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Resumen

Antecedentes: La patologia benigna mas comun del pancreas es la pancreatitis, la
cual puede ser aguda (PA) o cronica (PC). La causa mas frecuente de PA es litiasis
biliar. En el 15% de los casos no se encuentra causa evidente y se denomina PA idio-
patica (PAIl). La PA puede presentarse como un episodio Unico o cuadros repetidos
(PA recurrente); estos ultimos suelen estar relacionados con la exposicion persistente
a un factor etiolégico. La PC es un sindrome fibro-inflamatorio que afecta a personas
expuestas o portadoras de diversos factores de riesgo, principalmente ambientales y
genéticos que en presencia de estrés pancreatico favorecen una respuesta patoldgica
persistente. Aproximadamente 30% de los casos con PA desarrollaran PA recurrente
(PAR) y de estos ultimos, 30% desarrollara PC. Los pacientes con PAl < 25 afios tie-
nen un riesgo 2 veces mayor de desarrollar PAR y PC.

La identificacion de factores de susceptibilidad genético-ambientales ha permitido ex-
plicar la evolucion de PAR a PC. Los factores genéticos disminuyen el umbral de acti-
vacion de los cimogenos pancreaticos y/o permiten una actividad prolongada de la
tripsina activada favoreciendo eventos de pancreatitis recurrente. Se han identificado
mutaciones en los genes que codifican para el tripsinégeno catiénico (PRSS1), el inhi-
bidor del tripsinégeno catiénico (SPINK1) y el CFTR en familias e individuos no rela-
cionados con PAI, PAR y PC. La frecuencia y naturaleza de estas mutaciones es dis-
tinta entre poblaciones. Hasta la realizacién de este estudio, no existian estudios en
pacientes adultos mexicanos.

Objetivo: Determinar y caracterizar la presencia de mutaciones en genes relaciona-
dos a PC en pacientes mexicanos con pancreatitis cronica hereditaria e idiopatica.
Métodos: Se incluyeron pacientes con PC hereditaria (PH) e idiopatica (PCl). Se ex-
trajo ADN gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica. Mediante una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron selectivamente exones en los ge-
nes PRSS1 (exdénes 2 y 3), SPINK1 (exdn 3). Los productos de PCR fueron purifica-

dos y secuenciados. Para el gen CFTR se utilizé un kit comercial.



Resultados: En el estudio de familias con sospecha de PH no encontramos mutacio-
nes en los genes PRSS1y CFTR en ninguno de los miembros. En una familia encon-
tramos la mutaciéon del gen SPINK1 (p.N34S). En el estudio de PC de inicio temprano
y PA recurrente idiopatica (estudio de sujetos no relacionados) se incluyeron 19 suje-
tos con PC o PA recurrente idiopatica. (14 hombres, mediana de edad 24; intervalo 13-
40 afios de edad). La secuenciacion del gen PRSS17 evidencié 2 mutaciones en el
exon 2, no reportadas hasta el momento de el estudio: p.V39A y p.N42S mutacién. En
los casos restantes no se encontraron mutaciones en los exones secuenciados. La
secuenciacion del gen SPINK1 identificd la mutacion p.N34S en 2 casos y encontra-
mos un sujeto heterocigoto para la mutacion p.V46D. No se encontraron mutaciones
en el gen CFTR. Adicionalmente se secuenciaron 100 cromosomas de 50 sujetos sa-
nos y no se encontraron mutaciones en los exones estudiados de los genes PRSS1,
SPINK1 o CFTR.

Discusidén: En consistencia con otros reportes, nuestros resultados sugieren que exis-
ten variaciones poblacionales en la frecuencia y tipo de mutaciones en los genes
PRSS1, SPINK1y CFTR. Es recomendable realizar secuenciacién completa de los
genes asociados con PC. Los hallazgos permitirdn: 1) mejorar nuestro entendimiento
de los mecanismos patogénicos de PC, 2) conocer la prevalencia y comportamiento
clinico de estas mutaciones en la poblacién Mexicana, 3) establecer la asociacion de
estas mutaciones con diferentes desenlaces clinicos de la PC y 4) identificar grupos
que se beneficien de maniobras terapéuticas y de escrutinio individualizadas.
Conclusiones: La poblacién mexicana tienen mutaciones en los genes PRSS1 y
SPINK1 similares a las reportadas en otras poblaciones. Existen 3 mutaciones que
pudieran ser Unicas de la poblacion mexicana. La nueva mutacion del SPINK1

(p-V46D) podria ser un factor causal de PC.



1 ANTECEDENTES

La primera descripcion del pancreas aparece en el antiguo Talmud Babilonico
que lo designa como “el dedo del higado”, sin embargo su nombre proviene del
griego pan:todo y kreas:carne, basado en las descripciones de Rufus de Efeso
(100DC) acerca de su falta de hueso y cartilago.
El pancreas es una glandula situada en el espacio retroperitoneal que se en-
cuentra rodeada por el estdmago, duodeno y bazo. Funcionalmente puede
separarse en 1) pancreas endocrino (representa 2% de su volumen total) com-
puesto por los islotes de Langerhans que contienen diferentes tipos de células
encargadas de secretar hormonas que regulan diversas funciones motoras, de
sintesis y excrecion del sistema gastrointestinal (ej. células beta que secretan
insulina; otras células se encargan de secretar glucagon, somatostatina y poli-
péptido pancreatico) y 2) pancreas exocrino (80-85% de su volumen) que parti-
cipa en la digestion de alimentos. El 10-15% del volumen restante esta com-
puesto por matriz extracelular.
El pancreas exocrino esta compuesto por células acinares arregladas en uni-
dades funcionales llamadas acinos, y por células centroacinares y ductales que
forman un sistema ductal ramificado.
La estructura microscopica es similar a la de las glandulas salivales. Los acinos
se agrupan formando I6bulos separados entre si por septos de tejido conectivo
que contiene terminaciones nerviosas, vasos sanguineos y linfaticos. El pro-
ducto de los acinos es depositado dentro del sistema ductal que drena hacia el
interior del duodeno.

El pancreas exocrino tiene dos funciones primarias: a) digestiva, y b) se-

cretora. La funcion digestiva esta a cargo de las células acinares; estas sinteti-



zan enzimas digestivas que se encargan de hidrolizar macromoléculas alimen-
ticias, facilitando su absorcion intestinal. La funcion secretora la realizan las
células ductales; estas producen una solucién liquida, alcalina, rica en bicarbo-
nato que neutraliza el acido gastrico que ingresa al duodeno, evitando asi la
inactivacion de las enzimas digestivas, que requieren de un pH alcalino para

llevar a cabo su funcion.

1.1 Mecanismo de secrecién de las enzimas pancreaticas

Los acinos pancreaticos sintetizan enzimas que digeriran los carbohidratos,
lipidos y proteinas que consumimos. La amilasa, lipasa y nucleasas son las
unicas enzimas que se sintetizan y liberan en su forma activa, mientras que las
proteasas son sintetizadas en forma de precursores inactivos (proenzimas o
cimogenos). Esto es un mecanismo de proteccion en contra de la autodigestion
pues evita la activaciéon enzimatica dentro del pancreas.

La sintesis de proenzimas digestivas se lleva a cabo en el reticulo endo-
plasmico rugoso de las células acinares desde donde son transportadas al
aparato de Golgi donde sufren modificaciones post-traduccionales y son alma-
cenadas en granulos que contienen a los cimogenos. En respuesta a los diver-
sos estimulos quimicos, mecanicos y hormonales inducidos por la ingesta de
alimentos, estos granulos, mediante exocitosis, son depositados dentro de los

conductos pancreaticos y transportados al interior del duodeno !

1.2 Proteccion y Activaciéon de enzimas
Ademas de la sintesis de proteasas en forma de cimogenos, otro factor de pro-

teccion en contra de una activacién prematura intrapancreatica y/o persistente



de éstas, es el péptido inhibidor de tripsina (PSTI) o inhibidor de proteasa de
serina Kazal tipo 1 (SPINK 1). Esta proteina se almacena en los granulos se-
cretorios junto con los cimogenos y su funcion es inactivar hasta 20% de la trip-
sina activada, uniéndose al sitio activo de esta ultima. En condiciones norma-
les, el SPINK1 inicia la inactivacion de la tripsina a nivel duodenal y con ello
inicia la detencién de la cascada de autoactivacién enzimatica 2.

El tripsindgeno es el principal responsable de la activaciéon de los cimdégenos
pancreaticos; esta compuesto por 2 unidades: la tripsina y el péptido activador
de tripsinégeno (PAT). Cuando la secrecion pancreatica alcanza el duodeno, el
tripsindgeno es escindido por la enterocinasa, una enteropeptidasa localizada
en el borde en cepillo del duodeno. Esta reaccion enzimatica produce PAT y
tripsina acitvada. Esta ultima tiene la capacidad de escindir otras moléculas de
tripsindgeno y al resto de los cimogenos produciendo mas tripsina activada y
transformando al quimiotripsindbgeno, proelatastasa, procarboxipeptidasa A y B,
en sus formas acitvas: quimiotripsina, elastasa y carboxipeptidasa A y B. A esto
se le conoce como cascada de activacion de cimégenos. Otra capacidad de la
tripsina activada es la de escindir e inactivar a otras moléculas de tripsina acti-

vada'?. Figura 1

1.3 Secrecion de HCO3

Simultaneo a la excrecion enzimatica y mediante la activacion de canales de
CI” localizados en la membrana apical, las células ductales producen una solu-
cién rica en bicarbonato (HCO3"). Esta ultimo es secretado mediante un inter-
cambiador de CI/HCO3™ y es transportado por el regulador de conductancia

transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). Esta secrecion evita la activa-



cion prematura de cimdégenos al mantenerlos en un pH alcalino y evita la inacti-
vacion de las enzimas activas al neutralizar el acido gastrico que llega al duo-
deno "2

1.4 Pancreatitis

La pancreatitis o inflamacién del pancreas puede ser aguda (PA) o cronica
(PC), y junto al cancer de pancreas (CaP), son las patologias pancreaticas mas
frecuentes .

1.4.1 Pancreatitis aguda

La PA se manifiesta y diagnostica con la presencia de dos de las siguientes
tres caracteristicas: 1) Dolor abdominal tipico (intenso, continuo, localizado en
epigastrio y transfictivo), 2) Elevacion de amilasa y/o lipasa 3 veces por arriba
del limite normal y 3) Imagen (tomografia, ultrasonido, resonancia, etc.) compa-
tible y/o con cambios sugerentes de inflamacidén aguda pancreatica.

La gravedad de ésta depende del desarrollo de complicaciones locales (necro-
sis, colecciones liquidas, etc.) y/o sistémicas (ej. falla organica persistente).*
La causa mas frecuente de PA es litiasis biliar, seguida de ingesta de alcohol.
Otros factores menos frecuentes incluyen a la hipertrigliceridemia, hipercalce-
mia, toxinas y farmacos. En la mayoria de los casos (85%), después de una
evaluacion diagnostica detallada se puede identificar el factor desencadenante
y es solo en el 15% restante que no se encuentra causa evidente; a estos
eventos de PA sin etiologia precisada se les denomina PA idiopatica (PAI) °.
1.4.2 Pancreatitis aguda recurrente

La PA puede presentarse como un episodio unico o cuadros repetidos (PA re-
currente); estos ultimos suelen estar relacionados con la exposicidon persistente

a un factor etiologico. El diagnostico de PA recurrente (PAR) requiere la pre-
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sencia de al menos 2 episodios de PA al afio o0 mas de 3 episodios a lo largo
de la vida de un individuo, sin que se presente pancreatitis cronica (PC). Estos
episodios se caracterizan por: 1) resolucién de los sintomas por completo y 1
mes sin dolor y/o 2) niveles normales de enzimas (amilasal/lipasa), resolucion

clinica y desaparicién del dolor °.

1.4.3 Pancreatitis créonica

La pancreatitis cronica (PC) es una enfermedad compleja que se define como
un sindrome fibro-inflamatorio que afecta a personas expuestas o portadoras
de diversos factores de riesgo, principalmente ambientales y genéticos que se
combinan, y en respuesta a una lesion o estrés pancreatico favorecen una res-
puesta patologica persistente en el parénquima caracterizada por el desarrollo
de inflamacion, fibrosis y eventual atrofia de la glandula”.

La fisiopatologia es compleja, pues uno 0 mas componentes ambienta-
les deben conjugarse o asociarse a alteraciones genéticas (mutaciones o poli-
morfismos) &°.

El dafio observado en la PC es producto de un proceso persistente y
progresivo, y que clinicamente se divide en 2 etapas: 1) PC temprana caracte-
rizada por episodios recurrentes (generalmente idiopaticos) de dolor abdominal
y/o PA 'y 2) PC tardia, caracterizada por desaparicion del dolor y aparicion de
insuficiencia exocrina (mala digestion), enddcrina (diabetes mellitus) y altera-
ciones estructurales (atrofia del parénquima, estenosis y dilataciones ductales,
calcificaciones, fibrosis, entre otras) '°.

Las diferentes causas de PC se agrupan en la clasificacién TIGAR-O:

Toxico-metabdlicas (alcohol 70-80%, hipercalcemia, hipertrigliceridemia, etc),
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Idiopatica (inicio temprano < 35 afios de edad, inicio tardio > 35 afios de edad,
tropical), Genética (mutaciones en genes de la fibrosis quistica, tripsinogeno
cationico, etc), Autoinmune (asociada o no a enfermedad por 1gG4), Recurren-
te, Obstructiva (neoplasias).

En México, al igual que en otros paises occidentales la causa mas fre-
cuente de PC es el alcoholismo (70% de los casos): En otros como India, lo es
la desnutricién, aunque esta ultima etiologia no se ha identificado en los pa-
cientes estudiados en nuestro medio "".

Causas menos frecuentes que explican 10 a 15% de los casos de PC
son aquellas de tipo hereditario (mutaciones en el gen PRSS1), metabdlico (hi-
percalcemia, dislipidemia), autoinmune, obstructiva, traumatica y secundaria a
malformaciones congénitas. Cada una de ellas tiene tratamiento, evolucion y
prondstico diferentes (ej. la PH tiene un riesgo elevado para desarrollar cancer
de pancreas). Al igual que en PA, en 15% - 20% de los casos de PC no se

identifica alguna etiologia, grupo al que se le denomina PC idiopatica (PCI) '2.

1.4.4 Relacién de Pancreatitis aguda recurrente y Pancreatitis cronica

Aproximadamente 30% de los pacientes con PA, especialmente aquellos de
tipo idiopatico desarrollaran PA recurrente (PAR) y de estos ultimos, 30% desa-
rrollara PC en los siguientes 10 afos (riesgo estimado 4.6; IC95% 3.4 - 6.1).
Los pacientes con PAI menores de 25 aflos comparados con pacientes mayo-
res, tienen un riesgo 2 veces mayor de desarrollar PAR y PC de inicio tem-
prano (antes de los 35 afios) "%,

La identificacidn de factores de susceptibilidad genético-ambientales ha permi-

tido explicar la evolucion de PAR a PC. Los factores genéticos disminuyen el
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umbral de activacidon de los cimdgenos pancreaticos y/o permiten una actividad
prolongada de la tripsina activada, por lo que en respuesta a estimulos exter-
nos relacionados con dano pancreatico (ej. alcohol, tabaco), los primeros favo-
recen y facilitan el desarrollo de eventos de inflamacion tisular o pancreatitis
recurrente. Esto induce y perpetua la activacion de células estelares pancreati-
cas, que son las principales responsables de la produccion de fibrosis.

Este conjunto de eventos genera depdsitos de fibrosis y un estado inflamatorio
persistente que ocasionan dafnos estructurales y funcionales al pancreas'.

El estudio de las bases genéticas de la pancreatitis fue impulsado por el
reconocimiento de mutaciones en los genes que codifican para el tripsinébgeno
cationico, el inhibidor del tripsinégeno cationico y el CFTR en familias con nu-
merosos miembros afectados por PAI, PAR y PC (especialmente de inicio tem-

prano) '°.

1.4.5 Pancreatitis hereditaria
La pancreatitis hereditaria (PH) es una entidad poco frecuente. El estudio ge-
nético de familias afectadas identifico genes que estan implicados en el desa-

rrollo de PC y que pueden explicar algunos casos considerados idiopaticos.

Algunas mutaciones incrementan el riesgo individual a desarrollar pancreatitis
(ej. pancreatitis inducida por alcohol) y otras parecen actuar como moduladores
de la enfermedad, modificando su presentacion clinica y evolucion.

La PH es una entidad monogénica. El gen responsable es el que codifi-
ca para el tripsinogeno catiénico (PRSS1). Tiene un patron de herencia au-

tosémico dominante con penetrancia de 80% y expresion variable.
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Ademas de las mutaciones en el gen del PRSS7 en miembros de fami-
lias afectadas, se han identificado mutaciones en otros genes, sin embargo la
participacion de éstas en la fisiopatologia o evolucion de la enfermedad es in-
cierta. Estos hallazgos convierten a la PH en un modelo valioso de estudio para
la identificacién de genes relacionados al desarrollo de pancreatitis *”.

Clinicamente la PH se caracteriza por episodios recurrentes de dolor
abdominal y/o PA en la infancia o adolescencia. Presenta 2 picos de mayor
actividad, alrededor de los 5 y 17 afos. La mayoria de los pacientes presenta
cuadros leves de dolor abdominal pero la mayoria desarrolla cambios eviden-
tes de PC como insuficiencia pancreatica exocrina, diabetes mellitus y calcifi-

caciones pancreaticas antes de los 35 afios de edad 8.

1.5 Genes relacionados con pancreatitis

1.5.1 Tripsinégeno Catiénico o PRSS1

En 1996 Le Bodic'y cols y Whitcomb y cols®® identificaron al gen PRSS1
(proteasa de serina-1 OMIM 276000) y lo relacionaron con PC de tipo heredita-
rio. El gen se ubica en cromosoma 7q35. Este es un locus que alberga un con-
glomerado de genes que codifican para distintas enzimas digestivas pancreati-
cas %'

Este gen consta de 5 exones, comprende 3.6 kb y codifica para tripsindgeno,
un cimégeno sintetizado en los acini pancreaticos que al ser activado se trans-

forma en tripsina activada, cuya funcion es activar el resto de los cimogenos

pancreaticos responsables de la digestion de las proteinas.
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Se han descrito numerosas mutaciones de este gen (p.R7122H, p.N29I,
p.K23R, p.D22G, -28 del TCC y p.A16V). Las mas frecuentemente encontradas
en las familias estudiadas son la p.R122H (31%) y p.N29/ (20%) %.

Mientras que las mutaciones p.R122H y p.N29I se han asociado exclusi-
vamente a PH y no se han identificado en casos de PC con etiologias mas co-
munes, la mutacion p.A16V ha sido identificada en pacientes con PC no heredi-
taria, principalmente de origen alcohdlico e idiopatico,? aunque con una fre-
cuencia menor, comparada con la frecuencia de las mutaciones en otros genes
en estas mismas patologias.

Las mutaciones en el PRSS1 se encuentran en aproximadamente 60%
de los casos de PH y en menos del 20% de Pl ?* lo que sugiere la participacion

de otros factores y/o genes en el desarrollo de pancreatitis.

1.5.2 Inhibidor pancreatico de tripsina o SPINK1

El mecanismo de autorregulacién o “autoproteccion” limita o bloquea la casca-
da de activacion cimogenos y evita que el pancreas se “autodigiera” cuando
éstos se activan dentro del pancreas .

El inhibidor pancreatico de tripsina es uno de los factores que participan en es-
ta autorregulacién. Este es codificado por el gen SPINK1 o PSTI (inhibidor
pancreatico de tripsina, inhibidor de proteasa de serina tipo Kazal 1 OMIM
167790).

El gen esta compuesto por 7.5kb con 4 exones. Fue localizado y caracterizado
en 1987 en el cromosoma 5q. Codifica para una proteina de 79 aminoacidos,
que es un precursor proteico del péptido maduro de 56 aminoacidos, el cual

actua como un antagonista de tripsindgenos humanos. Esta proteina es sinteti-
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zada en las células acinares y secretada al jugo pancreatico.”® Es considerada
un sistema de seguridad de primera linea que al unirse al sitio activo de la trip-
sina activada evita que ésta continue activando a los cimogenos pancreaticos.
Se estima que la cantidad sintetizada de SPINK1 es capaz de inactivar aproxi-
madamente 20% de la tripsina activada %.

Las mutaciones mas frecuentes de este gen que han sido relacionadas con el
desarrollo de PC son: p.N34S, p.P55S y p.R67C ''. La mutacién p.N34S se
encuentra en aproximadamente 25% de los casos de PI; esta debe presentar-
se de forma homocigota o acompafarse de otros factores ambientales (e;j.

abuso de alcohol) %’

0 genéticos (mutaciones adicionales en el mismo gen u
otros) para causar enfermedad.

El papel de las mutaciones del SPINK1 como causal unico y directo de pan-
creatitis es incierto, especialmente en las formas autosdomicas-dominantes de

PH donde los resultados son contradictorios, mientras que en el desarrollo de

Pl parece ser un modificador de la enfermedad '*%.

1.5.3 Fisiopatologia de las mutaciones en el PRSS1y SPINK1

La asociacién de pancreatitis con la presencia de mutaciones en estos genes
ha permitido proponer diversas hipotesis sobre el o los mecanismo(s) fisiopato-
l6gico(s) de la PC.

En condiciones normales, dentro del pancreas pueden encontrarse cantidades
pequefias de tripsina activada y para evitar que ésta active a otros cimogenos,

existen diferentes mecanismos de autoproteccion. Figura 1

a) Autoinactivacion espontanea e irreversible de la tripsina.
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b) Activacion de proteasas de serina como mesotripsinay enzima Y por
tripsina. Estas enzimas hidrolizan a la tripsina activada, al tripsiné-
geno y otros cimogenos en forma irreversible.

c) Union irreversible del SPINK1 a la tripsina, inhibiendo su actividad.

Tripsina

“ Tripsina
= Mesotripsina
EnzimaY

Tripsinégeno
a
v
.
<
v

a
+
a
Proenzimas

Figura 1. Cascada de activacion de las enzimas pancreaticas.

Inicia con auto activacién de pequefias cantidades de tripsindgeno intrapancreatico que se
convierte en tripsina. La tripsina activa otras proenzimas (cimégenos). Este ciclo se perpetua
por accion de la tripsina, la cual continda activando al tripsindgeno (circulo con signo +). Exis-
ten varios mecanismos de defensa que inhiben o bloquean esta cascada de activacién enzima-
tica (circulos con signos -). Uno de ellos se basan en autodigestiéon de la tripsina por tripsina,
mesotripsina y enzima Y. Un segundo mecanismo es el mediado por inhibicion directa de la
tripsina, cuando ésta se une en forma irreversible al SPINK. De esta forma se evita la activa-
cion permanente de las enzimas pancreaticas, la autodigestion pancreatica y el desarrollo de
pancreatitis.

Las mutaciones del tripsindgeno cationico (TC o PRSS17) afectan partes regu-
ladoras criticas del producto del gen que suelen resultar en una ganancia en
su funcion, permitiendo la activacion prematura del tripsindbgeno y/o que la trip-

sina activada sea resistente a la inactivacion mediada por autolisis %.
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En base a la localizacion de la mutacion pR7122H del TC en la estructura tridi-
mensional del complejo tripsindgeno-PSTI ***' Withcomb DC et al '® propusie-
ron un mecanismo fisiopatoldgico.

La estructura proteica de la tripsina consiste de 2 dominios globulares unidos
por una cadena lateral, con un sitio enzimaticamente activo localizado en la
interface entre ambos dominios.

La mutacion pR122H (p.R117H utilizando la nomenclatura antigua) ocurre so-
bre la cara externa de la molécula de tripsindgeno en el lado opuesto al sitio de
unidn del substrato (sitio catalitico y sitio de union al PSTI) lejos de la cadena
lateral del péptido de activacion del PAT '®. Aunque parece improbable que la
sustitucién de arginina por histidina afecte la funcion de la tripsina, del PSTI o
la activacion del tripsindgeno, este cambio afecta la inactivacion por autolisis,
pues la tripsina activada reconoce los residuos de arginina y lisina dentro de las
cadenas peptidicas como sitios de hidrdlisis.

Normalmente la arginina de sitio 122 (R122) de la tripsina activada fun-
ciona como sitio inicial de hidrdlisis mediada también por tripsina (autoinactiva-
cion). La sustitucion por histidina en el sitio 122 elimina este sitio de hidrdlisis
inicial, confiriendo a la proteina resultante la capacidad de resistir la autolisis
evitando su inactivacion permanente. Figura 2A

De esta forma, la tripsina activada evita la hidrélisis y permanece activa
indefinidamente, activando mas tripsina y otros cimdgenos, incrementando
anormalmente su concentracién. Cuando esto ocurre dentro del pancreas pro-
voca autodigestiéon pancreatica 89,

El mecanismo de dafo asociado a la mutacidn p.N29/ (p.N211) es incier-

to, aunque se ha sugerido que esta puede favorecer la formacion de un puente
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entre el aminoacido del sitio 21 y el sitio 117 con lo que se evitaria la autolisis

de tripsina. Figura 2B

C-term

Figura 2. Estructura cristalografica de la tripsina."

A. Estructura del complejo tripsindgeno-PSTI. En azul y amarillo se observa la molécula del
tripsindbgeno compuesta por 2 dominios. Se observa la transicion del dominio N-terminal (azul)
hacia el C-terminal amarillo en el sitio R117 (R122) de la cadena flexible del segmento que
conecta a los dominios. El péptido de activacion del tripsinégeno (PAT) forma parte de la molé-
cula y se ubica en el dominio N-terminal, pero no se observa por cristalografia. En rojo se
muestra el PSTI interactuando con el sitio activo (Ac) del tripsindgeno. También se observa el
sitio N21 en la molécula del tripsindgeno.

B. Muestra la estructura del TC humano compuesto por 2 dominios. Se observa la localizacion
de los sitos N21, E24 y R117 (R122). La flecha y signo de ? indican el posible mecanismo de
accion de la mutacién N21I. Esta podria acercar E24 a R117 y formar un puente entre las ca-
denas laterales cargadas con signos opuestos evitando asi a autolisis.

1.5.4 Gen del Regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica o CFTR

Las mutaciones en el gen de la fibrosis quistica (FQ), especificamente aquellas
que ocurren en la region que codifica para el regulador de conductancia de
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)****** se asocian principalmente a
PC de tipo idiopatica (PClI).

Este gen se localiza en el cromosoma 7q31 y codifica para una proteina de

1480 amino acidos que se expresa en la membrana apical de células epitelia-

[1] Figura 2 obtenida de: Withcomb DC. Hereditary pancreatitis: new insights into acute and
chronic pancreatitis. Gut 1999;45:317-322

[2] Figura 3 modificada de Elborn JS. Cystic fibrosis. Lancet 2016;388:2519-2531 y
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les exocrinas ''. De acuerdo a las consecuencias moleculares y funcion resi-
dual del CFTR, las mutaciones de este gen se consideran leves o graves (Figu-

ra 3). 4@

Figura 3. Consecuencias moleculares de las mutaciones del CFTR.
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Estas mutaciones pueden encontrarse de forma heterocigota, homocigo-
ta o como mutaciones heterocigotas compuestas; cada una de ellas asociada
a un porcentaje de funcion residual del CFTR y a un tipo especifico de manifes-
taciones clinicas de la enfermedad.

La funcion residual del CFTR determinada por estas mutaciones es responsa-
ble de la funcion secretora pancreatica resultante, ademas de predisponer al
desarrollo de pancreatitis ya sea idiopatica o por alcohol.*® Aproximadamente

85% de los pacientes con FQ padecen algun grado de insuficiencia pancreati-

[2] Figura 3 modificada de Elborn JS. Cystic fibrosis. Lancet 2016;388:2519-2531 y
Wilschanski M, et al Correlation of sweat chloride concentration with classes of cystic fibrosis transmem-

brane conductance regulator gene mutations. J Pediatr 1995;127:705 710
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ca. Aquellos con mayor pérdida de la funcion suelen ser portadores de 2 muta-
ciones graves mientras que aquellos con funcién residual del CFTR de entre 5-
50% portan al menos una mutacion leve. Figura 3

La penetrancia de estas mutaciones es muy baja e incompleta. Se estima que
13% a 18% de los pacientes con Pl cronica o Pl aguda recurrente portan al
menos un alelo anormal o mutacién comutn del gen CFTR 2?2, La frecuencia
de afeccion pancreatica en sujetos portadores de alguna mutacién en el CFTR,
sin manifestaciones evidentes de enfermedad pulmonar es de 1:700, lo que
sugiere se requiere de otros factores (genéticos y/o ambientales) para producir
pancreatitis. Estas mutaciones posiblemente incrementen la susceptibilidad
individual a diversos factores de dafo pancreatico facilitando el desarrollo de
pancreatitis con estimulos o exposicién menor °.

El mayor riesgo para padecer FQ y desarrollar pancreatitis e insuficiencia pan-
creatica se asocia a genotipos heterocigotos compuestos (una mutacion grave
como F508 y una leve como CFTR p.R117H ylo del alelo 5T en distintos ale-
los).

Algunos genotipos de estas mutaciones en el CFTR estan asociados a fenoti-
pos de FQ no clasica o subclinica (manifestaciones pulmonares inexistentes o
leves) 2! por lo que algunos pacientes con PC catalogada inicialmente como
idiopatica pueden ser portadores de alguna combinacion de estas mutaciones.
La coexistencia de mutaciones del CFTR y aquellas relacionadas con el TC
incrementan el riesgo para desarrollar pancreatitis y modifican su curso clinico,
al provocar la apariciéon de PC a edades tempranas. Incluso esta coexistencia
puede ser responsable de casos de PC en pacientes homocigotos a mutacio-

nes leves del gen CFTR 2%,
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1.5.5 Diferencias poblacionales

La identificacion de mutaciones en distintos genes en familias con PH y
el hallazgo de algunas de estas en casos con pancreatitis considerada idiopati-
ca, indican que la frecuencia y naturaleza de estas mutaciones difiere de una
poblacion a otra.
La frecuencia de mutaciones en el gen PRSS1 en pacientes polacos con PC
idiopatica y alcohdlica es de 21.4% y 33% respectivamente y de la mutacion
p.N34S del SPINK1 de 28.6% y 18% en los mismos grupos de riesgo *. En
Alemania, la frecuencia de mutaciones en los genes PRSS1 (p.N29I, p.R122H),
SPINK1 (p.N34S) y CFTR (36 mutaciones) en pacientes con PC e hiperparati-
rodismo primario fue de 0%, 16% y 8% respectivamente, sin que se encontra-
se alguna de estas en controles sanos .
En China *, las mutaciones mas frecuentes del gen PRSS1 (p.R122H, p.N29I

)30,40,41 no se

y p.A16V, reportadas como las mas frecuentes en Estados Unidos
encontraron en pacientes con PH y PC. Este estudio reportd las variantes
p.D162D (c.488C>T) en 46% de los casos estudiados y la p.A121T en los 2
pacientes con PH. Esta ultima variante ha sido descrita en pacientes alemanes
42.

Las mutaciones del SPINK1 (p.N34S y p.P55S) y CFTR en pacientes Indios
con PC alcohdlica e idiopatica es de 42% y 50% respectivamente, siendo signi-
ficativamente mayor a la reportada en Estados Unidos de América “***. En
América Latina, reportes de Brasil muestran esta misma variabilidad en la fre-
cuencia y tipo de mutaciones *°.

Se ha observado que cerca de la mitad de los pacientes con PH no tienen mu-

taciones en ninguno de estos tres genes '"'2%_ A través de ligamiento genético
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en familias con PH se identificé un cuarto locus génico para PH en el cromo-

soma 12, sin embargo aln no se ha identificado el gen responsable *'.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pancreatitis en una entidad compleja, producto de la exposicion simultanea
y/o progresiva a diversos factores genéticos y ambientales.

La identificacion de distintos genes relacionados a PH y PCI ha facilitado la
comprension de las bases fisiopatoldgicas de esta entidad y ha evidenciado la

heterogeneidad genética existente entre las poblaciones.

3 JUSTIFICACION

Hasta la realizacion de este estudio, no existian estudios sobre la frecuencia y
tipo de mutaciones genéticas en pacientes adultos mexicanos con PH y PCI.

La identificacion y caracterizacion de las bases moleculares de la PH y PCIl en
pacientes mexicanos puede generar informacion valiosa sobre aspectos no
conocidos de la fisiopatologia de la enfermedad, validar y comparar los hallaz-
gos en otras poblaciones, e identificar la participacion de otros genes en el
desarrollo y susceptibilidad de PC. Ademas, favorecera el desarrollo e imple-
mentacion de métodos diagndsticos, preventivos (determinacion de sujetos en

riesgo) y terapéuticos.

4 HIPOTESIS

4.1 NULA
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La prevalencia y naturaleza de las mutaciones en los genes asociados a
pancreatitis en la poblacion mexicana es similar a la reportada en la literatu-

ra en otras poblaciones.

4.2 ALTERNA

La prevalencia y naturaleza de las mutaciones en los genes asociados a
pancreatitis en la poblacion mexicana es diferente a la reportada en la litera-

tura en otras poblaciones.

5 OBJETIVOS

5.1 GENERALES
1. Determinar y caracterizar la presencia de mutaciones en genes rela-
cionados a PC en pacientes mexicanos con pancreatitis crénica hereditaria e

idiopatica.

5.2 ESPECIFICOS

5.2.1 Determinar la prevalencia de las mutaciones en el gen PRSST,
SPINK1y de CFTR en pacientes con PC hereditaria e idiopatica.

5.2.2 Determinar si las mutaciones en el gen PRSS1, SPINK1 y CFTR
son similares a las reportadas en otras poblaciones.

5.2.3 Definir la presencia de posibles mutaciones nuevas en los genes
PRSS1, SPINK1y de CFTR en pacientes con PC hereditaria e idiopatica.

5.2.4 Busqueda, captacion y caracterizacion de familias mexicanas con
PH para la posible identificacion de nuevos loci relacionados a PH a través de

ligamiento genético.
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6 METODOS

6.1 Diseio del estudio

Estudio transversal, observacional.

6.2 DEFINICIONES

6.2.1 Pancreatitis crénica

E | diagnostico de pancreatitis crénica se considerara en aquellos casos que
cumplan con los criterios diagndsticos del consenso de Marsella-Roma’ y
Cambridge*® considerando la presencia de los siguientes cambios morfoldgi-
cos, funcionales, clinicos y radiologicos:

a) Cambios morfolégicos (Observados en aquellos casos en que se cuente con
tejido obtenido mediante biopsia percutanea o cirugia): Esclerosis irregular con
destruccion y pérdida de parénquima exdcrino en forma focal, segmentaria o
difusa y/o dilatacion del sistema ductal asociado a estenosis o litos y/o infiltrado
inflamatorio, fibrosis y calcificaciones que afectan acini y/o

b) Cambios funcionales: Pérdida progresiva o permanente de la funcion exocri-
na y/o endocrina manifestada por presencia de resultados de pruebas de fun-
cion pancreatica (excrecion de pancreolauril) compatibles con insuficiencia
pancreatica exdcrina y alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y/o

¢) Cambios clinicos: Presencia de dolor abdominal recurrente o persistente y/o
evidencia malabsorcion (esteatorrea, creatorrea, lienteria) y/o mejoria de sin-
tomas con administracion de enzimas pancreaticas en forma enteral y/o

d) Cambios imagenologicos: Presencia de calcificaciones o litos en parénquima
y/o conductos pancreaticos, dilatacion irregular y/o defectos de llenado de los

conductos pancreaticos, observados en placas simples de abdomen, ultraso-
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nido, tomografia computada, resonancia magnética, colangio pancreatografia

retrograda endoscopica.

6.2.2 Pancreatitis cronica hereditaria

Aquellos casos que cumplan con los criterios diagnosticos de pancreatitis cro-
nica sin evidencia de un factor causal, ademas de:

a) Presencia de un caso de PC o PA recidivante idiopatica en uno o mas fami-
liares de primera linea.

6.2.3 Pancreatitis crénica idiopatica

Aquellos casos que cumplan con los criterios diagnosticos de pancreatitis cro-
nicay:

a) Ausencia de un factor etiolégico directo, relacionado con el desarrollo pan-
creatitis cronica.

b) Ausencia de antecedentes familiares de pancreatitis aguda y/o cronica.

6.2.4 Pancreatitis aguda (PA)
Se definié como la presencia de dolor abdominal tipico asociado a cualquiera
de los siguientes: a) elevacion de 3 veces por arriba del valor serico normal de

amilasa y/o lipasa y/o b) evidencia imagenologica de PA.

6.2.5 Pancreatitis aguda recurrente idiopatica

a) Sujetos con 2 0 mas episodios de PA y ausencia de un factor etiolégico di-

recto, después de una investigacion detallada de la posible causa.
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El estudio aprobado por el comité institucional de Investigacion y ética del Insti-
tuto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Se invitd a
participar a todos los miembros de familias con sospecha de ser portadores de
pancreatitis cronica hereditaria ademas, a aquellos pacientes con diagndstico
de pancreatitis crénica idiopatica y/o PA recidivante idiopatica, atendidos en los
servicios de hospitalizacion y/o en la consulta externa de la Clinica de Pan-
creas del Instituto, asi como a individuos sanos captados en la unidad de ban-
co de sangre del mismo.

Se concertd una cita informativa sobre los métodos, confidencialidad, riesgos y
beneficios del estudio, posterior a la cual y previa aceptacién y firma de la carta
informativa y del consentimiento informado se recabo informacion clinica a par-
tir de interrogatorio directo y revision del expediente clinico en relacion con de-
mografia, antropometria, evolucion de la enfermedad, tipo y temporalidad en el
desarrollo de complicaciones y se obtuvo una muestra de sangre total de 10 cc

en presencia de EDTA, mediante puncién de vena periférica.

6.3 Busqueda de mutaciones especificas

6.3.1 Aislamiento de ADN

Se extrajo ADN genomico a partir de leucocitos de sangre periférica mediante
el método estandar de precipitacion de sales.*

6.3.2 Amplificacioén de alelos especificos mediante una reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR)

Se amplificaron selectivamente los exones con mutaciones previamente descri-

tas.
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6.3.2.1 Gen PRSS1

El exén 2 del gen PRSS1 fue amplificado mediante PCR usando el siguiente
par de oligonucledtidos reportados previamente por Nishimori y cols.?® :
PRSS1F 5-TTAGCAGAAAGCAATCACAG-3' y

PRSS1R 5'-ACCACCTCTCCCATCCATC-3'.

El exén 3 del gen PRSS1 fue amplificado mediante PCR usando el siguiente
par de templetes, de acuerdo al protocolo reportado por Pho-lam y cols ME
PRSS1F (5-TCCATGAGCAGAGAGCTTGAGGAA-3) y

PRSS1R (5-TGTGAGGATGGAGGGAAGTAGAAGGACT-3") ¥

Los productos fueron generados mediante una PCR bajo las siguientes condi-
ciones: 5 minutos iniciales de desnaturalizacion a 94C, seguido de 35 ciclos a
94 ° C durante 30segundos, 56 ° C por 30seg, 72° C por 30 segundos y una
fase de elongacion final a 72 ° C por 7 minutos. Una alicuota de 10pul de la
reaccion fue cargada en un gel de agarosa 25g/L para verificar tamafo y canti-

dad del producto de PCR previo a la secuenciacion.

6.3.2.2 Gen SPINK1

El exén 3 del gen SPINK1 fue amplificado mediante PCR de acuerdo al proto-
colo reportado por de Witt y colaboradores °!, usando el siguiente par de oligo-
nucledtidos:

SPINK1F (5-CCAATCACAGTTATTCCCCAGAG-3) y

SPINK1R (5-GTTTGCTTTTCTCGGGGTGAG-3’)

Los productos fueron generados mediante una reaccion en cadena de la poli-

merasa (PCR) bajo las siguientes condiciones: 12 minutos iniciales de desnatu-
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ralizacion a 95°C, seguido de 36 ciclos a 95°C durante 15segundos, 56 °C por
30segundos de templado, 72 °C por 30 segundos y una fase de elongacién
final a 72 °C por 2 minutos. Una alicuota de 10 pl de la reaccién fue cargada
en un gel de azarosa 25g/L para verificar tamafio y cantidad del producto de

PCR previo a la secuenciacion.

6.3.2.3 Gen CFTR
Se utilizé un kit comercial en busca de las mutaciones mas comunes: AF508,
W1282X, R117H, 621+1(G—T), R334W, R347P, A455E, AI507, 1717-1(G—A),

G542X, S549N, G551D, R553X, R560T, N1303K, and 3849+10Kb(C—T).

6.4 Secuenciacion de ADN

Los productos de PCR de todas las muestras fueron purificados usando el
QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante.
La secuenciacion se realizo utilizando el Applied Biosystems (ABI) Prism Big
Dye Terminador Cycle Sequencing Reading Reaction Kit y un secuenciador de
ADN ABI Prism (PE applied Biosystems, Foster City, CA).

Todos los productos fueron secuenciados en ambas direcciones con los mis-

mos primers F y R usados durante la PCR.

7 CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

Considerando que en México no existen estudios similares y que la incidencia,
tipo de mutaciones y caracteristicas clinicas varian de una poblacion a otra y

se asocian a gran heterogeneidad en cada region geografica, como lo indican
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los resultados de un grupo italiano® y otro coreano® por dar un ejemplo, no es
posible calcular con certeza un tamafio de muestra adecuado.

Para el estudio de PC hereditaria analizamos 4 familias ya identificadas
como portadores de esta ultima; por otra parte, utilizamos informacion de 10
sujetos con PC idiopatica y 50 controles (100 cromosomas) para la caracteriza-

cion de mutaciones en nuestra poblacion.

8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del analisis descriptivo de las poblaciones en estudio se expre-
san como media aritmética £ 1 desviacion estandar o como frecuencias absolu-
tas y relativas segun el tipo de variable. Para obtener y describir las asociacio-
nes entre PC y mutaciones genéticas se utilizaron la prueba de X? y/o exacta
de Fisher y se calculo el riesgo relativo e intervalo de confianza al 95% para
cada una ellas. El valor de p se calculd a 2 colas, considerando un valor <0.05

como estadisticamente significativo.

9 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes con diagnostico de PC hereditaria (PH) e idiopatica
(PCI) segun las definiciones mencionadas y que después de haber sido infor-

mados aceptaron participar y firmaron la carta de consentimiento informado.

10 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluiran aquellos pacientes que no cumplan con los criterios diagnosticos
descritos y que no deseen participar en el estudio o que no firmen la hoja de

consentimiento.
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11 RESULTADOS

11.1 Estudio de familias (PH)
Se identificaron 5 familias con 2 o0 mas miembros diagnosticados con PC y/o
PA recidivante idiopatica, pero solo 2 familias dieron su consentimiento y acep-

taron participar en el estudio.

11.1.1 Familia 1

Esta familia esta compuesta por 30 miembros. Se recolectaron y secuenciaron
muestras de 18 miembros que aceptaron participar y estuvieron disponibles
para la extraccion de sangre. Figura 4

En ninguno de los sujetos estudiados incluyendo el caso indice, se encontraron

mutaciones en los exones secuenciados de los genes estudiados.

FIGURA 4.
FAMILIA 1.
[
D% LTI EL
/ [l caso indice
@ Il sospecha enfermedad

Arbol genealogico de familia residente de la Ciudad de México con sospecha de Pancreatitis hereditaria.
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11.1.2 Familia 2

Esta familia esta compuesta por 15 miembros, de los cuales solo 7 aceptaron
participar y estuvieron disponibles para la extraccion de sangre. Figura 5

No se encontraron mutaciones en los exones secuenciados de los genes
PRSS1 o CFTR. En 6 miembros, incluyendo el caso indice se encontré la mu-
tacion p.N34S del gen SPINK1.

Los padres del caso indice son portadores sanos heterocigotos de la mutacion.
Tres hermanos y el caso indice son homocigotos para la mutacion. Dos de es-
tos sujetos estaban sanos hasta el dia del estudio, mientras que otro habia
desarrollado diabetes mellitus durante la adolescencia y el caso indice habia
sido diagnosticado con PC en la adolescencia. El sujeto restante se encontra-

ba aparentemente sano y present6 un genotipo y fenotipo normales.

FIGURA 5. FAMILIA 2 CON SOSPECHA DE PANCRETITIS HEREDITARIA.
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11.2 Estudio de PC de inicio temprano y PA recurrente idiopatica

(sujetos no relacionados)

Se identificaron y aceptaron participar en el estudio 19 sujetos con PC o PA
recurrente idiopatica. (14 hombres, mediana de edad 24, intervalo 13-40 afos
de edad). Tabla 1

11.2.1 Gen PRSS1

La secuenciacion del gen PRSS1 evidencio 2 mutaciones en el exon 2, no re-
portadas hasta el momento de el estudio: p.V39A y p.N42S mutacion. Tabla 1
En los casos restantes, no se encontraron mutaciones en los exones secuen-
ciados.

No fue posible realizar secuenciacion de los familiares de los portadores de las

mutaciones encontradas.
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Tabla 1

Caracteristicas clinicas y mutaciones de pacientes con PA recurrente y PC

Paciente Genero Edad ac- Ed'ad inicio Manlfe’st_aclones Mutacion
tual (anos) sintomas Clinicas
1 E 45 8 PA recurrente. Calcifiaciones 152 edad. Pestow p.-V39A
alos 22 afos PRSS1
2 M 35 20 PA recidivante No
3 M 29 29 PA recurrente. Calcificiaciones 162 Peustow 27 No
anos
Dolor abdominal y PA recurrente. Crecimiento
4 M 47 10 cabeza pancreas. Whipple 402 No
5 M 48 ND Dolor abdominal recurrente No
. o p.N42S
6 M 26 20 PA recurrente. Calcificaciones 22 afios PRSS1
7 M 38 29 PA recurrente. Dilatacién Conducto Pancreatico No
8 E 26 26 PA recurrente. Calcificaciones y dilatacion con- p.N34S
ducto pancreatico SPINK1
9 M 42 ND Dolor abdominal. PC por USE No
10 M 34 30 PA recurrente. Calcificaciones en TAC a los 302 No
11 F 17 14 PA recurrente. Calcificaciones No
12 E 24 23 Dolor abdominal. Calcificaciones en TAC. Peus- No
tow a los 242
13 M 18 12 PA recurrente. Litiasis ductal No
14 M 34 33 Dolor Abdominal. Calcificaciones en TAC No
. p.V46D
15 M 20 16 Dolor, PA recurrente. Calcificaciones en TAC SPINK1
16 F 34 33 Dolor Abdominal. Calcificaciones No
17 M 20 18 Dolor abdominal. Canﬂcamones. Diabetes No
mellitus
18 M 38 30 PA recurrente No
. . p.N34S
19 M 15 12 Dolor. Ictericia. Calcificaciones en TAC y USE SPINK1
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11.2.3 Gen CFTR

No se encontraron mutaciones en el gen CFTR.

11.2.4 Controles

Se secuenciaron 100 cromosomas de 50 sujetos sanos y no se encontraron

mutaciones en los exones estudiados de los genes PRSS71, SPINK1 o CFTR.

12 DISCUSION

El reporte de un acumulo de casos de PC en algunas familias en la década de
los afios 50 en el siglo pasado sugirid que la fisiopatologia de ésta enfermedad
podria tener una connotacion genética o hereditaria. Fue hasta 1996 cuando se
describié la presencia de mutaciones del gen del tripsinbgeno cationico
(PRSS1) en familias con PC hereditaria, y posteriormente en sujetos no rela-
cionados, con PC idiopatica (PCl) *. Posteriormente se describieron mutacio-
nes en los genes de la fibrosis quistica (CFTR) y el inhibidor de la tripsina
(SPINKT1) en sujetos con PCl y de origen alcohdlico.

A diferencia de las mutaciones del gen PRSS1, las que ocurren en los genes
CFTR y SPINK1 no cumplen con los criterios de causalidad y suelen requerir la
participacion de otros agentes etioldgicos para provocar dafio pancreatico; es
por eso que las mutaciones en estos 2 genes en particular se consideran mo-
dificadores de la enfermedad.

Aun y cuando esta mutaciones han sido descrita mundialmente, la frecuencia
de cada una y el fenotipo resultante difiere entre poblaciones %%
Comparado con la poblacion general, los portadores de estas mutaciones (es-

pecificamente aquellas relacionadas con PH) tienen un riesgo mayor de desa-

rrollar cancer de pancreas por lo que la deteccion y caracterizacion de estas
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mutaciones en sujetos con PC ayudara a implementar modificaciones en estilo
de vida y métodos de vigilancia especificos.

Resultado de distintas migraciones, los pobladores de Latinoamérica tienen
ancestros amerindios, europeos y en algunos casos africanos y asiaticos. El
mestizaje entre estas etnias es responsable de la diversidad genética particular
observada en el continente americano .

Un estudio mexicano®® analizé la diversidad genética y patrones de desequili-
brio de enlace en mestizos mexicanos de diversas regiones del pais y la com-
paré con mapas de haplotipos (HapMap) de poblaciones del norte de Europa,
Africa y este de Asia.

Los resultados indican que existen diferencias genéticas en las distintas regio-
nes de México y que estas son secundarias a diferentes grados de contribucion
amerindia y europea. Los pobladores de la regién central son genéticamente
cercanos a la etnia zapoteca mientras que los de la region norte son genética-
mente parecidos a los habitantes de Europa septentrional.

La contribucion africana es baja (<10%) y se concentré en los estados de Gue-
rrero y Veracruz. Los mestizos de Yucatan presentan caracteristicas propias
de los mayas, que son un grupo étnico especifico y muy diferente a los otros
grupos amerindios.

Otros estudios mediante polimorfismos del complejo mayor de histocompatibili-
dad clase 1 (HLA-A,-B,-C) y 2 (HLA-DRB1,-DQB1) *° y marcadores polimorfi-
cos (microsatélite) ®°, establecieron que la diversidad genética en poblacién
mexicana esta compuesta genes amerindios (56%), caucasicos (40%), y afri-

canos (4%).
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Las tendencias migratorias actuales indican que algunos de los principales des-
tinos de las de las poblaciones hispanas son paises Japén, Estados Unidos de
América y Reino Unido ®'. Aun y cuando la mayoria de los estudios genéticos
en relaciéon a pancreatitis han sido realizados en estos paises, la informacion
sobre la prevalencia de estas mutaciones en la poblacion latinoamericana (cu-
yos numeros en los censos poblacionales de dichos paises incrementan cons-
tantemente) es escasa.

Hasta la realizacion de la presente investigacion solo existian estudios genéti-
cos sobre pancreatitis realizados en poblacién Brasilefia *°, por lo que nuestra
investigacion contribuye significativamente al conocimiento actual de estas mu-

taciones en poblacién hispana.

El secuenciar solo exones especificos y no la totalidad de los genes estudiados
y que nuestra muestra es relativamente pequefa, comparada con estudios
previos puede interpretarse como una debilidad metodoldgica, sin embargo
elegimos analizar los exones en que se ha reportado la mayor frecuencia de
mutaciones con el objetivo de incrementar las posibilidades de encontrar muta-
ciones previamente descritas.

El éxito de esta estrategia se observa en nuestros resultados, que son simila-

24,25,27,32,37,41,43,44,45

res a los reportados previamente , ademas que reportamos

el hallazgo de 3 mutaciones nuevas: 2 en el gen PRSS17 y una en el SPINKT.
Las mutaciones del PRSS7 generalmente resultan en la ganancia de funcion

de la tripsina activada. Favorecen que esta permanezca activa por tiempo pro-

longado o bien que esta se active prematuramente.
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Las mutaciones en el SPINK1 suelen afectar la expresion o resultar en una
pérdida de funcion de la proteina, disminuyendo afectando uno de los meca-
nismo de defensa que evitan la activacion prematura y/o prolongada de la trip-
sina activada.

Las mutaciones que ocurren en el CFTR suelen provocar pérdida de la funcion
tanto por una sintesis defectuosa o por ausencia total de la proteina, lo que

produce una secrecion pancreatica acida y viscosa.

12.1 Estudio de familias (PH)

En ninguno de los miembros de las familias estudiadas encontramos mutacio-
nes en los exones secuenciados de los genes PRSS1y CFTR.

En una familia encontramos la mutacion del gen SPINK71 que con mayor fre-
cuencia ha sido reportada en diversas poblaciones (p.N34S). El patron de se-
gregacion de esta mutacion como se observa en arbol genealdgico (Figura 5)
muestra que independientemente del genotipo (homocigotos o heterocigotos),
la mayoria de los individuos no presenta datos clinicos evidentes de enferme-
dad pancreatica. Esto concuerda con observaciones previas e indica que con
seguridad se requiere de uno o mas factores genéticos y/o ambientales adicio-

nales a la mutacion para que el individuo portador desarrolle enfermedad.

Tanto el caso indice como los familiares portadores negaron antecedentes de
exposicion a factores asociados a dano pancreatico y practicamente han vivido
en el mismo sitio durante toda su vida junto con el resto de la familia, por lo que
el papel del ambiente agregado a esta mutacion como responsables del desa-

rrollo de la enfermedad, aunque desconocido es poco probable. Es posible
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que el caso indice a diferencia de los otros portadores aparentemente sanos
tenga mutaciones adicionales en los exones no secuenciados o en otros genes
gue se han asociado al desarrollo de PC a una edad temprana.

Esto apoya que las mutaciones en el gen SPINK1 actuan como modificadoras
de la enfermedad. Aunque uno de los portadores homocigotos fue diagnostica-
do con diabetes mellitus a temprana edad, con la informacion disponible no
podemos establecer una relacion causal directa entre la alteracion en el meta-

bolismo de la glucosa y la presencia de la mutacion.

12.2 PC Y PA idiopatica recurrente de inicio temprano (Sujetos no relacio-
nados)

12.2.1 Gen PRSS1

En 2 sujetos encontramos mutaciones en el exén 2 del gen del tripsindbgeno
cationico (p.V39A y p.N42S) que hasta el momento de haber realizado el estu-
dio no habian sido reportadas.

La primera representa la sustitucion de un aminoacido no polar hidrofébico por
otro no polar también hidrofébico, mientras que la segunda mutacion consiste
en la sustitucion de un aminoacido hidrofilico polar por un aminoacido hidrofili-
CO con carga negativa.

Aunque estos hallazgos indican que las mutaciones en el gen PRSS1 suelen
ser suficientes para generar enfermedad, desconocemos si en los sujetos es-
tudiados existen mutaciones adicionales en los exones no secuenciados o en
otros genes que pudieran contribuir al desarrollo de la enfermedad.

Los aminoacidos intercambiados en estas 2 mutaciones conservan la misma

polaridad y solubilidad de los originales por lo que los efectos fisioldgicos so-
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bre el funcionamiento del tripsindgeno catidnico y/o tripsina pudieran ser mini-
mos o nulos.
Simulaciones computacionales utilizando la herramienta en linea Poly Phen 2

(Polymorphism Phenotyping v2) de la Universidad de Harvard (sitio web

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) que otorga informacion so-
bre polimorfismos no sinébnimos al predecir los posibles efectos de la sustitu-
cion de un aminoacido en la estructura y funcion de una proteina, sugieren que
la mutacion p.N42S tiene una prediccién de dafio de 55.1% (sensibilidad 88%
y especificidad 91%) (Figura 7) mientras que la prediccion de dafo de la mu-

tacion p.V39A es de 82.8% (sensibilidad 84%, especificidad 93%). Figura 8

Figura 7.
Imagen de la simulacion de la mutacion p.N42S del gen PRSS1 obtenida en

linea con la herramienta PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2) 1™

PolyPhen-2 report for P07477 N42S
Query
ProteinAcc Position AA1  AA;

sozazs ” N s cName: Full=Trypsin-1; EC=3.4.21.4; AltName: Full=Beta-trypsin; AltName: Full=Cationic trypsinogen; AltName: Full=Serine protease 1; AltName: Full=Trypsin I; Contains: RecName: Full=Alpha-

e ins: RecName: Full=Alpha-trypsin chain 2; Flags: Precursor; Length: 247

Results

[¥] Prediction/Confidence PolyPhen-2v2.2.2
Humbiv

“This mutation s predicted tobe  POSSIBLY DAMAGING  with a score of 0.551 (sensitvity: 0.88; specificity: 0.91)

660

a0 1

[# Humvar
Details
[#] Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-i
[=] 3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Struct.

EntrylD: 1TRN

Re

[3] Figuras 7, 8 Obtenidas de la herramienta en linea Poly Phen 2 (Polymorphism Phenotyping v2)
http.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml
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Figura 8.
Imagen de la simulacion de la mutacion p. V39A del gen PRSS1 obtenida en

linea con la herramienta PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2)®

PolyPhen-2 report for P07477 V39A
Query
ProteinAcc  Position AA1 AA; Description

Porar? . v a Canonical RecName: Full=Trypsin-1; EC=3.4.21.4; AltName: Full=Beta-trypsin; AltName: Full=Cationic trypsinogen; AltName: Full=Serine protease 1; AltName: Ful=Trypsin |; Contains: RecName: Fuli=Alpha-trypsin
chain 1; Contains: RecName: Full=Alpha-trypsin chain 2; Flags: Precursor; Length: 247

Results

[# Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398

Humbiv

This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING  with a score of 0.828 (sensitivity: 0.84; specificity: 0.93)

—
80 1100
HumVar
Details
[ Multiple sequence alignment 100 Release 2011_12 (1

[=] 3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

EntrylD: 1TRN

12.2.2 Gen SPINK1

En 2 casos sin historia previa de exposicion a sustancias asociadas a toxicidad
pancreatica encontramos mutaciones unicamente en el gen SPINK1.

Uno de los casos presentaba la mutacion p.N34S descrita en otras poblaciones
y considerada un factor modulador de la enfermedad. Las mutaciones en este
gen le confieren a los individuos portadores un umbral mas bajo para presentar
pancreatitis al ser expuestos a factores de riesgo de PA, un riesgo incrementa-
do a desarrollar PAR, fibrosis, calcificaciones y PC a etapas o edades mas
tempranas comparados con aquellos sin mutaciones.

Considerando que ninguno de los familiares del portador de la mutacion
p.V46D la presentaba, esta podria ser una mutacion de novo.

En esta mutacion ocurre la sustitucién de un aminoacido no polar por uno po-
lar. De acuerdo a simulaciones computacionales de la herramienta PolyPhen 2

la prediccion de dafo es de 99.9% (sensibilidad 14% especificidad 99%) y no
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se encontraron estructuras protéicas conocidas, por lo que tedricamente esta
mutacion resulta en la ausencia o deficiencia total de inhibidor de tripsina. Fi-
gura9

Mientras que las mutaciones descritas hasta ahora en el SPINK1 en diferentes
poblaciones parecen solo disminuir su capacidad inhibitoria sobre la tripsina
activada, esta nueva mutaciéon (p.V46D) al impedir la produccion de SPINK1
podria ser suficiente para producir enfermedad, emulando los efectos de las
mutaciones en el gen PRSS1.

Nuevamente, debido a que secuenciamos un limitado numero de genes y exo-
nes, desconocemos si existen mutaciones adicionales que pudieran contribuir
en la expresion y desarrollo de enfermedad pancreatica. Por otra parte, estu-
dios de paternidad (no realizados) ayudarian a determinar con certeza si esta
es realmente una mutacién de novo.

Figura 9

Imagen de la simulacién de la mutacion p.V46D del gen SPINK1 obtenida en

linea con la herramienta PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2) [*]

PolyPhen-2 report for P00995 V46D
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
P00995 46 V. D Canonical; RecName: Full=Pancreatic secretory trypsin inhibitor; AltName: Full=Serine protease inhibitor Kazal-type 1; AltName: Full=Tumor-associated trypsin inhibitor; Short=TATI; Flags: Precursor; Length: 79
Results
[#] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv
This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

[#) HumVar
Details
[# Multiple sequence alignment UCSC Multiz46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)
[=) 3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Found no matches to known protein structures.

[4] Figura 9 Obtenida de la herramienta en linea Poly Phen 2 (Polymorphism Phenotyping v2)
http.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml
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12.2.3 Gen CFTR

No encontramos mutaciones en el CFTR en los sujetos que estudiamos. Como
las manifestaciones clinicas asociadas dependen del tipo de mutacién, estas
pueden causar pancreatitis con o sin manifestaciones tipicas de fibrosis quisti-
ca; se ha reportado que hasta 40% de sujetos con PCI tienen una mutacion en
este gen, por lo que es posible que ninguno de los sujetos estudiados presen-
tara las mutaciones clasicas o mas frecuentes.

Se han descrito cerca de 2000 variantes de mutaciones en el CFTR y algunas
de ellas como las denominadas variantes de defectos en bicarbonato (Bicarbo-
nate-defective variants) que provocan defectos selectivos en la secrecion de
bicarbonato (ej. CFTR p.R75Q) no se asocian con manifestaciones pulmona-
res.

Aun y cuando 99% de los portadores heterocigotos de estas permanecen apa-
rentemente sanos, tienen un riesgo 3 a 4 veces mayor que la poblacién general
a desarrollar PC. Aquellos que desarrollan PAR o PC suelen tener mutaciones
adicionales en en gen SPINK71 y/o del quimiotripsinégeno catidénico C

(CTRC)%*%3,

Durante y posterior a la realizacién del presente trabajo se reportaron mutacio-
nes en otros genes regulados por la tripsina (gen del receptor sensor de calcio
- CaSR, gen comun del quimiotripsinégeno - CTRC) y gen claudina 2 - CLDN?2).
Las mutaciones en estos genes confieren un riesgo independiente bajo de
pancreatitis, pero en combinacion con otros factores se comportan como modi-

ficadores de la enfermedad 54:6°:66.67:68
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En consistencia con otros reportes, nuestros resultados sugieren que existen
variaciones poblacionales en la frecuencia, naturaleza y tipo de mutaciones en
los genes PRSS1, SPINK1y CFTR.

Es necesario y recomendable realizar secuenciacion completa de los genes
asociados a PC. Los hallazgos permitiran: 1) mejorar nuestro entendimiento de
los mecanismos patogénicos de la pancreatitis, 2) conocer la prevalencia y
comportamiento clinico de estas mutaciones en la poblacion Mexicana, 3)
comparar y establecer la asociacidn de estas mutaciones con diferentes desen-
laces clinicos de la PC a corto y largo plazo en sujetos con y sin ellas, y 4)
identificar grupos que se beneficien de maniobras terapéuticas y de escrutinio

individualizadas y oportunas.

13 CONCLUSIONES

La poblacién mexicana con PC y/o PA idiopatica recurrente de inicio temprano
tienen mutaciones en los genes PRSS71 y SPINK1 similares a las reportadas en
otras poblaciones.

Existen 3 mutaciones (2 PRSS7 y 1 SPINK1) que pudieran ser unicas de la
poblacion mexicana.

La nueva mutacion del SPINK1 (p.V46D) podria ser un factor causal de PC, sin
embargo esto requiere ser validado por otros estudios y descartar la presencia

de otros factores ambientales y/o genéticos asociados.
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