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Resumen.

La identificacion de los genes que conducen a la carcinogénesis ha sido considerada en
los ultimos 35 anos como el primer paso para entender los mecanismos de aparicion del
tumor y la evolucion. Desde la identificacion de la primera mutacion somatica en un gen
del cancer humano (G12V en HRAS en una linea celular de carcinoma de vejiga) casi 500
genes del cancer se han identificado y ahora estan incluidos en el Cancer Gene Census
(CGC).

Estas iniciativas comparten el objetivo explicito de detectar todos los genes y mecanismos
moleculares que subyacen a la tumorigénesis en todos los tipos importantes de
neoplasias.

Los genomas tumorales contienen de decenas a miles de mutaciones somaticas, sin
embargo, sélo unos pocos de ellos son capaces de inducir la tumorigénesis. La alteracion
de estos genes, denominados -drivers - (conductores) confiere ventaja selectiva de
crecimiento a las células tumorales. Mientras que sélo unos pocos genes controladores
estdn mutados frecuentemente en el cancer, muchos otros se alteran en una pequefia
fraccion de los tumores. Esto hace dificil el control del cancer.

Los adenocarcinomas ductales pancreaticos se encuentran entre las mas mortiferas de
las neoplasias humanas, aproximadamente el 5% los pacientes tienen una tasa de
sobrevida maxima de 5 afios, el resto perece antes de este periodo. Entre los genes
conductores con mutaciones involucrados, KRAS es el mas frecuente, la mayoria de los
informes muestran tasas de mutacion entre el 70 y el 80%. Sin embargo, la nueva
investigacion utilizando técnicas analiticas de alta sensibilidad, ha mostrado frecuencias
diferentes, que van desde el 40% a mas del 90%. Esta discrepancia podria deberse a
diferencias técnicas en la metodologia utilizada aunque se ha postulado que existen
diferencias en las frecuencias de mutacion de KRAS que dependen de la poblacion de
estudio. Sin embargo, no existen datos en la poblacion latinoamericana.

Este estudio es la muestra de una patologia que requiere investigaciones posteriores
debido a la falta de signos y sintomas patognomadnicos asi como su asociacion con un
gene que en futuro podria ser de utilidad como marcador bioquimico para adenocarcioma
ductal de pancreas. Se identifican las variantes/mutaciones del gene KRAS en pacientes
mexicanos para la patologia ya mencionada mediante una técnica novedosa,
relativamente rapida, con alta especificidad.

La frecuencia de variantes/mutaciones en pacientes mexicanos obtenida es del 45.5% lo
que comprueba la hipétesis establecida en el presente estudio, sin embargo, esto nos
lleva a generar mayores interrogantes que podrian contribuir a futuros estudios, por
ejemplo, analizar el tipo de variantes y la poblacién mayormente afectada pero uno de los
inconvenientes con esta patologia (asociado a una baja incidencia) es la falta de



informacién epidemiologica asi como las caracteristicas clinicas propias de este cancer.
El poder investigar las diferencias en las tasas de mutacion podra derivar en cambios en
el diagndstico y en la terapia de esta enfermedad.
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Il. ABREVIATURAS.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

cm: Centimetros.

FFPE: Formalin-fixed, paraffin embedded. Tejidos fijados en formalina, embebidos en parafina.
HRAS: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog.

HRM: High Resolution Melting. Analisis de derretimiento de alta resolucién.

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.

L1: Vértebra lumbar 1.

L2: Vértebra lumbar 2.

NRAS: Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog.

PanIN: Pancreatic intraepithelial neoplasia. Neoplasia intraepitelial neoplasica.

PCR: Polymerase chain reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.

RasGAPs: Ras GTPase-activating proteins. Proteinas Ras activadoras de GTPasa.

RasGEF: Ras guanine nucleotide exchange factor. Factor intercambiador de nucledtido de guanina.
Tm: Melting temperature. Temperatura de fusién.

WT: Wild-type.



1. Introduccion.

1.1. El pancreas'fe 1,

Para poder entender una patologia debemos entender cdmo esta conformado el érgano o sistema
a estudiar; el aspecto anatémico y funcional esta claramente estudiado, sin embargo, en estudios
recientes se han encontrado nuevas caracteristicas de este drgano, principalmente en el aspecto
celular y molecular.

El término "pancreas" proviene del griego mav (pan-todo, entero) y kp€ag (carne), a su vez kreas
deriva del indoeuropeo kreua- (crudo); este vocablo se debe a que en un principio se creia que el
pancreas estaba compuesto solamente por parénquima.

El pancreas es una glandula impar retroperitoneal que se encuentra a la altura de L1-L2, detras
del estdmago, entre el bazo y duodeno, su concavidad mira hacia columna vertebral, es de color
grisdceo con un peso entre 80-100g, mide 13-18cm transversalmente, 1-3cm en su didmetro
antero posterior y 4-8cm de altura maxima (siendo ésta la cabeza del pancreas). Se divide en 4
porciones:
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Fig. 1. Vascularizacidn arterial y venosa de pancreas. Tomado de Moore, K. L. Anatomia con orientacion clinica, 2013.



Localizacion anatdmica y estructuras que lo conforman.
e La cabeza. Encontrandose localizada a la derecha de los vasos mesentéricos superiores y
abrazada por la curva en forma de "C" del duodeno, posee una prolongacién hacia la parte inferior
conocida como apdfisis unciforme. Se apoya posteriormente sobre la vena cava inferior, arteria y
vena renales derechas y vena renal izquierda.
e El cuello. Se sitta por delante de los vasos mesentéricos superiores.
e Cuerpo y cola. El cuerpo del pancreas inicia en el cuello, a la izquierda de los vasos mesentéricos
superiores, pasa sobre la arteria aorta asi como la vértebra L2; la cola del pancreas estd ubicada
por delante del rifién izquierdo, pasa entre las capas del ligamento esplenorrenal junto con los
vasos esplénicos.[1-]

Fisiologia.
El pancreas produce dos tipos de secreciones, una exdcrina y una enddcrina.

La porcidon exdcrina estd compuesta por células acinosas, mismas que sintetizan

aproximadamente 1500ml/dia de jugo pancredtico, el cual drena a duodeno por medio del
sistema que mas adelante detallaré.

El pancreas es una glandula tubuloacinosa. Los acinos son redondeados y estan compuestos
solamente por una capa de células epiteliales piramidales, el dpice de ellas se orienta hacia la luz
central. Los nucleos son redondeados y se localizan en la regién basal de las células, la cual es muy
basofila.

La regién apical estd ocupada por granulos de cimdgeno que se tifien con colorantes acidos, por lo
que aparecen eosindfilos en las tinciones con Hematoxilina y eosina.

Sistema de secrecidn. La primera porcién llega hasta el centro del acino y estd limitada por células
centroacinosas'™® 2 |as cuales son pequefias y presentan un citoplasma claro. Las células
acinosas son el Unico tipo celular en secretar las enzimas que mads adelante mencionaré y que
corresponden a este tipo de sistema.

La parte intraacinosa del sistema de conductos excretores es el comienzo de los conductos
intercalares que presentan epitelio simple cubico fuera de los acinosf®& 3. Los conductos
intercalares drenan en conductos interlobulillares con epitelio simple cilindrico.

Los conductos interlobulillares desembocan en dos conductos excretores.

¢ El conducto pancreatico (de Wirsung), discurre a lo largo del parénquima del pancreas desde la
cola hasta la cabeza, en esta parte da una vuelta de forma inferior, encontrandose con el colédoco
y desembocando junto con él en la papila duodenal mayor; ambos (El conducto pancredtico y
colédoco) se unen para formar el ampula de Vater la cual es corta, dilatada y desemboca en la
porcién descendente del duodeno, en el vértice de la papila duodenal mayor. Frecuentemente los



dos conductos desembocan en el duodeno de forma separada, durante su recorrido recibe los
conductos interlobulillares casi perpendiculares al conducto (ramificacion monopddica).

¢ El conducto pancreatico accesorio (de Santorini) es inconstante. Recibe los afluentes de la parte
inferior de la cabeza y transcurre hacia la parte superior, por delante del conducto de Wirsung con
el que se comunica, éste Ultimo en algunas ocasiones es mas pequeino que el accesorio por lo que
ambos pueden no estar conectados. Si es esta la situacién, el conducto accesorio transportara la
mayor parte del jugo pancredtico al duodeno; desemboca en la papila duodenal menor, a unos 2
cm en direccién proximal a la papila duodenal mayor.

Ambos conductos excretores estan recubiertos por epitelio simple cilindrico alto. El jugo
pancredtico contiene varias enzimas para degradar los componentes del alimento, asi como iones
bicarbonato para la neutralizacion del quimo gastrico.

El esfinter del conducto pancreatico, el esfinter del conducto colédoco y el esfinter de la ampula
(esfinter hepatopancreatico o de Oddi; localizado alrededor de la @mpula de Vater) son esfinteres
qgue controlan el flujo de bilis y de jugo pancredatico hacia la ampula de Vater, su importancia
radica en imposibilitar el reflujo del contenido del duodeno hacia la ampolla.*™!

Células acinosas

Conductos
intercalares

Fig. 1.1. Las células centroacinosas
representan la primera parte intraacinosa

Celulas de los conductos intercalares en el

centroacinosas pancreas.®!



Tabla 1. Enzimas secretadas por células acinosas asi como la accién que ejercen de forma general.

Enzimas secretadas por células acinosa

g.110-14]

Enzima(s).

Accién que ejerce.

Tripsina, carboxipeptidasas,

pepsina.

quimotripsina,

Protedlisis.

Ribonucleasa y desoxirribonucleasa.

Degradacién de  4cidos  nucleicos vy

nucleoproteinas.

Amilasa pancreatica.

Hidrélisis de hidratos de carbono (Excepto
celulosa).

Lipasa pancredtica.

Hidrélisis de triacilgliceroles, acidos grasos

libres.

Colesterol esterasa.

Degradacién de ésteres de colesterol.

Las enzimas proteoliticas son sintetizadas y secretadas como proenzimas inactivas, se activan en la

luz intestinal por accién de la enzima enterocinasa, activando asi el tripsinégeno a tripsina, que a

continuacién hace lo propio con las demés.?!

Algo muy importarte e interesante que realiza la glandula para impedir su autodigestion es el

acumular enzimas como precursores inactivos en granulos de cimdgeno; a diferencia de la

pancreatitis aguda, donde existe una activacién de las proenzimas dentro de las células

glandulares o en los conductos secretores, causando la degradacion del tejido pancreatico.

Las células centroacinosas se encargan de secretar bicarbonato al jugo pancredtico asi como agua

gue lo acompanfa en gran cantidad. El jugo pancreatico alcalino es causante de neutralizar el acido

del quimo.




Células centroacinosas
Islote de Langerhans  Acinos

Fig. 1.2. Microscopia optica del pancreas,
muestra acinos exocrinos y un islote de
Langerhans el cual presenta un aspecto
bastante uniforme de las células de los
1

islotes Barra: 10 um.[7

Tabiques
de tejido conectivo

Tejido exocrino
{&cinos)

Tejido endocrine
(islotes de Langerhans)

Fig. 1.3. Distribucién de tejido exdcrino y enddcrino. Barra: 100 pm.[®



1.1.1. Definicién de adenocarcinoma ductal de pancreas.

Antes de describir la patologia de mayor interés en este manuscrito, es necesario iniciar con la
definicion de una palabra que engloba muchos subtipos, sintomas y sindromes.

Cancer. Proviene del latin cancer (cangrejo, tumor), término que probablemente se relaciona con
el griego kapkivog (carcinos-cangrejo) y el sanscrito karkah (cangrejo), asi como la raiz
indoeuropea kar- (duro).

De acuerdo a la Real Academia Espafola, su definicion es " Enfermedad que se caracteriza por la
transformacién de las células, que proliferan de manera anormal e incontrolada". Lo interesante
del término es que para el siglo IV a. C. Hipdcrates y Galeno ya empleban la palabra "carcinos"
para describir tumores.

Existen varias teorias del por qué se utilizé el término "cangrejo", una de ellas es por la dureza de
los tumores semejante al caparazén de los cangrejos; otra, por la metastasis que genera y su
similitud a las patas y pinzas del crustdceo al ramificarse, la ultima por la tenacidad de la
enfermedad para con el paciente y asi del crustdceo con sus pinzas al aferrarse a su presa.

De acuerdo a la OMS, el 63% de las muertes anuales a nivel Mundial son causadas por
enfermedades no transmisibles y generalmente crdnicas, las cuales incluyen enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, la diabetes y el cdncer; juntas causan aproximadamente 38
millones de defunciones al afo, el 75% de éstas defunciones se concentran en paises de bajos y
medianos ingresos.

Solo en 2012 se registrd una incidencia de alrededor de 14 millones de casos y se prevé que
aumente aproximadamente en un 70% en los préximos 20 afios. Es la segunda causa de muerte en
el mundo; en 2015, ocasiond 8,8 millones de defunciones a nivel Mundial y casi una de cada seis

defunciones en el mundo se debe a esta patologia./**

Debido a las estadisticas tan alarmantes, es necesario seguir con investigaciones para entender
aun mejor los distintos tipos de neoplasias que existen y asi brindar mejores opciones de
tratamiento a pacientes con estas patologias.

En el pancreas, existen distintos tipos de neoplasias. Estas se clasifican de acuerdo al tipo o tipos

celulares involucrados, secrecidn y localizacidon de las mismas; en general, por cada tipo celular

que posee el pancreas, se describen uno o varios tipos de neoplasias homélogas. *41°!



Los componentes celulares del pancreas pueden agruparse en 6 grandes categorias:*°!
e Acinares.
e Ductales.
e Islote de Langerhans.
e (Células ambiguas (menos diferenciadas, células centroacinares).
e (Células de soporte (elementos de tejido conectivo).
e (Células potenciales ("madre").

Tabla 1.1.1. Algunos tipos de neoplasias pancredaticas y sus caracteristicas generales.
Con informacion de Lowy, A., et al. Pancreatic Cancer, 2008.

Neoplasia. Caracteristicas generales.

Carcinoma de células acinares. Frecuencia 1-2% de neoplasias pancreaticas, prevalencia en la 7°
década de la vida y género masculino; sintomatologia no especifica,
genera elevacion de alfa-fetoproteina. Metdstasis a higado en etapas
iniciales.

Carcinoma ductal de pancreas. | Neoplasia mas frecuente del pancreas, ductos pancreaticos son el
componente menos desarrollado de la glandula, Unico componente
del pdancreas expuesto a mutagenos, en neoplasias mucinosas
intraductales pueden detectarse oncoproteinas y glicoproteinas
relacionadas con mucina (MUC1, CA19-9, CEA, and DUPAN).

Tumores enddcrinos Baja frecuencia. Conocido anteriormente como tumor de células de
pancredticos. los islotes, generalmente son tumores sélidos, circunscritos y gruesos,
se nombran de acuerdo a la hormona involucrada: Insulinoma,
glucagonoma, gastrinoma, somatostatinoma, VIPoma (Péptido
intestinal vasoactivo, etc.). Malignidad se divide en baja e intermedia
dependiendo la tasa mitdtica y necrosis.

Tumor sélido pseudopapilar. Frecuencia baja. Se desconoce su origen celular, tumor grande (8-
10cm) predomina en mujeres jovenes (<25 afios), simula un
pseudoquiste pancredtico, curativo si se realiza reseccion completa de
la neoplasia, su fatalidad es rara.




Es la neoplasia con el mayor indice de fatalidad de todos los tipos de cdncer que existe, la
supervivencia del mismo a 5 afos apenas alcanza el 6% y esto puede deberse a la sintomatologia
poco especifica y el diagndstico de la patologia (generalmente como hallazgo) en etapas
avanzadas.

A nivel macroscdpico se puede observar una tumoracion fibrosa con bordes mal definidos, a nivel
microscopico se observan elementos glandulares que asemejan los conductos sin alteraciones, en
ocasiones un pancreas sin esta patologia presenta epitelio ductal con atipia.

Las células son tipicamente cuboidales con una cantidad variable de citoplasma que contiene
mucina y glicoproteinas relacionadas con la mucina, ocasionalmente pueden existir patrones
distintivos tales como "glandula espumosa" (con mucina hinchada, alterada), "claras" (glucégeno
abundante). Se presenta infiltracién insidiosa, heterogeneidad tumoral (mezcla de tejido glandular
y sélido) asi como inestabilidad genética.

Una caracteristica especial de la patologia es la presencia de estroma desmoplasicole 4
(adherencias o tejido conjuntivo fibroso dentro del tumor).[® 14 15

o4 7
™) r"’, VAP

Fig. 1.1.1. Estroma desmoplasico. Tomado de Lowy, A., et al. Pancreatic Cancer, 2008.



1.1.2 Epidemiologia de adenocarcinoma ductal de pancreas.

La Sociedad Americana de Cancer estima que en 2017, cerca de 53,670 personas seran
diagnosticadas con cdncer de pancreas (27,970 hombres y 25,700 mujeres), en este mismo afio, la
mortalidad sera de 43,090 personas (predominantemente hombres).

En Estados Unidos, es la tercer causa de muerte de todos los tipos de cadnceres (en 2015 se
encontraba en el 4to lugar).

Es mas frecuente en hombres que mujeres con una relacion 2:1 y el riesgo de presentar la
enfermedad aumenta conforme la edad, en términos generales, personas mayores de 70 afios
poseen un riesgo de presentacion del 1.3%.12¢!

INEGI en 2010 reportd 74,685 muertes por cancer en la Republica Mexicana, lo que representa el
13% de todas las muertes en México, de las cuales 3,393 (4.8%) son por Adenocarcinoma
Pancreatico; esto lo ubica en el 82 lugar en nuestro pais.

Como podemos observar, no es la neoplasia mas frecuente en poblacién mexicana, sin embargo, si
la més fatal con un indice de fatalidad de 0.96!7& 112,

Desafortunadamente en nuestro pais no se cuenta con estadisticas oficiales pero de acuerdo a las
muestras de pacientes para este proyecto, la mayor parte son del género femenino y la edad de

presentacién es menor a los 40 afos.

Mama

Prostata
Cervico uterino
Colon y recto
Pulmén
Estomago
Higado

Leucemia
Ovario
Cuerpo del atero

Linfoma no Hodgkin
Cerebro,
sistema nervioso

Pancreas
Rifion ® Incidencia
Vejiga B Mortalidad

o

10 20 30 40
ASR (W) rate per 100,000

Fig. 1.1.2. Incidencia de las neoplasias mas frecuentes en México,
nétese la incidencia/mortalidad en pancreas.
GLOBOCAN 2008.



1.1.3. Factores de riesgo para adenocarcinoma ductal de pancreas.

Existen factores de riesgo heredables y no heredables.

Tabla 1.1.3. Factores de riesgo no heredables para cancer de pancreas. 7]

Factores de riesgo no
heredables.

Riesgo para cancer pancreatico.

Edad >70 afos. 1.3

Tabaquismo. 1.6-2.5

Diabetes. Diabetes mellitus tipo I, 2
Diabetes mellitus tipo Il, 1.8

Pancreatitis crénica. 18.5-26.3

Obesidad 1.72

Exceptuando edad, el resto son factores prevenibles para esta neoplasia.

El tabaquismo es uno de los principales factores de riesgo asociado a cancer de pancreas, puede
aumentar el riesgo de padecerlo hasta 2.5 veces mds que una persona no fumadora y se ha
demostrado que hasta 10 afios después de suspender este habito, el riesgo persiste. Es dosis
dependiente y se asocia también como factor de riesgo (entre otros) de padecer pancreatitis
crénica.

El cancer de pancreas es frecuente en pacientes con diabetes mellitus, los estudios se han
enfocado un poco mas en el tipo Il ya que tras su diagndstico, la frecuencia de presentar alguna
neoplasia pancreatica se eleva hasta un 50% en los primeros 5 afios. Lo complicado reside en no
existir un tamizaje para hiperglucemia que pueda incluir algin marcador en pacientes sin diabetes
mellitus tipo Il, la razén es por la heterogeneidad de las neoplasias y algunas de ellas causantes de
hiperglucemia. Existen algunas hipdtesis que mencionan la diabetes mellitus tipo Il precede al
cancer pancreético debido a las alteraciones celulares y disfuncién de los islotes de Langerhans.!*”!

La pancreatitis créonica es una enfermedad progresiva e inflamatoria del parénquima pancredtico
que lo destruye hasta generar cambios histolégicos (permanentes) como fibrosis, esta es una de
las principales diferencias con pancreatitis aguda, en la cual los cambios tisulares son reversibles
tras la recuperacion. Dentro de sus causas principales se encuentra el consumo de alcohol,
tabaquismo, algunos hidrocarburos, medicamentos, obstruccién del conducto de Wirsung asi
como causas autoinmunes, entre otras.!*”%°

Procesos inflamatorios, necrosis e incremento de la grasa de pancreas se han relacionado con la

obesidad y el diagndstico de ésta (IMC_>30kg/m?) aumenta el riesgo hasta en un 72% de padecer

cancer de pancreas.”



Tabla 1.1.3.1. Factores de riesgo heredables para cancer de pancreas.[17]

Factores de riesgo heredables. Riesgo relatlvo’ Rara cancer
pancreatico.
Pancreatitis hereditaria. 52
Fibrosis quistica. 31.5
Sindrome Peutz-Jeghers. 132
Cancer colorrectal no polipésico hereditario <6
con mutaciéon MLH1.
Sindrome de melanoma familiar atipico con 13.1
molas multiples.
Cancer de mama y ovario hereditarios. Portadores de BRCA1, 23.1
Portadores de BRCA2, 5.9-6.6
Carcinoma pancreatico familiar. 6.4-32

Estos sindromes son raros, sin embargo, en pacientes con diagndstico ya establecido de alguno de
ellos se deben realizar tamizajes regulares para prevenir cancer de pancreas.

En las siguientes patologias podemos encontrar la relacidn que presentan con adenocarcinoma
ductal de pancreas.

La pancreatitis crénica es generada por episodios recurrentes de pancreatitis aguda, llegando al
punto donde ya existen lesiones y cambios histoldgicos en el pancreas; la pancreatitis hereditaria
es una pancreatitis crénica de diagnéstico en la juventud. Es una enfermedad autosdmica
dominante con penetrancia del 80%, frecuentemente se asocia al gene del tripsindgeno catiénico
(Protease, Serine 1; PRSS1) el cual si presenta algun tipo de mutacién, activara la tripsina, lo que
provocara autodigestion del pancreas. Otro gene asociado es el inhibidor de la proteasa de serina,
Kazal tipo 1 (serine protease inhibitor Kazal type 1; SPINK1) el cual se asocia a pancreatitis crdnica

en nifios y pancreatitis idiopatica.l*’”:*°!

Una enfermedad frecuente que causa alteraciones en el pancreas es la fibrosis quistica; debido a
una mutacion en el gene regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; CFTR) el cual se encarga de regular el
liguido sobre las superficies epiteliales a través de la secrecidon de cloruro e inhibicién de la
absorcién de sodio, genera alteracion en las secreciones, los érganos principalmente afectados son
los pulmones y el sistema conductor del pancreas. Al ser las secreciones mds viscosas, causa
obstruccién en el pancreas, lo que genera inflamacién, dafio tisular y destruccién del mismo.!202%

Otra patologia asociada a neoplasias en pancreas (entre otros tipos) es el sindrome Peutz-Jeghers,
ésta enfermedad rara se hereda de forma autosdmica dominante y presenta alta penetrancia;
hasta el momento se conocen poco mds de 145 mutaciones en la linea germinal del gene
serina/treonina cinasa (serine/threonine kinase; STK11) que se encarga de la proliferacion y
polaridad celular. Este sindrome se caracteriza por pélipos hamartomatosos en el tracto



gastrointestinal, lesiones pigmentadas mucocutaneas y es un factor de riesgo para cdncer
gastrointestinal y cancer de pancreas.!*” 2226

Estas son algunas de las patologias hereditarias mas frecuentemente asociadas a cancer de
pancreas.

1.1.4. Carcinogénesis de adenocarcinoma ductal de pancreas.

Sabemos que el término "cancer" produce miedo, angustia y una serie de situaciones que
desalientan a los pacientes desde su diagndstico hasta el tratamiento e incluso el prondstico, tanto
para el paciente como para los familiares. Es importante conocer la carcinogénesis de cada
patologia para poder ofrecer alternativas médicas menos agresivas y mas eficientes. Esa es una de
las razones por las que nos interesa conocer a nivel biolégico, molecular y celular los diferentes
tipos de céncer.

La carcinogénesis del adenocarcinoma ductal pancredtico inicia, de manera general, con el
crecimiento anormal de una célula clonal debido a una mutacidn en el gene conductor (driver
gene), el microambiente generado por estos cambios y la produccion de células neoplasicas
metastasicas. Estadisticamente, un paciente sin antecedente familiar de este tipo de neoplasia,
presenta una mutacién en el gene conductor hasta 20 afios previos al diagndstico; en pacientes
con neoplasias familiares se presenta con una diferencia de 5 afios 0 menos.?”!

De forma generalizada, la progresién!f& 214 de| adenocarcinoma ductal pancreético se divide de la
siguiente manera: Epitelio normal, Neoplasia intraepitelial pancredtica (PanIN), adenocarcinoma
ductal de pancreas, metastasis.

Tabla 1.1.4. Progresion histoldgica del adenocarcinoma ductal de péncreas.[zgl

o Adenocarcinoma
Epitelio sin
. Panin-1A. Panin-1B. Panin-2. Panin-3. ductal de
alteracion. ‘
pancreas.
- Pocas células | - Células + Arquitectura | - Anormalidades | - Atipia - Crecimiento
cuboidales. elongadas. papilar. nucleares como nuclear invasivo.
- Capa celular | - Produccién agrandamientoy | severa. - Desmoplasia.
Unica. de mucina. pérdida de - Mitosis
polaridad. anormal.
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Fig. 1.1.4. Progresién genética de Adenocarcinoma ductal de péncreas.ml

Como concenso general, las neoplasias intraepiteliales pancreaticas son el punto clave donde
podria haber una cura para adenocarcinoma ductal pancreatico, sin embargo su diagndstico es
dificil ya que no presenta una sintomatologia que oriente al mismo. ?°!

Los genes fuertemente asociados con la progresién del adenocarcinoma ductal pancredtico y el
porcentaje en el que se han encontrado, son los siguientes:

Tabla 1.1.4.1. Genes asociados con la progresion histolégica del adenocarcinoma ductal de péncreas.[zg' 301
Gene. Localizacion. Alteracion. Porcentaje.
KRAS 12p Activacion. 90%
P16/CDKN2A 9p Inactivacién. 95%
TP53 17p Inactivacion. 75%
SMAD4 18q Inactivacion. 55%




1.1.5. Clasificacion de adenocarcinoma ductal de pancreas (TNM).

Tabla 1.1.4. Estadios de Adenocarcinoma ductal de pancreas de acuerdo a clasificacién por tumor,
nédulo y metéstasis (TNM).[3233]

Etapa O Carcinoma in situ Ninguno Ausentes
Etapa IA T1 Tumor < a 2cm y confinado a pancreas NO Ninguno MO Ausentes
Etapa IB T2 Tumor >2cm y confinado a pancreas NO Ninguno MO Ausentes
Etapa IIA T3 Extension mas alld de confines de  NO Ninguno MO Ausentes

pancreas sin infiltracion al tronco

celiaco o a la A. Mesentérica Superior

Etapa IIB Tl Tumor < 2cm y confinado al pancreas N1 Presentes MO Ausentes
T2 Tumor >2cm y confinado a pancreas N1 Presentes MO Ausentes
T3 Extension mas alld de confines de N1 Presentes MO Ausentes

pancreas sin infiltracion al tronco

celiaco ni a la A. Mesentérica Superior

Etapa lll T4 Infiltracién al tronco celiaco o a la A. NO Ausentes o MO Ausentes
Mesentérica Superior N1 presentes
Etapa IV T1aT4 Ya descrito NO Ausentes o M1 Presentes

N1 presentes



1.2. El gene KRAS.

A pesar de conocerse de muchas formas, su nombre referido en la mayoria de los articulos y bases
de datos (como Genecards.org) es "Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog"; pertenece a una

familia de genes conocidos como "ras", los cuales fueron identificados originalmente como
oncogenes en retrovirus de transformacidn agudas, en el caso de KRAS, en sarcoma de roedores,

de ahi su nombre.3%

Se localiza en el brazo corto del cromosoma 12, sub-banda 1 de la banda 12: 12p12.15%
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Figura 1.2. Localizacion del gene KRAS en el cromosoma 12.33]

1.2.1 Funcion.

Como ya se menciond, pertenece a la familia de protooncogenes ras, la cual incluye los genes H-
RAS y N-RAS. Estos genes codifican 4 GTPasas de pequefio tamafio que se localizan en cara interna
de membrana plasmadtica: H-Ras, N-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B; ésta ultima asociada de forma directa
con el transcrito de tejido pancreatico, son homdlogas entre si en casi 90% de su secuencia. Se
encargan de regular vias responsables en el crecimiento y proliferacién celular.3®!

K-Ras "Wild type" fluctua de un estado activo ligado a GTP, a un estado inactivo ligado a GDP; en
células quiescentes sin alteracidon se encuentra la mayor parte del tiempo ligado a GDP. Tras
estimulacién del factor de crecimiento, promueve la activacion del factor intercambiador de
nucledtido de guanina de ras (RasGEF) lo que conlleva a un estado K-Ras-GTP. El ciclo se termina
por la accién de proteinas Ras activadoras de GTPasa (RasGAPs), regresando a K-Ras a un estado



GDP inactivo. El cambio en un solo aminoacido en G12, G13 o Q61 deterioran la unién intrinseca
de GTP y la actividad hidrolitica de K-Ras, provocan también que la proteina sea insensible a la
estimulacion de GAP, favoreciendo la unién a GTP y una proteina K-Ras activa en el
adenocarcinoma ductal pancreéatico.[% 3132 37]

Normal cells PDAC cells

Ras W Ras
Pi GDP \ _~GTP Pi VA G°P GTP
Ras 4 R\'i
I as + *
GAP A GAP ) |
\
®¢ / \GDP N @ GDP

V

5 o
OOOQG Homeostasis @ Transformation

* =G12, G13, Q61 mutations

Fig. 1.2.1. Mecanismo GDP-GTP en células normales y con diagndstico adenocarcinoma ductal pancreético.[ao' 371

G12 continda siendo la mutacién con mayor frecuencia (98%), G13 y Q61 se logran encontrar con
menores frecuencias. Se han identificado ocho distintas sustituciones de aminoacidos en G12,
siendo G12D (Glicina reemplazada por Acido aspartico) la predominante. Es importante mencionar
qgue esta mutacién confiere peor prondstico asi como disminucidn en sobrevida de quienes la
presentan. (3739 40]



2. Justificacion.

Las mutaciones en el gene KRAS se encuentran en el 90-95% de todos los adenocarcinomas
pancredticos de poblaciones caucdsicas. En Latinoamérica se desconoce la frecuencia y el tipo de
mutaciones en el mismo, por lo que es indispensable estudiarlo en nuestra poblacién. El
conocimiento de estas mutaciones nos ayudard a comprender mejor la enfermedad en general y
en particular saber si podrian existir factores de riesgo diferentes en México asi como tener un
probable marcador para la deteccién oportuna de esta patologia.

3. Hipotesis.

Los pacientes mexicanos con adenocarcinoma ductal de pancreas presentaran una frecuencia
menor de mutaciones en el gene KRAS que en otras poblaciones.

4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

* Identificar las variantes/mutaciones del gene KRAS causantes de adenocarcinomas
pancredticos en pacientes mexicanos.

4.2. Objetivos especificos.



Determinar la frecuencia de mutaciones de KRAS en adenocarcinomas pancreaticos en
poblacién mexicana.

Correlacionar las mutaciones con el fenotipo de la cohorte estudiada.



5. Metodologia.

5.1. Seleccién de muestras.

Las muestras de tejido pancredtico se obtuvieron del "Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubirdn", de pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma ductal de pancreas.
Pertenecen al departamento de patologia por lo que muchos pacientes ya no se encontraban con
vida al momento de tenerlas y analizarlas. A dichas muestras de tejido fijado en formalina y
embebido en parafina (FFPE) se les realizd extraccion de ADN y se mantuvieron (junto con las
muestras de parafina) a -70°C en tubos de microcentrifuga Eppendorf® de 1.5ml. Del total de
muestras, 31 son adenocarcinoma ductal de pancreas, 3 adenocarcinoma de células acinares, 2
adenocarcinoma y una adenocarcinoma sin observarse tejido pancredtico; el estudio se realizd
finalmente con 22 muestras por material insuficiente de muestra en los bloques de parafina y por
cumplir con 2 criterios de exclusién.

5.1.1. Criterios de inclusion.

e Mayores de 21 afios.

e Diagnéstico de adenocarcinoma ductal de pancreas por patologia como tumor primario.
e No haber recibido ningln tipo de tratamiento para la neoplasia.

e No haber tenido algun diagnéstico previo de cualquier tipo de cancer.

e Reseccidén suficiente y en buenas condiciones de tejido pancredtico con adenocarcinoma.



5.1.2. Criterios de exclusion.

e Mala calidad y baja cantidad de ADN obtenido (Relacién 260/230).
e Celularidad tumoral de la biopsia < 40%.

5.2. Andlisis de fusidon de alta resolucion (High Resolution Melting; HRM).

Es un analisis post-PCR (Reaccion de la polimerasa en cadena por sus siglas en inglés; polymerase
chain reaction) tiempo real en el que se comparan curvas de disociacién de las cadenas de ADN. Se
dio a conocer en 19971 y desde ese entonces se han mejorado los reactivos para hacer de este
analisis una herramienta de laboratorio mas eficaz. Una ventaja que posee es el utilizar el
amplicén directamente para pruebas distintas (por ejemplo, secuenciacidon Sanger).

Fundamento de la técnica.

Después de la amplificacion mediante PCR tiempo real, este método sigue por sistemas dpticos y
en intervalos de 2s (aproximadamente) la pérdida en la fluorescencia por la liberacién de un
colorante saturante unido a duplex de ADN, el cual es denaturado al aumentar la temperatura, lo
que genera curvas de fusion caracteristicas de temperatura VS fluorescencia.

Tras realizar esto, el software de andlisis define la temperatura de fusidn (melting temperature;
Tm) de un producto de PCR como el punto de inflexidon de la curva de fusién mediante cdlculos
logaritmicos con el fin de visualizarla mas claramente. Es una medida util para visualizar la pureza
del producto de PCR debido a que los dimeros de cebadores y otros productos de PCR no
especificos pueden verse en los datos en crudo que se obtienen en un inicio.

Es un método en tubo que brinda una ventaja mayor ya que el analisis se realiza inmediatamente
después de la amplificacién lo que evita el cruce de productos de PCR. Tiene un gran potencial
para la deteccién rdpida y barata en las variaciones de la secuencia de ADN.



Procedimiento para genotipificacion mediante HRM.

La técnica requiere controles para basarse en ellos y asi poder genotipificar las muestras; dichos
controles fueron lineas celulares con mutaciones homocigotas "wild-type" y heterocigotas en el
gene KRAS.

- Cultivo celular.

Se utilizaron tres tipos distintos de lineas celulares de acuerdo a la mutacién que presentan: BxPC3
(wild-type), CFPAC-I (heterocigoto) y CRL-5895 (homocigoto).

e BXPC3.
Organismo: Homo sapiens.
Tejido: Pancreatico.
Enfermedad: Adenocarcinoma.
Edad: 61 afios.
Género: Femenino.
Tipo celular: Epitelial.
Propiedades de crecimiento: Adherencia.
Crecimiento en medio RPMI-1640 modificado para contener 2 mM L-glutamina, 10 mM HEPES,
1mM piruvato de sodio, 4500 mg/L glucosa, y 1500 mg/L bicarbonato de sodio.

e CFPAC-I
Organismo: Homo sapiens.
Tejido: Pancredtico; proveniente de metdstasis de higado.
Enfermedad: Adenocarcinoma ductal de pancreas, fibrosis quistica.
Edad: 26 afios.
Género: Masculino.
Tipo celular: Epitelial.
Propiedades de crecimiento: Adherencia.
Crecimiento en medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) que contiene 4 mM L-
glutamina, 4500 mg/L glucosa, and 1500 mg/L bicarbonato de sodio.

e CRL-5895.
Organismo: Homo sapiens.
Tejido: Pulmonar; proveniente de metdastasis de pleura.
Enfermedad: Adenocarcinoma grado IV.



Edad: 50 afios.

Género: Masculino.

Tipo celular: Epitelial.

Propiedades de crecimiento: Adherencia.

Para su crecimiento utiliza medio RPMI-1640 modificado para contener 2 mM L-glutamina, 10 mM
HEPES, 1 mM piruvato de sodio, 4500 mg/L glucosa, y 1500 mg/L bicarbonato de sodio.

Los medios se suplementaron con 10% de suero fetal bovino (SFB). Se incubaron a una
temperatura de 37°C en una atmésfera con 5% de CO2 (v/v).

5.2.1 Extraccidon de ADN.

Se realiz6 extraccion de ADN mediante QlAamp DNA Mini Kit (250) de la marca Qiagen® de las

lineas celulares al tener una confluencia celular 60-80% en cajas de Petri de 90mm de diametro,
éstas se ocuparon para curva estandar.

5.2.2. Cuantificaciéon y calidad del ADN.

Tras extraccién del ADN, se realizdé cuantificacién de las muestras mediante espectrofotdmetro de

la marca Thermo Scientific™ NanoDrop® ND-1000. Obteniendo lecturas medias de 260/280=2.15
y 260/230=1.8.

Tras extraccion de ADN gendmico en esas lineas celulares, se realizé el experimento con HRM para
generar la curva estandar que nos identificaria las muestras.



5.2.3. Seleccién de oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos empleados fueron los
5'TGTAAAACGACGGCCAGTTTATAAGGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3'
5'CAGGAAACAGCTATGACCTGAATTAGCTGTATCGTCAAGGCACT-3".

Las letras negritas refieren las secuencias M13.

Anadlisis de fusidn de alta resolucion (High Resolution Melting; HRM).

Para realizar el estudio de HRM, se cuenta con el siguiente equipo:

e Se utiliza QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System de Applied Biosystems™.

siguientes:
y

e Asicomo el programa para PC QuantStudio™ Software V1.3—for QuantStudio™ 6 and 7

Flex and ViiA™ 7 Real-Time PCR Systems de Applied Biosystems™.

e Placas de 384 pozos: MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate with Barcode de Applied

Biosystems™.

e Film adhesivo: MicroAmp® Optical Adhesive Film de Applied Biosystems™.

e Reactivo MeltDoctor™ HRM Master Mix de Applied Biosystems™.

Cada pozo de la placa estd constituido por:

Melt Doctor Master Mix 10ul

Primer Forward 0.5 ul

Primer Reverse 0.5 ul

Agua bidestilada Aqui  depende la
concentracion del

ADNg ADN (deben  ser
20ng/ul) ya que el
total de agua y ADN
deben ser 20pl.




Las indicaciones de analisis para PCR y HRM son:

HRM Stage
PCR Stage O
Hald Stags Number of Cycles: 40 o]
® Continuos:
95°C 95°C 95°C 95°C
10:00 1.6°C/s 00:10 00:15
1.6°C/S 16°C/s 16°C/s
72°C
60°C Tec/s 00:20 1.6°C/s 60°C 0.025°C/s 60°C
00:10 =] 01:00 el 00:15
25°
Step1 Step 1 Step 2 Step 3 Step 1 Step 2 Step 3 (Dissociation) Step 4




6. Resultados.

En primer lugar estandarizamos la técnica de “derretimiento” (melting) de alta resolucion HRM,
utilizando un equipo QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System. Como se describié en Material y
Métodos, esta técnica estd basada en la pequefia diferencia que se presenta en el momento del
derretimiento entre secuencias que se complementan perfectamente (por ejemplo AA:TT o
GG:CC) sobre las que no se complementan (por ejemplo AT:TT o GC:CC). Es por ello que los
productos de PCR generados se someten a calentamiento hasta lograr la separacién de las hebras
utilizando intervalos muy pequeiios de temperatura. Es importante utilizar asimismo controles de
especificos para lograr una comparacién directa.

Para iniciar con este punto, utilizamos oligonucledtidos que amplifican una regién pequeina del
gene KRAS en la que se encuentran la gran mayoria de las mutaciones reportadas en el cancer de
pancreas

5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGTTGG-3"
3’-GAACACCATCAACCTCGACAACC-5'
5'-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGATGG-3"
3'-GAACACCATCAACCTCGACTACC-5'

KRAS G12V (G>T)

KRAS G12D (G>A)

Fig. 6.1. Localizacion de KRAS oncogénico, substitucion de un solo nucledtido (.35 G >T and c.35 G > A)
resultando en substituciones G12V y G12D.

El fragmento amplificado es de 189 pares de bases y cubre las mutaciones que dan lugar a la
alteraciones denominadas KRAS G12V, G12D, G12R, G12C y G12A, en las que se sustituyen
aminodcidos especificos en la posicién 12 de la proteina.

Una grafica de derretimiento adecuada muestra implica convertir los datos crudos a una grafica
analisis diferencial, que permite, mediante una transformacién en la que los valores se sustraen de
la referencia (tipicamente un control silvestre), obtener las diferencias de una manera que se
visualizan mucho mejor y permiten distinguir las variantes.

Como se muestra en la Figura 5.1, nuestro primer experimento mostré una adecuada curva de
amplificacién. Sin embargo, los controles no fueron debidamente asignados por el algoritmo y una



de las lineas celulares estaba repetida como "homocigota" para la mutaciéon por lo que al
momento de genotipificar, las graficas eran semejantes.
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Fig. 6.2. Experimento 1. Grafica representativa de HRM, muestra al wild-type (rojo) y dos lineas
celulares (variant 1y 2) como heterocigotas para la mutacién.



Con el fin de avanzar en la estandarizacién, utilizamos dos lineas celulares con un estatus homo y
heterocigoto en KRAS. Estas fueron la linea CFPAC, que presenta una mutacioén heterocigota G>Ty
la linea CRL5895 con una mutacidon homocigota G>C
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Fig. 6.3. Diferencia en curvas de HRM para cada tipo celular. Estandarizacion.

Como se muestra en la Figura 5.2, en esta ocasidn la amplificacién y derretimiento fueron
exitosos, obteniendo curvas caracteristicas de HRM, en donde es posible distinguir claramente los
amplicones con KRAS con mutaciones heterocigotas y homocigoctas, ademas del control silvestre.
En concordancia con los resultados visuales, el algoritmo propietario del equipo de HRM nos
mostré que las muestras fueron genotipificadas adecuadamente (Fig. 5.3).

Sample MNa... Target Ma... Task Dyes Variant Call
WT HRM UMKNOWN MELTDOCTO... ControbWT
wT HRM UNKNOWM MELTDOCTO... WT
WT HRM UNMKNOWWM MELTDOCTO... WT
wWT HRM UNKNOWM MELTDOCTO... WT

HRM NTC MELTDOCTO...
CRL5895 Homao HRM LUMKNOWN MELTDOCTO... ControlCRLS895 Homo
CRL5895 Homao HRM UMNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo
CRL5895 Homo HRM UMKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo
CRL5895 Homo HRM UNKNOWM MELTDOCTO... CRL5895 Homo

HRM NTC MELTDOCTO...
CFPAC Hetero HRM LUMKNOWM MELTDOCTO... Control-CFPAC Hetero
CFPAC Hetero HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CFPAC Hetero
CFPAC Hetero HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CFPAC Hetero
CFPAC Hetero HRM UMKNOWN MELTDOCTO... CFPAC Hetero

HRM NTC MELTDOCTO...

Fig. 6.4. Curva estandar, genotipificacion.



El cancer es una enfermedad gendmica de alta complejidad, en la que coexisten diversas clonas
celulares, productos de una “microevolucidn” mediante la cual las células poseen ventajas
selectivas y suelen dominar a la poblacién celular, por lo menos hasta que una nueva clona surja.
Estas clonas suelen tener un patrén de mutaciones diferente, dado a que uno de los principales
mecanismos de progresion del cancer son las mutaciones de novo que se producen durante el
proceso. Esto, aunado a la presencia de otros tipos celulares propios del estroma tumoral, como
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos, etc., hacen que una mutacién especifica no se
encuentre en el 100% de las células. En el caso particular del cancer de pancreas, esta situacion es
aun peor, dado a que se conoce que este tipo de tumores presenta una reaccion “desmoplastica”
con una gran cantidad de estroma. Es por ello que, tras obtener una genotipificacion adecuada,
decidimos realizar un tercer experimento simulando lo que sucede en una muestra de tejido
tumoral donde no solo existen células tumorales, también células proinflamatorias e incluso tejido
sano.

Para este fin mezclamos 25% de ADN de ambas lineas celulares que presentan la mutacién con
75% de la linea con KRAS silvestre.

Desafortunadamente, el resultado mostré curvas diferentes a las obtenidas en la estandarizacion
ya que algunas muestras no fueron genotipificadas correctamente (Fig. 5.4 y Fig. 5.5). En las
muestras en donde se realizd la mezcla se obtuvo una genotipificacion en la cual solo
correspondian 2 de los 3 triplicados de cada linea celular (es importante mencionar que cada
muestra se corre por triplicado con el fin de tener un analisis mas robusto). Esto podria deberse a
varias causas, entre ellas el equipo o problemas de pipeteo.
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Fig. 6.5. Curva estandar del experimento No.3. Se observan muestras no genotipificadas.



Sample Na... | Target Na... | Task Dyes Variant Call

Hetero 75%  HRM UNKNOWN MELTDOCTO... ControlHetero 75%

Hetern 75%  HRM UNKNOWN MELTDOCTO... Hetero 75%

Hetero 75%  HRM UNKNOWN MELTDOCTDO... Hetero 75%

Hetero 75%  HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homa
HRM NTC MELTDOCTO...

Homo 75% HRM UNKNOWN MELTDOCTO... ControlHomo 75%

Homo 75% HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo

Homo 75% HRM UNKNOWN MELTDOCTO... variant2

Homo 75% HRM UNKNOWN MELTDOCTDO... CRL5885 Homo
HRM NTC MELTDOCTO...

Fig. 6.6. Resultados experimento No. 3. Se muestra una genotipificacion
no concordante con muestras.

Con el fin de verificar si alguna de estas razones era la causante de la falta de reproducibilidad,
realizamos una nueva estandarizacién para "FAST PCR" en placas de 96 pozos.

En los préximos experimentos (5to, 6to y 7mo) se utilizd esta version de PCR asi como las placas
mencionadas pero ninguno de estos experimentos mostraron resultados satisfactorios y en
ninguno de ellos se pudo establecer el genotipo correcto de las lineas celulares. En el caso del
experimento No. 5 que se realizd para corroborar la estandarizacién, no se obtuvo una
genotipificacién adecuada ya que se obtenian muestras de la curva como variantes (semejante a
los resultados del experimento No. 4).

En el sexto experimento se realizd curva estandar junto con 3 muestras de pacientes (de las que ya
se conocia el tipo de mutacion) para saber cdmo se comportaria la curva con las muestras. Se
obtuvo una genotipificacion adecuada solo en una de las muestras de pacientes, sin embargo, la
curva estdndar seguia siendo un problema y aun con cambios en temperatura no resultaba
adecuada. En el caso del séptimo experimento incluia solamente la curva estdndar, no pudo
genotipificarse e incluso algunos pozos no poseian amplificacién.

Tras varios meses de ensayo y error, decidimos continuar con el analisis HRM post-PCR placa de
384 pozos. Se corrid una placa para verificar nuestra curva estdndar, misma que no resultd
adecuada ya que en dos pozos de dos lineas celulares mostraron cambios en la genotipificacion.
Posteriormente, el experimento No. 9 fue realizado con dos placas, la primera con la curva
estandar solamente y la segunda contenia también muestras de lineas celulares colocadas al azar
con el fin de simular una genotipificacién adecuada que no fuese influenciada por la localizacidn
cercana a ciertas lineas celulares y/o sus controles.



Sample Na... | Target Na... | Task Dyes Variant Call

HRM UMKMOWN MELTDOCTO... ControbWwT
Muestral/ HRM UMKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo
Muestral/ HRM UMKMOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo
Muestral/f HRM UMKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo

HRM NTC MELTDOCTO...

HRM UMKMOWN MELTDOCTO... ControlCFPAC Hetero
MuestraHt HRM UMKHOWN MELTDOCTO... variantl
MuestraHt HRM UIMKMOWN MELTDOCTO... CRL5895 Homo
MuestraHt HRM UMKMOWN MELTDOCTO... CFPAC Hetero

HRM NTC MELTDOCTO...

HRM UMKMOWN MELTDOCTO... Control-CRL5895 Homo
MuestraHm HRM UMKNOWN MELTDOCTO... variantl
MuestraHm HRM UMKMOWN MELTDOCTO... variant2
MuestraHm HRM UMKMNOWN MELTDOCTO... variant2

HRM NTC MELTDOCTO...

Fig. 6.7. Ejemplo de genotipificacién no concordante con muestra.

Los resultados fueron excelentes, en ambas placas la curva estandar fue adecuada y en el caso de
las muestras solo existié un pequefo error en las correspondientes a linea wild-type.

BXPC3W HRM UNKNOWN MELTDOCTO... variantl
BXPC3WW HRM UNKNOWN MELTDOCTO... WT
BXPC3W HRM  UNKNOWN MELTDOCTO... WT
HRM NTC MELTDOCTO...
CM1Htro HRM UNKMOWM MELTDOCTO... CFPAC Het...
CM1Htro HRM UNKNOWN ~ MELTDOCTO... CFPAC Het...
CM1Htro HRM UNKNOWN  MELTDOCTO... CFPAC Het...
HRM MTC

CRHmo HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 H...

CRHmo HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 H...

CRHmo HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 H
HRM NTC MELTDOCTO.

Fig. 6.8. Experimento 9. Genotipificacién adecuada de curva estandar (izquierda). Genotipificacién de lineas celulares
como muestras (derecha).

Los experimentos 12 y 13 se corrieron en fechas distintas, sin embargo, ambos con resultados
semejantes a los que presentd el experimento 11 asi como amplificacién en controles negativos.

Sample Na... | Target Na... | Task Dyes Variant ...
HRM UNKNOWHN MELTDOCTO... ControbWT
Muestraiv HRM UNKNOWN MELTDOCTO... WT
Muestraiy HRM UNKNOWH MELTDOCTO... WT
Muestral HRM UNKNOWHN MELTDOCTO... WT
HRM NTC MELTDOCTO...
HRM UNKNOWN MELTDOCTO... ControkCF...
MuestraHt HRM UNKNOWH MELTDOCTO... CFPAC Het...
MuestraHt HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CFPAC Het...
MuestraHt HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CFPAC Het...
HRM NTC MELTDOCTO...
Fig. 6.9. Experimento 13. Se muestran
HRM UNKNOWHN MELTDOCTO... ControkCR... cambios en lineas celulares, CRL5895
MuestraHm HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRL5895 H... ]
MuestraHm  HRM UNKNOWN MELTDOCTO... CRLS895 H... no corresponde con control WT (Wild-
MuestraHm HRM UNKNOWHN MELTDOCTO... CRL5895 H...
HRM NTC MELTDOCTO... Tvpe).




Debido a la falta de reproducibilidad, decidimos cambiar de estrategia y utilizar secuenciacion
Sanger, que, aunque menos sensible, sigue siendo el estandar de oro utilizado para detectar
mutaciones puntuales en diversos tumores. Para este fin de manera inicial utilizamos las lineas
celulares previamente usadas en los ensayos de HRM. Utilizamos oligonucledtidos con la misma
secuencia que la utilizada en el caso de los ensayos de HRM. Después de amplificados se realizé la
secuenciacién capilar utilizando la plataforma de Illumina. Los electroferogramas fueron
analizados usando el programa 4 peaks que nos permite realizar el “llamado” de bases a partir de
los electroferogramas. Como se muestra en las Figuras 6.10, 6.11 y 6.12 la secuenciacion mostré
los picos esperados y el llamado de las bases coincide con lo reportado para estas lineas celulares.

- Estos son algunos de los electroferogramas resultantes.

Muestras sin mutacion para el gene KRAS (WT).

Pan037

Pan037F WT Pan037R

WT WT

m

C GpeancC A CIC G . C T

G C T GHESEENGRGIC G T

Fig. 6.10. Electroferogramas de secuenciacidn por Sanger. Hebra directa (forward, imagen izquierda) y hebra inversa
(reverse, imagen derecha) de la muestra Pan037; no se observa mutacidn al ser Wild type.



Pan061T F WT Pan061T R

Fig. 6.11. Electroferogramas de secuenciacién por Sanger. Hebra directa (forward, imagen izquierda) y hebra inversa
(reverse, imagen derecha) de la muestra Pan061; no se observa mutacion al ser Wild type.

Muestras con mutacion para el gene KRAS.
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Fig. 6.12. Electroferogramas de secuenciacién por Sanger. Hebra directa (forward, imagen izquierda) y hebra inversa
(reverse, imagen derecha) de la muestra Pan039; las flechas muestran cambio de G/A.
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Fig. 7.3. Electroferogramas de secuenciacion por Sanger. Hebra directa (forward, imagen izquierda) y hebra inversa
(reverse, imagen derecha) de la muestra Pan067; las flechas muestran cambio de G/A.



Posterior al analisis de la secuenciacion e incluso repitiendo el estudio en muestras con baja
calidad o donde existia duda de la presencia de mutacidn, se obtuvieron las siguientes frecuencias
(Tabla 7).

Tabla 7. Mutaciones de KRAS obtenidas en 22 muestras de pacientes mexicanos con diagndstico
de adenocarcinoma ductal de pancreas. Método Secuenciacion Sanger.

Muestra (n=22) Secuencia Tipo de mutacion
Pan001 GGTGG WT
Pan003 GGTGG WT
Pan022 GGTGG WT
Pan030 GGTGG WT
Pan036 GGTGG WT
Pan037 GGTGG WT
Pan038 GTTGG G12v
Pan039 GATGG G12D
Pan040 GATGG G12D
Pan041 GGTGG WT
Pan042 GGTGG WT
Pan056 GGTGG WT
Pan058 GTTGG G12v
Pan061 GGTGG WT
Pan062 GGTGG WT
Pan063 GTTGG G12v
Pan065 GTTGG G12v
Pan066 GTTGG G12v
Pan067 GATGG G12D
Pan068 GGTGG WT
Pan069 GTTGG G12v
Pan070 GTTGG G12V

De manera muy interesante, encontramos que 12 (54.5%) de las 22 muestras tenian el fenotipo
silvestre de KRAS, mientras que 10 (45.6%) el fenotipo mutado. De este ultimo la mayoria tuvieron
la mutacion G12V (7 muestras/31.8%) y el resto G12D (3 muestras/13.6%) (Tabla 7.1)



Tabla 7.1. Frecuencias de mutaciones de KRAS de 22 muestras de pacientes mexicanos con diagndstico de
adenocarcinoma ductal de pancreas. Método Secuenciacion Sanger.

Secuencia Mutacion Frecuencia (%)
GGTGG Wild Type (WT) 12 (54.5)
GATGG G12D 3(13.6)
GTTGG G12v 7 (31.8)




7. Discusion.

Se ha estudiado el gene KRAS en muchas poblaciones, sin embargo no en paises latinoamericanos.
En poblacién caucasica existe una frecuencia de mutacidn de este gene hasta del 95%; en 2015 un
estudio realizado en Pennsylvania revel6 una frecuencia de mutacion del 92% de los pacientes con
diagnodstico de adenocarcinoma ductal de pancreas. % 3% En otras poblaciones se han encontrado
frecuencias menores de este gene para esta patologia como es el caso de la poblacién francesa
que presenta una frecuencia de 67%!*?. La poblacidon coreana es quien presenta la menor
frecuencia de presentacién de este gene con un 47.2%M“Y y es en ese mismo estudio donde
reportan frecuencias de otras poblaciones, llegando a la conclusién de que la poblacién asiatica
(en general) presenta una baja frecuencia.

Hasta ahora, la Unica mutacidn en KRAS asociada a un peor prondstico es G12D; los pacientes
presentan menor respuesta a tratamiento (quimioterapia) asi como disminucién en Ia
sobrevida.l*”!

El resto de las mutaciones no juegan un papel importante en el estadio de la enfermedad, asi
como tratamiento ni prondstico. Sin embargo, todas las mutaciones en este residuo se consideran
como la alteracidon mas importante en la génesis tumoral, por su frecuencia.

En el torrente sanguineo, las células con mutacién en KRAS se destruyen en menos de 24h con una
efectividad del 99%, sin embargo, esta mutacion particular se asocia con inmunosupresidn
localizada en el tumor. Es mas, existen modelos matemadticos donde se demuestra que para crear
un ambiente idéneo en el tumor y proceder a una metdstasis, el gene conductor no
necesariamente debe ser KRAS pero es fundamental se encuentre mutado para continuar con el
proceso de carcinogénesis mencionado en esta tesis; es decir; en el modelo de progresién
genética del adenocarcinoma ductal de pancreas no es necesaria la via mencionada pero los genes
asociados deben estar presentes y KRAS continua siendo indispensable para la progresion y
metdstasis. "]

La heterogeneidad tumoral, es decir las diferentes variedades tumorales en cada paciente dificulta
el tratamiento de esta patologia. Esto es debido a que la progresion de la enfermedad estd
determinada por los genes conductores especificos, como se ha demostrado para la alteracién de
KRAS especifica G12D. Esto mismo puede suceder con la existencia de mutaciones en otros genes
relevantes que pueden dar resistencia o hacer un tumor mas agresivo. Esta es una de las razones
mas importantes para continuar con estudios en amerindios, no se cuenta con informacion
relacionada al genotipo/fenotipo de esta etnia y se sabe que dependiendo el gene conductor se
puede iniciar tratamiento con quimioterapéuticos especificos o quiridrgico. Desafortunadamente,
hasta el momento los estudios solo se basan en un solo gene conductor.3% 4"

En el presente proyecto pretendimos realizar el andlisis de mutaciones de KRAS mediante una
técnica novedosa (HRM) que permite, utilizando la diferencia de “derretimiento” (melting) del



ADN entre hebras complementarias perfectas versus hebras complementarias con bases no
hibridadas o diferente composiciéon de bases. Se ha reportado que esta técnica es mas sensible
que la secuenciacion directa por Sanger, dada la capacidad de los nuevos equipos de fluorescencia
para detectar cambios muy pequenos causados por diferencias menores de 1 grado en
temperatura. Sin embargo, aunque pudimos estandarizar la técnica, notamos que, por lo menos
en nuestras manos, no es reproducible. Bajo condiciones estandar, es decir, usando ADN en el
cual la mutacién se encuentra en el 100% de las hebras de ADN (o por lo menos en 50% de las
mismas en el caso de muestras con heterocigocidad), la técnica demuestra una gran
reproducibilidad. Sin embargo, cuando se diluye el ADN comenzamos a tener muestras que no se
comportan como se esperaba. Las razones de este comportamiento pueden ser varias, como
problemas en la homogeneidad de la placa de calentamiento, problemas en el software, baja
calidad de ADN o problemas en el pipeteo. Dado a que el equipo realiza rutinariamente
cuantificacién de expresidn sin problemas, y las muestras con hetero u homocigocidad perfecta no
presentan problema, asumimos que nuestra dificultad podria deberse a la baja calidad del ADN,
problemas en el pipeteo o ambas. Aunque no se excluye, los problemas en el pipeteo no se
observaron en el caso de las muestras de lineas celulares, lo que sefialaria que el principal
problema seria la calidad del ADN. Dado a que este ADN fue extraido de muestras de parafina, la
calidad de ADN no es la mejor y no es posible mejorarla. Este material de archivo no fue procesado
pensando en la recuperacién de acidos nucléicos posteriores, por lo que muchas veces no es
posible amplificar ADN adecuadamente. Esto, sumado a posibles inexactidudes en el pipeteo
podria ser la causa de la falta de reproducibilidad de la técnica en nuestras manos. Una solucién
para este problema seria realizar el estudio en muestras en fresco o, por lo menos, en muestras de
muy reciente inclusion, con el fin de mejorar la calidad de ADN.

Con el fin de avanzar en la comprobacién de nuestra hipdtesis, decidimos por ende realizar
secuenciacién capilar (Sanger) utilizando oligonucledtidos similares a los utilizados en el caso de la
técnica de HRM. En este caso fue posible realizar la técnica en 22 muestras. Con el fin de tener una
doble validacién, realizamos la secuenciacién en ambos extremos (derecha o 5’ e izquierda o 3’).
De manera muy interesante, encontramos que 12 (54.5%) de las 22 muestras tenian el fenotipo
silvestre de KRAS, mientras que 10 (45.6%) el fenotipo mutado. De este Ultimo la mayoria tuvieron
la mutacién G12V (7 muestras/31.8%) y el resto G12D (3 muestras/13.6%). Es importante destacar
que la frecuencia de mutaciones de KRAS en pacientes mexicanos, de acuerdo a nuestro estudio es
de 45.5%, menor que la poblacidn coreana y mucho menor que la reportada en poblaciones
caucasicas, en las que por lo general se encuentra por arriba del 90%.

De manera interesante también encontramos diferencias en el tipo de mutacién encontrada.
Como mencioné, la mutacion G12V fue mas frecuente (7 muestras/31.8%) y el resto G12D (3
muestras/13.6%). Esto difiere del porcentaje reportado en la literatura, siendo la mutacion G12D
la mds frecuente (35%), seguida por G12V (24%) (datos derivados de Cosmic
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). La razén de esto podria estar relacionada con las causas de

las diferencias en las frecuencias globales de KRAS en la poblacién mexicana.



No conocemos las posibles razones que determinan las diferencias en las alteraciones halladas. Sin
embargo, podemos hipotetizar que existen dos posibilidades. La primera es la probable existencia
de diferencias en los factores de riesgo para esta neoplasia en nuestro pais. No existen
practicamente estudios en poblacidn latinoamericana que hayan estudiado factores de riesgo
ambientales para esta neoplasia, por lo que no conocemos diferencias en las mismas. No existe
reportes de mayor prevalencia de alcoholismo, por ejemplo, en poblacién mexicana. Uno de los
factores podria ser la obesidad, aunque las diferencias poblacionales dificilmente explicarian los
datos, dado a que la prevalencia de obesidad en los Estados Unidos no difiere significativamente
de la mexicana. Finalmente, cabe todavia la posibilidad de la existencia de factores aun
desconocidos no puede ser excluida. La segunda posibilidad es la genética. Dado a que se conocen
diferencias en la prevalencia de variantes gendmicas que inciden en la prevalencia de factores de
riesgo, esta podria ser una posible explicacién para las diferencias. Por ejemplo, se conoce que hay
una mayor prevalencia de hipertrigliceridemia en poblaciéon mestiza*? causada por varios
polimorfismos de un solo nucledtido como el caso de los genes APOA5, ANGPTL4 y TIMDA.

Serd necesario realizar estudios mas amplios para poder elucidar las razones para estas
diferencias.

Estos resultados resaltan la importancia de estudiar las diferencias genotipicas poblacionales, con
la finalidad de descubrir algin factor genético o ambiental que esté provocando esto. De esta
forma, se podrian desarrollar herramientas para un diagndstico temprano, un tratamiento dirigido
y personalizado asi como un prondstico mas favorable para el adenocarcinoma pancreatico.
Desafortunadamente, en nuestro pais no se cuenta con una amplia investigacién en esta
patologia, de hecho, los datos que se presentan en el rubro de epidemiologia son obtenidos de
diversas fuentes como GLOBOCAN, mas recientes que INEGI. Al no ser una patologia con alta
incidencia, a diferencia del cancer de mama, es dificil obtener informacion nacional.

El presente estudio es un inicio para continuar investigaciones relacionadas a esta patologia,
siendo uno de los primeros en dirigirse a genes relacionados a la misma y aun con problemas en la
metodologia, una poblacién de estudio pequeia, podemos hacer un estimado de la frecuencia en
la misma, es importante la asociacidn genotipo/ fenotipo de nuestra poblacién, en especial por el
indice de fatalidad tan elevado que presenta y al no existir mayor informaciéon en nuestra
poblacién de estudio.



8. Conclusiones.

e La frecuencia de mutacién del gene KRAS para poblacién mexicana es menor comparada
con otras poblaciones, en particular la caucasica, alrededor del 92% al 45.4%.

e En nuestras manos, la técnica de HRM resulté poco reproducible, siendo la secuenciacion
Sanger una mejor opcion.

e Esindispensable ampliar el grupo de estudio para validar los datos con el fin de fortalecer
la frecuencia encontrada en este trabajo.
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