice-COLD-PCR (Figura 16). En todas las
muestras se observo un enriquecimiento mayor de la frecuencia alélica mutante
mediante E-ice-COLD-PCR para ambos genes. En conjunto, estos resultados
muestran que con la técnica de E-ice-COLD-PCR es posible detectar mas alelos

mutantes y obtener frecuencias alélicas mas altas que con la PCR de punto final.
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Tabla 10. Analisis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en cfDNA por PCR de punto final, E-ice-COLD-PCR y

secuenciacion masiva.

Raton PCR de punto final E-ice-COLD-PCR
Dia 1 1 - -
2 - -
3 - -
Dia 22 1 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35GA(p.G12D)
5 - CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
- KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
3 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
Dia 29 - CTNNBI - c.94G>A (p.D32N)
1 CTNNBI - ¢.110C>T (p.S37F)
CTNNBI - ¢.122C>T (p.T411)
- KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
5 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
3 CTNNBI - ¢.98C>T (p.S33F) CTNNBI - ¢.98C>T (p.S33F)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
Dia 36 - CTNNBI - ¢.94G>A (p.D32N)
1 - CTNNBI - ¢.122C>T (p.T411)
- KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
9 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
3 CTNNBI - c.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
Dia 43 1 - CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
2 - CTNNBI - ¢.122C>T (p.T411)
3 - CTNNBI - ¢.122C>T (p.T41I)
Dia 50 1 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
- KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
5 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
3 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
Dia 57 1 CTNNBI - c.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
- CTNNBI - ¢.94G>A (p.D32N)
5 - CTNNBI - ¢.98C>T (p.S33F)
CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
3 CTNNBI - c.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
KRAS - ¢.35G>A(p.G12D) KRAS - ¢.35G>A(p.G12D)
Dia 70 1 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
2 CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
3 CTNNBI - c.101G>A (p.G34E) CTNNBI - ¢.101G>A (p.G34E)
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Figura 16. Frecuencia alélica mutante durante la progresién del tumor. a) Comparacion de frecuencia alélica mutante
obtenida por PCR de punto final y E-ice-COLD-PCR para CTNNB1. b) Comparacion de frecuencia alélica mutante obtenida
por PCR de punto final y E-ice-COLD-PCR para KRAS.

38



6. Discusion

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. La OMS en
el 2014 reportd 1.3 millones nuevos casos de CCR en todo el mundo (Ferlay et al.,
2015). En el afio 2013, se estimé que 771,000 personas murieron por CCR,
haciendo esta enfermedad la cuarta causa mas comun de muerte relacionada a
cancer en todo el mundo, después de las neoplasias de pulmén, higado y
estbmago (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators, 2015).

La alta tasa de mortalidad del CCR se debe principalmente a su deteccion tardia,
ya que es una neoplasia asintomatica en sus etapas iniciales, hecho que dificulta
su deteccion temprana y tratamiento oportuno. Actualmente se dispone de
pruebas de tamizaje basadas en la deteccion de sangre oculta en heces, dichos
métodos tienen baja sensibilidad y especificidad en comparacion con las pruebas
de deteccion de cancer y lesiones avanzadas por imagenologia como el PET/CT y
la colonoscopia, que son altamente sensibles y especificas. Aunque las pruebas
de imagenologia son de gran valor diagndstico, éstas tienen las desventajas como
la hospitalizacion obligatoria y la presentacion de efectos secundarios (Lieberman,
2009; Strum, 2016). Cabe mencionar que estas pruebas de tamizaje y de
deteccion de lesiones avanzadas s6lo permiten identificar los efectos patogénicos
en el colon producidos por el crecimiento tumoral y el dafio a nivel histologico,

respectivamente.

Con el descubrimiento de las bases etiopatogénicas del desarrollo de CCR se han
propuesto métodos de deteccion molecular alternativos, basados en la deteccion
de alteraciones genéticas en los oncogenes y genes supresores de tumor que son
los responsables de la iniciacion y desarrollo de esta neoplasia (Network, 2012;
Vogelstein et al., 2013).

En este trabajo se us6é un modelo bien establecido de carcinogénesis quimica
inducida en ratones para recapitular todo el proceso etiopatogénico, desde su
inicio hasta la etapa localmente avanzada, tal y como se observa en humanos. De

esta forma nos fue posible evaluar las alteraciones moleculares presentes desde
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los estadios iniciales en la formacién del tumor, la formacion del carcinoma in situ
y las etapas localmente avanzadas (De Robertis et al., 2011; Tanaka et al., 2003).
El AOM es un agente carcinégeno que se metaboliza para producir el compuesto
activo ion metildiazonio e inducir alquilacién en las bases del DNA en el epitelio del
colon. Este proceso genera las mutaciones en CTNNB1 y KRAS. ElI DSS es un
agente inflamatorio que causa dafio en las células del epitelio del colon e
inflamacion (Marrero et al., 2000; Ni et al., 1996; PerSe and Cerar, 2012). Ambos
eventos: la exposicion a mutagenos y la inflamacion crénica son los principales
factores de riesgo en el CCR humano (Kuipers et al., 2015). En varios estudios se
ha reportado que la administracion continua de DSS durante el tratamiento en
ratones causa diarrea, inflamacion, sangrado anal, protusion anal y pérdida de
peso (Ledesma-Soto et al., 2015; Tanaka et al., 2003; Urrutia-Ortega et al., 2016).
Estos mismos signos clinicos fueron observados en nuestro experimento al

finalizar cada ciclo de tratamiento con DSS.

Todos los ratones que fueron tratados con AOM/DSS desarrollaron tumores como
previamente se ha descrito (Ledesma-Soto et al., 2015; Tanaka et al., 2003;
Urrutia-Ortega et al., 2016). La mayor parte de los tumores fueron localizados en
la parte distal del colon, como comunmente se observa en CCR humano
(Vogelstein., et al 1988).

Las pruebas de imagenologia molecular son usadas en la clinica para el
diagnoéstico y la estadificacion precisa de CCR, a fin de tomar decisiones
terapéuticas Optimas para los pacientes. En este estudio usamos por primera vez
en este modelo la prueba microPET/CT para seguir el crecimiento del tumor. Con
esta estrategia se detecto la presencia del tumor a partir del dia 36 del inicio del
tratamiento. En el modelo AOM/DSS estos dias corresponden a la transicion de
microadenomas a adenoma, eventos tempranos en el desarrollo de la neoplasia
colorrectal (Tanaka et al., 2003). La resolucion espacial de la microPET/CT es de
1.5 mm, es decir, lesiones o alteraciones histomorfolégicas por debajo de este
tamafio no son detectables con este método. Los FCA son las primeras lesiones

de la mucosa colonica en el inicio de la carcinogénesis del CCR, cuya medida es
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menor de 1 mm de tamafio, por lo que no fue posible la deteccion del CCR en los
estadios mas iniciales mediante microPET/CT en este trabajo. Este hecho resalta
la necesidad de desarrollar e implementar métodos méas sensibles de deteccion,
como los métodos moleculares basados en la determinacion de alteraciones

genética en acidos nucleicos tumorales como el ctDNA presente en el plasma.

Se ha demostrado en varios estudios que existe una correlacion entre los niveles
del cfDNA con la carga tumoral (Bettegowda et al., 2014, Diehl et al., 2005, 2008)
y la inflamcacion crénica (Heitzer et al., 2013; Schwarzenbach et al., 2011). En
este trabajo se observé un aumento constante de la concentracion plasmatica del
cfDNA a lo largo del desarrollo tumoral. Asi, el tamafio del tumor y la inflamacion
cronica en este modelo, influenciaron los niveles del cfDNA en el plasma, tal y

como se observa en pacientes.

En el presente estudio de carcinogénesis inducida en ratones, las mutaciones en
CTNNBL1 fueron encontradas en todas las muestras de DNA tumoral empleando
secuenciacion tipo Sanger, como previamente se ha reportado (Takahashi et al.,
2000b, 2000a). Las mutaciones estuvieron presentes en los codones 32, 33, 34,
37 y 41. Todas las mutaciones fueron transiciones G:C — A:T, lo cual es
consistente con el patron de mutaciones descrito para los agentes alquilantes, que
generan las transiciones G>A y C>T (Petljak and Alexandrov, 2016). En los
tumores, los analisis genéticos mostraron que en CTNNB1 se presentan mas de
dos mutaciones en el 70% de las muestras (14/20 ratones). Lo anterior sugiere
gue en este modelo ocurre el fendmeno de heterogeidad intratumoral, en el cual
multiples subclonas que contienen distintos alelos mutantes coexisten en la masa
tumoral (Sadanandam et al., 2013; Uchi et al., 2016). Asi mismo, se encontraron
tumores con hasta cuatro alelos distintos de CTNNB1. Este es el primer estudio
gue demuestra la policlonalidad tumoral de este modelo, fendmeno que también
ha sido identificado en los pacientes humanos con CCR, y que representa una
ventaja experimental importante del modelo AOM, ya que la policlonalidad es una
de las determinantes patogénicas asociadas a la resistencia al tratamiento y al mal

prondstico en esta enfermedad (Sadanandam et al., 2013; Uchi et al., 2016).

41



Para evaluar las mutaciones por secuenciacion masiva en CTNNB1 y KRAS en las
muestras de DNA tumoral se seleccionaron 5 muestras: ratén 1, 3, 8, 10 y 16. En
comparaciéon con la secuenciacién tipo Sanger, la estrategia de secuenciacion
masiva mejoré la determinacion de alelos mutantes, ya que se detectaron 3

mutaciones adicionales en las muestras de tejido tumoral.

El uso de cfDNA para deteccién de alteraciones moleculares de manera no
invasiva es un campo que ha tenido una aumento sustancial en el numero de
publicaciones y de nuevos métodos con aplicacion potencial en la oncologia
clinica. Sin embargo, las alteraciones moleculares presentes en el cfDNA en los
estadios iniciales son marginales, con frecuencias alélicas tumorales menores del
0.1%. La baja proporcion de moléculas tumorales mutantes presentes en el

plasma representa un reto para la deteccion mediante métodos convenciales.

Para atender esta problematica, en este trabajo, se implementé un método
denominado E-ice-COLD-PCR, el cual permite el enriquecimiento selectivo de
mutaciones presentes en las muestras de cfDNA con frecuencias alélicas
mutantes <0.1%. Para aumentar la eficiencia en la deteccion el enriquecimiento
por E-ice-COLD-PCR se integréo a la deteccion cuantitativa por secuenciacion
masiva. La caracteristica principal del E-ice-COLD-PCR es el uso de una
temperatura critica donde se desnaturalizan preferencialmente los alelos mutantes
y la incorporacion de una sonda bloqueadora que contiene LNAs. Los LNAs
permiten maximizar la diferencia de Tm del alelo mutante y silvestre, haciendo que
se desnaturalicen preferencialmente los alelos mutantes a temperaturas mas bajas
y se amplifiquen exponencialmente (How Kit et al., 2013; How-Kit et al., 2014; You
et al., 2006). Para llevar a cabo la metodologia de E-ice-COLD-PCR se defini6
experimentalmente la Tc del alelo silvestre y mutante mediante HRMA. Se observo
gue la incorporacion de la SB maximiza la diferencia de la Tm entre el alelo
silvestre y mutante cuando se compara con la desnaturalizacién simple de estas
moléculas sin emplear SB. De esta manera la sonda bloqueadora mejora la Tm
del alelo mutante contra el alelo silvestre, hecho indispensable para el

enriguecimiento selectivo.
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En nuestros analisis evaluamos el nivel de enriquecimiento en CTNNB1 y KRAS
usando E-ice-COLD-PCR y PCR de punto final. La E-ice-COLD-PCR mostr6é un
mayor enriquecimiento de los alelos mutantes, principalmente los codones 32, 33,
34 y 41 de CTNNBL. En el caso de KRAS se observé un enriquecimiento selectivo
en el codon 12, superior también con el E-ice-COLD-PCR. Importantemente,
mutaciones en KRAS que no se habian detectado por PCR de punto final y
secuenciacion Sanger, fueron detectadas mediante el empleo de E-ice-COLD-
PCR y secuenciacion masiva. Dichas mutaciones presentaron frecuencias alélicas
<3%, valor que inferior al limite de deteccién de la secuenciacién tipo Sanger
(20%; Tsiatis et al., 2010). Lo anterior demuestra la limitacion para la deteccion de
mutaciones en KRAS mediante este meétodo, a diferencia de la secuenciacion
masiva que puede detectar frecuencias alélicas menores del 2% (Bidard et al.,
2013; Couraud et al., 2014). Para ambos genes se obtuvo un enriquecimiento de
hasta 2 veces emplenando E-ice-COLD-PCR, en comparacién con la PCR de

punto final.

Para aprovechar el fendmeno de la liberacién de los acidos nucleicos tumorales a
la circulacion sanguinea en la deteccion temprana de la enfermedad, se evaluaron
las mutaciones presentes en CTNNB1 y KRAS en el cfDNA —a manera de biopsia
liquida-, empleando el método de E-ice-COLD-PCR y PCR de punto final, ambos
acoplados con secuenciaciéon masiva. Se detectaron mutaciones desde el dia 22
en CTNNB1 y KRAS. En estos dias las alteraciones histopatolégicas en este
modelo corresponden a la formacion de FCA, los eventos mas tempranos del CCR
detectables a nivel histoldgico. En comparacion con el microPET/CT, el uso de
biopsias liquidas permitié una deteccion mas temprana, de hasta 15 dias antes de
la deteccion por microPET/CT. Este periodo corresponde a cerca de 5-10 afios en
pacientes humanos, lo cual representa una ventaja verdadera en la deteccion de

esta enfermedad (Jones et al., 2008).

Anteriormente, se ha demostrado la deteccion de CTNNB1 y KRAS apartir de FCA
usando ratas F344 tratadas con AOM en muestras de DNA extraido de tejido

tumoral (Takahashi et al., 2000b; Vivona et al., 1993). Sin embargo, en ningun
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modelo murino se habian determinado mutaciones usando biopsias liquidas de
cfDNA. Este trabajo reafirma la posibilidad de detectar mutaciones en estadios
iniciales mediante el uso de metodologias de enriquecimiento selectivo y
secuenciacion masiva de biopsias liquidas para el diagnostico temprano de
alteraciones presentes en CCR de una manera no invasiva. La estrategia de
caracterizacion de biopsias liquidas por enriquecimiento selectivo de alelos
mutantes y secuenciacion masiva tiene un potencial importante para
complementar los analisis de tamizage e imagenologia que ya se emplean

actualmente en la clinica.

En la practica clinica el uso de DNA tumoral obtenido a partir de biopsias de tejido
es considerado el estdndar dorado para la genotipificacion y diagnostico dirigido,
sin embargo, estas practicas estan siempre asociadas a complicaciones debidas a
los procedimientos quirdrgicos y en algunos pacientes con cancer la toma de tejido
tumoral es inaccesible. Otro problema del empleo de biopsias es que, al ser
muestras pequefias de tejido, la heterogeneidad subclonal tumoral puede no estar
representada en los analisis moleculares, teniendo como consecuencia la
seleccion de terapias no efectivas (Gerlinger et al.,, 2012). Sin embargo, la
potencialidad del cfDNA para capturar la heterogeneidad subclonal y proporcionar
la misma informacién molecular que el tejido tumoral, asi como su facil acceso, ha
hecho que el desarrollo de metodologias de analisis de biopsias liquidas sea una
de las areas con mayor interés en la oncologia clinica (Bettegowda et al., 2014;

Siravegna et al., 2015).

Existe evidencia experimental que apoya el uso del cfDNA para la deteccién
temprana de céncer, asi como para monitoreo de la enfermedad y para la
evaluacion de la enfermedad minima residual (Bettegowda et al., 2014; Murtaza et
al., 2013). Estas ventajas hacen del uso de biopsias liquidas un marcador
molecular altamente especifico y con un amplio rango dindmico que se
correlacionana con la carga tumoral, a diferencia de los marcadores
convencionales como las proteinas. Por ejemplo, los antigenos CAE y CA-153,

empleados en el seguimiento del CCR, son mas estables que el cfDNA y tienen
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menor intervalo dinamico, por lo que no permiten detectar cambios en tiempo real
a la velocidad del crecimiento del tumor (Garcia-Murillas et al., 2015). Ademas las
mutaciones presentes en el cfDNA estan presentes en individuos con cancer con
un amplio rango dinamico que van desde 1% hasta arriba del 50% del total del
cfDNA libre en los estadios iniciales y avanzados, respectivamente (Bettegowda et
al., 2014; Diehl et al., 2008; Garcia-Murillas et al., 2015; Murtaza et al., 2013).

Con este trabajo se demuestra que la estrategia de enriquecimiento selectivo por
E-ice-COLD-PCR acoplado a la secuenciacion masiva puede ser usada para
mejorar la deteccion del CCR empleando biopsias liquidas, aun en los estadios
mas tempranos de la neoplasia, donde los métodos convencionales como la

imagenologia avanzada no permiten realizar la deteccion de la enfermedad.
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. Conclusiones

. Se implement6 el modelo de carcinogénesis inducida con AOM/DSS en

ratones BALB/c en nuestro laboratorio.

. Todos los ratones tratados con AOM/DSS desarrollaron tumores con una

media de 9.78 + 4.08 tumores por cada raton.

. Se detectaron tumores en los ratones tratados con AOM/DSS desde el dia

36 del inicio del tratamiento con pruebas de imageneologia molecular
usando FDG. Estos dias corresponden a la transicion de microadenomas a
adenomas en este modelo in vivo.

. Se observo un aumento en la concentracion plasmatica de cfDNA durante

la progresién del tumor.

. Se detectaron mutaciones en el DNA tumoral con una frecuencia del 100%

en CTNNBL1 en diferentes codones 32, 33, 34, 37 y 41 y 0% en KRAS,

usando PCR de punto final, secuecion tipo Sanger y secuenciacion masiva.

6. Todas las mutaciones encontradas fueron transiciones G:C — A:T.

. Se estandarizo6 la técnica de E-ice-COLD-PCR y se determind la Tc para
CTNNB1 de 83.3°C y KRAS de 80.8°C. Se observo un enriquecimiento de
los alelos mutantes en CTNNB1 en los codones 32, 33, 34 y 41, y para
KRAS en el codon 12.

. Usando cfDNA extraido de los ratones inducidos con AOM/DSS, se
detectaron las mutaciones en CTNNB1 y KRAS desde el dia 21 a partir del
inicio del tratamiento, tiempo que corresponde a la formacion de focos de
criptas aberrantes.

. El enriguecimiento selectivo por E-ice-COLD-PCR acoplado a la
secuenciacion masiva puede ser usado para mejorar la deteccion del CCR
empleando biopsias liquidas, aun en los estadios mas tempranos de la

enfermedad.
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8. Anexos
Anexo 1. Analisis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en muestras de tumor

por PCR de punto final y secuenciacion tipo Sanger

al
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Anexo 2. Analisis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en muestras de tumor
por PCR de punto final, E-ice-COLD-PCR y secuenciacion masiva

E-ice-COLD-PCR

PCR de punto final

CTTGGATTCTIGGAATCCATTCTIGGTGCCACCACCAC

p.D32N  p. G34E p. T4l
c94G>A 101 G>A 1267
Ratén 10 — CTNNB1
135bp
120,950,800 bp 12099 520 bp
L | 1 1 1

e — S
ASTECTTACTTOGATTCTOGAATCCATTC TGO TECCACCAL

p.D32N  p.G34E
c94GA l01G=A

Ratoén 8 — CTNNB1

PCR de punto final

TACTTIGGA TGGAAT ATTCTGGTIGCCA

p.D32N p. G34E p. S37F p. T4l
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E-ice-COLD-PCR

PCR de punto final
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N
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Anexo 3. Analsis de mutaciones en CTNNB1 y KRAS en muestras de cfDNA

por PCR de punto final, E-ice-COLD-PCR y secuenciacién masiva
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