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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas del desarrollo y progresion de las neoplasias malignas es la
capacidad de evasion a uno o varios mecanismos del sistema inmune. La caracteristica
principal de la oncogenesis son los cambios genéticos que ocurren en las células tumorales,
incluyendo mutaciones, alteraciones cromosémicas, modificaciones epigenéticas, cambios
en la expresion de algunos genes, variantes de empalmes y otras disrupciones relacionadas
con la proliferacién y crecimiento celular. Por otra parte, la piedra angular en la respuesta
inmunoldgica adaptativa es el reconocimiento de neoantigenos o péptidos anormales; de tal
modo que el crecimiento de las células neoplésicas y el desarrollo de metéstasis, dependen
en gran medida a la capacidad de evasion de presentacion de antigenos, activacion de las
celulas T, reclutamiento de las células del sistema inmune al microambiente del tumor y

mas aun, a la evasion de la activacién de células T citoliticas (Sweis, R.F., et al. 2017).
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
Apoptosis

El término de apoptosis fue utilizado por primera vez por Kerr, Wyllie y Currie en 1972
para describir morfologicamente las distintas formas de muerte celular, aunque ciertamente
el concepto de los componentes de la apoptosis se describié algunos afios previos. La
apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo y envejecimiento celular, como un
mecanismo para mantener la homeostasis en la poblacién celular de los tejidos. Aunque los
mecanismos Yy la morfologia de la apoptosis y la necrosis difieren, existe interposicion entre
ambos procesos. La evidencia indica que la necrosis y apoptosis representan la expresion
morfolégica de una red bioquimica compartida descrita como “continuum apoptosis-

necrosis” (Elmore, S., et al. 2007).

Mecanismos de la apoptosis. La informacion cientifica sefiala la existencia de dos
mecanismos 0 vias para la apoptosis: Una via intrinseca o mitocondrial y una via extrinseca
0 por sefializacion de receptores (Croce, C.M. 2008; Elmore, S., et al. 2007). Existe ademas
una via adicional que involucra citotoxicidad mediada por Linfocitos T vy
perforina/granzima dependiente de la muerte celular. La via perforina/granzima induce
apoptosis por granzima B o granzima A. Todas las vias convergen en una sola via
“ejecutora” o terminal. Esta via terminal inicia con el enclavamiento de la caspasa 3 y
resulta en la fragmentacion del DNA, degradacion del citoesqueleto y de las proteinas
nucleares, reticulacion de las proteinas, formacion de cuerpos apoptoticos, expresion de
ligandos para receptores de células fagociticas y finalmente en el consumo por fagocitosis.

La via granzima A activa de manera paralela una via de muerte celular independiente de
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caspasas, con dafio a la hélice del DNA.

Las caspasas son extensamente producidas en forma de proenzimas inactivas en la
mayoria de las células; una vez activas, tienen la capacidad de activar otras procaspasas.
Esta cascada proteolitica en la que una caspasa activada puede activar otras caspasas,
amplifica las vias de sefializacion para una rapida muerte celular. Hasta el momento se han
identificado 10 caspasas principales, divididas en “iniciadoras” (caspasas 2, 8, 9 y 10),

“ejecutoras” (caspasas 3, 6 y 7) e “inflamatorias” (caspasas 1,4 y 5).

Otra caracteristica bioquimica es la expresion de marcadores en la superficie celular, que
resultan en el reconocimiento temprano de la célula apoptotica por las células adyacentes,
permitiendo la fagocitosis rapida con compromiso minimo del tejido circundante. Se
reconocen varios ligandos para éste efecto, siendo los principales la fosfatidilserina,

anexina | y calreticulina.

Via extrinseca. Esta inicia la apoptosis involucrando la interaccion de receptores trans-
membrana. En ésta via intervienen receptores de muerte celular de la superfamilia del gen
de receptores de Factor de Necrosis Tumoral (TNF). Los miembros de ésta familia de
receptores cuentan con un dominio extracelular similar y un dominio intracelular de
alrededor de 80 aminoacidos denominado “dominio de muerte”. Este dominio de muerte
tiene un papel importante en la via de sefializacion intracelular para la apoptosis. Los
ligandos mejor carcaterizados son FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y

Apo2L/DRS.

Via perforina/granzima. La citotoxicidad mediada por células T es una variante de la
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respuesta de hipersensibilidad tipo IV, posterior a la sensibilizacion de células asesinas
presentadoras de antigeno CD8+. Estos linfocitos T citotoxicas tienen la facultad de inducir
apoptosis a través de la via extrinseca, con la interaccion de los ligandos FasL/FasR. Sin
embargo, otra via de accion contra células tumorales e infectadas por virus es a través de la
formacion de poros por accion de perforinas y la secrecion transmembrana de granulos
citoplasmicos que contienen proteasas como la granzima A y granzima B, principalmente.
La granzima B tiene la capacidad de activar la procaspasa-10, ademéas de utilizar la via
mitocondrial para amplificar la sefializacién de muerte celular, induciendo la liberacion de
citocromo c. Por otra parte, la granzima A induce la apoptosis al activar la DNAsa NM23-
H1, un producto del gen supresor de tumores, jugando un papel importante en la induccion

de la apoptosis en células tumorales.

Via intrinseca. Esta via inicia la apoptosis involucrando diversos estimulos mediados no
por receptores, sino por sefializacion de productos intracelulares, desarrollando estimulos
que pueden ser de caracter positivo 0 negativo. Las vias de sefializacion negativa
involucran la ausencia de produccion de factores de crecimiento, hormonas y citosinas que
al no encontrarse activan la apoptosis. Los estimulos de caracter positivo involucran la
radiacion, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales y la liberacion de radicales

libres, por mencionar algunos (Elmore, S., et al. 2007).
Oncogenes y cancer

El cancer es causado por alteraciones en oncogenes, genes supresores de tumores y
genes de microRNA. Una sola alteracion genética generalmente no es suficiente para el

desarrollo de una neoplasia maligna. La primera evidencia de que el cancer se originaba de
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alteraciones genéticas se presentd en los estudios relacionados al linfoma de Burkitt.
Histéricamente los cambios de transformacion del cancer se definen como “eventos de
iniciacion” o de “progresion”. Los oncogenes se encargan del encodamiento de proteinas
encargadas del control de proliferacion celular, apoptosis 0 ambas. Estos genes pueden ser
activados por alteraciones estructurales como resultado de mutaciones o fusién de genes,
por yuxtaposicién de elementos potenciadores o por amplificacion. Las traslocaciones y
mutaciones ocurren como eventos iniciadores y la amplificacion usualmente se presenta
durante la progresiéon. Los productos de los oncogenes pueden clasificarse en 6 grupos:
factores de transcripcion, remodeladores de cromatina, factores de crecimiento, receptores
de factores de crecimiento, transductores de sefial y reguladores de apoptosis (Croce, C.M.

2008).
TP53

El gen TP53 se localiza en el cromosoma 17p13.1 y codifica una proteina nuclear que
actla como factor de transcripcién, retrasando la progresién de las células en el ciclo
celular, en la fase Gap 1 (G1) y permitiendo la reparacion del DNA o el inicio de los
mecanismos de muerte celular programada (apoptosis). Ademas de su papel en la
regulacién o mediacién del ciclo celular, se encuentra asociado al crecimiento celular,
division celular, supervivencia y/o muerte celular programada; jugando un papel importante
particularmente en la respuesta a dafios directos al DNA secundarios principalmente a
agentes externos, tales como la radiacién ionizante y una variedad de otros carcinogénicos.
La habilidad de p53 para regular el inicio de la apoptosis se encuentra mediada en parte por

la actividad proapoptética de la mitocondria y el factor pro-apoptético BH3; ésta
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caracteristica en su expresion natural para prevenir la proliferacion de células dafiadas, le ha
conferido su descripciéon como “el guardian del genoma”. Una mutacion en el gen de p53
anula el “punto de revision” en la fase G1 del ciclo celular puede cambiar la respuesta
celular al dafio del DNA, promoviendo la inestabilidad genética y la adquisicion
consecutiva de mutaciones adicionales. La mutacion del gen de TP53 es el evento mas

comun en el desarrollo de cancer (Meek, D.W. 2015; Malkin, D. 2011).

Estructuralmente p53 contiene varios dominios que son esenciales para la realizacion de
sus funciones. Dos dominios contiguos denominados TAD1 y TAD2 (figura 1), localizados
en el N-terminal. EI dominio TAD2 realiza importantes contribuciones en la apoptosis y la
respuesta a la radiacion gamma. La region central o dominio central es un sitio especifico
de union a DNA y es esencial para la transactivacion, la represion de algunos genes y la
supresion tumoral. El C-terminal contiene sitios de union a DNA inespecificos; ésta region
contiene un doinio de tetramerizacion, es decir, regula la formacion de homotetrdmeros y
heterotetrameros, siendo crucial en la transactivacion y supresion tumoral en el tipo

“silvestre” de pS3 (Meek, D.W. 2015).

Box I Poly- Box 11 Box III Box IV BoxV NES

proline NLS =
p53 N ([ TADI [TAD2}==| DNA binding domain F={ TET }HREG)C

(1-40) (41-60) (102-292) (320-356) (363-393)

Figura 1. Estructura modular de p53. Tomado de Meek, D.W. 2015.

Anatomia del &mpula de Vater

El &mpula de Vater, descrita por primera vez en 1685 por Gottfreid Bidloo, lleva el

nombre de Abraham Vater (1720); es una papila que se proyecta en la mucosa duodenal y
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estd compuesta por la union de los conductos pancreatobiliares. Denominada también como
papila duodenal mayor, se localiza en la pared posteromedial de la segunda porcion del
duodeno, de 7 a 10 cm del piloro. En raras ocasiones se localiza en la tercera porcion del
duodeno (Skandalakis J.E. et al. 2004). La papila duodenal mayor es una elevacion de la
mucosa duodenal en el sitio donde el conducto biliar comun y el conducto pancreético se
introducen al duodeno, formando un solo conducto de 1 a 8 mm de longitud en el 60% de
los casos; hasta un 38% de las veces se introduce como “doble canon” y en un 2% como
dos orificios separados. La papila se visualiza de mejor manera a través de endoscopia,
encontrdndola como una prominencia de 5 a 10 mm de largo y 5 mm de ancho, localizada
en la unién de pliegues duodenales transversales y longitudinales en forma de “T”. el
esfinter de Oddi se compone de pequefias fibras muculares circulares y longitudinales con
una longitud en conjunto de aproximadamente 10 mm, contenidas todas en la pared
duodenal. Este esfinter tiene 3 funciones principales: 1. La regulacion de los fluidos biliar y
pancredtico al duodeno; 2. Desviacion de la bilis hepatica al interior de la vesicula biliar y
3. La prevencion del reflujo del contenido duodenal al tracto biliopancreatico (Kim, T.U. et

al. 2008)
Carcinoma del &mpula de Vater

Se definen como los carcinomas originados en el complejo del ampula, distal a la
bifurcacion del conducto biliar comun y el conducto pancreatico; éstos ultimos traspasan la
pared duodenal y se abren dentro de la luz del duodeno, formando una pequefa elevacion

de la mucosa.

Epidemiologia. La transformacion neoplasica de la mucosa intestinal ocurre mas
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comunmente en el &mpula que en cualquier otro sitio del intestino delgado. A pesar de esto,
los tumores del &mpula son raros, con una incidencia aproximada de 4 a 6 casos por millon
de personas (Albores-Saavedra J., et al. 2009). Los tumores benignos y malignos del
ampula pueden presentarse de manera esporadica o en el contexto de un sindrome genético;
un ejemplo de esto es el aumento en la incidencia de tumores del &mpula hasta 300 veces
mas en los pacientes con sindromes polip6sicos hereditarios como la poliposis adenomatosa
familiar (PAF) o el cancer colorrectal hereditario no-polipdsico, en comparacion con la
poblacion general. La edad promedio de presentacion en los casos esporadicos es entre 10s

60 a 70 afos (Talamini M.A., et al. 1997).

Caracteristicas biologicas. La mayoria de la evidencia en relacion al comportamiento
bioldgico de los carcinomas del &mpula de Vater, apuntan a una analogia con las neoplasias
intestinales, mas que a las neoplasia pancreatobiliares. Histologicamente las neoplasias del
ampula de Vater, presentan varias similitudes con los hallazgos caracteristicos de los
adenomas y adenocarcinomas de origen intestinal, presentandose hasta en el 47% de los
casos el subtipo intestinal, seguido del pancreatobiliar en 24%, adenocarcinomas
pobremente diferenciados enn 13%, mucinoso intestinal en 8% Yy papilar en 5%
(Ruemmele, P. et al. 2009). Por otra parte la evidencia asociada a los adenomas del ampula,
indica que éstas ultimas participan en el desarrollo de carcinoma del &ampula, como lesiones
precursoras, similar al comportamiento observado en las neoplasias colorrectales originadas
en un adenoma colorrectal. Ademas, los pacientes con Poliposis Adenomatosa Familiar
(PAF) presentan un incremento significativo en la incidencia de carcinomas del ampula

(Kadmon, M., et al. 2001).
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JUSTIFICACION

El carcinoma del ampula de Vater es una entidad poco frecuente en comparacién
con otras neoplasias malignas del tubo digestivo y los tratamientos se encuentran reducidos
practicamente al manejo quirurgico, sin embargo, es de importancia el conocimiento de la
biologia molecular implicada en el desarrollo de éstas lesiones y los estudios realizados a
éste respecto son escasos.

El conocimiento de los genes asociados a ésta neoplasia es fundamental para la
comprension extensa de los mecanismos moleculares implicados y para el desarrollo de
nuevos blancos terapéuticos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar las caracteristicas mutacionales en el gen TP53 del carcinoma del ampula
de Vater y su asociacion clinica y patoldgica a partir de la experiencia quirdrgica durante

11 afios en el Instituto Nacional de Cancerologia.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar los resultados del estado mutacional de TP53 y su asociacion con el subtipo
histoldgico en el impacto en la supervivencia global y supervivencia libre de
enfermedad.

e Determinar las diferencias que pudieran presentarse en el comportamiento biolégico
del cancer de ampula de Vater dependiendo de su tipo histoldgico y estado

mutacional.
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e Presentar evidencia cientifica reciente relacionada a la mutacion de p53 en

neoplasias malignas del ampula de Vater.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODO

Planteamiento del problema

La evidencia cientifica que determina la mutacion de p53 en carcinomas del ampula de
Vater es limitada, la identificacion de las mutaciones en éste gen contribuye a la

comprension de las alteraciones moleculares en ésta neoplasia.

Disefio del estudio

Estudio longitudinal retrospectivo de tipo descriptivo (observacional)

Lugar del estudio

Instituo Nacional de Cancerologia México, ubicado en Av. San Fernando # 22 colonia

Seccion XVI, Delegacion Tlalpan, Ciudad de México, México

Universo y Muestra

Se realiz6 una basqueda en el archivo clinico del Instituto Nacional de Cancerologia
encontrando 142 pacientes que se sometieron a pancreatoduodenectomia de enero de 2005
a diciembre de 2016. De estos solo se seleccionarén a los pacientes con diagnostico
confirmado de adenocarcinoma de ampula de Vater, una vez obtenidos los expedientes, se
revisd que se contara en el archivo del servicio de patologia con las laminillas y bloques de
tejido fijados en parafina disponibles, al final se cont6 con un total de 77 pacientes para el
analisis estadistico. También se obtuvieron las aprobaciones de la institucién antes de

realizar el estudio.

La informacion clinica fue obtenida del expediente electronico del instituto (INCANET)
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y de la revision de los expedientes fisicos, los reportes de patologia y las laminillas fueron
revisadas por un unico pat6logo (Dr. Leonardo Saul Lino Silva). Se estadificardn utilizando
la 72. Edicion de la AJCC. EIl grado de diferenciacion del cancer se evalud utilizando los
criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (bien, moderadamente y
poco diferenciado. El estado del margen de reseccion se determind utilizando criterios
estandar, siendo RO sin presencia de tumor microscopico, R1 presencia de células
tumorales en los mérgenes de reseccion y R2 cuando durante la cirugia habia presencia de

tumor macroscopico posterior a la reseccion.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN de los tejidos se realizd utilizando el kit
comercial de Qiagen AllPrep DNA/RNA FFPE (Cat. 80234) siguiendo las especificaciones

del proveedor.

De cada muestra embebida en parafina se utilizaron 4 cortes de 5 um para la extraccion
de ADN. Los tejidos se desparafinaron utilizando una solucion comercial marca Qiagen

(Desparaffinization Solution 1069589) como a continuacion se describe.

Se afiadieron 320 pl de solucion de desparafinacion a los cortes y se mezcl6 de forma
vigoroza durante 10 segundos, se centrifug6 brevemente para llevar la muestra al fondo del
tubo. Las muestras se incubaron a 56°C durante 3 minutos, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente (15-25 °C) y se centrifugaron durante 2 minutos a maxima velocidad. Se retir6
cuidadosamente el sobrenadante evitando tocar el botdn (tejido desparafinado). Los tubos

con la muestra se incubaron durante 10 minutos a 37 °C.

El botdn se resuspendio en 150 pl de buffer PKD, se afiadieron 10 pl de proteinasa K y
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mezclo6 en vortex. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 56°C, durante 3 minutos
en hielo y se centrifugaron durante 15 minutos a 13,000 rpm (revoluciones por minuto). El
sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendio en 180 ul de amortiguador ATL mas

40 ul de proteinasa K, se mezcld y se incubd a 56°C por 1 hora.

Posteriormente, las muestras se incubaron por 2 horas a 90°C sin agitacion y se
centrifugaron a maxima velocidad por 30 segundos. A cada muestra se le adicionaron 200
ul de amortiguador AL, se agitaron con vortex, se adicionaron 200 ul de etanol absoluto y
se volvieron a mezclar. Los sobrenadantes se transfirieron a columnas QlAamp MinElute y
se centrifugaron a 10 000 rpm durante un minuto. Las columnas se transfirieron a tubos
nuevos, se les adicionaron 700 pl de amortiguador AW1 y se centrifugaron durante 15

segundos a 10 000 rpm.

Las columnas se transfirieron a tubos nuevos, se les adicionaron 700 ul de amortlguador
AW?2 vy se volvieron a centrifugar como ya se describié. Las columnas se transfirieron a
tubos nuevos, se les adicionaron 700 uL de etanol absoluto y se volvieron a centrifugar
como Ya se describid. Las columnas se transfirieron a tubos nuevos y con las tapas abiertas
se centrifugaron por 5 minutos a maxima velocidad con la finalidad de secar la membrana
de las columnas. Las columnas se trasfirieron a tubos de 1.5 mL, se adicionaron 50 ul de
amortiguador ATE sobre la membrana de la columna y se incub6 durante un minuto.

Posteriormente, se centrifugaron por un minuto a maxima velocidad para eluir el ADN

(Fig. 3).

Cuantificaciéon de las muestras de ADN. Las muestras fueron cuantificadas en un
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nanodrop 2000 y se tomaron en cuenta radios 260/280 entre 1.6 a2.0 para pureza y de
260/30 entre 1.2 a 1.8. Se realizaron diluciones de las muestras a 18 ng/uL. Para analizar las
mutaciones de KRAS por PCR en tiempo real se utilizaron 4.5 uL y para el andlisis de los

exones 5, 6y 7 de p53 se utilizaron 9 uL.

PCR punto final para los exones 5, 6 y 7 de p53. Para la basqueda de mutaciones de
TP53 primero se realizo la estandarizacion de los primers para PCR punto final utilizando

dos muestras de ADN gendmico no degradado de controles positivos.

Se utiliz6 una master mix de Qiagen en un volumen final de 25 uL. Se utilizaron 160 ng
de DNA gendmico. Se utilizaron pirmers para el exon 5 y 6 con un producto de

amplificacion de 506 pb. Y primers para el exén 7 con un producto de amplificacion de 293

pb.

Se utilizé una PCR touchdown con los siguientes ciclos y temperaturas: 1 hold de 94°C
por 3 min; 26 ciclos de: 94°C 20 segundos, 63°C 20 segundos, 72°C 40 segundos; 20 ciclos
de: 94°C 20 seg, 50°C 20 segundos, 72°C 30 segundos; y un hold de 72°C 10 minutos. Los
productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% tefiido con SyberGold. Se
fotodocumento y se analizé el nmero de muestras amplificadas para cada par de primers

(Figura 2).

. ) . . 14
MUTACION DE TP53 EN CARCINOMAS DEL AMPULA DE VATER Y SU ASOCIACION CLINICA'Y PATOLOGICA



Ladder

p53-4 (3)

P53-7 (1)

negativo Ex6n 5,6 Exén 7 Condiciones:
940C- 3 min
94 oC- 20 seg
63 oC- 20 seg
72 0C- 40 seg

BN

26 ciclos

94 oC- 20 seg
50 oC- 20 seg
72 oC- 30 seg

20 ciclos

700

500 720C- 10 min

300 40C- oo

Agarosa 1%

45 min 100V
Tincidn: Smartglow

100

Figura 2. Gel de agarosa con la estandarizacion de los primers utilizando dos muestras

controles positivos.

Secuenciacion Sanger. Se seleccionaron las muestras que amplificaron para los exones 5,6
y 7. Los productos de PCR fueron purificados con perlas magnéticas Agentcourt (Beckman
Coulter). A los productos de PCR se les adicionaron 42 uL de perlas, se mezclaron con
vortex y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se colocaron en una
columna magnética durante 5 minutos Yy sin retirarlos de ella se separo el sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con alcohol al 70% (200 uL) durabte 3 minutos. Después del Gltimo
lavado se dejo evaporar el alcohol y se adicionaron 20 uL de agua grado biologia
molecular. Los tubos se retiraron de la columna magnética, se mezclaron con vortex y se
incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos. Los tubos se colocaron nuevamente en la

columna magnética por 5 minutos y el sobrenadante se recuperé en tubos nuevos. Los
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productos de PCR se cuantificaron en un nanodrop 2000.

La secuenciacion Sanger se realizé utilizando el BigDye Direct Kit (Thermo Fisher
Scientific, Cat.4458687) y el Genetic Analyzer 3730xI (Thermo Fisher). Los amplicones se
secuenciaron de acuerdo al protocolo establecido en el BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher, Cat.4337455). Los productos secuenciados se purificaron
con el BigDye XTerminator (Thermo Fisher, Cat. 4376486) antes de ser cargados en el ABI
3730xL DNA Analyzer. Los archivos fueron analizados con el programa ApE (by M.
Wayne Davis). Las secuencias se alinearon con la secuencia de referencia para el exon 5, 6

y 7 con el programa ApE.

Ensamble de las secuencias. Las secuencias de ambas hebras de los exones 5, 6 y 7 del
gen p53 se analizaron, editaron y ensamblaron usando BioEdit version 7.0.5 para crear una
secuencia consenso. La secuencia consenso se compard con las depositadas en GenBank
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), empleando la herramienta
BLASTN 2.2.19, para verificar que la secuencia pertenece a la muestra (es decir, verificar

una contaminacion potencial) y que la secuencia este en 5°-3°.

Busqueda de mutaciones. Para la busqueda de las mutaciones la secuencias consenso se
compilaron en un archivo hasta junto con la secuencia de referencia proporcionada por la
Dra. Silvia Vidal y se alineo con el profile mode del Clustal W 1.8.1, incluido en el
programa BioEdit version 7.0.5, el alineamiento final se afino “a 0jo” (muestra por
muestra) donde se encontraron Mutaciones en Jurkat para los exones 6 y 7 en los codones:

196, 256, 259 y 260 reportadas previamente por Snow K. et al.
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Criterios de selecciéon de la muestra

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios de edad

e Expediente completo al momento de la recoleccidn de datos

e Sometidos a pancreatoduodenectomia (Whipple) con fines curativos

e Reporte histopatoldgico con diagnostico confirmado de carcinoma de ampula de

Vater

Criterios de exclusion:

e Menores de 18 afios

e Pécientes con tratamiento Neodadyuvante (QT 6 RT)

e Tratados fuera del Instituto Nacional de Cancerologia

Definicidn, clasificacion y operacionalizacion de variables

Variable Independiente:

Carcinoma de ampula de Vater: Tumor originado en la confluencia del conducto

pancreatico comin y conducto colédoco a nivel de la segunda porcion del duodeno.

Estandar de oro: Confirmacién histologica de carcinoma de &mpula de Vater de cualquier
subtipo histologico de acuerdo a los criterios establecidos por la Organizacion Mundial de

la Salud (Yachida, S., et al. 2016).
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Variables Dependientes: Ver Tabla 1.

Tabla 1. Variables dependientes del estudio

Sexo Cualitativa nominal Masculino, Femenino

Método diagnéstico  Cualitativa nominal Tomografia, CPRE, USGE,

Resonancia

Peso Cuantitativa continua

Albumina basal Cuantitativa continua

pT Cualitativa ordinal pTL, pT2, pT3, pT4

Tipo de reseccion Cualitativa ordinal RO, R1, R2
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Permeacioén Cualitativa nominal Si, No

Linfovascular

Subtipo histolégico  Cualitativa nominal Intestinal, pancreatobiliar, mixto

Adyuvancia Cualitativa nominal Si, No

Seguimiento Cualitativa discreta Meses

Sitio de recurrencia  Cualitativa ordinal Local, regional, distancia

Superviencia global Cualitativa discreta Meses

TP53 mutado Cualitativa nominal Si, No
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Estado actual Cualitativa ordinal Vivo, muerto

STD, Sangrado de tubo digestivo; CPRE, colangiopancreatografia retrograda endoscopica;
USGE, ultrasonido endoscopico; QT, quimioterapia; RT, radioterapia; IMC, indice de

Masa Corporal.
Procesamiento de la Informacién

Se revisaron expedientes fisicos y electronicos de los pacientes incluidos, obteniendo los
datos de cada variable para formar una base de 77 pacientes. Con esta informacién se

desarrollaron curvas de supervivencia, analisis univariado y multivariado.

Las curvas de supervivencia fueron calculadas mediante el método de Kplan Meier. Los
posibles factores pronostico fueron evaluados por log-rank test. EI analisis multivariado de

realzd con el programa SPPS version 23.

Aspectos éticos de la investigacion

La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover el respeto
a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Los
médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y juridicos para la
investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y estandares

internacionales vigentes.

Segun la declaracion de Helsinki, la investigacion médica en seres humanos debe
conformarse con los principios cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un

profundo conocimiento de la bibliografia cientifica. La investigacion médica debe ser
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Ilevada a cabo sélo por personas con la formacion y calificaciones cientificas apropiadas.

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de desarrollar una propuesta de
investigacion médica. La investigacion se realizd tomando en cuenta la declaracion de
Helsinki y todos los aspectos éticos que demanda la investigacién médica, considerando
siempre que la elaboracién de guias de practica clinica constituye una base para encontrar

solucion a problemas clinicos en los pacientes.

La realizacion de éste trabajo experimental se elabor6é con base a lo establecido en el
articulo tercero de la Ley General de Salud que habla sobre la investigacion para la salud y
que comprende acciones para establecer conocimientos en materia de préactica clinica,
prevencion, control de los problemas de salud y generacion de conocimientos para los

métodos que se recomienden en la prestacion de los servicios de salud.

De acuerdo a la Secretaria de Salud y de su reglamento de la Ley General de Salud en su
titulo segundo, de los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos en su articulo
NUm 17, esta investigacion se considera como de riesgo minimo para la cual no se requirié

de la firma de consentimiento informado

CAPITULO Il. RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
Resultados
De las 77 muestras en donde se realiz6 PCR para los exones 5 y 6 solamente 45

amplificaron, en cuanto al exdn 7, 60 muestras lograron amplificar.

En cuanto a las mutaciones puntuales en los exones 5, 6 y 7 de TP53 se lograron

documentar 4 sitios mutados en los codones 196, 256, 259 y 260 de ellas 3 mutaciones sin
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sentido, que codificaban a un cambio de aminoacido y una mutacion de delecién que
conducia a un codon de parada. Todas estas mutaciones no se encontraron en ninguno de
los estudios previos donde se documentaba mutaciones de TP53 (Tabla 2), pero se encontrd
una concordancia de estas mutaciones en una linea celular inmortalizada de linfocitos T,
obtenida de la sangre periférica de un nifio de 14 afios con leucemia linfoide aguda, la cual
fue establecida a finales de los afios 70 conocida como células de Jurkat (Schneider, U., et

al 1977).

Tabla 2. Mutaciones de p53 en diferentes estudios

Codon Cambio de Cambio de
nucleotido AA

Scarpa, A., etal 245 GGC aGAC Gly > Asp
1993.

220 TATaTGT Tyr > Cys

179 CAT aTAT His > Tyr

219 CCCadel C Stop 246

173 GTGaATG Val > Met

209 AGA adel AG Stop 214
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166 TCAaTAA Ser > Stop

213 CGAaTGA Arg > Stop

157 GTCaGAC Val > Asp

175 CGCaCAC Arg > His

229 TDT aTGA Cys > Stop

242 TGCaTGG Cys>Trp

265 CTGaATG Leu > Met
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273  CGTaCAT Arg > His

Discusién

El dafio al DNA afecta la integridad de la informacion genética contenida en la célula.
En respuesta a éste peligro, las células han desarrollado mecanismos sofisticados de
defensa encargados de preservar la integridad del DNA (Speidel, D., et al. 2015). EI cancer
es una enfermedad multifactorial con un importante componente genético que puede
requerir décadas para acumular mutaciones genéticas que activen oncogenes e inactiven
genes supresores de tumor. Uno de los genes supresores de tumor mas importantes es p53,
encargado de monitorear el dafio al DNA y las alteraciones en otros procesos celulares
metabolicos; induciendo una pausa en el ciclo celular con la subsecuente reparacion del
DNA, senescencia o apoptosis, dependiendo de la magnitud del dafio al genoma. En caso
de disfuncion de p53, algunos dafios al DNA no son corregidos, ocasionando inestabilidad
genodmica, una caracteristica del cancer. Mas del 50% de los pacientes con cancer presentan

una mutacion somatica del gen de p53 (Hong, B., et al. 2014).

Desde 1990, el rol de p53 en el desarrollo del cancer se ha considerado de manera
consistente como “supresor de tumor”. Sin embargo, una década antes, después de su
descubrimiento en 1970, éste se percibia como un oncogén. En la ultima década, ha
qguedado claro que la mutacién del gen TP53 durante el desarrollo de cancer, no
simplemente resulta en la ablacion de la actividad supresora de tumor del gen de tipo

silvestre, sino que la mutacion adquirida del gen TP53 puede dar lugar a proteinas que si
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cumplan la funcién de oncogenes, incluso la proteina mutada de p53 puede sobreexpresarse
en sus diferentes variantes en los propios tumores (Meek, D.W. 2015; Hong, B., et al.
2014). Los estudios iniciales de la funcién de p53 como supresor tumoral, estdn basados en
ensayos celulares in vitro, sin embargo los estudios in vivo més recientes y complejos, han
identificado varios mecanismos de control de p53. La acumulacién y activacion de p53 se
encuentran reguladas por un intrincado patrén de modificaciones pos-traslacionales,
incluidas la fosforilacion, acetilacion, metilacion, glicosilacién, ubiquitinizacion,

SUMOQilacion y NEDDilacion. (Chao, C.C.-K. 2015).
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