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TEST GNAS Y KRAS EN EL DIAGNOSTICO DE QUISTES PANCREATICOS

GNAS and KRAS test in the diagnosis of pancreatic cysts

% Carolina Ramirez!

¢ Hui Her Huang

Instituto de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional Arturo Jauretche

Resumen

Aunque muchos quistes, como pseudoquistes y quistadenomas serosos (SCA), tienen un curso
clinico benigno, otros, como neoplasmas mucinosos papilares intraductales (IPMN) y neoplasmas
quisticos mucinosos (MCN), representan lesiones precursoras del adenocarcinoma pancreatico
invasivo. La neoplasia mucinosa papilar intraductal del pancreas se caracteriza por una dilatacion
del conducto pancreatico principal y / o los conductos secundarios, produccion de mucina y
ausencia de estroma de tipo ovarico. Los sintomas son inespecificos y, en general, el diagnostico
es incidental. Debido a su riesgo de malignidad, se desarrollaron guias de consenso internacional
parala gestion de IPMN y MCN y se actualizaron recientemente. Estas pautas de manejo se basan
en la suposicion de que los quistes mucinosos se pueden distinguir con precision de otras lesiones
quisticas pancreaticas.A pesar de estas medidas, la distincion preoperatoria de quistes pancreaticos
entre si es dificil y, si es incorrecta, puede representar un riesgo significativo para la salud del
paciente. Estas pautas de manejo recomiendan el analisis del liquido del quiste en aquellos centros
con experiencia en ultrasonido endoscopico y aspiraciéon con aguja fina (EUS-FNA) e
interpretacidn citologica. El objetivo de este proyecto es analizar las caracteristicas moleculares
de los quistes pancreaticos utilizando el liquido pancreético obtenido por aspiracion en pacientes
del Hospital El Cruce para poder identificar marcadores genéticos prondsticos que ayuden a los

meédicos en la toma de decisiones.

Palabras claves: marcadores genéticos, cancer pancreatico, quistes

! (carolinavramirez@gmail.com)
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Abstract

Although many cysts, such as pseudocysts and serous cystadenomas (SCA), have a benign clinical
course, others, such as intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMN) and mucinous cystic
neoplasms (MCN), represent precursor lesions of invasive pancreatic adenocarcinoma.Intraductal
papillary mucinous papillary neoplasia of the pancreas is characterized by dilatation of the main

pancreatic duct and / or secondary ducts, production of mucin and absence of ovarian-type stroma.

The symptoms are non-specific and, in general, the diagnosis is incidental. Because of its risk of
malignancy, an international consensus guide for the management of IPMN and MCN has been
developed and updated recently. These management guidelines are based on the assumption that
mucinous cysts can be accurately distinguished from other pancreatic cystic lesions.Despite these
measures, the preoperative distinction of pancreatic cysts from each other is difficult and if it is
incorrect, it may represent a significant risk to the patient's health. These management guidelines
allowed the analysis of cyst fluid in centers with experience in endoscopic ultrasound and fine
needle aspiration (EUS-FNA) and cytological interpretation. The objective of this project is to
analyze the molecular characteristics of pancreatic cysts using pancreatic fluid obtained by
aspiration in patients from Hospital El Cruce in order to identify prognostic genetic markers that

help physicians make decisions.

Keywords: genetic markers, pancreatic cancer, cysts

Introduccion
Como consecuencia de la utilizacién de métodos por iméagenes con mayor resolucion,
como la tomografia computada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN), se ha

incrementado la deteccion incidental de quistes pancreaticos entre el 2 y 13 %.!1:12

Existen muchos tipos de quistes pancreaticos. Las lesiones quisticas del pancreas pueden
ser inflamatorias o proliferativas®. Diferenciar entre tumores premalignos de bajo y alto
riesgo es dificil y las consecuencias de perder la oportunidad de una reseccidn curativa en

los pacientes adecuados pueden ser devastadoras.

Para prevenir esto, muchos centros recomiendan la escision de rutina de todos los tumores

quisticos pancreaticos (PCT) sospechosos, exponiendo potencialmente a los pacientes
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conenfermedad benigna a los riesgos injustificables de una cirugia mayor. Los PCT
pueden clasificarse en tumores no mucinosos con potencial maligno insignificante, como
loscistoadenomas serosos (SCA) y aquellos con potencial maligno significativo, como
neoplasias mucinosas papilares intraductales (IPMN) y neoplasias quisticas mucinosas
(MCN). Los quistes mucinosos tienen el potencial de dar lugar a carcinoma in situ o
invasivo, a través de una secuencia de progresion hacia adenomacarcinoma. Por lo tanto,
la evaluacion de un PCT y un correcto diagnostico preoperatorio es crucial para la toma

de decisiones clinicas’.

La neoplasia papilar mucinosa intraductal del pancreas (IPMN) es un tumor epitelial en
forma de masa quistica que consiste en la dilatacion de conductos recubiertos por células
neoplasicasque presentan un patrén de crecimiento papilar y segrega abundante mucina.
Es distinto del adenocarcinoma pancreatico ductal, un tipo convencional de cancer de
pancreas que generalmente forma una masa solida y mal definida. IPMN es la segunda
neoplasia exocrina pancreatica mas comun y se estima que representa el 5% de los casos

quirurgicos de neoplasias pancreaticas®.

No existe un cuadro clinico caracteristico y la mayoria de los enfermos consultan por
sintomas inespecificos. Por esto, el diagnostico habitualmente se realiza en forma

incidental con estudios imagenologicos del abdomen’.

El tratamiento, en general, es quirargico. Esta conducta se basa en diferentes estudios que

muestran una progresion desde adenoma a adenocarcinoma'.

La operacion depende de la localizacion y extension de la enfermedad y el prondstico de
los pacientes depende fundamentalmente de la naturaleza de la lesion, siendo peor en los

tumores invasores.

También los pacientes con un tumor maligno derivado de una IPMN tienen mejor

pronéstico que los con un adenocarcinoma pancreatico clasico®.

Los pacientes con IPMN pueden experimentar sintomatologia tipo pancreatitis cronica o
agudapor obstruccién de los conductos debido al exceso de mucina producida, resultando
en destruccién acinar y atrofia, ictericia debido a la invasién del conducto biliar o
diseminacion y metéstasis hepatica. La IPMN puede presentarse como un tumor no
invasivo con diferentes grados de atipia 0 como un tumor avanzado asociado a carcinoma

invasivo®.
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El principal diagnoéstico diferencial es 1a neoplasia mucosa quistica del pancreas (NQM),
de la que se diferencia porque carece de estroma de tipo ovarico, existe comunicacion de
la dilatacion quistica con los conductos del pancreas, no presenta pseudocapsula y puede
existir compromiso multifocal. Esta distincion es muy importante ya que constituye un

factor prondstico’.

Dependiendo de las caracteristicas de las células que revisten los conductos, las IPMNs
se pueden dividir en: IPMN de tipo gastrico: Las células que revisten las papilas o la
dilatacion quistica son cilindricas altas, con abundante mucina apical, semejante a las
células foveolares gastricas. IPMN de tipo intestinal: posee papilas largas, villiformes,
paralelas, con células que contienen menor cantidad de mucina, pseudoestratificadas y
de nucleos alargados, a vecescon células caliciformes. IPMN de tipo pancreatobiliar:
con papilas complejas revestidas por células cuboideas, de nucleos redondos, que
recuerdan las neoplasias papilares de los conductos biliares. Es importante destacar que
en una IPMN puede haber una mezcla de estos tres tipos. Existen ademas otros dos tipos
de neoplasia intraductal pancreatica que representan variantesde la IPMN: la neoplasia

papilar intraductal oncocitica (NPIO) y la neoplasia intraductal tubular (NIT)?*.

El pronostico para los pacientes con IPMN asociado a carcinoma invasivo es de 27-60%
de sobrevida a 5 afios, dependiendo de la extension y el tipo histoldgico del componente
invasivo. Aunque estas caracteristicas distintivas y unicas son conocidas, los mecanismos
moleculares dedesarrollo y progresion de IPMN aun no estan del todo caracterizados lo
cual impide el desarrollo de marcadores moleculares o drogas dirigidas de utilidad para

la prevencion, diagnostico temprano y cura de esta enfermedad®.

En trabajos que estudiaron alteraciones moleculares en las IPMN se ha demostrado que
estas neoplasias con frecuencia portan mutaciones somaticas en el gen GNAS, que no
estan presentes en adenocarcinomas ductales pancreaticos ni otras neoplasias quisticas
del pancreas.

Estas mutaciones activantes recurrentes en el codon 201 de GNAS, resultan
principalmente en un cambio en la proteina de R201H o R201C, estan presentes tanto en
neoplasias de alto y bajo grado y también se suelen hallar en pequefios IPMNs

incipientes®”-%°.

El gen GNAS se encuentra en el brazo largo del cromosoma 20 (20q13.3) y codifica para

la proteina Gso de la proteina de sefializacion Gs. Las proteinas G son transductores de
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sefiales que median la union del receptor de ligandos a los sistemas mensajeros
intracelulares. La activacion de la adenilato ciclasa, una liasa que cataliza la conversion
de ATP a cAMP, esta bajo control de la estimulacion de Gs y de la inhibicion de Gi. El
cAMP se une a la protein-kinasa A dependiente de cAMP, activandola y en consecuencia

a la corriente descendente de cascadas de sefializacion.

Estas mutaciones, principalmente R201H y R201C, interrumpen la actividad hidrolitica
que intercambia la union guanosina trifosfato a guanosina difosfato y de esta manera
inactiva Gsa. Dicha disrupcion resulta en una activacion constitutiva de Gsa y por lo tanto

de la cascada de sefializacion downstream> °.

Se ha demostrado que las mutaciones en GNAS actian de forma cooperativa con las ya
conocidas mutaciones del gen KRAS (codones 12 y 13) en el desarrollo tumoral del

pancreas®.

Las mutaciones en GNAS se encuentran en IPMNs tipo intestinal (78%) seguidas de
IPMNs tipo gastrico (62%) en tanto que las mutaciones en KRAS se encuentran
principalmente en IPMNss tipo gastrico (80%) y adenocarcinomas pancreaticos (100%)>%.
Los IPMNs son los tnicos tumores con mutacion de ambos, KRAS y GNAS, es por esto
que el analisis molecular del contenido de los quistes pancreaticos es promisorio para
establecer biomarcadores de malignidad apropiados. También se sabe que existen al

menos 14 miRNAs asociados a IPMNs?.

Actualmente se necesita estratificar el diagndstico de quistes pancreaticos por su riesgo

de malignidad, para planificar la reseccion quirargica®.

Para ello se necesita un diagnostico integrado que incluya aspectos moleculares,
citolégicos y radioldgicos-imagenoldgicos, por ahora la citologia y bioquimica solas no

son capaces de subclasificar lesiones mucosas quisticas™ ®.

En este proyecto se plantea realizar una caracterizacién molecular de la poblacion de
pacientes con lesiones pancreaticas que son tratados en el Hospital el Cruce- HNK (HEC)
utilizando el liquido pancreatico obtenido por aspiracion en el Servicio de
Gastroenterologia. De manera que constituya una primera etapa en la busqueda de
marcadores moleculares y posterior desarrollo de herramientas diagnosticas que ayuden

al profesional de la salud a tomar decisiones quirirgicas con mayor certeza y mas
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beneficiosas para el paciente.

Metodologia:

Las muestras de liquido pancredtico se obtendran por aspiracion con aguja fina mediante
eco- endoscopia en el servicio de Gastroenterologia del HEC. Seguidamente se
realizard la extraccion de ADN gendmico a partir de 200 ul de fluido quistico utilizando

el kit QiaAmp DNA mini kit (Qiagen) y se cuantificara por espectrofotometria.

Se amplificaran las regiones especificas por PCR y luego las mutaciones seran detectadas

por secuenciacion y analisis de electroferogramas® 7.

Resultados

Se recolectaron muestras de 8 pacientes con quistes pancreaticos: para cada caso se tomo
muestra de liquido de quistes pancreaticos (LQ), biopsia de las paredes quisticas con una
micropinza Moray® y sangre periférica.Las muestras de LQ y biopsia se almacenaron a

-20°C hasta realizar la extraccion de ADN.

A partir de la muestra de sangre periférica se separd plasma y se guardd a -80°C, también
se guardd buffy coat (células de la capa leucocitaria). Ambos tipos de muestras se
guardaron en el Biobanco del CEMET con el fin complementar los resultados obtenidos.
Para ello a cada paciente se le impartié el consentimiento informado aprobado por el

Comité de Etica del Hospital el Cruce (HEC).

Se estandarizoé la extraccion de ADN gendmico de LQ y biopsia de pared usando el kit
QIAamp®de Qiagen, obteniendo concentraciones aceptables (entre 15 y 30 ug/ml) para

las técnicas de amplificacion que se realizaron downstream.

Para analizar el estado mutacional de los genes kras y gnas, se amplificaron 3 regiones
génicas, 2 que contienen a los codones 12 y 13 en el ex6n 2 y al codén 61 en el exon 3
del gen kras. Y también se amplifico la region que contiene al codon 208 que se

encuentra en el exén 4 delgen gnas.

Se realizo la puesta a punto de las 3 reacciones de amplificacién por PCR de punto final
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alcanzando resultados optimos para luego secuenciar (fig. 1).

9 10 1112 13 14 15 16

Analisis molecular KRAS y GNAS.

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa 2%
de las PCRs: kras exdn 2 (263 bp), kras exdén 3
(311 bp), gnas (271 bp), kras exdén 2 (214 bp
alternativa de secuencia) para muestras de
ADN de sangre periférica (ADN SP) y ADN LQ
respectivamente.

Calles arriba: 1, kras ex2 SP; 2, kras 2 LQ; 3,
control negativo (C-); 4 ladder 50; 5, kras ex3
SP; 6, kras 3 LQ; 7, C-

Calles abajo: 9, vacio; 10, gnas SP; 11, gnas LQ;
12, C-; 13, ladder 100; 14 kras exén 2 alt SP;
15, kras exén 2 alt LQ; 16, C-.

Se realizo extraccion de ADN de las muestras del liquido (Q) y tejido de la pared (B) de

quistes pancreaticos de 3 pacientes (numero 3, 4y 7): Q3, Q4 y Q7 corresponden al

analisis del liquido, y B3, B4 y B7 corresponden al estudio del tejido. Se amplificaron

3 regiones especificas por PCR y se secuenciaron por el método de Sanger.

Las secuencias obtenidas se compararon con una secuencia de referencia, es decir, que

no presenta mutaciones en las posiciones estudiadas, utilizando un software especifico.

Resultados del analisis molecular del paciente 3.

Resultado de las secuencias

Paciente 3

Interpretacion

Kras Codon 12

Secuencia normal: GGT

Secuencia paciente: ggt

No se detectan mutaciones.
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Kras Codon 13

Secuencia normal: GGC

Secuencia paciente: ggc

No se detectan mutaciones.

Kras Codon 61

Secuencia normal: CAA

Secuencia paciente: caa

No se detectan mutaciones.

Gnas Codon 201

Secuencia normal: CGT

Secuencia paciente: cgt

No se detectan mutaciones.

Resultados del analisis molecular del paciente 4.

Resultado de las secuencias

Paciente 4

Interpretacion

Kras Codon 12

Secuencia normal: GGT

Secuencia paciente: cgt

Se detecta mutacion

GI12R

en heterocigosis.

Kras Codon 13

Secuencia normal: GGC

Secuencia paciente: ggc

No se detectan mutaciones.
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Kras Codon 61
Secuencia normal: CAA No se detectan mutaciones.

Secuencia paciente: caa

Gnas Codon 201

Se detecta mutacion

Secuencia normal: CGT R12H
Secuencia paciente: cat en heterocigosis.

Cromatograma del paciente 4. Secuencias de GNAS, mutacion R201H (CGT — CAT).
La amplitud del pico verde, que representa la presencia del nucledtido A en la posicion
del G, es menor en la muestra de liquido de quiste con respecto a la muestra de biopsia

de la pared marcada con la linea negra.
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La amplituddel pico azul, que representa la presencia del nucleotido C en la posicién de G,
es menor en la muestra de liquido de quiste con respecto a la muestra de biopsia marcada

con la linea negra.
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Resultados del analisis molecular del paciente 7.

Resultado de las

secuenciasPaciente 7 Interpretacion

Kras Codon 12

Secuencia normal: GGT No se detectan mutaciones.

Secuencia paciente: ggt

Kras Codon 13

Secuencia normal: GGC No se detectan mutaciones.

Secuencia paciente: ggc
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Kras Codon 61
Se detecta mutacion Q61H
Secuencia normal: CAA
heterocigosis.
Secuencia paciente: cac

Gnas Codon 201

Se detecta mutacion R12H
Secuencia normal: CGT
heterocigosis.

Secuencia paciente: cat

Cromatogramas del paciente 7: Secuencias de GNAS con mutacion R201H

(CGT — CAT) marcada con la linea negra.
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Cromatogramas del paciente 7: Secuencias de KRAS con mutacion Q61H
(CAA — CAC). La amplitud del pico azul, que representa la presencia del nucledtido C
en la posicion de A, es menor en la muestra de liquido de quiste con respecto a la muestra

de biopsia marcada con la linea negra.
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Tabla 1. Resumen de los resultados del analisis molecular KRAS y GNAS de los

pacientes 3, 4 y7.

Muestra KRASZexén KRASsexén GNAS
Qs wt wt wt
B3 wt wt wt
Q4 G12R wt R12H
B4 G12R wt R12H
Q7 wt Q61H R12H
B7 wt Q61H R12H

Q3, Q4, Q7: anélisis molecular del
liquido de quistes de los pacientes
3,4y 7, respectivamente.

B3, B4, B7: andlisis molecular de la
biopsia de pared de los pacientes
3,4y 7, respectivamente.

wt: Wild type o variante normal,
sin mutacion.

Se realizo la amplificacion de todas las regiones a secuenciar en los 8 pacientes

reclutados, pero por cuestiones de presupuesto se enviaron a secuenciar las muestras de 3

pacientes.

Aunque solo se hizo el analisis molecular en 3 pacientes, en dos se detectaron
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mutaciones delos genes KRAS y GNAS confirmando el diagnostico de tumor quistico
mucinoso y TMPI tipo IL
El tercer paciente, se pudo confirmar que portaba una lesion benigna gracias a la

tipificacion molecular.

Durante el desarrollo, el proyecto se vio interrumpido el reclutamiento de pacientes ya
que se redujeron al minimo las solicitudes de ecoendoscopias en el servicio de
Gastroenterologia del Hospital el Cruce. Por otra parte la cotizacion tan volatil del délar
también tuvo un fuerte impacto en la proyeccién de las actividades ya que los insumos

médicos y de biologia molecular se presupuestan en esa moneda.

Recomendaciones o Discusion

El diagnoéstico de los quistes de pancreas es complejo y constituye un desafio clinico,
como consecuencia de la falta de un método de diagnostico estandar. Alcanzar un
diagnostico preciso es muy importante porque algunas lesiones presentan alto riesgo de
evolucionar a adenocarcinoma (como el cistoadenoma mucinoso y el TMPI). También se
pueden presentar lesiones que finalmente son tumores malignos con degeneracion

quistica como el adenocarcinoma con necrosis y el tumor neuroenddcrino quistico.

Dado que no existe un método con 100 % de sensibilidad y especificidad, y no todos los
quistestienen indicacion quirturgica, el diagndstico debe apoyarse en multiples estudios
que generalmente se solicitan en forma escalonada de menor a mayor complejidad. Los
estudios iniciales suelen ser la tomografia computada (TC) seguida por resonancia

magnética nuclear (RMN).

Cuando con estas técnicas no se alcanza un diagnéstico se sigue con la USE. En algunas
situaciones con solo el aspecto morfolédgico se puede realizar el diagnostico, sin embargo,
existe mucha superposicion en las caracteristicas de estos quistes de manera que en
muchos pacientes no se puede llegar a un diagnoéstico certero. Por consiguiente, la ventaja

de la USE es la posibilidad de punzar y aspirar el liquido para analizar posteriormente.

Aunque existen muchas limitaciones en la citologia del liquido por ser acelular o
hipocelular, el analisis de marcadores bioquimicos como el CEA, amilasa y glucosa

pueden contribuir al diagnostico.
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Lo novedoso de nuestro trabajo es la determinacion de mutaciones de los genes KRAS y
GNAS tanto en el liquido aspirado como en el tejido de la pared quistica biopsiada. La
presencia de mutaciones de estos genes hace diagnostico de los tumores quisticos
mucinosos. Analizando los electroferogramas observamos que la sefial de las mutaciones
es mas intensa en las muestras de biopsia que en el liquido de quiste. Esto sugiere que la
sensibilidad de la determinacion aumenta cuando se realiza la EUS-FNA con una pinza
Moray, sin embargo, tanto en liquido como en biopsia de pared de quiste se pueden

detectar las mutaciones.
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