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RESUMEN:

El cancer colorrectal (CCR) se ha convertido en una de las primeras causas de muerte a
nivel mundial. EI CCR es resultado de una serie de cambios de la mucosa intestinal que
lleva a la formacién de adenocarcinoma, para lo cual estan involucrados la activacion de
diferentes vias de sefalizacion que dan como resultado la proliferacion y migracion celular.
Las mutaciones en KRAS al igual que NRAS y BRAF se presentan en CCR, usualmente
son mutuamente excluyentes y han mostrado tener un valor predictivo en cuanto a la
resistencia a las terapias dirigidas, por lo cual usualmente se determina su estado previo al
inicio de tratamiento adyuvante. Por otro lado las mutaciones en la subunidad catalitica de
PI3K (PI3CA) se encuentran en diferentes tipos de tumor incluyendo CCR, reportando
prevalencias de 10-20%.

Debido a que aproximadamente, entre el 50-60% de los pacientes a los que se les
realiza el panel para mutaciones en RAS no presentan mutacion, en el presente trabajo se
pretende determinar el estado de mutacion de PISBKCA en pacientes no mutados para
biomarcadores como KRAS, BRAF y NRAS. Para ello se utilizé la técnica de PCR en tiempo

real para la determinacién de mutaciones de PI3K en los exones 9 y 20.

Se obtuvieron la prevalencia de las mutaciones de KRAS presentes en nuestra
poblacién en un 41%, de BRAF se encontr6 que solo 2% casos presentaban mutacién y de
NRAS ninguno presentaba mutaciones. Para PI3K de los 20 casos disponibles 3
presentaron mutacion en E542K y H1047R; también encontramos que 5 casos no fue

posible determinar el estado de PI3K debido a la degradacion del DNA obtenido.

Por lo tanto concluimos que la presencia de las mutaciones PISKCA contribuyen al
desarrollo de CCR ademas de que el perfil de mutaciones de KRAS coincide con lo
reportado a nivel mundial. También encontramos que la preservacion de las muestras es

determinante para la extraccién de acidos nucléicos.
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INTRODUCCION

Céncer:

El cancer se define como un grupo de células que crecen y proliferan de forma
descontrolada por alteraciones genéticas y/o ambientales. En condiciones normales las
células cuentan con sefiales positivas y negativas que regulan la proliferacion, division y
apoptosis. Las células cancerosas se vuelven independientes de los controles de apoptosis
favoreciendo la proliferacion y migracién, adquiriendo capacidad de invasion proceso

llamado metastasis.

Actualmente, una parte fundamental de la teoria del cancer interviene en la
activacion de multiples genes y diversos procesos de la célula anormal (clona) que tiene
una secuencia de DNA modificada (insercién, delecion o sustitucion). Las sucesivas rondas
de proliferacion y mutacion llevan a la expansion selectiva de estas células resultando en la
formacion de un tumor. Existen mas de 100 tipos diferentes de cancer y un sélo 6rgano
puede tener tumores de mas de un subtipo, por lo tanto es importante entender y estudiar
las diferentes vias de sefializacion regulatorias para poder transformar una célula normal a
una célula cancerosa y cuales de ellas caracterizan a cada tipo de cancer. Existen seis

caracteristicas que presentan las células tumorales: (Hejmadi, 2010) :

e Inmortalidad: division celular

e Sefalizacién que produce un ciclo celular continuo (factores de crecimiento por
oncogenes)

e Inhibicion de sefiales de paro (inhibicién de vias de sefializacion anti-crecimiento por
genes supresores de tumores)

e Resistencia a la apoptosis

e Angiogénesis: generacion de nuevos vasos sanguineos

e Metastasis

Los proto-oncogenes son genes que regulan la proliferaciéon y crecimiento de una
célula normal, pero cuando ocurre una modificacion en el DNA (insercion, delecién o
sustitucién) estos se convierten en oncogenes generando capacidad de proliferacion e

inhibicion de la apoptosis.
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) durante las siguientes
décadas se espera que la incidencia de cancer incremente a 22 millones de casos por afo a
nivel mundial. En México se report6 que la mortalidad por esta causa aumenté en un 12.1%,
ocupando el tercer lugar dentro de las causas de muerte después de enfermedades de

corazén y diabetes mellitus.(Torres- Sanchez, cols 2014).
El tratamiento del cancer se ha hecho dificil porque se han descrito diferentes vias
de sefializacion que involucran el desarrollo tumoral, esto es parte crucial en el desarrollo de

nuevas terapias dirigidas.

Cancer colorrectal (CCR):

Es una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial; en 2012 se estim6 1.2 millones
de casos nuevos reportados. Se ha observado que existe una variacion geogréfica en la
incidencia de este tipo de cancer y se presenta con mayor frecuencia en paises
desarrollados (Australia, Europa, Nueva Zelanda y Norteamérica) ocupando el tercer lugar
en varones después del cancer de préstata y pulmén, y el segundo lugar en mujeres
después del cancer de mama (Teran, cols 2012). Se observa mayor prevalencia entre la
poblacion de 45 a 65 afios. En México el CCR representa la tercera causa de muerte con

una incidencia aproximada de 5 casos por cada 100,000 habitantes por afo.

Se estima que aproximadamente 40,000 nuevos casos de CCR se diagnostican
cada afio en Europa, los cuales son responsables de unas 20,000 muertes al afio. EI CCR
en términos generales supone un 2% del total de los tumores en el adulto, un tercio de los
pacientes se diagnostican ya en etapa avanzada de la enfermedad, con la presencia de

metastasis.

Para el CCR los factores como la edad, sexo e historia familiar aumentan la
probabilidad de desarrollar CCR, pero también existen otras causas de riesgo que
contribuyen como la alimentacion (alto consumo de carne roja), el tabaquismo, obesidad,
sedentarismo, asi como patogenos intestinales e inflamacién crénica que precede al

desarrollo tumoral (Rabeneck, cols 2004).

Existen tres formas en las cuales se puede presentar el CCR (Kuipers; cols. 2015):
e La mayoria de los casos (70-80%) son esporadicos, es decir no tienen antecedentes

familiares y son asociados a factores como el estilo de vida y factores ambientales.
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e Del 15-20% de los casos tienen historia familiar positiva para CCR sin asociacion a
algun sindrome y el riesgo aumenta cuando son familiares de primer grado;

e 5-10% son de tipo hereditario (polipoide o no polipoide) como el sindrome de Lynch
o el sindrome de poliposis adenomatosa familiar causado por mutaciones en el gen
APC (Adenomatous polyposis coli) que controla generalmente la actividad de la via
de sefalizacion WNT. Existen otras mutaciones que pueden presentarse en genes
como SMAD, TGFBR2 (receptor del factor de crecimiento transformante beta 2),
CTNNBL1 (proteina asociada a cadherina beta 1).

En el modelo clasico de formacion de CCR se ha descrito como principal precursor
el polipo adenomatoso, siguiendo la secuencia adenoma-carcinoma. Todo este proceso
puede tardar un aproximado de 10 a 15 afios pero en ocasiones puede acelerarse en
ciertas formas como en el sindrome de Lynch (Kuipers; cols. 2015).

Méas del 90% de los casos diagnosticados como CCR son definidos como
adenocarcinoma de diferentes subtipos histolégicos, como por ejemplo: medular, papilar
mucinoso, serrado y células en anillo de sello (Kuipers; cols. 2015; Terzi¢, cols 2010 ). Sin
embargo, se ha descrito una via alterna a la clasica adenoma-carcinoma, denominada via
serrada la cual se estima que origina el 7.5% de todos los casos de CCR y el 17.5% de
localizacién proximal. Esta via tiene como caracteristica la presencia de mutaciones en el
gen BRAF favoreciendo que las células de las criptas desarrollen un “foco criptico aberrante
hiperplasico” que evoluciona a lesiones serradas con mayor atipia y desorden en estructura
como la lesion sésil serrada, el adenoma serrado y finalmente el carcinoma
serrado.(Martinez, cols. 2012) (Fig 1). En los ultimos afios se ha tratado de identificar
mediante analisis genético el proceso secuencial que implica la acumulacion de sucesivas
mutaciones en uno 0 varios genes (oncogenes, supresores y de susceptibilidad) que

participan en la activacion de vias de sefializacion.

Parte del proceso de transformacién neoplasica incluye el incremento de los niveles
de metilacién de las islas CpG localizados en los dominios reguladores de la transcripcion,
con mayor frecuencia en el gen MLH1 presentando inestabilidad genémica y acelerando el
proceso de acumulacion de mutaciones lo que lleva a la transformacién maligna de las
células del colon a través de expansion clonal que selecciona aquellas células con un

comportamiento mas agresivo (Kuipers, et.al 2015).
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a)

AdenomaCancar
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Fig 1. a) Secuencia adenoma-carcinoma. Transformacion celular de epitelio normal a desarrollo cancerigeno a

través del epitelio intestinal. Marcando las posibles mutaciones genéticas que se pudieran expresar en cada

etapa. b) secuencia de podlipo serrado. Tomada de Kuipers, cols. 2015)

Se han descrito varios cambios genéticos y epigenéticos (Sepulveda, A; cols.2016):

Inestabilidad cromosdmica (CIN): Acumulaciébn de mutaciones cromosoémicas y
epigenéticas; alteracibn en genes supresores de tumores [por ejemplo APC
(Adenomatous polyposis coli), TP53] y oncogenes (KRAS, BRAF, PI3K). Es la mas
comun y hay evidencia que demuestra que promueve la progresion del cancer al
incrementar la diversidad clonal (Pritchard- Grady, 2011).

Inestabilidad de DNA microsatélite (MSI): EI DNA microsatélite corresponde a
secuencias repetidas en grupos (tandem) (aprox de 1-5 nucleétidos repetidos de 5-
100 veces). Se puede presentar en CCR tanto esporadico como hereditario. En caso
de CCR esporadico los tumores presentan pérdida de la expresion del gen MLH1
debido a la metilacién de las islas CpG en el promotor de este gen; se ha visto que
los tumores esporadicos con MSI estan asociados a la via de pélipos serrados y con
mutaciones de BRAF V600E en el 70% de los casos. Cuando es hereditario, por
ejemplo el sindrome de Lynch (no-poliposis hereditaria) que representa del 3-6% de
los casos, es causado por las mutaciones en los genes que codifican enzimas
reparadoras de DNA. En ambos casos la supresion de los genes MMR causan la
deficiencia en la reparacién de DNA en microsatélites y dan como resultado cambios
en el numero de nucleétidos.

Fenotipo de metilacion de islas CpG (CIMP): como su nombre lo indica es la

14



metilacién de islas CpG en genes asociados al desarrollo del CCR como el gen
supresor de tumores MLH1 o DKN2A. También se ha descrito una fuerte asociacion
entre la mutacion de BRAF V600E y CIMP por lo cual podria sugerirse un rol

especifico de BRAF en la patogénesis del fenotipo metilador.

En 2012 se publicaron datos acerca de la clasificacion molecular del CCR por parte
de la Red del Atlas del Genoma del Cancer (The Cancer Genome Atlas Network) en el cual
encontraron que 16% de los tumores son hipermutados (es decir tienen una gran densidad
de mutaciones) y la mayoria tenian MSI con 24 genes diferentes que se encuentran
altamente mutados. A partir de ello Guinney cols. (2015) realizaron un consenso molecular
sobre los diferentes subtipos de CCR que pueden presentarse:

e CMSI1: Los cuales presentan alta MIS y CIMP, generalmente de colon derecho y
poco diferenciados. Histologicamente estos tumores presentan infiltracion linfocitica,
mutaciones en BRAF (10%), y esta asociado a un mal pronéstico, aparte de ser
mutuamente excluyentes de mutaciones en RAS.

e CMS2: Estos tumores siguen la secuencia de desarrollo adenoma-carcinoma a partir
de la pérdida de la funciéon de APC, mutaciones en p53, resultando en la activaciéon
de la via de sefializacion WNT. En este grupo se encuentran el sindrome de
polipésis adenomatosa familiar causado por la mutacién germinal de APC.

e CMS3: 75% de estos tumores presentan mutacion en KRAS y PI3K. Estas
mutaciones se presentan durante el desarrollo del adenoma, y estan asociadas a un
mal prondstico.

e CMS4: que son mas conocidos como el sub-grupo mesenquimal, presentan un
menor porcentaje de sobrevida con una menor sensibilidad a la terapia anti-EGFR.
Se ha reportado que los genes que estan activados en este tipo de tumores

presentan fibroblastos, linfocitos infiltrados y células endoteliales.

15



Tabla 1. Clasificacién de CCR de acuerdo al The Cancer Genome Atlas Netwok.

NOMBRE

FRECUENCIA

CARACTERISTICAS
MOLECULARES

MUTACIONES
PRESENTES

CARACTERISTICAS
GENERALES

SOBREVIDA

CMS1 (MSI
INMUNE)

14%

MIS, CIMP alta
e

hipermutacion

En BRAF

Infiltracion y
activacibn  de
células del
sistema

inmune

Después de la
recaida poca

sobrevida

CMS2
(CANONICA)

37%

SCNA alta

En APC

Activacion de
WNT y de MYC

CMS3

(METABOLICA)

13%

CMS4
(MESENQUIMAL)

23%

MSI, SCNA bajay | SCNA alta

CIMP baja

En KRAS

Desregulacion

metabolica

Infiltracion estromal,
activacion de TGFb y

angiogeénesis

Peor sobrevida libre

de recaida

MIS= Inestabilidad microsatelital; CIMP= Metilacion de islas CpG; SCNA= alteracion del nimero de copias

somaticas.

Histolégicamente 90-95% de los casos de carcinomas colorrectales se diagnostican

como adenocarcinomas entre los que existen diferentes tipos morfolégicos: 17% son del

tipo mucinoso caracterizado por una gran cantidad de mucina extracelular en el tumor; del

2-4% son clasificados como adenocarcinomas de células en anillo de sello que tiene mucina

en el interior de la célula desplazando el nucleo a un extremo. Otras variantes no muy

comunes de tumores epiteliales son los carcinomas de células escamosas, carcinomas

adenoescamosos, carcinomas indiferenciados que no tienen estructuras glandulares,

carcinomas medulares y carcinomas trabeculares (Labianca cols 2010).

La extension de la enfermedad en el momento del diagnéstico determina la

sobrevida después de la cirugia que puede variar de un 50-90% de sobrevida a 5 afios en

etapa I-lll a menos del 10% en la etapa IV (definida por la presencia de metastasis).

Aproximadamente 39% de los pacientes con diagndstico de CCR se encuentran en etapa |
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y I, 37% presentan el estado Il y 19% el estado IV o cancer colorrectal metastasico
(CCRm). Los tratamientos de quimioterapia mas usados son las combinaciones con
fluorouracilo 5, leucovorina, capecitabina, oxaliplatino, irinotecan, Por lo tanto se han
evaluado los cambios genéticos que al parecer tienen una influencia en el prondstico
(Cuyun, cols 2015).

Desde hace varios afios se han realizado pruebas clinicas para el desarrollo de
nuevas terapias contra el CCR. La cirugia es el tratamiento principal para el CCR no
metastasico y la quimioterapia se aplica a todos aquellos que se encuentren en estadios
mas avanzados y en caso de metastasis se puede combinar la quimioterapia con
anticuerpos monoclonales como cetuximab o panitumumab que tienen como objetivo el
bloqueo de receptores en las vias de sefializacion para la activacion de genes que dan

como resultado el desarrollo tumoral.

En afos recientes se han descrito diferentes sistemas y vias de sefializacion que
estan implicadas en la patogénesis de CCR y la comprension de las bases moleculares de
la carcinogénesis colorrectal que tiene importantes implicaciones tanto en el prondstico

como en tratamiento de CCR (Fig.2)
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Fig.2 Vias de sefializacion involucradas en el desarrollo de CCR, entre ellas se incluye la via de sefializacion de
WNT, la activacion de proteinas SMAD vy las vias de sefializacion mejor caracterizadas MAPK y PI3BK/mTOR.

También se muestran los posibles blancos terapéuticos (cuadros grises) . Tomada de Kuipers, cols. 2015

La via de sefalizacion de las MAP cinasas (MAPK/ERK) asi como PI3K (PI3K/AKT)
tienen un papel importante en el desarrollo de CCR ya que se han descrito que mutaciones
a nivel RAS y del PI3SKCA confieren resistencia a medicamentos que inhiben la activacion
de estas vias a través de EGFR. Se ha observado que los anticuerpos contra EGFR no son
efectivos si las mutaciones se encuentran en otros componentes de la via de sefalizacion

como KRAS, BRAF o PI3K afectando la respuesta a la terapia.

Receptor EGFR:

EGFR (también conocido como ERBB1 o HER1) pertenece a la familia de receptores con

actividad tirosina cinasa HER; es una glicoproteina con tres dominios: 1) extracelular de
union al ligando, 2) transmembranal que es hidrofébico y 3) el dominio intracelular con un
componente juxtamembranal con actividad de tirosina cinasa y una cola carboxilo terminal
rica en residuos de tirosina. Cuando el receptor es activado por su ligando estos residuos de

tirosina se fosforilan (Herbst, 2004).
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EGFR es una proteina constituida por aproximadamente 486 aminoacidos con un
peso de 170KDa y el gen que la codifica se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7
(7p12) (Appert; cols 2015). Este receptor puede ser activado de dos maneras: a) mediante
ligandos los cuales pueden ser: el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-a), anfiregulina y EGF de unién a heparina y

betacelulina (Herbst, 2004); y b) mediante fosforilacion constitutiva.

La unién del ligando induce la dimerizacion lo cual permitira la fosforilacion del
receptor, estos dimeros pueden ser homodimeros o heterodimeros (puede formar dimeros
con otros receptrores tirocina cinasa) . La fosforilaciébn hace posible que la interaccién con
las proteinas SOS y GRB2, para posteriormente activar a las proteinas como KRAS o
NRAS. Otras proteinas involucradas en la via de sefalizacion son RAF y MEK1 (Siegelin;
cols 2014).

Se ha reconocido a EGFR como un elemento importante en el inicio de la activacion
de la via de sefalizacion de ERK-MAPK, PI3K y/o STAT y por lo tanto la proliferacion,
angiogénesis e inhibicion de la apoptosis (Campos Parra; cols. 2012). En CCR es
importante porque se ha vuelto el objetivo principal de las terapias dirigidas en CCRm con

anticuerpos monoclonales (Fig. 3).

EGFR en CCR

Se han realizado pocos estudios en los cuales se reporta la incidencia de mutaciones de

EGFR en CCR. Nagahara y cols (2005) reportaron que las mutaciones en EGFR se
presentaron en un 12% (4/33) en los exones 19 y 20. Por su parte, Bo-Young Oh y cols
(2011) observaron que las mutaciones se daban solo en el codon 20 en un 22.4% (13/58)

de los casos.

La sobreexpresion de EGFR se ha reportado en muchos tumores malignos y en el
caso de CCRm se ha encontrado que se presenta de 65-70% de los casos, se encuentra
asociado a resistencia a la quimioterapia sin embargo no se tienen datos sobre su papel en

el pronéstico de la enfermedad.
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Fig. 3. Activacion de EGFR y via de sefializacion MARK y AKT. También se indica la inhibicion de EGFR por
medio de Ac-monoclonales. Tomada de Nirit Yarom, 2015.

KRAS

La proteina KRAS pertenece a la familia de las proteinas RAS o RAS GTPasas
caracterizadas por tener un dominio catalitico G. KRAS se ubica en el gen 12p 12.1, tiene
un peso molecular de 21kDa y de 188 aminoacidos. Forma parte de la sefializacion de
EGFR que en condiciones anormales estd implicada en la transformacién maligna,

progresion del ciclo e inhibicidn de la apoptosis (Jancik, cols. 2010).

La proteina KRAS tiene los siguientes dominios:
1. El dominio N terminal, en el cual se encuentra el sitio de unién a GTP y las regiones
Switch 1y 2 a las cuales se unen a reguladores y efectores de la proteina; abarca de
los aminoacidos 1-164.
2. El dominio C- terminal el cual tiene las regiones hipervariables (HVR) que regulara
las modificaciones transcripcionales y determina el anclaje a la membrana

plasmatica y se engloba en los aminoacidos 165-188.

Cuando se activa algun receptor de crecimiento por medio de su respectivo ligando,
este se autofosforila y hay una uniébn de proteinas adaptadoras SHC (proteina
trasnformante SCH) y de proteinas de union GRB2 (Proteina 2 del Receptor del Factor de
Crecimiento). Estas proteinas GRB2 se asocian a las GEF (Factor Intercambiador de
Guanina) que es el factor intercambiador de nucleétido para cambiar de GDP a GTP, que
actian sobre KRAS. Una vez realizada su funcion las proteinas RAS vuelven a su estado

basal cuando el GTP es hidrolizado por las enzimas GTPasas (GAP) (Fig. 4) (Wang cols,
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2013).

KRAS tiene muchas proteinas efectoras rio abajo en la via de sefializacion activada
por EGFR y tiene efecto en RAF, una proteina cinasa que activa la via de MAPK/ERK, la
cual activa numerosos factores de transcripcion incluyendo ELK1 y cMYC que regulan la
progresion del ciclo celular. Otra via que se puede activar por medio de KRAS es PI3K que
activa a AKT y tiene como resultado la transcripcién de varios genes responsables de la
progresion y sobrevida celular, siendo el mas notable NF-kf (Wang; cols, 2013).
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Fig 4. Via de sefializacion de RAS activada por EGFR. Tomada de Pillai Raju K (2016)

KRAS en el CCR

El gen no mutado (wt) de KRAS funciona como supresor de tumores y se ha comprobado

que la pérdida de la regulacion del gen de KRAS esta implicado en el desarrollo y
progresion tumoral. Las mutaciones en KRAS previenen la hidrélisis de GTP manteniendo la
proteina activa constitutivamente y como consecuencia una activacion constante de la via
de sefializacion de las MAP cinasas. Estas mutaciones se presentan en CCR de un 30-40%

de los casos (Jancik, cols. 2010).
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Las mutaciones mas frecuentes en KRAS ocurren en el codén 12 (82-87%) en el
cual ocurre un cambio de base. Otras mutaciones menos frecuentes pueden estar
presentes en los codones 13 (13-18%) o 61 (5%) (lhle; cols. 2012). De acuerdo a las bases
de datos COSMIC y TCGA la distribucion de mutaciones en CCR para KRAS es la

siguiente:

Tabla 2. Frecuencia de mutaciones para KRAS de acuerdo a las bases de datos TCGA y COSMIC

The Cancer Genome Atlas COSMIC

c.35 G>A (G12D) 12.2% (49/400) | ¢.35 G>A (G12D) 12.1% (6,351/52,392)

c.35 G>T (G12V) 8.25% (33/400) c.35 G>T (G12V) 7.6% (4,014/52,392)

c.38 G>A (G13D) 7.8% (31/400) c.38 G>A (G13D) 6.5% (3,424/52,392)

c.437 C>T (A146V) 3.2% (13/400) | c.34 G>T (G12C) 2.7% (1,429/52,392)

c.34 G>T (G12C) 2.5% (10/400) ¢.35 G>C (G12A) 2.1% (1,108/52,392)

Nash y cols. (2010) reportaron que existia una frecuencia de 36% de casos con una
o mas mutaciones en KRAS siendo la mutacién mas frecuente c.35 G>A (p.G12D) y con
una tasa de sobrevida menor en comparacién con aquellos que presentan inestabilidad
microsatelital.Maus y cols. (2014) reportan casos de CCR en donde la frecuencia de
mutacion en KRAS es 39%. También observa que las mutaciones ¢.35 G>A (p.G12D) y
c.35 G>T (p.G12V) son predominantes.El estudio realizado por Phipps y cols. (2013)
reporta que en los casos estudiados de CCR solo el 1% tenian mutacion en KRAS y BRAF

de manera concurrente en el mismo tumor.

Estudios recientes han descrito la asociacion entre las mutaciones en KRAS y la
respuesta a anticuerpos monoclonales. Se ha visto que para CCR son un marcador
predictivo para la resistencia a la terapia monoclonal, ya que se ha reportado que los
pacientes con mutaciones en KRAS tienen menor probabilidad a tener una respuesta
favorable y presentan una sobrevida menor en comparacion de aquellos que reciben solo

guimioterapia (Qiu LX;cols. 2010)

La terapia adyuvante anti-EGFR es eficaz en etapas avanzadas de CCR en
pacientes KRAS no mutado por lo tanto es fundamental la seleccién adecuada de pacientes
para el tratamiento. Los anticuerpos monoclonales se unen al dominio extracelular de

EGFR inhibiendo asi su actividad tirosina cinasa.También se ha visto que es necesario que
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BRAF sea no mutado para una respuesta favorable de anticuerpos monoclonales.
(Labianca; cols 2010).

En base a esto la sociedad Americana de Oncologia Clinica recomienda que
aqguellos pacientes con CCR metastasico candidatos para recibir terapia anti-EGFR deben
de tener la prueba de mutacién para KRAS. De un estudio realizado en pacientes en fase Il
se definié que pacientes con CCR metastasico con mutacion en KRAS ya sea en el codon
12 o 13 no obtienen ningun beneficio al recibir terapia anti-EGFR y que al parecer la
mutacion c¢.35 G>T (p.G1l2V) confiere una resistencia mayor a la radiacion. lhle y
colaboradores hacen referencia a varios estudios en los cuales pacientes que recibieron
inhibidores de EGFR y que presentaban mutaciones en KRAS [c.34 G<T (p. G12C) o0 ¢.35
G<T (G12V)] estan asociadas a una progresion tumoral rapida y una baja sobrevida en
comparacion con otras mutaciones como c.35 G>A (p.G12D) o en KRAS no mutado (lhle,
2012).

El objetivo del tratamiento personalizado para el cancer es seleccionar la terapia
para cada tipo de cancer basado en las caracteristicas genéticas y moleculares. Aunque los
pacientes que presenten KRAS no mutado pueden representar un incremento en la
sobrevida libre de progresion, la mitad de ellos no tienen respuesta a los anticuerpos
monoclonales y eventualmente desarrollan resistencia al tratamiento. Esto puede deberse a
la presencia de mutaciones en otros oncogenes como BRAF con una incidencia de 5-10% o

en NRAS con una frecuencia de 2-15%.

NRAS:

La proteina NRAS, al igual que KRAS pertenece a la familia de enzimas RAS-GTPasas. El
gen se ubica en el cromosoma 1p13.2 y la proteina tiene un peso molecular de 21.2 KDa.
Las proteinas RAS son homologas en un 90% de sus aminoacidos pero varian en el
dominio C-terminal donde se encuentra la region hipervariable para las modificaciones post-
transcripcionales (Wang, 2013). A semejanza de KRAS, la proteina NRAS puede participar
en la via de sefializacién de las MAPK-cinasas activando los efectores rio abajo de la via de

sefalizacion antes mencionados.

Las mutaciones en NRAS mantiene la actividad GTPasa activa de manera
constitutiva y pueden presentarse en los codones 12, 13 o 61 principalmente y son

excluyentes de las mutaciones en KRAS. Son pocos los estudios que se han realizado para
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saber su incidencia: la base de datos COSMIC reporta que pueden presentarse en un 3%;
Natsumi Irahara y cols (2010) reportan 2.2% de casos mutados en los codones 12 y 6; Cox

D, cols (2014) reporta un porcentaje de mutaciones de 7.5% .

PI3K

La proteina fosfatidilinositol-3 (PI3K) cinasa pertenece a la familia de cinasas de lipidos
heterodiméricas ya que cuenta con una subunidad catalitica y una subunidad reguladora.
Tiene un tamafio de 1086 amino&cidos y un peso molecular de 110,000 Da, se encuentra

localizado en el cromosoma 3q 26.3 .

Las proteinas PI3K son clasificadas en 3 clases dependiendo de su estructura y
sustrato lipidico (Fig. 5):

e La clase IA son las mas importantes en términos de transduccién en la via de
sefializacién y que se encuentran asociadas al desarrollo del cancer. Cuenta con
dos subunidades y esta codificada por los siguientes genes (Tabla 3) (Courtney;
cols. 2010) :

Tabla 3. Subunidades de PI3K clase |

Subunidad Genes Isoformas
p85 PIK3RI p85a
(asuvez
tiene dos
transcritos
alternativos:
p55a y p50a)
PIK3R2 p85P
PIK3R3 p55y
p110 PISKCA p110a
PISKCB p110B
PI3KCD p1100
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Las isoformas p110a y p110B estan expresadas en todo tipo de células mientras que
p1106 esta expresado solo en células del sistema inmune. Pueden ser activadas por la
interaccion con receptores RTK o a través de la activacion de proteinas RAS que se unen a
la subunidad pl110. La subunidad p85 carece de actividad cinasa ya que tiene funcién
reguladora, estabiliza e inhibe a la subunidad p110 catalitica acoplandola a la forma activa.
(Polivka, cols 2014).

La subunidad catalitica p110a codificada por PI3BKCA estd conformada por el
dominio de unién a p85 en el extremo amino terminal, seguido del dominio de union a las
proteinas RAS, el dominio C2, el dominio helicoidal codificada por el exon 9 y el dominio
cinasa en el carboxilo terminal codificado por el exén 20 (Zang; cols. 2011). Este gen ha
sido relacionada con el desarrollo de ciertos tumores como en cancer colorrectal, cancer

gastrico, glioblastoma, cancer de mama y cancer de pulmén.

e Las proteinas de la clase IB tienen como unidad catalitica p110y y se une a las
subunidades reguladoras p101 y p87. Este tipo de proteinas estd muy expresada en

leucocitos (Vanhaesebroeck; cols 2010).

e Las proteinas de la clase IlA (con las sub-clases PI3K-Ca, PI3K- C2B y PI3K- C2y)
es monomérica ya que no tienen subunidad regulatoria pero cuentan con una
extensidn en el amino y carboxilo terminal en el ndcleo de la unidad catalitica la cual

podria mediar las interacciones proteina-proteina.
e La clase IlIA se ha visto que puede estar involucrada en el trafico de proteinas y

vesiculas; también esta implicado en la optimizacion de algunas funciones de las

células inmunes y en la fagocitosis (Vanhaesebroeck; cols. 2010).
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Fig 5. a)Estructura de las proteinas PI3K 8zlse IA'y IB. Formadas por las subunidades catalitica (con dominios
de unién a proteinas RAS, cataliticos, helicoidales, SH, GAP) y regulatoria que cuenta con dos isoformas. b) Las
proteinas IIA pueden ser 3 isoformas: PI3K-Ca, PI3K- C2f y PI3K- C2y. c) Proteinas de la clase Ill son mas
asociadas células del sistema inmune. Tomada de. Papadatos-Pastos; cols.2015.

PI3K puede ser activada por diferentes tipos de receptores tirosin-cinasa (RTK)
como EGFR, HER2, FGFR o PDGFR; y también por medio de las proteinas efectoras RAS

gue se unen directamente a la subunidad catalitica (Polivka, 2014). Una vez activada esta
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sera translocada a la membrana plasmatica . Su funcién principal es la fosforilacion del
grupo OH de los fosfatidilinositoles, por lo tanto llevard a cabo la fosforilaciéon del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4, 5-trifosfato (PIP3) que actia como
segundo mensajero. La funcién de los lipidos en la membrana como mensajeros es permitir
el anclaje a la membrana de enzimas cinasas que traducirdn las sefiales al citoplasma
(Fumarola; cols 2014).Una vez activada, PIP3 realizara la unién de la cinasa 1 dependiente
de fosfatidilinositol (PDK1) y la fosforilacion de AKT que también se encuentra reclutada en
la membrana. Una vez activada inhibe proteinas activadoras de apoptosis como GSK3,
FOXO03 y Bcl-2 estimulando a su vez la progresion celular (Fig. 6)

Inhibidoresde

Inhibidoresde
mTOR

Inhibidoresde
mTOR

o

p27 Cyclin D1

Fig.6 Proteina PI3K de clase | que esta constituida por una subunidad catalitica p110 y una subunidad
reguladora p85. La via de sefializacion puede ser activada por un receptor tirosin-cinasa o por una proteina
RAS. Al activarse, PIP2 se fosforila creando un segundo mensajero PIP3 que permitira el anclaje a la membrana
de AKT y PDK. Tomada de Engelman, 2009.

PI3K en CCR
La activacion de PI3K en neoplasias puede darse por diferentes mecanismos ya sea por
amplificacién de los genes codificantes para PI3K o mediante mutaciones en los exones

codificantes para las subunidades de PI3K.
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Samuels y cols (2004) realizaron un estudio de identificacién de mutaciones en tejido
normal y tejido con neoplasia. Se analizaron 117 exones, mostrando que el gen PI3KCA
tenia mutaciones somaticas y que estas se relacionaban con el desarrollo tumoral. Los
exones que se veian afectados son el 9 (en los codones 542 y 545) y por lo tanto al tener
mutaciones no regulan la subunidad catalitica y el exdn 20 (coddn 1047) lo cual lleva a la

activacion de la proteina.

Los efectores rio abajo activados por PI3K, AKT y mTOR (ambas tirosinas cinasas),
activan la transcripcién de varios genes que van a codificar reguladores del ciclo celular
como MYC o ciclina D1 activando la proliferacién celular. EI gen supresor PTEN es
antagonista de PI3K por lo tanto también existen las mutaciones en este gen en CCR y que
se relaciona con un peor pronéstico (Cathomas, 2014).

Las mutaciones en la via de PI3K causan una activacion constante en ausencia de
factores de crecimiento y por lo tanto se ha sugerido que estas mutaciones confieren una
resistencia a las terapias con anticuerpos. En CCR las mutaciones activas de PI3K se
encuentran frecuentemente en etapas avanzadas. (Velho; cols. 2005).

La mutacién en la subunidad catalitica p110a de PI3KCA son las mas frecuentes
(reportadas en un 32% de los casos) y promueven la transformacion de adenoma a
carcinoma. Las mutaciones en PI3K se pueden utilizar como marcador predictivo para

terapia de anti-EGFR aungque no hay ningin estudio concluyente (Pritchard, 2011).

En los dltimos afios se ha tratado de mejorar la terapia dirigida para los diferentes
tipos de tumores. En CCR 40% de los pacientes pueden presentar mutacion en KRAS, 15%
en BRAF, 20% en PI3Ky 7% en NRAS. Los pacientes cuadruple negativo (es decir KRAS,
NRAS, BRAF y PI3K) pueden ser tratados con anticuerpos monoclonales anti-EGFR con
una probabilidad mayor de respuesta positiva en comparacion con aquellos que tienen una
0 mas mutaciones, ademas hay evidencia que sugiere un papel crucial de mecanismos no
genéticos que pueden conferir resistencia a la terapia anti-EGFR (Fig. 7) (De Roock; cols.
2010).
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Fig 7. Mejora en la tasa de respuesta mediante la evaluacion de mutaciones en cada gen Tomada de De Roock;

Se ha observado que no hay una exclusividad mutua entre las mutaciones de PI3K y
la via de sefalizacién de EGFR; esta co-existencia de mutaciones ocurren en menos de un

tercio de los casos (5-10%) lo cual sugiere que se deben desarrollar terapias simultaneas de

cols. 2010.

inhibicion para poder obtener un tratamiento efectivo (Sepulveda, A; cols.2016).

Las mutaciones mas frecuentes en CCR de acuerdo a las bases de datos COSMIC y TCGA

son (Tabla 4):

Tabla 4. Frecuencia de mutaciones para PI3BKCA de acuerdo a las bases de datos TCGA y COSMIC

The Cancer Genome Atlas

COSMIC

¢.1633G>A (E545K) 6.53% (35/536)

c.1633G>A (E545K) 3.13% (384/12231)

¢.3140A>G (H1047R) 3.54% (19/536)

C.1624G>A (E542K) 2.24% (274/12231)

€.1624G>A (E542K) 2.43% (13/536)

c.3140A>G (H1047R) 2.13% (261/12231)
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C.263G>A (R88Q) 2.43% (13/536) C.1636C>A (Q546k) 0.72% (89/12231)

€.3139C>T (H1047Y) 0.75% (4/536) | ¢.3129G>T (M1043l) 0.43% (53/12231)

Total de mutados: 13.25% Total de mutados: 8.65%

En un estudio realizado por Lievre y cols. (2006) en pacientes con CCR encontraron
un 43% con mutacion en KRAS, y un 7% con mutacion en PI3K en el exdn 9 y KRAS de
manera co-existente; el 37% de pacientes no mutados tenian una respuesta favorable al
tratamiento con anticuerpos anti-EGFR y por lo tanto la respuesta a este medicamento esta
fuertemente asociado a la presencia de la mutacion en el gen de KRAS y PI3K.

Estudios previos también muestran que las sustituciones de aminoacidos E542K,
E545K y H1047R representan las mas comunes y se han reportado también en cancer de
colon, mama, ovario, pulmén y cerebral. Estas mutaciones se ha demostrado de manera in
vitro que aumentan la actividad cinasa de lipidos a comparacion de aquellos que tienen
PI3K no mutado (Li Zhao, cols 2008).

Tabla 5. Frecuencia de mutaciones en genes de la via de sefializacién de EGFR y PI3K. Tomada de
Sepulveda,A; cols.2016

Sefalizacion | Genes Frecuencia %
MAPK KRAS 40-45

NRAS 2.5

BRAF 5-10
PI3K PI3KCA 15

PTEN 10-20

AKT 5

Biomarcadores en cancer:

Es definido como una caracteristica biologica que puede ser medida y evaluada como un
indicador de un proceso fisiolégico o biolégico normal, un proceso patolégico o una
respuesta a una intervencion terapéutica. Un biomarcador puede estar representado por un
parametro clinico medible (p. ej edad, presion arterial, etc), caracteristicas histopatologicas
(indice mitésico, pleomorfismo celular, etc) y compuestos conforman estructuras celulares o
gue forman parte de su metabolismo como proteinas (enzimas o receptores), acidos
nucleicos (DNA, mRNA, miRNA) anticuerpos o péptidos (Henry Lynn ; cols. 2012).
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Los biomarcadores son Utiles en diversos aspectos: con ellos se puede estimar el
riesgo de desarrollo de cancer, realizar diagndstico, pueden contribuir a una mejor
clasificacion de la enfermedad asi como brindar informacién acerca de la progresion de la
enfermedad, prondstico y respuesta a posibles terapias blanco.

Jain Kewa (2010) clasificé los biomarcadores moleculares de la siguiente manera:

Tabla 6. Clasificacién de biomarcadores. Tomada y modificada de Kewal K. Jain (2010)

Biomarcadores de diagnostico
Blomarcadores de enfermedad Blomarcadores blanco para terapias dirigidas

Biomarcadores predictivos

Blomarcadores para deteccién Eficacia tanto del blomarcador como de la terapla blanco
de efecto de terapias blanco Mecanismo de efecto
Toxicidad

Biomarcadores de traslacidn (ajustes preclinicos y elinicos)

Biomarcadores como criterios de evaluacidn de ensayos clinicos

De acuerdo con Henry Lynn y colaboradores para poder validar una molécula como
biomarcador es importante considerar:

a) los factores pre-analiticos: que se refiere que el método de extraccidon-purificacion

de los biomarcadores sea el adecuado;

b) validez analitica en la cual se describe los aspectos técnicos de la prueba de

deteccion y los criterios de aceptacion;

c) la validacion clinica: en la cual se determina si el biomarcador diferencia las

poblaciones de interés asi como su reproducibilidad.

Estos rubros aseguran la utilizacion de biomarcadores como herramientas de
diagnostico, predicciéon y pronéstico para brindar beneficio directo al paciente y que se
pueda utilizar informacioén adicional la toma de decisiones.

La organizacion de Administracion de alimentos y medicamentos (por su siglas en inglés
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FDA) define que un biomarcador ideal es aquel que presenta las siguientes caracteristicas
(K.K. Jain,2010):

Esta especificamente asociado a una enfermedad en particular o un estado de
alguna enfermedad.

Es facilmente de diferenciar entre otras condiciones fisioldgicas similares.

Usa fuentes bioldgicas estandar.

La deteccidon debe ser répida, precisa y sencilla, ademés de que debe haber una

linea de base como referencia.

En el estudio del céncer existen diferentes tipos de biomarcadores de acuerdo al

parametro biolégico evaluado. algunos ejemplos son:

Biomarcadores genéticos (sindromes de predisposicion al cancer): gen PTEN,
mutaciones en genes y oncogenes.

Biomarcadores DNA (mutaciones somaticas) : Amplificacion de genes, inestabilidad
microsatelital.

Biomarcadores RNA: microRNA, mRNA

Biomarcadores de proteinas: ligandos

Biomarcadores metabdlicos

Biomarcadores epigenéticos

Biomarcadores inmunoldgicos

Biomarcadores de células madre cancerigenas

En CCR el pronéstico del paciente depende de diferentes factores que tienen que

ver con el estadio en el que se encuentra el tumor y estan definidos en diferentes guias

clinicas para indicar terapias adyuvantes, pero no es posible basarse so6lo en caracteristicas

clinico-patoldgicas. Por ello se utilizan los biomarcadores para completar este perfil con el

diagnostico molecular. Histolégicamente el CCR es muy homogéneo pero molecularmente

puede tener diferentes perfiles de expresion genética. Actualmente se han identificado
diferentes genes como KRAS, NRAS, BRAF, PI3K, APC, TP53, SMAD2, SMAD4, ARID1A,

SOX9 que tienen una alta tasa de mutacion, también los genes ERBB2 y IGF2 que pueden

presentar cambio en el nimero de copias y cambios en la metilacién como en el gen MLH1.

Aun cuando se han caracterizado varias vias de sefializacion e identificado genes de valor

pronostico, clinicamente no estan suficientemente validados. Actualmente hay pocos

biomarcadores en CCR que son tomados en cuenta como de valor prondstico o predictivo,
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el mas usado es la presencia de mutaciones en el gen KRAS (Danielsen, cols. 2014).

Los tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina (FFPE) son un recurso
valioso para la realizacién de pruebas que pueden ayudar en el diagnéstico y seguimiento
del CCR. Este tipo de espécimen puede utilizarse para identificar biomarcadores y favorecer
la clasificacion molecular de estos tumores. El manejo de la muestra es importante
(recoleccion de la muestra, uso de formol amortiguado,tiempo de fijacion > a 24 hrs) porque
puede causar la fragmentacion y degradacion del DNA lo cual afecta los resultados
generando falsos negativos.

El diagnéstico de la presencia de mutaciones en un tumor puede ser limitado por
factores de diferentes tipos, como:

Biol6gicos:
e Eltipo de tumor.
e La etapa de desarrollo tumoral en la que se realiza la deteccion ya que en etapas
tempranas del tumor predominan las células no mutadas.
e Eltipo de muestra.
Metodoldgicos:
e Metodologia usada para deteccion de mutaciones
e Procesamiento de la muestra
e (Calidad del DNA obtenido

Para poder tener material de buena calidad a partir de muestras FFPE, se debe

considerar integralmente el proceso de estudio: (Hernandez Losa, et.al 2012):

e Pre-analitica.

o Fijacién de la muestra: La pieza debe de ser fijada dentro de la siguiente hora
después de su obtencién en formol al 10% pH neutro de 8-48 hrs. No se
deben utilizar fijadores basados en alcohol.

o Procesamiento con parafina de calidad adecuada para estudios histolégicos

y Su conservacion a largo plazo.

e Analitica:

o Seleccion de la seccién del tejido: Los cortes histologicos deben ser
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examinados por un patélogo o personal entrenado adecuadamente para
identificar la zona de tumor. Idealmente se elige el bloque que tenga como
minimo 20% de carcinoma. En caso de tener una proporcién menor del tejido
de interés, existen diferentes metodologias de enriquecimiento celular como
la macrodiseccion (guiada o no con el uso de microscopio) o la
microdiseccion laser.

o Extraccion de acidos nucleicos: Existen diferentes métodos validados
clinicamente como:

o Métodos organicos: las células son lisadas y las proteinas son
digeridas usando proteasas y precipitadas usando solventes organicos como
fenol-cloroformo y separadas de los acidos nucléicos por centrifugacion. El
DNA purificado es recuperado por precipitacion con etanol o isopropanol.
Algunas desventajas de este método es que utiliza solventes organicos
peligrosos, requiere de tiempo y los residuos de fenol-cloroformo pueden
afectar la calidad del DNA.

o Meétodos con silica: Tiene como principio la unién reversible
del DNA a membranas de silica en presencia de sales y pH particular. Las
células son lisadas utilizando sales caotrépicas que desnaturalizan proteinas
e incrementa la solubilidad de sustancias apolares; estos contaminantes son
removidos con soluciones de lavado. El DNA es eluido utilizando un buffer de
baja salinidad y cambio de pH. Esta metodologia es usada por muchos kits
comerciales siendo de bajo costo y de metodologia rapida.

o Separacion magnética: También es una union irreversible del
DNA a esferas/particulas magnéticas con un grupo funcional o un anticuerpo
gue interactia especificamente con el DNA y los contaminantes son
removidos con buffers de lavado, para que se pueda separar por medio de

alcohol. Este método puede ser costoso.

e Post-analitica:
o Interpretacién de resultados: De acuerdo con la metodologia usada los
resultados deben estar dentro de los criterios de evaluacién establecidos por

el proveedor.
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Diferentes métodos utilizados para la identificacion de mutaciones

La identificacion de mutaciones en los diferentes biomarcadores es posible gracias a los

diferentes métodos desarrollados en los Ultimos afios, los mas utilizados son:

Secuenciacion Sanger: Es el método general para determinar el orden de los
nucledtidos en un &cido nucléico. La secuenciacion Sanger utiliza las propiedades
de la DNA polimerasa asi como de dideoxinucleotidos trifosfato respectivamente
(ddNTP’s)que sirven como terminadores de la reaccion. Los dideoxinucleétidos
difieren de los deoxinucledétidos por tener un atomo de hidrégeno (H) en el carbono
3" en vez de un grupo hidroxilo (-OH), por lo tanto una vez que un grupo ddNTP es
afadido a la secuencia la DNA polimerasa se detiene. Al final de la reaccién resulta
en un conjunto de cadenas de DNA gue son complementarias al DNA molde pero de
diferentes tamafios de pares de bases determinado por el ddNTP (Sepulveda A. cols
2016)

Pirosecuenciacion fue disefiada para monitorear en tiempo real la secuenciacion del
DNA. La secuencia molde es amplificada, los deoxinucléotidos son afiadidos en
presencia de cuatro enzimas: polimerasa (cuando afiade un ddNTP a la cadena
genera un PP), sulfurilasa (convierte el PP en ATP), luciferasa (en presencia de ATP
convierte la luciferasa en oxiluciferina, generando un fotén de luz visible) y aspirasa
(degrada los nucleétidos que no se incorporan a la cadena). La cantidad de luz
emitida es proporcional a la cantidad de nucledtidos incorporados. A diferencia de la
secuenciacion, la pirosecuenciacién es mas sensible ya que puede detectar hasta
menos del 10% de alelos mutantes (Buckingham, 2012; Hye Seung Lee, 2017;
Sepulveda A. cols 2016)

Secuenciacion de siguiente generacion: Este método fue disefiado para secuenciar
un gran namero de fragmentos de manera simultanea.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Hace posible la amplificacion de un
fragmento de un gen, de DNA o RNA previamente purificado. La amplificacion
efectiva del acido nucléico requiere en la practica de varios ciclos de reaccion y en
cada ciclo los productos generados actian como molde para el siguiente. Es un
método sensible ya que tiene la capacidad de detectar una séla molécula de DNA
blanco (Alberts, 2002).
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La reaccién de PCR requiere de los siguientes componentes:
DNA molde.

Tag DNA polimerasa obtenida de la bacteria Thermus aquaticus; enzima que

cataliza la reaccion de amplificacion y que es estable a altas temperaturas.

Primers especificos que flanquean la regién de interés.

Nucleotidos trifosfato que se unen de forma complementaria a la nueva cadena

Amortiguador que provee un ambiente estable para la Taq DNA polimerasa.

Y esta reaccion comprende los siguientes pasos (Fig.8):
e Desnaturalizacion: EI DNA se calienta entre 94-96°C para favorecer la apertura
rompiendo los enlaces de hidrogeno durante unos 5 minutos en promedio.
e Después del primer paso de desnaturalizacion se realizan ciclos (aproximadamente
de 35-40) y se compone de los siguientes pasos (Rahman,MT; cols 2013):
o Desnaturalizacion: La doble cadena de DNA es desnaturalizada para que
gueden cadenas individuales a una temperatura de 94-96°C.
o Alineamiento: Los primers identifican la secuencia blanco, a una temperatura
(45-60°C) dependiendo de cada juego primer.
o Extensién: Se genera una copia denominada DNA complementario por medio

de la Tag DNA polimerasa a una temperatura de 72°C.

e Después del ultimo ciclo se realiza una incubacibn a 72°C para asegurar la

extension de los ultimos fragmentos generados.
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Num de ciclos

Temperatura

0:: Ciclo1 Ciclo2 Ciclo3 Ciclo4

Fig. 8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se observa la amplificacién del producto de acuerdo al
numero de ciclos. Tomada de BioPharmaceutical Technology Center.

Al final de cada ciclo se obtiene un crecimiento exponencial del nimero total de fragmentos
de DNA (2n, donde n es el numero de ciclos). (Joshi; cols. 2010).

PCR tiempo real

Es una técnica que combina la amplificacion y la deteccién del producto en un solo paso
mediante el uso de fluoréforos. Tiene como ventajas alta especificidad, un amplio rango de
deteccion (aproximadamente de 1 copia a 10"y la visualizacion de la curva de amplificado.
Los fluoréforos que se utilizan para PCR en tiempo real tienen un espectro muy amplio y

pueden ser de dos tipos:

a) Fluordforos con afinidad: Se unen al DNA generando una emision de fluorescencia.
La intensidad es proporcional a la concentracion de DNA de doble cadena. En los
90’s se utilizaba el bromuro de etidio pero este no diferenciaba entre DNA de doble
cadena o cadena sencilla e interfiere con la polimerizacion ademas de ser téxico y
cancerigeno. En el 2000 se introduce el uso de un nuevo marcador, que se une a la
cadena doble de DNA llamado SYBR Green el cual absorbe la luz a una longitud de

onda de 480 nm y la emite a 520 nm, ademas de ser amable con el ambiente.

b) Transferencia de energia entre fluoréforos (Sondas FRET): en el cual la excitacion
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de un fluorocromo puede transferirse a otro cercano, generalmente cuando ambos
se sithan en la misma molécula mediante un mecanismo acoplador diplo-diplo

(Sondas Tag-Man, Molecular beacons, Scorpions) (Fig. 9).

A

Lector

o__

Fig. 9 Sondas FRET. Tomada de Costa, 2004

i) SondasTagMan Utiliza la actividad exonucleasa 5-3'de la Taq DNA
polimerasa para generar una sefial, el fluorocromo donador en el extremo 5’y
el aceptor en el extremo 3, espacialmente proximas y por lo tanto la
fluorescencia del donador es absorbida por el aceptor. La DNA taq
polimerasa al ir sintetizando la nueva cadena, se desplaza e hidroliza la
sonda, cuando se separan el donador del aceptor entonces se emite una
sefial de fluorescencia (Buckingham, 2012; Costa, 2004) (Fig. 10).
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Fig. 10 Sonda de hidrdlisis. Tomada de Costa, 2004

i)  Molecular Beacons: Esta sonda tiene una molécula donadora en el extremo
5" y una aceptora en el extremo 3", pero estan en una estructura de horquilla
en la que esta la secuencia de unién al DNA diana. Cuando se realiza la
hibridacion de la sonda con el DNA entonces el donador y aceptor se
separan emitiéndose la fluorescencia un tipo de estas sondas son las sondas
Scorpions (Buckingham, 2012; Costa, 2004) (Fig. 11).

Sonda

ADN diana

¥ O

Hibridacion [TTTTTTTITTITTI]

Fig. 11 Molecular Bacons. Tomada de Costa, 2004
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La combinacion de dos sistemas de deteccion de mutaciones puntuales como los

ARMS vy los Scorpios (variante de las sondas Molecular Beacons) , produce suficientes
copias que pueden detectar hasta en 1% de DNA mutado en un fondo de DNA wt.
Los ARMS realizan la amplificacion alelo especifica mediante el uso de dos primers
idénticos en su secuencia excepto en su nucleétido 3, ya que uno tiene el nucledtido
complementario del gen no mutado y el otro correspondiente al gen mutado. (Garcia; cols
1999).

Las sondas SCORPIONS tienen marcado un oligonucleétido en su extremo 5 con
un aceptor y en 3 con su donador, que se encuentra formando una horquilla y asi se
mantienen cercanos para llevar a cabo la transferencia de energia y mantener el reportero
sin emision de fluorescencia. Si se une a la secuencia de interés entonces la horquilla se
abre permitiendo el alejamiento del donador del aceptor y lo que genera la emisién de

fluorescencia.
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JUSTIFICACION:

El uso de biomarcadores en el diagndstico y tratamiento del cancer de colon es reciente.
Actualmente se cuentan con diversas guias en las cuales se expresa la necesidad de
realizar la determinacién de mutaciones en RAS y RAF. Se ha determinado que no solo se
debe de realizar el diagndstico con las mutaciones en estos genes sino que existen otros
componentes de la via de sefalizacion de EGFR que pueden conferir resistencia a la
terapias con anticuerpos monoclonales. Actualmente aquellos pacientes con CCRm que son
candidatos a recibir terapia anti-EGFR se les debe realizar la determinacion de KRAS y
NRAS (Garcia -Alfonso,et.al 2015) pero se ha observado que existe un alto porcentaje de
estos pacientes no mutados que no responden a la terapia anti-EGFR y por lo tanto se han
explorado otras vias de sefalizacion alternas que puedan activar estos mecanismos
tumorales, como la via de sefalizacion de PI3K. Asi pues en el presente estudio se realiza
la descripcion de la incidencia de mutaciones en KRAS, NRAS y BRAF asi como la
determinacion de mutaciones en PI3KC en una poblacion del Centro Médico ABC.

OBJETIVOS:

Evaluar la presencia de mutacion del gen PI3KCA con KRAS no mutado en pacientes con

diagnéstico de cancer colorrectal.

e Determinar la presencia de mutaciones en el gen PI3KCA en aquellos pacientes con

CCR que no presenten mutaciones en otros biomarcadores.

e Correlacionar la prevalencia de mutaciones de KRAS/BRAF/NRAS/PI3KCA en una

poblacién con diagnostico de cancer colorrectal en el Centro Médico ABC.

e Correlacionar la integridad del DNA para el diagndstico molecular de biomarcadores.
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MATERIAL Y METODOS:

Se realizé un andlisis retrospectivo de pacientes con diagndstico de adenocarcinoma
colorrectal con estudio de KRAS realizado en el departamento de Patologia Molecular del
Centro Médico ABC de enero del 2013 a abril del 2016. Se consideré también si tenian
determinacion para otros marcadores adicionales como BRAF y/o NRAS. Se realizé una
base de datos que incluia: fecha de recepcién, nimero asignado, nombre del paciente,
diagnéstico, grado de diferenciacion, hospital de procedencia, sitio de biopsia, niumero de

quirdrgico y determinacién de la mutacién reuniendo un total de 99 casos.

Aquellos pacientes con KRAS y/o BRAF no mutado y con suficiente material

biolégico se les realizé PI3BKCA (20 casos).

Extraccion de DNA

El DNA se obtuvo utilizando el sistema de de extraccién kit QlAamp DNA FFPE Tissue
(Qiagen, USA). De los bloques se realizaron 5 cortes de 8 micras y se colocaron en tubos
de polipropileno de 1.5 ml. Se eliminé la parafina adicionando 1 ml de Xilol (J.T Baker), se
homogeniza y se centrifugé 5 minutos a 14,000 rpm repitiendo el proceso dos veces y
después se adicioné 1 ml de alcohol etilico desnaturalizado (J.T Baker) y se centrifug6 a
14,000 rpm por 5 minutos repitiendo el proceso dos veces. Se dejé secar el boton a
temperatura ambiente y una vez seco se agregaron 150 pl de buffer ATL y 50 ul de
proteinasa K; se incub6 a 56°C por 1 hr con agitacion. Posteriormente se incub6 a 90°C 10
minutos para evitar la formacién de puentes disulfuro y se dejé atemperar. Se agregaron
200 ul de buffer de lisis (AL) y 200 ul de alcohol etilico desnaturalizado (J.T Baker). El lisado
se homogeneiz6 y se transfirié a la columna, centrifugando a 14,000 rpm por 1 minuto. La
columna se lavé con Buffer AW1 y AW2. Se sec6 la membrana de la columna centrifugando
por 3 minutos a 14,000 rpm. En seguida se agregaron 60 pl de buffer ATE y se incubo 5
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm y el DNA se guardo
a -20°C.

Integridad del DNA

Para la determinacion de la integridad del DNA obtenido se realiz6 un ensayo de PCR de
acuerdo al protocolo BIOMED-2. Una reaccién de PCR utiliza 12.5 pl del kit HotStar Master
Mix y se afladen 0.75 ul de cada primer (con una concentracion de 50 pmol de cada uno)
de la tabla 7, seguido de la adicion de 4 pl del DNA purificado para una reaccion total de 24

pl.
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Tabla 7. Lista de Primers para ensayo constitutivo con el método BIOMED-2. Se indica el tamafio de los

productos amplificados y la Tm para cada primer.

Nombre Secuencia Tamafio pb Tm °C
100 reverse ggtgttgccgggaagggtt 100 60.9
100 forward gcccgacattctgcaagtcc 100 58.9
200 reverse tgagctgcaagtttggctgaa 200 57.7
200 forward tgttgactcgatccacccca 200 58.4
300 reverse cgtgtcattgtcgtctgaggc 300 58.2
300 forward tgcgatgtggtcatcatggtg 300 57.8
400 reverse gctttcctctggeggcetece 400 61.4
400 forward ccgcagcaagcaacgaacc 400 60.2
600 reverse catccatgggccggacataa 600 57.4
600 forward ggagcagcattccatccagce 600 58.9

Se agitdé suavemente y se colocd en el termociclador Veriti de Applied Biosystems con el
siguiente programa de amplificacién: 95°C por 7 minutos, 35 ciclos de 95°C 1 minuto, 60°C

por 1 minuto y 72°C por 1:30 minutos y una extension final de 72°C por 7 minutos.

En un gel de agarosa (Bio-Rad) al 3% en amortiguador TAE 0.5x (Bio-Rad) que
contiene SyBR Green (Life Technologies) se corrieron 10 pl de cada muestra junto con un
marcador de peso molecular (AmpliSize Molecular Ruler, Bio-Rad) de 50-2,000 pb por 50

minutos a 120 volts. El gel se analiz6 en el fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad).

Mutaciones PISKCA

Para el analisis de mutaciones del gen PI3KCA se utiliz6 el kit commercial PI3K Mutation
Test Kit (Qiagen) que incluye la deteccion de 4 mutaciones somaticas (H1047, E542K,
E545K y E545D) de los exones 9y 20.

La determinacién de PI3KCA comprende dos pasos: a) el ensayo control para
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evaluar el ADN de la muestra y b) ensayo de mutaciones en el cual se determina la

presencia o ausencia de mutaciones.

Para el ensayo control se prepard una mezcla con las siguientes cantidades: 19.8 ul
de master mix control (vial 1), 0.2 ul de Tag DNA polimerasa para un volumen total de 20 pl
por reaccién, se incluy6é el control positivo y negativo. Se adicionaron 5 ul de control
positivo, 5 ul de agua libre de DNasas para control negativo y 5 ul de la muestra problema,
se homogeniza y se colocé en el termociclador ABI 7500 real-time PCR con el siguiente

programa:

Tabla 8. ParAmetros de ciclado para ensayo control y determinacion de mutaciones de PI3K

95°C 4 minutos 1 ciclo
95°C 30 segundos
60°C 1 minuto 40 ciclos

El fabricante indica que cuando el Ct obtenido en el ensayo control es menor o igual
a 29 el limite de detecciéon analitica corresponde a el 1% de alelos mutantes para las
mutaciones (H1047R, E542K y E545K) y hasta en un 2% de la mutacién E545D. Si el
control es igual a 35 0 mayor, se debe repetir la extraccion.
Si el control positivo y las muestras cuentan con estos dos puntos se continda con la

evaluacién de mutaciones preparando la mix de PCR con las siguientes cantidades:

Tabla 9. Volumen de reaccion para cada mutacion de PI3K.

Vial Master Mix | Taq Polimerasa Volumen total
1) 1)
Control (1) 19.8 pl 0.2 ul 20 pl
H1047R (2) 19.8 pl 0.2 ul 20 pl
E542K (3) 19.8 pl 0.2 ul 20 pl
E545K/D (4) 19.6 pl 0.4 pl 20 pl
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Se homogeniza y se colocé en el termociclador ABI 7500 real-time PCR con el
programa utilizado para la evaluacion. Para cada grupo de mutacion se compara el valor de

corte (CT) del control positivo para considerar la muestra positivo 0 negativo.
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RESULTADOS

Se registraron un total 99 casos con diagnéstico de CCR y determinacion de KRAS en el
Centro Médico ABC de Enero 2013- Mayo 2016 . De estos 58 casos (59%) son no mutados
para KRAS y 41 casos (41%) presentaron alguna mutacion para KRAS. (Fig.12)

Proporcion de casos wt y mutados para KRAS (n=99)

Fig 12. Porcentaje de pacientes mutados para el gen KRAS.

La distribucion de las mutaciones para KRAS fue de la siguiente manera (Tabla 10,
Figura 13):

Tabla 10. Distribucién de mutaciones KRAS

Mutacién Frecuencia
c.35 G>A (p.G12D) 35%
.35 G>T (p.G12V) 20%
c.38 G>A (p. G13D) 17.5%
.34 G>T (p.G12C) 10%
.34 G>A (p.G12S) 7.5%
c.35 G>C (p.G12A) 5%
.34 G>A (p.G12R) 5%
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Distribucion de mutaciones de KRAS

Glyl2Ala GlylZArg

Fig 13. Distribucion de mutaciones del gen KRAS en nuestra poblacion n=99.

De los casos estudiados solo 24 tenian determinacion de KRAS y BRAF, s6lo uno

presentaban mutacion en BRAF y otro mostré mutacion en ambos genes (BRAF y KRAS).

Del total de casos 33% tenian prueba para NRAS la cual se realiz6 en un laboratorio

externo mediante secuenciacion Sanger amplificando regiones de los codones 12, 13y 61,

ningun caso presenté mutacion (Fig. 14)

70

&0

50

a0

30

MNumero de pacientes

20

10

Perfil de mutaciones en CCR

KRAS

BRAF MRAS

M Mo mutados
M Mutados

Fig 14. Prevalencia de mutaciones para KRAS, BRAF y NRAS para CCR en el Centro Médico ABC del 2013-
2016. Las mutaciones que se encuentran con mayor frecuencia son KRAS. No se encontraron mutaciones en

NRAS.
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La determinacién de PI3K se realizd en 20.2% (n=20) casos que tuvieran KRAS no
mutado, y otros marcadores como BRAF y/o NRAS no mutado, ademas de disponer de

material en bloques de parafina para la extraccion de acidos nucleicos.

Del DNA obtenido se procedid a la evaluacién de la integridad por medio de un PCR
para la evaluacion de calidad, en la cual se amplificaron fragmentos de 100-600 pb de
acuerdo al protocolo BIOMED- 2 .Los fragmentos por debajo de 100 pb no se tomaron en
consideracion ya que pueden ser productos de unién inespecifica o restos de primer (Fig.
15; Tabla 11).
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Fig 15. Gel de agarosa con productos de PCR constitutivos. En el carril 1 esta el marcador de peso molecular,

carril 2-11 muestras.

Tabla 11. Porcentaje de muestras con 1, 2 o 3 bandas

Bandas | % de
muestras
1 10%
2 40%
3 40%
4 10%
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De 20 casos con material biolégico suficiente se realiz6 la determinacién de PISKCA.
Para cada ensayo se corre un control positivo y negativo. De las 20 muestras analizadas 5
no presentaron un ensayo control adecuado por lo tanto fueron clasificadas como

indeterminadas y no se realiz6 el ensayo de mutaciones (Fig 16).
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Fig 16. a) Muestra identificada como adecuada para ensayo de mutaciones con un Ct de 24.07. b) muestra

identificada como indeterminada para ensayo de mutaciones con un Ct de 35.94
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Con las muestras restantes se procedié a realizar el ensayo de mutaciones. Los
resultados obtenidos se muestran que 3 de ellas presentaban alguna mutacién en PI3KCA
(dos en E542K y una en H1047K) (Fig. 17, Tabla 12). Estas muestras representaron el 15%
del total de muestras analizado , y en relacién a los 99 casos documentados, representan el

3.03% de casos mutados.
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Fig 17.Gréficas con los dos tipos de mutaciones identificados, los controles positivos estan indicados como CP
a) Muestra 16 con amplificacion positiva para la mutaciéon H1047R b) Muestra 14 con amplificacién positiva para

la mutacion E542K.
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Se realizé la cuantificacion de las muestras tomando lecturas A260/A280. Para

analizar concentracién y pureza de cada una se utilizé un equipo NanoDrop (Thermo Fisher

Scientific, USA) tomando 1lul de cada muestra. En promedio se obtuvieron 84.3 ng/ul, con

rangos de 7.6-408.6 ng/ul. Los datos se muestran en la tabla 12.

Muestra ng/ul Relacion Numero de bandas PISKCA Ct de mutacion
A260/A280 en PCR de
integridad
1 239.76 2.16 3
2 408.62 2.1 2
3 130.16 2.09 3
4 105.60 1.32 3 Indeterminado
5 42.12 1.67 3 Indeterminado
6 11.18 4.13 2 wit
7 7.61 1.17 1 Indeterminado
8 16.14 1.72 3 wt
9 106.94 2.24 2 wt
10 172.19 1.52 3 Indeterminado
11 10.89 0.9 1 Indeterminado
12 33.94 3.28 4 wit
13 64.55 231 2 wit
14 21.30 1.88 2 E542K 30.42
15 12.16 5.56 3 wt
16 87.08 2.22 2 H1047R 27.3
17 38.04 3.39 3 wt
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18 96.48 2.21 2 wt

19 24.4 2.22 2 E542K 30.47

20 57.11 2.35 4 wt

Tabla 12. Cuantificacion de DNA en ng/ul, relacion A260/280, numero de bandas en PCR de evaluacion de la

integridad y PI3BKCA yCt de la mutacion.

Relacion 260/280 | N=

<1.7 25%
>1.7 70%
=1.7 5%

Tabla 13. Porcentaje de muestras con relacion menor, mayor o igual a 1.7

Perfil de mutaciones para CCR (n=99)

KRAS/BRAF putados PISK
1% 50

Mutados BRAF
1%

Fig 18. Distribucion total de mutaciones en nuestra poblacion n=99
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DISCUSION:

El desarrollo tumoral de CCR se da por medio de mutaciones heredadas o adquiridas. En
los ultimos afios se ha logrado identificar diferentes vias de sefializacion que podrian tener
un papel importante en el desarrollo del CCR, ya que dan como resultado la proliferacion

celular descontrolada y, por lo tanto, se puede clasificar en diferentes genotipos.

Uno de los genes con mayor prevalencia de mutaciones en CCR es KRAS, y la
mutacion que se presenta con mayor frecuencia es ¢.35 G>A (p.G12D), por lo cual este gen
es considerado un biomarcador importante que ha comprobado tener un valor predictivo en

el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-EGFR.

En nuestro estudio realizamos una busqueda retrospectiva de aquellos pacientes
con diagndstico de CCR y determinacion de KRAS, reuniendo un total de 99 casos entre los
aflos 2013-2016. Se mostr6 una prevalencia de 41% de pacientes que presentan alguna
mutacion, lo que correlaciona con la literatura donde se reportan frecuencias de 30-45% en
pacientes con CCR. Dentro de estas, observamos que la de mayor incidencia es c.35G>A
(p.G12D) [35%)], seguida de la mutacion ¢.35G>T (p.G12V), ambas en el codbén 12. Y
finalmente, la mutacion ¢.38G>A (p.G13D) en el coddon 13. (Sepulveda, A; cols.2016;
Phipps, cols 2013; Maus MKH, cols. 2013; Yuan, cols. 2015).

Se han realizado pocos estudios sobre la frecuencia de mutaciones de KRAS en la

poblacion mexicana, los cuales se muestran en la siguiente tabla:

Estudio: n= % de KRAS Distribucién de mutaciones:
mutado:

Martinez-Garza; 59 27% €.35 G>A (p.G12D)=43.7%

cols 1999 c.38 G>A (p. G13D)=31.2%

¢.35 G>T (p.G12V)= 25%
€.34 G>C (p.G12R)= 12.5%

Cabrera- 31 38.7% No especifica
Mendoza; cols
(2014)
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Pérez-Baez W; 104 | 40.35% c.35 G>A (p.G12D)= 40.5%
cols (2017) c.35 G>T (p.G12V)= 26.1%
c.38 G>A (p. G13D)= 19%
¢.34 G>C (p.G12R)= 4.8%
c.34 G>A (p.G12C)= 4.8%
c.34 G>A (p.G12S)= 4.8%

Céardenas-Ramos; | 888 | 35% ¢.35 G>A (p.G12D)= 32.5%
cols (2017) €.38 G>A (p. G13D)= 22.5%
€.35 G>T (p.G12V)=18.3%
€.34 G>T (p.G12C)=8.7%
€.35 G>C (p.G12A)=6.1%
€.34 G>A (p.G12S)=3.5%

Garcia-Alanis; 99 41% ¢.35 G>A (p.G12D)= 35%
cols (2017) ¢.35 G>T (p.G12V)= 20%
.38 G>A (p. G13D)= 17.5%
€.34 G>T (p.G12C)= 10%
€.34 G>A (p.G12S)=7.5%
€.35 G>C (p.G12A)= 5%
€.34 G>A (p.G12R)= 5%

La mutaciébn méas frecuente en poblacion mexicana es la ¢.35 G>A (p.G12D) del
codon 12 (entre un 32-43%), la cual es comparable con la poblacién mundial. Las siguientes
dos mutaciones se encuentran invertidas en frecuencia ya que dos estudios reportan que
€.38 G>A (p. G13D) se encuentra en un 22-31% y ¢.35 G>T (p.G12V) en 18-25% de los
casos. Mientras que nuestro estudio y el de Pérez-Baez W; cols (2017) mencionan que la
segunda mutacién mas frecuente es ¢.35 G>T (p.G12V) de 20-26%, seguida de c.38 G>A
(p. G13D) con 17-19%.

Las diferencias en frecuencias pueden deberse a: 1) a la diferencia en el nimero de
pacientes incluidos en cada estudio; 2) las diferentes metodologias utilizadas, ya que el
estudio de Martinez-Garza; cols (1999), la determinacion de mutaciones fue con PCR y el
DNA amplificado tratado con enzimas de restriccion, Cardenas-Ramos; cols (2017) utilizd
secuenciacion y Pérez-Baez W; cols (2017), junto con el presente estudio, utilizamos PCR

en tiempo real por medio de un kit comercial.

Es importante sefalar que la bibliografia hace mencién que la region geografica, asi
como el tamafio de muestra, edad, sexo Yy tipo histolégico, influye en la distribucion de

frecuencias de cada mutaciéon [Vaughn cols. (2011) y Licar cols. (2011)].
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En nuestro grupo de estudio encontramos que 2 casos presentaron la mutacion
€.1799T>A (V600E) en BRAF. Algunos estudios estructurales acerca de las proteinas RAF
han revelado que la posicién del aminoacido valina es esencial para mantener inactiva la
proteina, por lo tanto el cambio de este aminodcido resulta en una activacidén constitutiva de
la proteina-cinasa BRAF (Morkel, cols 2015). Esta mutacion ha sido reportado hasta en un
10% de la poblacién con diagndstico de CCR asociado a dos tipos histolégicos: a) polipos
adenomatosos (Adenomas serrados tradicionales y sésiles), y b) inestabilidad microsatelital
(MSI) (Barras, 2015). Las mutaciones en BRAF y KRAS pueden ocurrir en eventos
tempranos de la carcinogénesis y raramente se presentan juntas, sin embargo en nuestra
poblacién encontramos un solo caso con mutacion en BRAF [ ¢.1799T>A (V600E)] y
mutacion en KRAS [posicion ¢.35G>T (p.G12V)]. Varios estudios previos reportan que estas
dos mutaciones son mutuamente excluyentes ya que tienen funciones similares. Phipps y
cols.(2013) reportan que la co-ocurrencia de estas dos mutaciones no representan un
cambio en la sobrevida del paciente ya que ambas muestran resistencia a la terapia anti-
EGFR.

Se han publicado diversas guias para la realizacion de pruebas moleculares que
otorgan informacién sobre la respuesta de diferentes terapias dirigidas en pacientes con
CCRm, y estas han evolucionado de acuerdo a los estudios de mutaciones en KRAS y
NRAS que confieren resistencia a la terapia con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Pero
debido a la alta incidencia de pacientes no mutados que no responden favorablemente a la
terapia, es indispensable considerar el estado de otros genes que pudieran beneficiar el

desarrollo tumoral. De tal forma, en este estudio se evalian mutaciones en el gen PISKCA.

Nuestro estudio demuestra la presencia de mutaciones de PI3BKCA en el exon 9y 20
en 3 (15%) pacientes de los 20 casos estudiados [E542K (n=2) y la mutacién H1047R
(n=1)] ), lo cual se ha demostrado de manera in vitro, aumenta la actividad cinasa de la
proteina PI3K (Kang, cols. 2005). Diversos estudios reportan que la frecuencia de esta
mutacion en pacientes con CCR es de 10-27%, sin embargo no hay estudios claros o

concluyentes en cuanto al valor predictivo de este biomarcador (Velho, cols. 2005).

Se ha sugerido que hay una asociacion de las mutaciones de PI3K, especificamente
del ex6n 9 con KRAS. Zhao, cols. (2008) reportd que existe una dependencia del exon 9

con mutaciones en el gen KRAS, actuando de manera sinérgica con RAS-GTP a diferencia
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de las mutaciones en el exén 20, que son independientes de KRAS donde existe una

simulacion de la union RAS-GTP.

Si bien es reportado que mutaciones KRAS y PI3K pueden coexistir, es mas alto el
porcentaje de casos reportados KRAS no mutado y con mutacién en otro punto de la via,
dando como resultado el desarrollo tumoral, por lo tanto en este estudio se eligieron
aqguellos pacientes no mutados. Debido al pequefio nUmero de muestras en nuestro estudio,
no es posible evaluar la prevalencia de PI3K o la relacion KRAS-no mutado/PI3K, sin
embargo nos permite observar la presencia de mutaciones de PIS3KCA en una poblacion
con CCR del Centro Médico ABC, ademas de describir el perfil de otros marcadores con
KRAS, BRAF y NRAS.

Otro punto a resaltar de este trabajo es la importancia de mantener o preservar las
muestras en condiciones adecuadas tomando en cuenta las diferentes variables, como son
la fijacion con formol amortiguado, el tiempo de fijacién, procesamiento e inclusién de la
muestra, ya que el material obtenido de este proceso es el mas utilizado para preservar la
morfologia y componentes celulares, con el fin de usarlo en ensayos moleculares. El
analisis de expresion de biomarcadores ha sido empleado para disefiar terapias dirigidas, o
bien para obtener informacién de valor prondstico. Por lo tanto, proponemos que la
identificacion de mutaciones en CCR de KRAS, BRAF, NRAS, junto con PI3K mediante
PCR en tiempo real, es necesaria para poder tener un perfil molecular completo y asi mismo

brindar un beneficio al paciente.

La calidad, cantidad y amplificacion exitosa del DNA utilizando PCR (es decir un resultado
exacto y reproducible), dependen de una gran cantidad de variables (Gilbert, cols. 2007):
e tipo de tejido
e tamafio de la pieza
e factores relacionados con la fijacion: pH, tipo de fijador, tiempo y temperatura de
fijacion;
e variables post-fijacién: preservaciéon del bloque de parafina, condiciones de

almacenamiento

La fijacion en formol causa enlaces cruzados del DNA. Cuando se utiliza formol que
no estd amortiguado provoca la fragmentacion de los acidos nucleicos. Se ha reportado que

una fijaciébn mayor a 72 hrs afecta la viabilidad de la muestra.
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Aunque en promedio se obtuvieron 84.3 ng/ul de DNA, una cuantificacion alta no
garantiza una determinacion apropiada de mutaciones, ya que los casos en los que no se
present6 un ensayo control adecuado tenian cuantificaciones con rangos de 7.61-130.1
ng/ul., mientras que los demas tejidos con una evaluacion aceptable presentaban

cuantificaciones entre 11.18-408.g ng/pl.

Con respecto al PCR constitutivo y el nimero de bandas observadas en el gel de
agarosa, no se mostraron diferencias significativas, ya que la mayoria de los tejidos
indeterminados tenian hasta 3 bandas, mientras que los casos con evaluacién aceptable, e
incluso con mutaciones, tenian 1 o 2 bandas. Sin embargo la relacion A260/A280 sefiala
gue las muestras que son menores a 1.7 son las que revelaron un ensayo de evaluacion
deficiente, por lo tanto no se logr6é determinar mutaciones, en cambio en todas las demas
muestras con lecturas iguales o mayores de 1.7 obtuvieron una buena evaluacion. Se ha
indicado que lecturas que se encuentran en rangos de 1.7-1.8 son consideradas como DNA
puro. Cuantificaciones menores a 1.7 podrian sefialar contaminacién con proteinas o
residuos de reactivos usados en la extraccion, y las cuantificaciones mayores a 1.7 indican
presencia de RNA. Las muestras que obtuvieron una buena evaluacién tenian lecturas de
1.72-5.56, lo cual muestra que la presencia de RNA no afecta la reaccién de PCR, pero las
muestras con lecturas menores a 1.7 afectan la reaccion de PCR, haciendo imposible la

evaluacion de mutaciones de PISKCA.

CONCLUSIONES:

En nuestro estudio, observamos la presencia de mutaciones en PIS3KCA en 20 casos con
diagnostico de adenocarcinoma colorrectal y que estas se pueden presentar en pacientes
wt para otros biomarcadores principalmente para KRAS asi como para BRAF y NRAS.

La realizacion de la determinacion de mutaciones en PI3KCA es importante ya que es uno
de los efectores de KRAS y por lo tanto tiene efectos sobre el crecimiento, la sobrevida y la
inhibicion de la apoptosis. Siendo que tiene diferentes puntos de activacion, inhibicion e
interaccidon con otras sefializaciones se ha hecho dificil poder definir si tiene un valor
predictivo sobre la progresion de la enfermedad, y por lo tanto se requiere realizar otros

estudios para poder definir como podria afectar a la respuesta a terapias dirigidas.

Por otro lado se muestra que el perfil de mutacion para KRAS en adenocarcinoma

colorrectal coincide con lo que se ha encontrado en diferentes poblaciones alrededor del
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mundo pero debido a que hay una seleccién sesgada en la realizacion de los demas
biomarcadores (NRAS y BRAF) no se puede determinar por completo la prevalencia de

estas mutaciones.

También observamos que para poder obtener un diagnéstico certero es importante
la relaciébn A260/280 ya que esto permite una evaluacién correcta de mutaciones. El control
de estas variables hace posible que los resultados obtenidos sean reproducibles y seguros.

BIBLIOGRAFIA:
Alberts, Bruce; cols (2002) Biologia Molecular de la célula. 4 Edicion. New York: Garland
Science

Appert-Collin Aline; cols (2015) Role of ErbB Receptors in Cancer Cell Migration and
Invasion. Front. Pharmacol from https://doi.org/10.3389/fphar.2015.00283

Barras David, (2015) BRAF Mutation in Colorectal Cancer: An Update. Biomarkers in
Cancer :7(S1)

Bo-Young, Lee RA, Chung SS, Kim KH. Epidermal Growth Factor Receptor Mutations in
Colorectal Cancer Patients. J Korean Soc Coloproctol. 2011 Jun;27(3):127-132.

Buckinggham Lela. Molecular dignostics: fundamentals, methods, and clinical applications.

2° edicion, F.A Dauvis.

Campos-Parra Alma Delia; cols (2012) Genotipificacion en cancer de pulmén de células

no pequefias.GAMO Vol. 11 Nam. 1, enero — febrero.

Cardenas-Ramos Susana G., Alcazar-Gonzalez Gregorio, Reyes-Cortés Luisa M, Torres-
Grimaldo Abdiel A, Calderén-Garciduefias Ana L., Morales-Casas José, Flores-Sanchez
Patricia, De Ledn-Escobedo Raul, Gomez-Diaz Antonio, Moreno-Bringas Carmen,Sanchez-
Guillén Jorge, Ramos-Salazar Pedro , Gonzélez-de Leén César ,Barrera-Saldafia Hugo A.
The Frequency and Type of K-RAS Mutations in Mexican Patients With Colorectal Cancer A
National Study

The Cancer Genome Atlas Network. (2012) Comprehensive molecular characterization of

58



human colon and rectal cancer. Nature 487, 330-337

Cathomas, Gieri; (2014) PIK3CA in colorectal cancer. Front. Oncol., 03 March Vol 4, from
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fonc.2014.00035/full

Costa Josep (2004). Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real. Enferm
Infecc Microbiol Clin;22(5):299-305.

Courtney Kevin D., . Corcoran Ryan B, . Engelman Jeffrey A. The PI3K Pathway As Drug
Target in Human Cancer. Journal of Clinical Oncology 28, no. 6 (February 2010) 1075-1083.

Cox D. Adrienne, Fesik Stephen W. , Kimmelman Alec C. , Ji Luo and Channing J. Der.
Drugging the undruggable RAS: Mission Possible? Nature Reviews Drug Discovery 13,
828-851 (2014).

Cuyun Carter Gebra; cols (2015). KRAS testing of patients with metastatic colorectal cancer
in a community-based oncology setting: a retrospective database analysis. Carter et al.

Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 34:29

Danielsen Stine Aske; cols (2014) Portrait of the PI3K/AKT-pathway in colorectal cancer, BB
A- Reviews on Cancer, doi: 10.1016/j.bbcan.2014.09.008

De Roock Wendy; cols (2010) Effects of KRAS, BRAF, NRAS, and PIK3CA mutations on the
efficacy of cetuximab plus chemotherapy in chemotherapy-refractory metastatic colorectal
cancer: a retrospective consortium analysis. Lancet Oncol; 11: 753-62.

Engelman Jeffrey A; (2009) Targeting PI3K signalling in cancer: opportunities, challenges
and limitations. Nat Rev Cancer Aug;9(8):550-62.

Fumarola Claudia; cols (2014). Targeting PISK/AKT/mTOR pathway in non small cell lung

cancer. Biochemical Pharmacology 90 197-207

Garcia-Alfonso P. Updated guidelines for biomarker testing in colorectal carcinoma: a
national consensus of the Spanish Society of Pathology and the Spanish Society of Medical
Oncology. Clin Transl Oncol 17:264—-273.

59


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fonc.2014.00035/full

Garcia Rojo, M; cols (1999). Técnicas de biologia molecular en el diagnostico en

dermatologia. Dermatologia Peruana - Vol. 9, Suplemento 1, Diciembre.

Gilbert, M. Thomas P; cols (2007) The Isolation of Nucleic Acids from Fixed, Paraffin-
Embedded Tissues—Which Methods Are Useful When? PLoS ONE 2(6): e537.

Guinney Justin; cols (2015) The consensus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer Nat
Med. Nov;21(11):1350-6.

Herndndez-Losa Javier; cols (2011) Recomendaciones para la determinacion de
mutaciones de K-RAS en cancer de colon. Rev Esp Patol;45(2):76-85.

Henry N. Lynn; cols (2012) Cancer biomarkers. Molecular Oncology; 6: 140-146.

Herbst Roy S. (2004), Review of Epidermal Growth Factor Receptor biology. Int. J. Radiation
Oncology Biol. Phys., Vol. 59, No. 2, Supplement, pp. 21-26

Hejmadi Momna. (2010). Introduction to Cancer Biology. Bookboon Publishing. 12-13. from

http://csbl.omb.uga.edu/mirrors/JLU/DragonStar2016/download/introduction-to-cancer-

biology.pdf

Ihle Nathan T; cols (2012) Effect of KRAS Oncogene Substitutions on Protein Behavior:
Implications for Signaling and Clinical Outcome. J Natl Cancer Inst. Feb 8;104(3):228-39.

JanCik Sylwia; cols (2010) Clinical Relevance of KRAS in Human Cancers. Journal of

Biomedicine and Biotechnology. Volume 2010, Article ID 150960, 13 pages.

Joshi, Mohini; (2010) Polymerase chain reaction: Methods, principles and application. IJBR
1 (5): 81-97.

K.K. Jain; cols (2010), The Handbook of Biomarkers. New York : Springer, from
www.springer.com/us/book/9781607616849

Kuipers E.J; cols (2015) Colorectal cancer. Nature Reviews Disease Primers 1: 1-25

60


http://csbl.bmb.uga.edu/mirrors/JLU/DragonStar2016/download/introduction-to-cancer-biology.pdf
http://csbl.bmb.uga.edu/mirrors/JLU/DragonStar2016/download/introduction-to-cancer-biology.pdf
http://www.springer.com/us/book/9781607616849

Kang Sohye; cols (2005) Phosphatidylinositol 3-kinase mutations identified in human cancer
are oncogenic. Proc Natl Acad Sci; 102(3): 802—-807.

Labianca Roberto; cols (2010) Colon cancer. Critical Reviews in Oncology/Hematology 74
(2010) 106-133

Licar Alenka; cols (2011) Distribution of some activating KRAS and BRAF mutations in
Slovene patients with colorectal cancer. Med Oncol 28:1048-1053.

Lievre Astrid; cols (2006) KRAS Mutation Status Is Predictive of Response to Cetuximab
Therapy in Colorectal Cancer. Cancer Res;66: (8). April 15, 2006.

Qiu Li-Xin; cols (2010) Predictive and prognostic value of KRAS mutations in metastatic
colorectal cancer patients treated with cetuximab: A meta-analysis of 22 studies. European
Journal of Cancer 46 (2010) 2781 — 2787.

Martinez-Ciarpaglini; cols (2012) Carcinoma colorrectal serrado. Descripcion
histopatoldgica,inmunohistoquimica y molecular de un caso. Revista Espafiola de Patologia.
Volume 46, Issue 4 Pages 2101-2114.e5

Maus M.K.H; cols (2014) KRAS mutations in non-small-cell lung cancer and colorectal

cancer:Implications for EGFR-targeted therapies. Lung Cancer 83, 163-167.

Natsumi Irahara, PhD, Yoshifumi Baba, MD, PhD, Katsuhiko Nosho, MD, PhD, Kaori Shima,
DDS, PhD, Liying Yan, MS, Dora Dias-Santagata, PhD, A. John lafrate, MD, PhD, Charles
S. Fuchs, MD, Kevin M. Haigis, PhD, and Shuji Ogino, MD, PhD. NRAS Mutations Are Rare
in Colorectal Cancer. Diagn Mol Pathol. 2010 September ; 19(3): 157-163.

Nash, Garrett M; cols (2010). KRAS Mutation and Microsatellite Instability: Two Genetic
Markers of Early Tumor Development That Influence the Prognosis of Colorectal Cancer.
Ann Surg Oncol. February ; 17(2): 416-424.

Polivka Jiri Jr; cols (2014) Molecular targets for cancer therapy in the PISK/AKT/mTOR
pathway. Pharmacology & Therapeutics 142, 164-175.

61



Papadatos-Pastosa Dionysios; cols (2015) The role of the PI3K pathway in colorectal

cancer. Critical Reviews in Oncology/Hematology 94, 18-30.

Perez-Baez Wendy, Garcia-Latorre Ethel , Maldonado-Martinez Hector Aquiles,
Coronado-Martinez Iris, Flores-Garcia Leonardo, Taja-Chayeb Lucia. Impact of fixation
artifacts and threshold selection on high resolution melting analysis for KRAS mutation
screening. Molecular and Cellular Probes 35 (2017) 34e43

Pillai Raju K; cols (2016) The State of the Art in Colorectal Cancer Molecular Biomarker
Testing. Adv Anat Pathol Volume 23, Number 2.

Phipps A [; cols (2013) KRAS-mutation status in relation to colorectal cancer survival: the
joint impact of correlated tumour markers. British Journal of Cancer (2013) 108, 1757-1764.

Pritchard Colin C; cols (2011) Colorectal Cancer Molecular Biology Moves Into Clinical
Practice.Gut.January;60(1):116—129.

Rabeneck Linda; cols (2004) Surgical Volume and Long-Term Survival Following Surgery for
Colorectal Cancer in the Veterans Affairs Health-Care SystemLong-Term Survival Following

Surgery for Colorectal Cancer. The American Journal of Gastroenterology 99, 668-675

Rahman, MT; cols (2013) Polymerase Chain Reaction (PCR): A Short Review. AKMMC J:
4(1): 30-36.

Samuels Yardena; cols (2004) High Frequency of Mutations of the PIK3CA Gene in Human
Cancers. Science 23 April Vol 304: 554.

Sepulveda, A; cols. (2016). Colorectal cancer. In: Molecular Pathology in Clinical Practice,
Debra G.B. Leonard ed. 2nd ed. USA.

Siegelin Markus D; cols (2014) Epidermal growth factor receptor mutations in lung

adenocarcinoma. Laboratory Investigation 94, 129-137.

Teran A; cols (2012) Céancer de colon y recto. Medicine. 2012;11(7):420-30
62



Terzi¢; cols (2010) Inflammation and Colon Cancer. Gastroenterology. Volume 138, Issue 6,
Pages 2101-2114.e5

Torres Sanchez L; cols (2014) Tendencias en la mortalidad por cancer en México de 1980 a
2011. Salud Publica Mex ;56:473-491.

Velho, Sérgia; cols (2005) The prevalence of PIK3CA mutations in gastric and colon cancer.
European Journal of Cancer 41: 1649-1654.

Vanhaesebroeck Bart , Guillermet- Guibert Julie, Graupera Mariona and Bilanges Benoit.
The emerging mechanisms of isoform-specific PI3K signalling. Nature Reviews Molecular
Cell Biology 11, 329-341 (2010).

Vaughn Cecily P, cols (2011) Frequency of KRAS, BRAF, and NRAS Mutations in Colorectal

Cancer. Genes, Chromosomes & Cancer 50:307-312.

Wang Yuanxiang; cols (2013) Targeting Mutant KRAS for Anticancer Therapeutics: A
Review of Novel Small Molecule Modulators. J Med Chem. 2013 July 11; 56(13): 5219-
5230.

Yuan-Tzu Lan, cols (2015) Mutations in the RAS and PI3K Pathways are Associated With

Metastatic Location in Colorectal Cancers. Journal of Surgical Oncology;111:905-910.

Zhao,Li; cols (2008) Class | PI3K in oncogenic cellular transformation. Oncogene.
September 18; 27(41): 5486—5496.

Zhao Li; Vogt Peter K.(2008) Helical domain and kinase domain mutations in p110 of

phosphatidylinositol 3-kinase induce gain of function by different mechanisms. Proc Natl
Acad Sci U S A;105(7):2652-7.

63



	Portada 
	Índice

	Resumen

	Introducción

	Justificación   Objetivos

	Material y Métodos

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía

