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RESUMEN

El cancer de pancreas es la séptima causa de mortalidad por cancer en paises industrializados y se
clasifica como una neoplasia maligna intratable. El adenocarcinoma pancreatico (AP) es el mas
prevalente con 85% de los casos con 458.918 nuevos casos y 432.242 muertes en el 2018. Varios
estudios han identificado genes asociados a susceptibilidad familiar pero también a AP esporadico, por
tanto se hace necesario el reconocimiento de caracteristicas basicas sobre dichos genes que faciliten su
exploracion y asociacion. Con el propdsito de ampliar el conocimiento molecular de la enfermedad,
este estudio explord los principales genes asociados a AP mediante una estrategia bioinformatica, la
cual incluy6 el uso de bases de datos gendémicas como; Cosmic-Cancer, MalaCards y OMIM para la
obtencion de los genes; y las bases de datos UCSC Genome browser, GeneCards, MalaCards, OMIM,
Variation Viewer y String, para definir sus caracteristicas. Se utilizaron herramientas propias y de
servicio web para el procesamiento de datos. Se relacion¢ la tasa de mutabilidad de los genes teniendo
en cuenta sus caracteristicas estructurales y contenido de variantes. Entre los genes mas contrastantes
se encuentran; ERG (mas grande), ATRX (mas exones), BRCA2 (mas variantes deletéreas) y en
particular el gen CDKN2A el cual tiene el menor nimero de exones, con una densidad de variantes
deletéreas significativa, lo cual permite proponerlo como un factor determinante en AP.

Palabras clave: Pancreas, adenocarcinoma, variacion genética, variacion estructura génica, biologia
computacional.

ABSTRACT

Pancreatic cancer is the seventh leading cause of cancer death in industrialized countries and it is
classified as an untreatable malignancy. Pancreatic adenocarcinoma (PA) is the most prevalent with
85% of cases with 458,918 new cases and 432,242 deaths in 2018. Several studies have identified
genes associated with family susceptibility but also sporadic PA due to this, recognition of basic
characteristics on these genes is necessary to facilitate their exploration and association. In order
to expand the molecular knowledge of the disease, this study explored the main genes associated
with PA through a bioinformatics strategy, which included the use of genomic databases such as;
Cosmic-Cancer, MalaCards and OMIM to obtain genes; and the UCSC Genome browser, GeneCards,
MalaCards, OMIM, Variation Viewer and String databases to define their characteristics. Own tools
and web service tools were used for data processing. This study related the mutability rate of genes
taking into account their structural characteristics and content of variants. The most contrasting
genes were; ERG (larger), ATRX (more exons), BRCA2 (more deleterious variants) and in particular
the CDKN2A gene which has the lowest number of exons, with a significant density of deleterious
variants, which allows it to be proposed as a determinant factor in PA.

Key words: Pancreas, adenocarcinoma, genetic variation, genomic structural variation, computational
biology.
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INTRODUCCION

El cancer de pancreas se divide en dos principales tipos de
neoplasias; el adenocarcinoma de pancreas (AP) y el tumor neu-
roendocrino pancreatico (TNP). EI AP se origina en las glandulas
exocrinas del pancreas y representa el 85% de los casos; cuenta
con un pobre pronostico de supervivencia ya que el 24% de los
afectados sobreviven el primer afo y el 9% durante los siguientes
cinco afios.! Lo anterior se debe, a que solo el 20% de los pacien-
tes son diagnosticados en una etapa temprana de la enfermedad.
Asimismo, se conoce que la tasa de incidencia de esta neoplasia
puede verse influenciada por factores de riesgo tanto modificables
como no modificables.”

El cancer de pancreas, es una de las principales causas de morta-
lidad en paises industrializados y se clasifica como una neoplasia
maligna intratable.* Seglin las estimaciones realizadas por GLO-
BOCAN 2018, el cancer de pancreas es la onceava neoplasia
mas comun a nivel mundial, contando con 458,918 nuevos casos
y 432.242 muertes, las cuales representan el 4,5% de todas las
defunciones por cancer en el 2018.1 La incidencia del cancer de
pancreas por 100.000 personas fue mayor en Europa y América
del Norte con 7,7 y 7,6 respectivamente, seguida de Oceania 6,4
y Africa 2.2. Adicionalmente, se identifico que este tipo de neo-
plasia es mas comtn en hombres que en mujeres."* Asimismo,
las tasas de mortalidad para el 2018 por 100.000 personas, en
Europa Occidental fue de 7,6, en Europa Central y oriental fue de
7,3, seguidas de Europa del Norte y América del Norte con 6,5.!

Desde el punto de vista molecular, se ha logrado identificar di-
versas mutaciones de caracter deletéreo (variacion deletérea) y
defectos en la reparacion del ADN, que han favorecido la investi-
gacion para el desarrollo de nuevos tratamientos mas especificos.’
Entre los genes establecidos de susceptibilidad familiar al cancer
de pancreas se incluyen los siguientes; BRCA2, ATM, PALB2,
CDKN2A, PRSS1, STK11,MLH1 y MASH23.513 Respecto al gen
BRCAZ2, este representa la mayor proporcion de causas conocidas
de AP hereditario,"!* seguido de este, se encuentran los genes ATM
y PALB2 en aproximadamente 2-3% de los casos. Las mutacio-
nes en los genes KRAS, TP53 y SMAD4 aumentan el riesgo de
desarrollar cancer de pancreas, al igual que las variaciones del
gen BRCAL el cual aumentan el riesgo general de 2 a 4 veces."®
Adicionalmente, por medio de la secuenciacion masiva se revelo
que en efecto las alteraciones en KRAS y TP53 se encuentran en
€1 90% de los casos.” Ademas han identificado variantes deletéreas
en otros genes de linea germinal como MSH?2 en pacientes con
formas aparentemente esporadicas de la enfermedad.®'

Finalmente, se destaca otra diversidad de genes que han sido
asociados a susceptibilidad al cancer de pancreas como; FAN-
CA, FANCC, FANCG, FANCL, ARID1A, RECQL4, XRCC2,
XRCC3, ERCC4, TERT, BAP1, BUBI, BUB3 y RNF43,8 lo
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cual muestra un espectro amplio de relaciones moleculares que
distorsionan la seleccion de marcadores especificos. En este sen-
tido, la caracterizacion de estos genes a partir de sus propiedades
intrinsecas es un ¢je clave dentro de la investigacion molecular de
cancer en general, y que ha sido explorado recientemente en estu-
dios de estructura génica, en donde se correlaciono el tamafio de
los genes del genoma humano con tejidos especificos, expresion
y variacion de los mismos, siendo genes de longitudes grandes
correlacionables con algunas rutas de cancer' o como la densidad
de repeticiones en el promotor agrupd genes especificos para tipos
de cancer.' Con base en lo anterior, y entendiendo la recurrente
necesidad de ampliar las descripciones de los genes asociados a
AP, el presente estudio propone una exploracion bioinformatica
de estos genes correlacionando sus caracteristicas estructurales
como tamaflo y nimero de exones, con la densidad de variantes
deletéreas o patogénicas.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de genes claves del adenocarcinoma de pancreas

Inicialmente, por medio de la base de datos Cosmic Cancer
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), especificamente por la
opcion Cancer Browser, se realizo una busqueda exhaustiva de
diferentes tipos de cancer. En la busqueda, se filtro el pancreas
como tipo de tejido y carcinoma como tipo histoldgico, para final-
mente identificar el adenocarcinoma de pancreas como el objetivo
de estudio. Adicionalmente, para obtener una identificacion mas a
fondo sobre los genes relacionados con la patologia, se utilizaron
las bases datos de Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/),
MalaCards (https://www.malacards.org/), y OMIM (https:/www.
omim.org/). Posteriormente, se determinaron las coordenadas
gendmicas en las que se encontraban dichos genes, por medio de
Genome Browser. Seguido a esto, se utilizé la herramienta Ge-
neCards (https://www.genecards.org/) para extraer la funcion de
los genes mas significativos seglin sus variaciones estructurales.

Descripcion estructural de los genes relacionados con el ade-
nocarcinoma de pancreas

Se realiz6 la descripcion estructural de los genes mediante la base
de datos Genome Browser y siguiendo las pautas de lopes et al'
y Tobar-Tosse'® Las variables estructurales que se tuvieron en
cuenta para este estudio fueron; el tamafio, nimero de exones, y la
cantidad de isoformas en cada gen, asi como el niimero de genes
relacionados con la enfermedad presentes en cada cromosoma.
Los datos obtenidos se consignaron en tablas, con lo que se realizo
un analisis para identificar los genes mas significativos de cada una
de las variables previamente mencionadas. Se definieron como
genes estructuralmente significativos aquellos con mayor y menor
tamafio, nimero de exones ¢ isoformas. Teniendo esto en cuenta,
se analizo si habia o no, una relacion lineal entre estas variables.
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Adicionalmente, mediante la base de datos Variation Viewer
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/), se identificaron
y analizaron los diferentes tipos de variantes deletéreas presentes
en los genes. Se tuvieron en cuenta las variantes de patogenicidad,
respuesta a medicamentos, presencia de deleciones, inserciones,
missense, nonsense, cantidad de stop lost y su frecuencia alélica
menor (MAF).

Analisis funcional de los genes de interés estructural y de
contenido de variantes

Las relaciones moleculares entre los genes se realizaron mediante
la base de datos String (https://string-db.org/), la cual incluyd
genes coexpresados, asociaciones bibliograficas, rutas metabo-
licas y demas categorias de relacion funcional. Los genes mas
significativos estructuralmente y por su variacion deletérea, fueron
ingresados por grupos a string para descripciones mas precisas.

RESULTADOS

Descripcion estructural de los genes relacionados con el ade-
nocarcinoma de pancreas

Dentro del presente estudio, mediante el uso de bases de datos
gendmicos, se reconocieron los genes implicados con el adeno-
carcinoma de pancreas; Genome Browser (https://genome.ucsc.
edu/) identifico 20 genes, mientras que MalaCards (https:/www.
malacards.org/) 10 y OMIM (https://www.omim.org/) 4 genes.
Con lo anterior, se logro generar un listado unificado de 29 genes
relacionados con la patologia. A partir de la busqueda realizada
en GeneCards (https://www.genecards.org/), no se encontrd un
gen especifico del tejido pancreatico, pues la gran mayoria de
estos estan implicados en diferentes procesos como: regulacion
del ciclo celular, procesos de apoptosis en multiples tejidos,
transduccion de sefales, remodelacion de cromatina, procesos
de supresion tumoral, reparacion del dafio al DNA y regulacion
de transcripcion génica (Tabla 1).

En segundo lugar, se llevo a cabo un analisis estructural de los
29 genes que identificamos, mediante la base de datos Genome
Browser. Se evidencio que el gen ERG es el de mayor tamafio y
HRAS el de menor, cada uno con 294.520 y 3324 pares de bases
respectivamente (Figura 1A) El analisis de exones mostré que
el gen ATRX es el que mas exones tiene (35 exones) seguido de
PTPRC (30 exones); CDKN2A es el gen con menor cantidad, con
tan solo 3 exones. (Figura 1B) En cuanto a el nimero de isoformas,
el gen TP53 presentd mayor niimero con 15 isoformas, seguido
de GNAS con 13; entre los genes con una sola isoforma se en-
cuentran; TET1, BRCA2, SMAD4, BRD3, PIK3CA, MAP2K2
y STK11 (Figura 1C) No se encontré una relacion lineal entre el
tamafo de un gen con el nimero de exones, se puede observar la
presencia de un gen de gran tamafio con poca cantidad de exones,

Tabla 1. Listado de genes y funcién.

Gen Funcion

IL7TR Desarrollo de linfocitos

KLF6 Activador transcripcional

BRCA2  Reparacion de ADN y/o recombinacion homologa

SMAD4  Transduccion de sefiales de atrofia e hipertrofia celular

STILL Desarrollo embrionario, crecimiento celular

BRD3 Remodelacion de cromatina, regulan transcripcion

ERG

Regulador de transcripcion

Activa cascadas de sefializacion involucradas en el cre-
cimiento celular, supervivencia, proliferacion, motilidad y
morfologia

PIK3CB

PTPRC  Activacion de células T a través del receptor antigénico

Regulacion transcripcional y remodelacién de la croma-

ATRX tina

CTNNB1

Via sefalizacion Wnt canonica

Regulacion del crecimiento y la estabilizacion de micro-

ERBB2 tubulos periféricos (MT)

MAP2K2 Activacion de quinasas

CDKN2A Supresor tumoral

En el analisis de los cromosomas relacionados, se evidencid
que el mayor nimero de genes implicados en el adenocarcinoma
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Figura 1. Caracteristicas estructurales. A. Tamafio de genes segun numero de pares de bases. En la figura se observa el tamafio
segun pares de bases de los genes asociados al adenocarcinoma pancreatico. Los genes de mayor y menor tamafio fueron ERG y
HRAS respectivamente. B. Niumero de exones de los genes estudiados. En esta figura se muestra la cantidad de exones presentes
en cada uno de los genes estudiados, se puede observar que ATRX cuenta con la mayor cantidad de estos, seguido de PTPRC cada
uno con 35 y 30 respectivamente, por otro lado CDKN2A presenta menor nimero de exones. C. Numero de isoformas de genes
estudiados. En esta figura se observa el nimero de isoformas de los genes relacionados con el adenocarcinoma de pancreas, en
la cual se observa que el TP53 tiene 15, siendo este el de mayor cantidad (15) seguido por el gen GNAS con 13 y ERG con 10. D.
Tamario de gen frente cantidad de exones. En esta figura se observa una comparacién entre el tamafio del gen frente al exén, en la
cual observamos que el gen ERG, el cual es el 142 gen en numero exones(12) es el de mayor tamafio (294520 pares de bases) vy el
gen ATRX, el cual tiene mayor numero de exones (35) le sigue en tamafio (281339 pares de bases).

de pancreas se encuentran en el cromosoma 17, el cual cuenta
con cuatro de los 29 genes que se analizaron. Adicionalmente,
es importante resaltar que dentro de las coordenadas génicas, se
encontraron cuatro RNA no codificantes: Gen MAP2K4 para
MIR744, CDKN2A para CDKN2A-DT, y GNAS para GNAS-
AS1 y LOC101927932, ubicados en sentido contrario al gen y
en algunos casos superpuestos.

Analisis del contenido de variantes de los genes relacionados
con el adenocarcinoma de pancreas

En tercer lugar, se indagd sobre los numeros, tipos y frecuencia
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de variantes de los genes implicados con el AP, mediante la base
de datos Variation Viewer. Lo anterior es fundamental para deter-
minar los genes con mayor tendencia a mutar o generar alteracion
celular. Dentro de este analisis, como se evidencia en la Tabla 2, se
destaca el gen BRCA2, un gen que codifica una proteina supresora
de tumores, el cual asocia a variantes altamente patogénicas, de
tipo nonsense y missense. Lo anterior, demuestra su relevancia con
el desarrollo de neoplasias, siendo el cancer de mama la patologia
mas relacionada con la alteracion de este gen. A diferencia de lo
anterior, el gen STILL es el gen con menor cantidad de variantes
patogénicas y el gen TWHAE se relaciona con menor nimero
de variantes de tipo nonsense y missense. Los genes BCORLI1 y
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Tabla 2. Contenido de variantes por gen

Stop MAF MAF MAF (0,01- MAF
(<0,005)  (0,005-0,01) 0,05) (>=0,05)

Dru . . .
9 Deletion Insertion Missense Nonsense

Genes Response Lost

Pathogenic

IL7R 41 0 95 51 380 19 1 686 40 67 97

KLF6 55 0 50 22 131 7 0 319 9 16 35

BRCA2 3086 2 1078 411 4570 837 4 2234 178 95 256

SMAD4 212 0 316 164 308 36 0 1513 89 100 62

STIL 12 0 371 226 823 18 1 1575 126 102 287

BRD3 57 1 235 87 470 7 1 1397 89 115 156

ERG 108 0 1301 554 295 5 1 8302 403 694 1207

PIK3CB 30 0 1047 458 504 12 2 4894 195 390 293

PTPRC 27 0 565 205 834 1" 2 3141 224 229 293

ATRX 244 0 930 318 943 20 0 5969 217 270 176

CTNNB1 67 0 258 113 331 27 0 1131 55 68 51

ERBB2 32 0 204 91 969 29 1 1125 58 58 43

MAP2K2 31 0 188 103 410 1 0 1357 66 89 105

CDKN2A 172 3 187 70 421 31 4 746 39 43 46

ERG se asocian con mayor cantidad de variantes de tipo delecion e
insercion respectivamente, mientras que el gen HRAS cuenta con
menor cantidad de este tipo de variantes. Los genes TP53, CDKN2
y BRCA2 presentan variantes de respuesta a medicamentos,

fenotipico, siendo el gen ATM el que incluye mayor cantidad. A
diferencia de esto, se evidenciaron diversos genes que contaban
con un menor numero de variantes Stop Lost, entre los cuales se
encuentran; BCOR, KLF6, TET1, SMAD4, MAP2K4, ARID2,
BCORLI1, SYK, DCTN1, ATRX, CTNNBI1, HRAS, MAP2K2

menor (MAF); MAF <0,005, MAF 0,005-0,01, MAF 0,01-0,05
y MAF >0,05, debido a que esta frecuencia poblacional indica

las variantes mas significativas; siendo los genes ERG y HRAS
los que en los rangos MAF evaluados, contaron con mayor y
menor cantidad de variantes respectivamente. Esto se evidencio
en todos los grupos de variantes analizadas, desde MAF < 0,005
hasta MAF >= 0,05 (Tabla 3.)

Analisis funcional de los genes de interés estructural y de
contenido de variantes

Se realizo6 un andlisis de los genes que se determinaron de mayor
importancia para el estudio en cuanto a su estructura y conteni-
do de variantes, la cual nos permitio correlacionar los genes de
mayor interés en el estudio desde sus reportes bibliograficos, co-
expresion, determinacion experimental y base de datos curados.
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Los genes relacionados por referencias de reportes bibliograficos,
co-expresion y determinacion experimental fueron BRCA2 con
TP53 y GNAS con HRAS y CDKN2A, ATRX con HRAS y
BRCAZ2. Por reportes bibliograficas, determinacion experimental
y bases de datos curados se relacionan CDKN2A con HRAS y
TP53. Solo por reportes bibliograficos se relacionan BRCA2 con
HRAS, CDKN2A; TP53 con GNAS, y también BRCA2 con
CDKN2A y HRA. Por referencias bibliograficas y determinacion
experimental ATRX se relaciona con CDKN2A. Este analisis
mostro que el gen ERG no presenta interacciones con otros genes.

DISCUSION

Tras caracterizar y analizar desde un contexto estructural, de
variabilidad y funcional, los genes de susceptibilidad del ade-
nocarcinoma de pancreas, se evidencié que la poca cantidad
de exones en el gen CDKN2A vy su alto contenido de variantes,
pueden representar un impacto significativo en la expresion de
dichas variantes patogénicas. Es decir que, pocos exones en el gen
aumentan la probabilidad de generar una proteina mutada. Este
supresor tumoral, codifica la proteina p16, la cual es un importante
regulador del ciclo celular, ya que evita la transicién prematura
de G1 a la fase S al inhibir las ciclinas.!” En contraste, los genes
ATRX y PTPRC cuentan con 35 y 30 exones respectivamente, por
tanto, si se llegara a presentar una variante en dichos genes, hay
mayor probabilidad de que la mutacion patogénica no se expre-
se, debido al corte y empalme de los exones.'® Adicionalmente,
otros estudios han evidenciado que el gen CDKN2A presenta
alta prevalencia de mutaciones patogénicas, de tipo missense, '
lo que aumenta atin mas la probabilidad de generar un proceso
aberrante que desencadene procesos patologicos. En contraste,
el gen mas grande ERG se muestra como un gen complejo pero
menos critico que CDKN2A, esto debido a que las variantes
patogénicas se distribuyen en todos los rangos de MAF (<0,005,
0,005-0,01, 0,01-0,05 y >0,05), lo que indica que su alto contenido
de variantes se distribuye de forma comun en la poblacion global
o con algunos pocos grupos especificos, como ha sido demostrado
en el cancer de prostata.?’ Bajo este contexto, definimos que los
genes ATRX, PTPRC y ERG, a pesar de ser considerados genes
de susceptibilidad al AP, no son los mas determinantes para la
patologia en relacion a la distribucion de variantes.

Adicionalmente, identificamos que BRCA2 es el gen que pre-
senta mayor cantidad de variantes altamente patogénicas de tipo
nonsense y missense, lo cual se soporta por multiples estudios
en AP; por ejemplo, en el estudio de Raphael et al*' se realizé un
analisis molecular de 150 muestras de adenocarcinoma ductal
pancreatico, el cual evidencié mutaciones patogénicas de linea
germinal en BRCA2 para el mayor nimero de pacientes. De
igual forma Zhen et al'” estudiaron mutaciones germinales en
los genes BRCA2, BRCA1, CDKN2A, PALB2 concluyendo que
las mutaciones patogénicas eran mas prevalentes en los genes
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Tabla 3. Agrupacion de genes por contenido de variantes

Menor
STIL

Mayor
BRCA2

Pathogenic

BCORL1

HRAS

Deletion

Missense BRCA2 TWHAE

BCOR,KLFG®,
TET1, SMAD4,
MAP2K4, ARID2,
BCORL1, SYK,
DCTN1, ATRX,
CTNNB1, HRAS,
MAP2K2, STK1

Stop Lost ATM

MAF (0.005-0.01) ERG HRAS

MAF (>= 0.05) ERG HRAS

BRCA2 y CDKN2A comparado con BRCA1 y PALB2, lo que
valida nuestro resultado.

Respecto a los tipos de mutaciones, nuestro estudio evidencio que
el gen BRCA?2 presentaba mayor nimero de variantes tipo non-
sense y missense. Sin embargo, otros estudios sobre poblaciones
especificas, mostraron que el gen CDKN2A presentaba mayor
numero de variantes missense,'® asi como los genes KRAS y
TP53.%2 Por otro lado, encontramos que los genes BCORL1 y ERG
presentaban mayor numero de deleciones e inserciones, respec-
tivamente. En contraste a lo anterior, hay estudios que presentan
a BRCA2, ATM y MSH2 como los genes con mayor niumero de
estas mutaciones.!”? La diferencia entre estos resultados se puede
explicar por el hecho que nuestro estudio tiene en cuenta bases
de datos globales, que incluyen todas las variantes reportadas en
multiples estudios. Otro contraste a nuestros hallazgos, se expone
en estudios de susceptibilidad al adenocarcinoma de pancreas
hereditario, en los cuales se identificaron variantes patogénicas
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en el gen ATM, y se definié como el inico gen con variantes
patogénicas significativas que se podia asociar al AP."* Sin
embargo, la alta mutabilidad del BRCA2 no podria ser excluida,
atn reconociendo su rol en multiples tipos de cancer.

Lo anterior evidencia que se han identificado multiples variaciones
deletéreas en diferentes genes relacionadas con el adenocarcinoma
pancreatico. Si bien se han descrito asociaciones estructurales
con rutas de cancer en general' no hay suficientes estudios que
analicen la variacion patogénica con respecto las caracteristicas
que se analizaron en este estudio. Si se tiene en cuenta la baja tasa
de deteccion temprana y el pobre prondstico de esta patologia,
reconocer los principales genes implicados con el AP presenta
un gran beneficio tanto preventivo, diagndstico y terapéutico,
dado que se podrian adoptar pruebas de deteccion y prevencion
temprana, asi como tratamientos personalizados lo que permiti-
ria realizar un manejo oportuno de la patologia aumentando la
supervivencia de la misma y mejorando pronoéstico del paciente.

CONCLUSIONES

El andlisis estructural y de variacion deletérea realizado en este
estudio, expone a los genes; ERG, CDKN2A, BRCA2, TP53,
HRAS y GNAS como determinantes en adenocarcinoma de pan-
creas, siendo CDKN2A el mas significativo por la sensibilidad
estructural reconocida en el numero de exones y su variacion
patogénica.
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