eman ta zabal zazu

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Facultad de Medicinay Enfermeria

Cancer de Pancreas en el Hospital Universitario
Donostia: Resultados. Implicaciones del Factor
de Transcripcion SOX2

Xabier Arteaga Martin
Tesis doctoral
2020

(c) 2020 XABIER ARTEAGA MARTIN






Agradecimientos

Por muy individual y personal que pueda parecer la redaccion de una
tesis doctoral, seria imposible llevar a cabo este trabajo sin que muchas

personas hubieran colaborado con interés, opinion o trabajo.

En primer lugar queria agradecer a mis dos directores de tesis, la
Dra Marta Herreros Villanueva y el Dr Luis Bujanda de Pierola, tanto su buen
hacer a la hora de dirigir mi trabajo, como el apoyo que me han dado
durante los afios que he estado redactando esta tesis doctoral. No hubiera
salido adelante sin vuestra colaboracién y vuestro animo en esos momentos

en los que mi trabajo no progresaba.

Debo hacer una mencion especial a mi compafiero el Dr. Carlos
Placer Galan. El andlisis estadistico de los datos y la correccion de los
mismos, son un arduo trabajo que no hubiera sido posible sin tu
desinteresada colaboracion. Aunque el analisis estadistico sea un “hobby”

para ti, ha sido un apoyo fundamental en mi trabajo. Gracias.

Mis compaferos de seccién y de servicio han estado ahi, con sus
opiniones, correcciones o aportaciones. No puedo olvidar esas tardes en las
que han asumido una mayor carga de trabajo que me ha permitido dedicar

mas tiempo a finalizar esta tesis.

A mis padres. Gracias a su esfuerzo pude estudiar la carrera que me

llevé a poder dedicarme a mi vocacion que es este bonito trabajo.

Por ultimo, y no menos importantes, debo agradecer a mi familia por
todo este tiempo que les he quitado y que no he estado. Su entendimiento
ha sido la mayor participacion en este trabajo y la pasion por aprender que
me han contagiado mis hijas, una ilusién que me ha estimulado para intentar

mejorarlo. Gracias Belén. Mila esker Ainhoa eta Nagore.






ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

5-FU
AAS
ADM
ADC
ADN
AJCC
ARN
Art
ASA
ASCO
C-ADN
CEA
CEP
CP
CPRE
CSCs
DM
DFS
DPC
ECOG
EGF
EMT
FBS
FDA
FGF
FOLFIRINOX
GAP
GECA
Gemox
GTP
IARC
IGF-1
IMC
m-ARN
Mts
NIPM
NNAL
NNK
NQM
NQS
OMS
OR
OxLDL
PanIN
PC
PCR
PET-TC
RAMPS
RM

RR

Sd. FAMMM

5- Fluorouracilo

Acido Acetil Salicilico

Metaplasia Acino-Ductal.

Adenocarcinoma

Acido Desoxirribonucleico

American Joint Committee on Cancer

Acido Ribonucléico

Arteria

American Society of Anesthesiologists
American Society of Clinical Oncology

Acido Desoxirribonucleico Complementario
Antigeno Carcinoembrionario

Células Estrelladas Pancreaticas

Céancer de Pancreas

Colangio Pancreatografia Retrégrada Endoscoépica
Cancer Stem Cells

Diabetes Mellitus

Supervivencia Libre de Enfermedad o Disease Free Survival
Duodenopancreatectomia cefélica

Eastern Cooperative Oncology Group

Factor de Crecimiento Epidérmico
Epithelial-Mesenchymal transition

Suero Fetal Bovino

Food and Drug Administration

Factor de Crecimiento de Fibroblastos
5-Fluorouracilo+Leucovorin+Irinotecan+Oxaliplatino
GTPasa Activating Protein
Gemcitabina+Erlotinib+Capecitabina oral
Gemcitabina+Oxaliplatino

Guanosin Trifosfato

International Agency for Research on Cancer
Factor de Crecimiento Insulinico Tipo 1

indice de Masa Corporal

Acido Ribonucleico Mensajero

Metastasis

Neoplasias Intraductales Papilares Mucinosas
Metabolito del NNK

4-(methylnitroamino)-1-(3 pyridyl)-1 butanona
Neoplasias Quisticas Mucinosas

Neoplasia Quistica Serosa

Organizacién Mundial de la Salud

Odds Ratio

Lipoproteinas de Baja Densidad Oxidadas
Pancreatic Intraepithelial Neoplasm
Pancreatitis cronica

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Tomografia de Emision de Positrones-TC
Radical Antegrade Modular Pancreato-Splenectomy
Resonancia Magnética

Riesgo Relativo

Sindrome de Melanoma Familiar Atipico con Molas multiples



SLE
SOX2
STATS3
TC
TGF-B
TMA
TNFa
UBE
VEGF
Xeloda®

Supervivencia Libre de Enfermedad
Sex-Determining Region Y(SRY)-box2

Signal transduction and activation of transcription3
Tomografia computerizada

Transforming Growth Factor-beta

Tissue Microarray

Factor de Necrosis Tumoral a

Unidad de Bebida Estandar

Vascular Endothelial Growth Factor

Capecitabina oral



Indice






Tl {goTo [N T o310 ] s HNTUT T TR TP 25

I OF= T (ot o [ =T o] (o T 27
1.1. Epidemiologia y etiologia..........ooouuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 27
1.1.1. Incidencia 'y mortalidad..............cccooeeieeiiiiiiiiii e 27
O O = (o] (oo | = N UPEPPR T 28
a. Consumo de tabaco.........coouuuiiiiiii 28

b. Consumo de alCoNOl ..............uuuiiiiiiiiiiiii 29

C. Diabetes MellituS.........cooiviiiiiii e 31

0. ODESIA ... 32

€. Pancreatitis CrONICA.........ooouiiiei e 33

f. Cancer Pancredtico Familiar ...........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 35

g. Otros factores de MESUO ......coveeee e 35

1.2. TIPOS A€ tUMOIES .....coeeiieiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeenees 37
1.2.1. Adenocarcinoma de PANCIeas ..........ccvvvvvvvveeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 37
1.2.2. Otros tumores exocrinos de Pancreas ........ccccccvvvvvvvvevveeeveeeeeeeeennn, 38
2. Tratamiento del Adenocarcinoma de PANCreas...........cccceeeeeeeeeeeei e 38
2.1. Indicaciones de resecCiOn qQUINTIGICA ........cueeeeeeeiiiiiiiiieeeee e e e e esiiieeeeeeeans 38
2.2. Tratamiento quiMIOterapico SIStEMICO.........ccceviiiiiiiiiiiiiiiee e 41
2.2.1 Quimioterapia AdYUVANTE ........ccooeeeeiiiieeiiiie e 42
2.2.2. Quimioradioterapia AdYUVANTE .............uuuiimmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieianeees 44
2.2.3. Quimioterapia y radio-quimioterapia neo-adyuvante...................... 45
2.3. Tratamiento del dolor asociado al CP...........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 46
3. Modelos de desarrollo de CP .......coooeeeiiiiiiiee e e e 47
3.1. Neoplasias Pancreéticas Intraepiteliales (PanIN) .........c.ccccooiiviviiennnnn. 48
3.1.1. Clasificacién y nomenclatura de lesiones PanIN...............ccccccuuueen. 49
a. Epitelio pancredtico normal ... 49

b. Metaplasia @SCAMOSA ........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb bbb 49

c. PanIN-1A (Neoplasia pancreatica intraepitelial 1-A) ........cccccoeevvevnnnn.n. 49

d. PanIN-1B (Neoplasia pancreatica Intraepitelial 1-B) ...........ccccevvvnnnn. 50

e. PanIN-2 (Neoplasia pancreatica intraepitelial 2).............ccceevvvvevivnnnnnn. 50

f. PanIN-3 (Neoplasia pancreatica intraepitelial 3).............cccccveeeeneenn. 50
3.1.2. Caracteristicas inmunohiStOQUIMICAS...........uuvuurrvmemiiiiiiiiiiiiiiiiiiiianens 50
3.1.3. CaracteristiCas gENETICAS ........uuuuuururriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieebbb e 51
3.1.4. Relevancia Clinica de las lesiones PaniIN ............ccccccccuniniinnnnninnnnns 53
3.2. Neoplasias Intraductales Papilares Mucinosa (NIPM) .........cccccoeevieeennne 54
3.2.1. Histologia e inmunohiStoquimICa.............coeviieeeiiiiiiiiiii e 54

3.2.2. Patologia molecular y cambios genétiCos ..............evvvvvvvivinninnnnninnnnns 55



3.2.3. Relevancia clinica de 1a NIPM ... 55

3.2.4. Caracteristicas diferenciales de los PanINy NIPM ............ccccuueee. 56
3.3. Neoplasias Quisticas Mucinosas (NQM).......ccoooveeeeiiiiiiiiiiiiiee e, 57
3.3.1. Histologia e inmunohistoquimica. Cambios genéticos. .................... 58
3.3.2. Relevancia Clinica de 1as NQM. ..........ccoooiiiiiiiiieiiiiii e 58
3.3.3. Diagnadstico diferencial de lesiones quisticas pancreaticas.............. 59
4. Alteraciones geneéticas €N €1 CP .......ocueuiiiiiiiiiiiieee e 59
4.1.0NC00EN K-RAS . ... 59
4.2. Pérdida de la funcion del gen p16/CDKN2A/INK4AA Y ARF ...........ovveenn. 60
4.3. Pérdida de funcion supresora del gen p53.......ccooevviiiiiiiiiiiiieeeee e 60
4.4. Perdida de la funcion supresora del gen SMAD4/DPC4 y de la
sefal de TGF-Deta ..........uuiiiiii e 61
4.5. Mutacion del gen supresor LKBL/STKLL ... 61
4.6. Mutacion del gen supresor BRCA-2........oouiiiiiii e 62
4.7. Mutacion de los genes PRSS1 y SPINK1 o de pancreatitis familiar ....... 62
4.8. Mutacion del Gen PALB2............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieiinieesansrnannennnnnnnnennnnnnes 62
4.9. MUtacion del GEN ATM .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieree b 63
5. Cancer Stem Cells (CSCS) .ooviiiiiiieeeeeeeee e 63
B. SO e —————————— 67
HIPOTESIS v e 69
Material Y MELOTOS ...oovvveiiiiiee e 77
1. Seleccion de pacientes y disefio del eStudio ............euvvveeniiiiiiiiiiiiiiiiiianenns 79
2. Estudio in vitro de la presencia del SOX2 en CSC pancreaticas................... 82
2.1, INMUNONISTOQUIMICEA ...ttt 82
P O U111 o I o =1 1] - PSR 83
2.3. Proliferacion celular, ciclo celular y apoptoSiS........cccceevvviviiiiiiiiiieeeeeeeenns 83
2.4. Extraccion de RNAy PCR atiempo real........ccccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 84
2.5. ANAlISIS de Proteina..........ccooviiiiiiiiii 84
2.6. INMUNOFIUOIESCENCIA .....uuiiiee e 85
3. CONSIAEraCIONES BLICAS. .. .uuuuuiieeeeeeeeiiitiiii e e e e e e e eeeeae s e e e eeeeeeeasnnaaeeeeeeeeeennes 85
I = 10 1S O 11 ] (oo U 86
5. Analisis EStadiStiCO........ccooveieieiie e, 91
RESUITATOS ... e e e e e e eenanns 93
1. Caracteristicas de [0S PACIENTES .........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbi b 95
28 B F=To ] g T 151 i [oXo 1 = To o] (0T [ o o RPN 99
3. Diagnostico NiStOlOQICO .......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100

4. Estadiaje del CP al diagnNOStICO .......cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 101



5. Tratamiento del CANcer de PANCIEAS ........cou i 102

5.1. Caracteristicas clinicas de las 2 muestras de pacientes....................... 102

5.2. Caracteristicas de la muestra de pacientes intervenidos...................... 108

5.3. Complicaciones QUIFUIGICAS .....cceeeriiiuriiiiiieee e ettt e e e 110

5.6. Tratamiento quimioterapico adyuvante ...........cccceeveeeeiiieiiiiiiiinieeeeeeeennnns 112

5.7. Tratamiento quimioterapico paliativo ..............cceeevieeeeiiieiiiiiiie e, 113

5.8. Supervivencia libre de enfermedad ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiii 114

5.9, SUPEIVIVENCIA ...coeieeeiiiiie et e ettt s e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeennes 117

6. Expresion de SOX2 en el cancer de PANCIEAS.........ceeveeeeeieeeviviiiiieeeeeeeennans 120

D ST o] 017 o ] o [P 127
CONCIUSIONES ..o e e 141
Bibliografia .......coooviiiiiii 145






Indice de figuras y tablas






Figura 1: Modelo de progresion del cAncer panCreatiCo ............oovvveuvviiieeeeeeennnnne 49
Figura 2: Compendio de cambios moleculares durante el modelo de

ProgreSiON PanIN. ..........oiiiiii e 52
Figura 3 Microambiente tumoral del CP Imagen.........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 64
Figura 4: Modelo de cancer stem Cells (CSC).....uuuvviiiiiiiiiiiiiiiii e 65
Figura 5: Diagrama de decision del Comité de TUMOIES ..........ccovvviuviiiieeeeeeennnnnne 90
Figura 6. Diagrama de Flujo de descripcion de pacientes ............ccccvvveeeeeeeeennne 95
Figura 7: Curva de Kaplan Meyer de supervivencia libre de enfermedad

entre 10S pacientes INtEIVENITOS. .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 114
Figura 8: Curva de Kaplan Meyer de supervivencia libre de enfermedad

segun el grado de diferenciacion tumoral ............ccuvveiiiiieeiiiiiee e 116
Figura 9: Curvas de supervivencia Kaplan Meyer intervenidos y no

Y C=T VLT aTTe [ RTINS 118
Figura 10: Curva de supervivencia de Kaplan Meyer segun localizacion del

O SRR 119
Figura 11: Expresion de SOX2 en tejido pancreatico humano ...........ccccceeeeennne 120
Figura 12 : Expresion del SOX2 en lineas celulares de cancer pancreético

T 0= T 121
Figura 13: Efecto del bloqueo de SOX2.........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 122
Figura 14 : Regulacién de la proliferacion células de cancer de pancreas por
1@ ) SRR 123
Figura 15: ANALISIS ChIP ..o 124

Figura 16 : SOX2 es necesario para el mantenimiento de las propiedades
(0 L= F= T O8] SRR 126



Tabla 1: Clasificacién inmunohistoquimica NIPM con andlisis

inmunohistoquimico y el carcinoma invasivo originado.............cccvvvvvviiiiiieeeeeeeennns 55
Tabla 2. Primer usados para qRT-PCR.........cooooiiiiii 84
Tabla 3: Caracteristicas histologicas segun el grado de diferenciacion ................ 88
Tabla 4. Caracteristicas clinicas de 10S pacientes.............cccovvvvevviiiiiieeeeeeeeeiinn, 97
Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion del estadio

precoz o avanzado de la enfermedad .............cccoooiiiiiiiiiiiiii e 98
Tabla 6: Estadiaje al diagnostico de iCteriCia..........cuuuviiiiieeeiieiiiiie e 98
Tabla 7: Resultados ecograficos diagndsticos segun estadio...............ceeeeeeeeennn. 99
Tabla 8: Grado de diferenciacion del CP de la serie ..., 100
Tabla 9: Estadios por grupos de Pacientes ...........coeevvuveiiiiieeeeeeeeeiice e e e eeeeannns 101
Tabla 10: Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de su

pertenencia al grupo de no intervenidos o intervenidos. ............ccccevvvvvviieneeeennn. 103
Tabla 11: Localizacion del CP y frecuencia de ictericia............cccuuveeeeeeeeiiiiinnnee. 104
Tabla 12: Frecuencia de debut clinico con dolor y resecabilidad del CP ......... 104
Tabla 13: Clinica al diagnOstico por estadios .............uuveiiiieeeeiieieiiiiiiie e, 105
Tabla 14: Resultados de estudios diagndsticos en pacientes intervenidos y

[ TO IR T 1 (=T A V7T o 1T [0 S 106
Tabla 15: Causas de irresecabilidad ... 107
Tabla 16: Porcentaje de resecabilidad segun el grado de diferenciacion............ 107
Tabla 17: Frecuencias de utilizacion de técnicas paliativas. ..........cccccceeeviinnnneee. 109
Tabla 18: Tabla Cruzada de morbilidad, segun escala Clavien Dindo, e
)T aY/=T alodTo] g e (U] (U o o= TP 110
Tabla 19: Namero de reintervenciones segun la técnica quirdrgica.................... 111
Tabla 20: Esquemas de quimioterapia utilizados en adyuvancia........................ 112
Tabla 21: Supervivencia media en meses en pacientes no intervenidos

segun el tratamiento qUIMIOLEIAPICO .........cuvvviiiiieeeeieeece e e 113
Tabla 22: Media para el tiempo de supervivencia libre de enfermedad segun

= AN - (0] [0 To [ o= VAT PR 115
Tabla 23: Medias e Intervalos de confianza (I.C.) de la supervivencia en

pacientes no intervenidos € INTErVENIAOS ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 117

Tabla 24: Supervivencia segun la localizacién anatomica ..............cccceeeeeeeeeennnn, 118



Introduccion






1. Cancer de Pancreas

1.1. Epidemiologia y etiologia

1.1.1. Incidencia y mortalidad

El Cancer de Pancreas (CP) es uno de los tumores sélidos mas
agresivos y que independientemente del estado en el que se diagnostique
comporta un mal prondstico en todas las series descritas en los ultimos
afos. Teniendo en cuenta todos los estadios, la supervivencia global a los 5

afos del diagnéstico es inferior al 6%.

Aungue es variable segun las series consultadas, se estima que nivel
mundial en 2018 se diagnosticaron 458918 casos de cancer de pancreas, y
habria causado 432242 fallecimientos (1). El aumento de la incidencia a
nivel mundial resulta preocupante, teniendo en cuenta que en 2008 se
describieron unos 277000 nuevos casos 266000 fallecidos (2), siendo
considerado el cancer de pancreas la 72 causa de muerte por cancer a nivel

mundial (1).

Considerando separadamente los dos sexos, esta tipo de cancer es
la 82 causa de muerte en hombres y la 92 en mujeres, haciendo todo ello que
el cancer de pancreas sea el decimotercer cancer mas frecuente a nivel
mundial (3)(4), con una incidencia 30% mayor en hombres que en mujeres

(2), aunque otros estudios no hallan diferencias entre sexos (4).

Si se analizan los datos en relacién a la incidencia por edad, se
observa en las diferentes series, que la edad media de aparicion del cancer
de pancreas esta alrededor de la 72 década de la vida, siendo menos del
10% de los pacientes menores de 50 afos (2) incluyendo los pacientes con

predisposicion genética (5).

En cuanto al estudio de la incidencia segun la raza, se objetiva una

27



incidencia 50% mayor en la raza afroamericana si se compara con la raza

caucasiana (6).

1.1.2. Etiologia

Desde que se comenzd a conocer la incidencia y mortalidad del cancer
de pancreas, se han intentado buscar factores de riesgo directamente
relacionados con el desarrollo de la enfermedad. Consecuentemente,
diferentes habitos y/o factores han sido asociados y estudiados en relacion

al cancer de pancreas.

a. Consumo de tabaco

Multiples estudios epidemiolégicos (7-10), han demostrado una
relacion causal entre el habito tabaquico y el desarrollo del cancer de
pancreas y algunos casos se ha descrito una asociacién entre la intensidad

y la duracion del habito de consumo de cigarrillos (3,4).

El tabaco, tanto en el fumador activo como pasivo y el consumo de
tabaco no fumado son considerados carcinégenos del grupo 1 por la
International Agency for Research on Cancer (IARC) (11) siendo
identificado por Pandol et al. como factor de riesgo independiente para el
cancer de pancreas (2). El consumo de tabaco conlleva un aumento del

riesgo, pudiendo llegar a ser el doble, con respecto a los no fumadores.

El estudio epidemiolégico realizado por Duel et al. (9) describe un
aumento del riesgo de CP del 75% en pacientes fumadores activos con
respecto a los no fumadores, aumentando el riesgo un 1% por cada afio y
un 16% por cada década de habito tabaquico. El riesgo de los ex-fumadores
con respecto a los no fumadores segun diferentes estudios se iguala tras 15-

20 afios de abstinencia tabaquica (9,11).
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En cuanto al riesgo en fumadores pasivos, los datos existentes son
contradictorios y mientras que la correlacion es positiva en algunos estudios
(9) ésta no se confirma en otros, sobre todo cuando las fumadoras pasivas
son mujeres (11).

Ademas del consumo de tabaco en cigarrillos, no se debe olvidar el
consumo en pipa, puros y mascado, pero dado su bajo consumo no existen
estudios que demuestren relacion estadistica, siendo revisada esta relacion

en el estudio PanC4 sin obtener resultados relevantes (10).

En cuanto a los mecanismos carcinogénicos del tabaco, se han

descrito diferentes componentes, con diferente implicacion patolégica.

Asi, de todos ellos, las nitrosaminas son el carcinogénico mas
importante del humo del tabaco, siendo la 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1butanona (NNK) el componente con mayor capacidad
carcinogénica. El metabolito del NNK resultante del procesamiento por el Cit
P-450 (NNAL) es un potente carcinogénico animal y se ha demostrado que
produce mutaciones en puntos de activacién en genes como el KRAS, que
es el mas precoz y la alteracion genética mas comun en la progresion del
CP (9). Otros autores citados en el mismo trabajo no relacionan el tabaco
con la mutacién del KRAS, por lo que la lesion genémica del KRAS no

parece tener clara relacion con el tabaco.

b. Consumo de alcohol

Se han realizado diferentes y amplios estudios para intentar
demostrar una asociacion epidemiolégicamente significativa entre el

consumo de alcohol y el CP.

Varios autores han descrito un aumento del riesgo del CP en los
bebedores, en principio, de alta graduacion (2,9,12) habiendo relacién
entre el consumo de alcohol y tabaco, lo que en ocasiones puede

enmascarar la verdadera relacion epidemiologica (12).
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Citando el trabajo de Duell et al. (9), se estudian diferentes aspectos
segun la cantidad de alcohol ingerida diariamente asi como la relacion de la
cantidad con el sexo del paciente, sin evidenciar clara relacion. También
Lucenteforte et al (12) comparan los bebedores ocasionales y los diarios
(segun diferentes criterios) y no objetiva diferencias significativas en su
relacion con el CP.

Por otro lado, Duell et al. (9), citan el estudio de caso-control de
Gupta et al. en relacién al consumo de fin de semana (definido como el
consumo de 5 o mas bebidas en 1 episodio con 70 gr de alcohol
aproximadamente), que existe un riesgo 3,5 veces mayor de CP en
hombres que cumplen esos criterios, aumentando el riesgo con el nUmero
de bebidas tomadas en cada episodio. Ademas relaciona el consumo
intenso vy el de fin de semana con un aumento del riesgo de CP si son

fumadores activos.

El alcohol y su metabolito directo, el acetaldehido, estan
considerados como carcinogénicos Grado 1 por la International Agency for
Research on Cancer (IARC), sin encontrar una evidencia clara de la
presencia de agentes potencialmente beneficiosos (flavonoides y otros
polifenoles) (9).

El mecanismo de lesion directa del pancreas por el alcohol es debido
a la presencia de la enzima que metaboliza el alcohol (alcohol
deshidrogenasa) entre otras células, en las Células Estrelladas o stellate
cells del pancreas, directamente implicadas en la produccion de fibrosis en
las (PC) (9).

El acetaldehido, produce lesiones directas del DNA, genera radicales
libres o se fija directamente a proteinas reparadoras del DNA, generandose
cambios ante la proteccion ante genes carcinogénicos, estando el grado del
dafo producido en relacion directa con el grado de consumo de alcohol (9).
La no reparacion del dafio en el DNA y la reparacion defectuosa pueden

contribuir a la iniciacién de la tumorogenesis.

30



c. Diabetes mellitus

Se ha descrito una relacién epidemiologica en diferentes estudios
entre la diabetes melltus (DM) y el CP (13,14) siendo el riesgo
independiente de la localizacion geografica, sexo, consumo de alcohol, IMC

0 consumo de tabaco (13).

Los diferentes estudios consultados describen un aumento del riesgo
de CP en pacientes diagnosticados de DM tipo Il, incluido un meta-analisis
de 17 casos/control y 19 estudios de cohortes (13) que obtiene un Odds
Ratio (OR) de 1,82 (95%CI 1,66-1,89) o el meta-andlisis de Ben et al. (15)
gue describe un riesgo relativo (RR) de 1,94 (95%IC, 1,66-2,27), siendo este
aumento del riesgo mayor en DM de reciente aparicion (entre 2 y 5 afos
antes del diagnostico). Asi, autores como Ben et al. (15) llegan a afirmar
que la Diabetes Mellitus puede considerarse una manifestacion precoz de
CP.

En este sentido, diferentes autores han intentado relacionar
epidemiologicamente el momento de aparicion de la DM con el CP,
objetivandose una relacion significativa con la DM tipo Il de nueva aparicion
o DM new-onset. llles et al. (16) cita en su trabajo el metaandlisis de Huxley
et al. que demuestra que en la DM tipo Il de menos de 4 afios de evolucion
hay un riesgo 50% veces mayor de presentar un CP, comparado con los
pacientes con DM de mas de 5 afios de evolucion. Ademas llles et al,
demuestra en su trabajo prospectivo que la incidencia de CP en pacientes
con DM tipo Il new-onset (definida como DM tipo Il de menos de 36 meses
de evolucién) es 198,6 veces mayor que la poblacion normal, clasificando a
los pacientes con DM tipo Il new-onset como grupo de alto riesgo de
padecer CP. La etiologia de la aparicion de la DM, no esta clara, pero
autores como Lu et al. (17) defienden incluirlo como fendmeno
paraneoplasico relacionado con el CP por posibles productos secretados por

el tumor.
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d. Obesidad

La obesidad, que es considerada la epidemia del siglo XXI, adquiere
importancia en relacion al CP, dado el aumento de su incidencia a nivel de la

poblacién general.

Diferentes autores han realizado estudios epidemiolégicos para
intentar definir la relacion epidemiolégica entre la obesidad y el CP,

valorando diferentes datos antropométricos.

Entre ellos, cabe citar el meta-andlisis realizado por Larsson et al.
(18), en el que estudia la relacién entre el IMC y diferentes tipos de cancer,
como son el endometrial, mama en mujeres postmenopausicas, carcinoma
de células renales, colon, pancreas o esofago. Los autores concluyen que
un aumento de 5 kg/m? en el IMC se asocia a un incremento del riesgo de
sufrir un CP. Este aumento del riesgo de CP se relaciona con una
asociacion biolégica entre la obesidad, sobre todo la central, con la
intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia vy
desarrollo de DM tipo Il. Esta asociacion de la DM con el riesgo de CP en
diabéticos tipo Il de reciente diagnostico, es apoyada por otros estudios,
como ya hemos citado anteriormente (16,17).

En este mismo sentido, Bracci (19) describe, ademas, que el aumento
del riesgo de CP en pacientes obesos se relaciona con una aumento de
produccion de IGF (Insulin Growth Factor) que junto al aumento del
produccion de insulina, favorecen el crecimiento de las células tumorales.
Ademas el tejido adiposo produce leptina y adiponectina, las cuales
aumentan el namero de macréfagos y la produccion de, entre otras
interleuquinas, factor de necrosis tumoral a (TNFa) e IL-6, favoreciendo la
actividad inflamatoria crénica, aumentando la angiogénesis y la proliferacion

celular y produciendo una disminucién de la apoptosis celular.

Por otro lado, se han descrito diferentes carcinogénicos, como las
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aminas heterociclicas, relacionadas con dietas no-equilibradas (presentes
sobre todo en carne frita 0 asada a alta temperatura, conservas y algunos

vegetales y/o granos) (19).

Por el contrario, el mantenimiento de una actividad fisica habitual
moderada se ha asociado a un aumento de citoquinas anti-inflamatorias,
aumento de la actividad de las células Natural-Killer, aumento de la actividad
de reparacion del DNA, alteracion de la sensibilidad a la insulina y reduce
la angiogénesis tumoral, por lo que ademas de disminuir el IMC también

ejerce un efecto protector contra lesiones tumorales.

Autores como Genkinger et al. (20) o Arsland et al. (21) comparan
individuos con diferentes IMC u otras medidas antropométricas, concluyendo
qgue el riesgo de CP aumenta en relacion a la obesidad, siendo este riesgo

mayor cuanto mas precoz es la instauracion de la obesidad (20).

e. Pancreatitis Cronica

La relacion entre PCy CP estd ampliamente descrita por varios
autores en diferentes estudios epidemiolégicos (2,3,22,23), llegando a

describir hasta una incidencia 3 veces mayor (22).

Pero trabajos como el de Talamini et al. (23) han tratado de analizar
la relacion epidemioldgica de la PC y el CP en un seguimiento de 10 afios.
En el estudio se describe un aumento de CP en pacientes diagnosticados de
PC cuando se ha asociado el habito tabaquico. Con estos hallazgos,
concluye que la degeneracion a CP del pancreas enfermo con PC puede

depender de varios factores ademas de la inflamacién crénica.

Pandol et al. (2) describe la relacion del CP con la PC asociada o no
al alcohol y héabito tabaquico, y los pasos para la progresion a CP de las
células pancreaticas en el contexto del estimulo por parte de las células

estrelladas pancreaticas.
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Las células estrelladas pancreéaticas son las responsables de la
reaccion desmoplasica tanto en la PC como en el CP. Estas células
estrelladas, que normalmente se localizan en el espacio peri-acinar, se
encuentran en estado quiescente con un bajo indice de proliferacion y de
produccion de matriz extracelular y citoquinas. Cuando estas células se
activan (estableciendo un estado conocido como estado miofibroblastico)
migran y comienzan a producir gran cantidad de proteinas de matriz
extracelular, citoquinas y factores de crecimiento , y durante la enfermedad
estas células mantienen su estado activado a través de la exposicion a
citoquinas, factores de crecimiento y proteinas de la matriz extracelular
probablemente producidas por células acinares, células cancerigenas,
células inflamatorias, plaquetas, células endoteliales y las propias células

estrelladas.

Uno de los factores que se ha descrito que pueden activar a las
células estrelladas es el alcohol y sus metabolitos, principalmente el
acetaldehido, no asi el tabaco. Ademas el abuso de alcohol se asocia con él
de los niveles circulatorios de lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(OXLDL) y TNFa, este ultimo también aumentado su produccion desde los
macréfagos del tejido adiposo de los pacientes con aumento del IMC,
teniendo ambos efectos potenciales en la activacion de las células

estrelladas.

Pandol et al., ademas, describieron el potencial mecanismo por el
cual la desmoplasia promueve las células tumorales a través de la accion
directa de las proteinas de la matriz extracelular (laminina y fibronectina) y
los factores de crecimiento producidos por las células estrelladas (IGF-1)
gue promueven la supervivencia de la célula pancreética tumoral y su

crecimiento por activacion intracelular.

Estos hallazgos revelan la relacion simbidtica entre las células
pancredticas cancerigenas y las células estrelladas pancreaticas,

favoreciendo la velocidad de crecimiento y las posibles metastasis.
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A su vez las células estrelladas tienen una importante relacion en la
progresion del CP en las lesiones PanIN (Pancreatic Intraepithelial
Neoplasm), en las que se aprecia una marcada reaccion desmoplasica con
depdsito de colageno, favoreciendo la evolucion de las lesiones PanIN a
CP.

f. Cancer Pancreatico Familiar

Diferentes estudios epidemioldgicos han descrito una tendencia a la

agregacion familiar de pacientes con CP.

Silverman et al. (24) en su estudio epidemioldgico publicado el afio
1999, describe el aumento del riesgo con un odds ratio de hasta 3,2 (IC 1,8-
5,6) en pacientes con historia familiar de CP. Ademas, el riesgo de CP con
agregacion familiar aumenta hasta 5 veces mas si se asocia el habito
tabaquico de larga duracion (>20 afios), con un OR de 5,3 (IC 2,1-13,4).

Olson et al. (25) realiza un andlisis de diferentes enfermedades
hereditarias y/o alteraciones genéticas que se relacionan con el CP
hereditario, siendo especialmente caracteristico el cancer pancreatico
familiar, descrito como la predisposicion inherente a sufrir CP en familiares
de primer y segundo grado, todo ello en ausencia de susceptibilidad
genética conocida, calculdndose su incidencia en aproximadamente entre el
5-10%, variando el riesgo segun el numero y grado de la relacion familiar.
Ademas nos describe someramente las diferentes enfermedades
hereditarias con relacion conocida con el CP que pasaremos a citar en un

capitulo dedicado a las alteraciones genéticas relacionadas con el CP.

g. Otros factores de riesgo

Dentro de los multiples estudios epidemiologicos realizados en
relacion al CP, se han analizado diferentes factores, que aunque presentan
una correlacién con la enfermedad, esta es poco significativa, aunque cabe
citarlos en este trabajo.
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Asi, entre ellos se encuentra la infeccidbn por Helicobacter pylori
descrita por Trikudanathan et al. (26) o la reduccion del riesgo de CP con la
toma de Acido Acetil salicilico (AAS) de larga duracién descrita por Bradley
et al. (27,28).

Ademas se ha estudiado a nivel epidemiolégico la influencia del grupo
sanguineo, por ejemplo por Wolpin et al. (29) concluyendo que los grupos
A, AB y B tienen mayor riesgo de CP que el grupo O, siendo
significativamente mayor el grupo B con alelos BB. Por dltimo se han
valorado otros diferentes factores como la ingesta de carne roja,
temperatura de coccion, ingesta de azlcar, grasa o ingesta de frutas con
diferentes resultados (3).

Otros autores, como Gémez-Rubio P. et al. (30) han realizado un
trabajo epidemiol6gico de cohortes para intentar describir la relacién
epidemiologica entre el CP y la descripcion clinica del paciente de la
asociacion de diferentes sintomas que denomina “multimorbilidad”. Divide 3
grandes grupos: un primer grupo que incluye sintomas asociados a
problemas gastricos (ulcus, ardor, positividad a Helicobacter pylori... etc), un
segundo grupo asociado al sindrome metabdlico (obesidad, Diabetes
mellitus tipo I, hipercolesterolemia e hipertensién arterial); y un tercero con

sintomas de pacientes atépicos (asma, rinitis, dermatitis).

El autor analiza la relacion de las diferentes asociaciones con el
posterior diagndstico de CP. Describe una mayor asociacién del CP con la
presencia de multimorbilidad gastrica o metabdlica, presentando un efecto
protector en el grupo de sintomas atopicos. Pero la mayor asociacion con
el CP la describe con la presencia de multimorbilidad de poco tiempo de
evolucion previo al diagndstico de CP. Dentro de este grupo entraria la

diabetes mellitus new-onset, descrita en un apartado anterior.

Para explicar la relacion entre la multimorbilidad de poco tiempo de

evolucion con el CP, el autor describe un contexto de inflamacién sistémica
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secundaria al tumor y una relacion que explicaria el desarrollo de los
sintomas, y a su vez la mejoria de alguno de ellos tras la reseccion tumoral

(como la diabetes mellitus) (30).

1.2. Tipos de tumores

El hecho de que la glandula pancreatica presente funcién exocrina y
endocrina, conlleva que sea el origen de diferentes tipos de tumores

malignos, tanto de estirpe exocrina y endocrina.

Los tumores de origen endocrino, originarios de las células de los
islotes de Langerhans, a groso modo, se pueden clasificar en benignos y
malignos, y a su vez estos 2 tipos pueden ser funcionantes (secretores de

hormonas) o no funcionantes.

Dado que el motivo de este trabajo es el adenocarcinoma de
pancreas, no nos vamos a extender en la fisiologia o fisiopatologia de los
tumores neuroendocrinos de pancreas, pasando a describir los diferentes

tumores malignos exocrinos del pancreas.

1.2.1. Adenocarcinoma de Pancreas

Se trata de un tumor que ocurre casi exclusivamente en adultos y
probablemente se origina del epitelio ductal dado su similitud fenotipica con
produccion de mucina y expresion caracteristica de citoqueratinas (31), con

una localizacion tipica en cabeza pancreatica (60-70%).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe diferentes
variantes de CP (31), ya que todos ellos presentan glandulas neoplasicas
con diferenciacion ductal:

.- Carcinoma mucinoso no quistico

.- Carcinoma de células en anillo de sello
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.- Carcinoma adenoescamoso

.- Carcinoma anaplasico

.- Carcinoma indiferenciado

.- Carcinoma indiferenciado con células osteoclasticas tipo células
gigantes

.- Carcinoma mixto ductal-endocrino.

Todas las variantes se caracterizan por su baja frecuencia, siendo el
mas frecuente entre ellos el carcinoma anaplasico, con una frecuencia
dentro de los CP no superior al 7% (31). Cada una de las variantes presenta
diferentes caracteristicas histolégicas y/o inmunohistoquimicas, que no
vamos a describir por extenderse fuera del objetivo de este trabajo.

1.2.2. Otros tumores exocrinos de Pancreas

Existen diferentes tumores de origen exocrino a nivel pancreético.
Estos tumores estan descritos por la OMS (31), teniendo una frecuencia no
superior a 3-4% de todos los tumores pancreaticos exocrinos. Cabe
nombrar, por su mayor frecuencia, el carcinoma intraductal papilar
mucinoso, el carcinoma de células acinares o el tumor de Frantz (también
llamado neoplasia sélida pseudopapilar) y el cistoadenocarcinoma seroso o

el cistoadenocarcinoma mucinoso (31).

Aungue existen otros tumores adicionales a los ya descritos, dada su

baja frecuencia obviaremos la descripcion de los mismos en este trabajo.

2. Tratamiento del Adenocarcinoma de Pancreas

2.1. Indicaciones de reseccion quirargica

La reseccion quirdrgica constituye el pilar fundamental del tratamiento
del CP, debiendo ser completa con margenes suficientes y asociando una
linfadenectomia adecuada (32). Desafortunadamente solo el 15-20% de los
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pacientes son candidatos a la pancreatectomia (33).

El estudio radiolégico preoperatorio determina los candidatos a la
reseccion, y solo los pacientes con enfermedad limitada al pancreas y
ganglios peripancreaticos (estadios entre | y 1IB) son los que mas
probablemente podran curarse de la enfermedad con la reseccion (33).
Explicaremos los procedimientos diagnésticos e indicaciones quirdrgicas, no

asi la técnica, que supera los objetivos de este trabajo.

Cuando se tiene el diagnostico radiolégico de CP en cabeza
pancreatica, a pesar de la agresividad quirdrgica y la morbi-mortalidad
asociada a la intervencion, se plantea el tratamiento quirdrgico, todo ello en
relacion al alto nivel de falsos negativos que presenta el estudio histolégico
(sobre todo con biopsia guiada por ecoendoscopia o cepillado por
Colangiopancreatografia Retrégrada Endoscoépica (CPRE), siendo esta

actitud avalada en uno de los articulos de consenso (32).

Por ultimo, antes de decidir la actitud quirdrgica, cabe destacar las
diferentes indicaciones y contraindicaciones del tratamiento quirdrgico. Asi
las contraindicaciones absolutas son (32,33):

- la presencia de metastasis hepéaticas, peritoneo, omento o extra
abdominales

- la afectacion de la arteria mesentérica superior mayor de 180° u

oclusion o trombosis de la misma,

- cualquier afectacion del tronco celiaco (o mayor de 180° si el tumor

es de cuerpo pancreatico)

- Oclusion no reconstruible de la vena porta 0 vena mesentérica
superior

- Invasion o inclusion de la vena cava inferior o de la aorta.

- Metastasis ganglionares mas alld del campo de reseccidn

(Adenopatias inter aorto-cavas)

Ademas de los pacientes considerados irresecables, existe otra
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categoria descrita, clasificada como tumores borderline o de resecabilidad
intermedia, que son aquellos tumores localmente avanzados, pero con
posibilidad de recuperacion para la cirugia tras quimioterapia y/o quimio-
radioterapia neoadyuvante (34). Estos tumores borderline se caracterizan

por:

- Ausencia de metéastasis a distancia.

- Afectacion radiolégica de la vena porta o de la mesentérica superior
consistente en distorsion/estenosis u oclusion de la misma con
presencia de vaso adecuado proximal y distal que permita una
reseccion y reconstruccion segura.

- Presencia de planos grasos intactos alrededor del tronco celiaco,
art. hepatica y arteria mesentérica superior

- Afectacion de la arteria gastroduodenal por parte del tumor hasta la
arteria hepatica, tanto por afectacion focal como por contacto
directo con la arteria hepatica, sin extension al tronco celiaco.

- Afectacion radiologica de la arteria mesentérica superior inferior a

los 180° de la circunferencia del vaso.

Dentro de estos pacientes con tumores borderline, citando el estudio
consultado (32), ha demostrado que la infiltracion de vena porta o
mesentérica superior no empeora el prondstico oncolégico, pero su
reseccion y reconstruccion conlleva una mayor morbi-mortalidad
postquirdargica (33). En cambio, la afectacion de la arteria mesentérica
superior, ha objetivado un claro empeoramiento del prondstico oncolégico a

pesar de su reseccién, por lo gue no se recomienda su reseccion.

Por todo ello, se recomienda que ante un paciente con sospecha de
CP con afectacion de arteria mesentérica superior y que cumpla los criterios
de tumor borderline, se debera incluir en un protocolo de neoadyuvancia
para intentar conseguir reduccion de masa tumoral y desaparicion de la
infiltracion arterial para recuperar al paciente para tratamiento quirdrgico
(33).
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Hasta ahora nos hemos centrado en tumores localizados en cabeza
pancreatica, pero no podemos olvidar los tumores de cuerpo y cola. Por su
localizacion, tipicamente evolucionan deforma silente por lo que al
diagnostico solo entre el 7-10% son resecables, a diferencia de los de
cabeza, en los cuales el indice de resecabilidad puede llegar a entre el 15-
25% (35) Esta progresion silente puede debutar con dolor abdominal
inespecifico o dolor intratable al diagnéstico, siendo un criterio de

diseminacion locoregional.

Como en los tumores de cabeza de pancreas, la mejor opcidn
terapéutica para los tumores de cuerpo-cola es la quirdrgica con reseccién
quirargica de la lesion y del drenaje linfatico, asociando esplenectomia o
reseccion multivisceral de érganos vecinos (estbmago, suprarrenal izquierda
o colon izquierdo), siendo contraindicacion absoluta la presencia de
metéstasis a distancia y/o peritoneales. En cuanto a la afectacion de vena
porta o tronco celiaco, la gran mayoria de autores la considera una

contraindicacion absoluta.

Por ultimo, desde el punto de vista quirdrgico, otra de las
posibilidades técnicas es la pancreatectomia total, que oncolégicamente se
considera adecuada, para mantener la premisa de evitar la afectacion de los
margenes de reseccion pero con consecuencias metabdlicas severas con un
detrimento importante de la calidad de vida del paciente por la insuficiencia

endocrina y exocrina que se producen.

2.2. Tratamiento quimioterapico sistémico

Desde hace varios afios el interés por encontrar terapias neoadyuvantes
y adyuvantes que puedan mejorar la supervivencia obtenida solo mediante
cirugia ha crecido considerablemente. En concreto, desde los afios 80 hasta
la actualidad tanto opciones de quimioterapia como radioterapia han sido

objeto de estudio y ensayos clinicos.
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2.2.1 Quimioterapia Adyuvante

En 1980 se describio el primer estudio en el que quimioterapia basada en
5-Fluorouracilo (5-FU) en un contexto paliativo de cancer de péancreas
producia una supervivencia media de 44 semanas frente a las 9 semanas en
casos controles (36). En los afios 90, un pequefio numero de estudios
demostr6 que 5-FU en combinacion con doxorrubicina y Mitomicina C
mejoraba la supervivencia media de los pacientes (36).

Posteriormente el ensayo clinico ESPAC-1 del European Study Group for
Pancreatic Cancer fue el primer estudio internacional randomizado (37) para
determinar si la quimioterapia adyuvante mejoraba la supervivencia después
de la reseccion de céncer de pancreas. Este ensayo demostr6 una
supervivencia media de 20.1 meses para pacientes que habia recibido
guimioterapia frente a los 15.5 meses en aqguellos que no la habian recibido.
La supervivencia a los 2 y 5 afios fue de 40% vs 21% y de 21% vs 8%

respectivamente para los que recibieron quimioterapia frente a los que no.

En 1997, el analogo de nucledsido Gemcitabina se present6 cuando
Burris et al.  (38) compararon el beneficio de este agente frente a 5-FU.
Este estudio demostré que gemcitabina producia un beneficio clinico en
pacientes (reduccion del dolor, pérdida de peso y estado general) ademas
de una tasa de supervivencia después de una afio del 18% de los pacientes

gue recibieron gemcitabina frente al 2% de los que recibieron 5-FU.

El ensayo CONKO-001 (39) compard pacientes que recibieron
gemcitabina como terapia adyuvante frente a los que solo recibieron solo
reseccidbn quirdrgica demostrando que la gemcitabina mejoraba
significativamente el tiempo libre de progresion 3.4 meses en pacientes con
gemcitabina frente a 6.9 meses en pacientes control. Por el contario, la
supervivencia global media con gemcitabina fue solo marginal comparado
con el grupo observacional (22.8 meses frente a 20.2 meses, P= 0.005). En
conclusién, este estudio se considera pionero al establecer que la

gemcitabina posee un mejor perfil de toxicidad comparado con el 5-FU.
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De forma paralela al CONKO-001 se llevo a cabo el ensayo ESPAC-
3(v2) en el que aunque no se demostraron diferencias significativas en
supervivencia global o supervivencia libre de enfermedad (DFS) al
comparar el grupo de gemcitabina con el de 5-FU, se concluyé que la
gemcitabina resultaba en menor nimero de efectos adversos (7.5% vs 14%)
estableciéndose asi esta droga como quimioterapia de referencia para el

tratamiento adyuvante en cancer de pancreas.

Mas recientemente, en 2008 el estudio JASPAC-01 (40) comparo la
gemcitabina con la pirimidina fluorinada S1 publicandose en 2012 resultados
de una supervivencia global a los dos afios de 53% frente a 70% para los
grupo de gemcitabina y S1 respectivamente. A pesar de que S1 demostré
ser superior en supervivencia libre de enfermedad a los dos afios con el
49% de los pacientes libres de enfermedad comparado con el 29% de los
tratados con gemcitabina y menor toxicidad, este agente no ha alcanzado
mayor alcance debido a estudios que argumentan diferencias en la forma de

metabolizarlo en poblaciones Asiaticas y Caucasicas (41).

Tras la serie de ensayos clinicos que se han llevado a cabo, en la
actualidad otros ensayos en Phase Il prueban combinaciones como
Gemcitabina con la fluoropirimidina Capecitabina; Folfirinox (combinacion 5-
FU con Oxaliplatino e irinotecan); Gemcitabina con el inhibidor tirosin-
quinasa Erlotinib; Platinos en neoadyuvancia (41) o los nuevas

combinaciones Gemcitabina con el taxano denominado nabpaclitaxel (41).

Esta Gltima combinacién fue aprobada en 2013 por la Food and Drug
Administration (FDA) en EEUU y en 2014 en Europa para primera linea de
tratamiento en pacientes con adenocarcinoma metastasico de pancreas tras
demostrarse en el ensayo clinico MPACT que la supervivencia libre de
enfermedad mejoraba de 3.7 a 5.5 meses y la supervivencia global de 6.7 a
8.5 meses y se sefala entre la comunidad de oncélogos como la nueva

tendencia en quimioterapia a nivel mundial.
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En resumen, desde 1997 la gemcitabina ha sido el tratamiento
estandar para cancer de pancreas avanzado siendo este tratamiento junto
con FOLFIRINOX los tratamientos de eleccidon para pacientes con buen
estado funcional. Por el contrario, pacientes con bajo estado funcional son
tratados con gemcitabina o0 capecitabina en monoterapia 0 con
gemcitabina/erlotinib ahora optando por la eleccion de

gemcitabina/nabpaclitaxel.

La gemcitabina ha demostrado un beneficio clinico pero tan solo una
mejora en la supervivencia modesta con respecto al tratamiento con 5-FU
(36,38).

La gemcitabina esta recomendada para mejora de sintomas clinicos en
monoterapia para pacientes sintomaticos con enfermedad metastasica o
localmente avanzada irresecable con estado funcional (perfomance status)
bajo en escalas como el indice de Karnofsky o la escala del Performance

Status de la Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).

Ademas, gemcitabina en monoterapia se usa en un esquema de terapia
adyuvante ya que mejora tanto la SLE (13.4 meses vs. 6.9 meses; P < .001,
log rank).175 como de supervivencia global (22.8 meses vs. 20.2 meses;
HR, 0.76; 95% CI, 0.61-0.95; P = .01).176 cuando se compara con

tratamiento quirdrgico sin terapia adyuvante.

2.2.2. Quimioradioterapia Adyuvante

El papel de la quimioradioterapia en cancer de pancreas ha sido y
continta siendo controversial y los resultados contradictorios obtenidos en
varios ensayos clinicos han hecho que esta terapia sea solo opcién en
algunos paises como Estados Unidos. GITSG  (42) fue el primer ensayo
randomizado que evaluaba el papel de la quimioradioterapia adyuvante en
cancer de pancreas comparando quimioradiacién basada en 5-FU frente a
no terapia adyuvante. Este estudio demostré una mejora en la supervivencia

media en el grupo que recibia tratamiento con respecto los que no los
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recibieron (21 vs 10.9 meses). Consecuentemente, estos resultados hicieron
qgue la quimioterapia se estableciera como opcion estandar en Estados

Unidos (43) aunque no en Europa.

El estudio EORTC (44) llevado a cabo en Europa acabo
demostrando que la radioterapia adyuvante es inefectiva tanto en cancer de
pancreas como en cancer ampular ya que no se obtuvieron diferencias
significativas en supervivencia global ni SLE. De la misma forma, el ensayo
ESPAC-1 no demostré beneficio en supervivencia en pacientes que recibian
guimioradioterapia, concluyendo incluso en un sub-analisis un efecto
negativo en la supervivencia. Posteriormente, el estudio RTOG97-04
tampoco encontr6 diferencias en supervivencia global ni en SLE.

2.2.3. Quimioterapia y radio-quimioterapia neo-adyuvante

En los dultimos afios, ha comenzado a tener importancia el
planteamiento de la quimioterapia neoadyuvante en el CP. El interés por las
terapias neoadyuvantes ha surgido en relacién a la descripcién de los CP de
resecabilidad borderline. En este grupo de tumores se han descrito
diferentes grados de respuesta y recuperacion para cirugia y se comienza a

plantear el interés de la neoadyuvancia para todos los CP.

Las ventajas tedricas de la neoadyuvancia radican en el intento de
erradicar las células tumorales circulantes y las micrometastasis, ademas de
conseguir un mayor indice de resecciones quirdrgicas RO (45). Ademas la
morbilidad inherente a la cirugia pancreatica conlleva un alto namero de
pacientes que no reciben la terapia adyuvante, perdiendo asi el beneficio de

la misma.

Existen multiples estudios fase Il con diferentes esquemas. Entre
ellos los mas utilizados son la gemcitabina en monoterapia, y en los ultimos
afnos la combinacion de quimioterapicos como el FOLFIRINOX. Varios de
estos estudios han demostrado resultados favorables en neoadyuvancia,

incluidos bajos niveles de morbilidad postquirargica (46).
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Se han comparado, ademas, esquemas de neoadyuvancia junto con
radioterapia, describiendo el mismo grado de respuesta en esquemas
Unicamente con quimioterapia que en esquemas con radioterapia asociada,
estando pendientes de poder definir estos resultados en estudios que ya

estan en marcha. (46)

Pero actualmente el mayor problema para la aplicacion estandarizada
de la neoadyuvancia en el CP radica en que multiples estudios fase Il y
revision de bases de datos sugieren efectos beneficiosos en cuanto a la
terapia neoadyuvante (como el tratamiento de las micrometastasis,
potencial de aumento de las resecciones RO, la descrita posibilidad de
disminucién de las complicaciones postoperatorias y la posible mejoria del

estado nutricional preoperatorio del paciente) (45).

Ademas en los pequefios estudios realizados, la administracion de
terapia neoadyuvante sin radioterapia demuestra una leve mejoria de la
supervivencia, teniendo los esquemas con radioterapia un mayor efecto
local en tumores irresecables que en un efecto mas potente en la
disminucién de tamafo, objetivando mayor indice de resecabilidad en

esquemas basados en FOLFIRINOX que en gemcitabina (45).

Independientemente a lo descrito hasta ahora, los autores
consultados concluyen en la necesidad de confirmacién de estos datos con

ensayos clinicos randomizados con mayor potencia estadistica.

2.3. Tratamiento del dolor asociado al CP

El dolor al diagnostico del CP se relaciona con la infiltracion de plexos
nerviosos que rodean el tronco celiaco (también denominado plexo solar).
Durante la evolucién de la enfermedad puede llegar a ser intenso e
invalidante, llegando a no poderse controlar con el tratamiento analgésico
habitual (incluidos parches de derivados morficos transdérmicos) obligando

a realizar un tratamiento paliativo especifico.
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Hasta la instauracion de terapias dirigidas desde unidades de
tratamiento del dolor, el tratamiento se realizaba de forma quirdrgica con
neurolisis quimica del plexo celiaco por inyeccion directa de alcohol
absoluto a nivel del plexo celiaco.

Actualmente se ha demostrado la seguridad del procedimiento de
neurolisis quimica guiada por ecoendoscopia, utilizada en la serie de
pacientes de nuestro centro, en los que el control del dolor no ha sido

satisfactorio con terapia farmacolégica.

También se ha descrito el tratamiento radioterdpico como tratamiento
de la invasion local del CP, describiéndose resolucion del dolor relacionado
con el cancer entre el 35-65% de los pacientes. El inconveniente es la
latencia de varias semanas que tiene la radioterapia en disminuir el dolor,

siendo mas efectiva y rapida la neurolisis quimica (47).

3. Modelos de desarrollo de CP

Dado el mal pronéstico de los CP, numerosos investigadores han
tratado de definir las lesiones pancreédticas con capacidad de
transformacién neoplasica, y asi poder tratarlas antes de que exista una
degeneracion maligna. Asi, se han descrito 3 tipos de lesiones con clara
capacidad de malignizacién o evolucién de displasia severa a carcinoma
invasivo. Dentro de estos 3 tipos de lesiones se encuentran las PanIN, las
Neoplasias Intraductales Papilares Mucinosas (NIPM) y las Neoplasias
Quisticas Mucinosas (NQM).

Una de las hipétesis sobre el desarrollo molecular y celular del CP es
gue éste surge inicialmente de unas lesiones preneoplasicas mucinosas con
morfologia ductal denominada PanIN. Estas lesiones, son observadas de
forma frecuente en humanos junto con NQMs y NIPM (48) como los

precursores del adenocarcinoma invasivo.

Durante el desarrollo de PanINs, la acumulacion de mutaciones

genéticas conlleva al avance de los cambios celulares vy finalmente a CP
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(49). La alteracion genética mas temprana parece ser la mutacion de KRAS
siendo esta alteracion la responsable de la metaplasia acino-ductal (ADM)
que caracteriza el reemplazamiento de células acinares con células que
expresan marcadores ductales como CK19 y que finalmente termina en CP.
Ademés de KRAS, las alteraciones en TP53 y SMAD4 se encuentran

comunmente en la transicion PanIN a CP (50).

Modelos de estudio proponen que solo la expresion de KRAS mutado
en células ductales pancreaticas no garantiza el desarrollo de PanIN/CP
(51,52). Por el contrario, muchos estudios demuestran que PanIN/CP se
originan de células acinares diferenciadas que componen la mayor parte del
parénquima del pancreas (50,53). La transformacién de células acinares a
ductales en el ADM, se ha corroborado al observar procesos de
transdiferenciacion celular (54) donde ademas de la expresion de KRAS
mutado se produce un silenciamiento de genes acinares y expresion de
genes ductales. Por ejemplo se conoce la activacion de la ruta
Raf/MEK/ERK vy alteracién de la expresion de genes como Mistl.

3.1. Neoplasias Pancreéticas Intraepiteliales (PanIN)

En los dltimos afios se ha utlizado terminologia como lesién
metaplasica, hiperplasia, displasia y neoplasia (55) para nominar y describir
lesiones con progresion a malignidad. El estudio de dichas lesiones ha
conllevado la descripcion de diferentes anormalidades genéticas en las
lesiones PanIN asociados a los diferentes grados de desarrollo de las
lesiones, segun la clasificacion de consenso descrita en 2004 (56).

En cuanto a sus caracteristicas generales, las lesiones PanIN se
detectan en mas del 40% de los adultos sin CP, de las cuales menos del 5%
son PanIN tipo 3, pero en pacientes con CP, se objetiva que en el 30-50%
de las lesiones PanIN de las piezas quirdrgicas son tipo 3, lo que sugiere
gue la evolucion de las lesiones PanlIN y su mayor grado de degeneracién lo

convertirian en precursor del CP.
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3.1.1. Clasificacion y nomenclatura de lesiones PanIN

Se han descrito 3 grados de lesiones PanIN, con dos subniveles en
el tipo 1 como se muestra en la figura 1 (57).

{— Normal —{ |- PanIN-1A {}— PanIN-1B —{}— PanIN-2
Her-2/neu plé
K-ras
Low proliferation rate ’High proliferation rate

Figura 1. Modelo de progresion del cancer pancreatico. Klein et al. (57)
Con permiso del autor

a. Epitelio pancreéatico normal

El epitelio ductal pancreatico normal estd formado por epitelio

cuboidal a columnar bajo, con citoplasma anfofilico y mucinoso y sin atipia.

b. Metaplasia escamosa

Es el proceso por el cual el epitelio cuboidal normal es sustituido por
epitelio escamoso estratificado o epitelio de transicion pseudoestratificado

sin atipia.

c. PanIN-1A (Neoplasia pancreatica intraepitelial 1-A)

Se trata de lesiones epiteliales planas compuestas por células

columnares altas con nucleos basales y abundante mucina supranuclear.
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d. PanIN-1B (Neoplasia pancreatica Intraepitelial 1-B)

Estas lesiones presentan estructura papilar, micropapilar o
arquitectura pseudoestratificada basal. El resto de caracteristicas son

idénticas a las lesiones PanIN-1A.

e. PanIN-2 (Neoplasia pancreatica intraepitelial 2)

Arquitecturalmente estas lesiones pueden ser planas, pero en su gran
mayoria son papilares. Por definicibn estas lesiones pueden presentar
anormalidades como son la pérdida de la polaridad nuclear,
pseudoestratificacién o hipercromatismo. Las mitosis son raras, pero cuando

aparecen son no apicales y sin atipias.

f. PanIN-3 (Neoplasia pancreatica intraepitelial 3)

Arquitecturalmente se trata de lesiones papilares o micropapilares,
aunque raramente pueden ser planas. Presentan pequefas agrupaciones
celulares intraluminales y necrosis luminal, todo ello sugiriendo lesién tipo
PanIN 3. Citolégicamente estas células presentan pérdida de la polaridad
nuclear, con células tipo “goblet cell” distroéficas con nucleos altos y
citoplasma mucinoso hacia la membrana basal, todo ello asociado a mitosis
gue ocasionalmente puedes ser anormales, con irregularidades nucleares y
nucléolo prominente. Estas lesiones se parecen al carcinoma a nivel

citonuclear pero con ausencia de invasion de la membrana basal.

3.1.2. Caracteristicas inmunohistoquimicas

Durante el aumento del grado de displasia de las lesiones PanIN se
produce una evolucion a nivel inmunohistoquimico (58). Asi, mientras que
en las fases iniciales no existe una expresion claramente definida, en las

lesiones PanIN 2 y 3 se produce una expresion de MUC1, al igual que en el
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tejido pancreatico normal. En cambio, el marcador intestinal mucinoso
MUC?2 y el marcador de diferenciacion intestinal CDX2 son negativos tanto
en las lesiones PanIN como en el CP, pero si presentan positividad en la
NIPM con diferenciacion intestinal, siendo esta diferencia util para diferenciar

ambas lesiones.

Los marcadores MUC3 y MUC4 presentan un aumento progresivo en
las lesiones PanIN con aumento de la displasia y son altamente expresados
en el CP.

3.1.3. Caracteristicas genéticas

Las lesiones PanIN forman parte de un modelo de progresion hacia el
CP, presentando diferentes mutaciones segun el aumento de la displasia,
representado en la figura 2 (58).

La mutacion del KRAS es una de las anormalidades genéticas mas
precoces en el modelo de progresion del CP (56,58). El punto de activacion
de la mutacibn mas comun esté localizado en el codon 12 y 13 del exén 2
del gen KRAS (en més del 90% de los CP), y se cree que es la mutacion

conductora para la formacion del cancer pancreatico.
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Normal PanIN-1A PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3 Invasive
pancreatic tissue  lesion lesion lesion lesion carcinoma
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| CpG island hypermethylation
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Figura 2: Compendio de cambios moleculares durante el modelo de
progresion PanIN. Reproducido con permiso para reproduccion del trabajo de
Distler M. et al. (58).

El acortamiento de los telémeros, es un proceso natural que aumenta
con la edad de las células y ocurre de forma precoz en la progresion del CP.
Este acortamiento conlleva una fusion anormal entre cromosomas,

promoviendo la progresion neoplasica de las células.

Ademas de la mutacion KRAS, que conduce a un aumento de la
proliferacion, y el acortamiento de los tel6meros con una consiguiente
inestabilidad cromosOmica, existe una inactivacion de 3 genes supresores
de tumores, muy relevantes en la formacion del cancer pancreatico:
pl6/CDN2A, p53 (TP53) y gen numero 4 de la familia SMAD
(SMAD4/DPC4). Mientras que la inactivacion del p16/CDKN2A es detectable
en fases precoces de PanlIN, la inactivacion del TP53 y el SMAD4/DPC4 se

asocia con modelos de progresion tumoral (PanIiN3 y CP).

El gen p16/CDKN2A/INK4A, presenta una pérdida de funcion en casi
todos los CP, con la pérdida de la funcion de la proteina pl6, provocando
una abolicion de control del ciclo celular. Ademas, la mutacion hereditaria de

este gen, es una de las causas del Sindrome de Melanoma Familiar Atipico
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con Molas Multiples (FAMMM), con aumento de riesgo de padecer

melanoma y también aumento de riesgo de CP.

El gen supresor tumoral TP53, codifica la proteina p53 que se
encuentra inactivado en el 75-85% de CP, vy esta involucrada en la
regulacion de la proliferacion celular y de la apoptosis en respuesta al dafio
celular (59).

El gen SMAD4 esta localizado en 189 y se encuentra inactivado en el
60% de los CP. Tiene un papel importante en la sefial del TGF-p
(Transforming Growth Factor-beta) y la disminucion de la funcion conlleva
una disminucion de la inhibicion del crecimiento y por lo tanto, aumenta el

crecimiento de las células tumorales.

3.1.4. Relevancia Clinica de las lesiones PanIN

Las lesiones PanIN son lesiones precursoras desde lesion
intraepitelial hasta el adenocarcinoma pancreatico invasivo. La progresién
morfologica va paralela a una acumulacion de cambios genéticos. Aunque
existe una clara evidencia del papel precursor de estas lesiones, no esta
clara la actitud a seguir ante la demostracion de este tipo de lesiones. Asi
Distler M. et al. (58) recomiendan ampliar la reseccion pancreética si en el
borde de seccion se identifica una lesion PanIN3. A su vez, Konstantinidis
et al. (60) tras la valoracion retrospectiva de piezas histopatologicas de
pancreatectomias, solo el 26% de los pacientes presentan lesiones PanIN y

no se objetiva aumento apreciable del riesgo de CP en el remanente.

Por ultimo, Recavarren et al. (61) realizan una correlacién de las
lesiones PanlIN y diferentes datos epidemioldgicos y clinicos. Asi concluyen
que el CP tiene asociado mas frecuentemente PanIN de alto grado, siendo
la asociacion con los de bajo grado mayor en las NIPM y las NQM.
Concluye ademas que la edad es el mayor factor desencadenante para
desarrollar PanIN y CP por la relacion paralela que existe entre la edad y
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eventos epigenéticos e inestabilidad cromosomica. Por ultimo define una
relacion temporal y espacial entre las lesiones PanIN3 y el CP y sugiere que

las lesiones PanIN3 son lesiones precursoras de CP.

3.2. Neoplasias Intraductales Papilares Mucinosa (NIPM)

Las NIPM pertenecen a un grupo heterogéneo de lesiones quisticas
con aumento de la incidencia o su diagnostico en los ultimos afos, y que
fueron inicialmente descritas en 1990. El actual nombre fue establecido
por la OMS en el afio 2000. Se trata de un tumor del epitelio ductal, con
proliferacion epitelial papilar y produccion de mucina, habiéndose

demostrado su papel como precursor de carcinoma invasivo.

3.2.1. Histologia e inmunohistoquimica

Morfolégicamente se dividen en NIPM del conducto principal o
NIPM de ramas secundarias , y cuando afecta a ambos, se le etiqueta

como mixto.

Las lesiones con afectacion del conducto principal tipicamente
presentan dilatacion del conducto pancreatico principal de >6 mm. En
cambio, las lesiones de las ramas secundarias no presentan dilatacion del
conducto pancreético principal pero si una comunicacion de la lesion
quistica con el conducto principal, tipicamente definida en la Resonancia
Magnética (RM).

Segun la OMS, la NIPM se clasifica histolégicamente en benigno o
adenoma, borderline y malignas no invasivas o invasivas (56,62). Asi,
mientras el adenoma presenta minima o nula displasia, el NIPM maligno
presenta cambios displasicos severos sin invasion (in situ) o con invasion

(carcinoma invasivo).
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Desde el punto de vista inmunohistoquimico, se clasifican en 4
subtipos: intestinal, pancreatobiliar, gastrico y oncocitico. Cada subtipo se
caracteriza por diferencias inmunohistoquimicas e histoldégicas que se

resumen en la tabla 1 (58).

Tabla 1: Clasificacion inmunohistoquimica NIPM con analisis
inmunohistoquimico y el carcinoma invasivo originado. Adaptado con
permiso para reproduccion del trabajo de Distler M. et al. (58).

NIPM (subtipo) Perfil de expresion Carcinoma Invasivo
Intestinal (NIPM MUCS5AC", MUC2", CDX-2" Carcinoma coloidal
RP) (MUC1", MUC6)

Pancreatobiliar MUCS5AC’, MUC1* (MUC2, Carcinoma Tubular
(NIPM RP) MUC6") (ductal)

Gastrico (NIPM  MUCS5AC*,(MUC6") Carcinoma Tubular
RS) (MUC1, MUC2) (ductal)

Oncocitico (NIPM MUCS5AC*, MUC6" (MUC2*" Carcinoma Oncocitico
RP) )(MUC1™)

NIPM RP: Neoplasia intraductal papilar mucinosa de rama principal. NIPM RS: Neoplasia
intraductal papilar mucinosa de rama secundaria.

3.2.2. Patologia molecular y cambios genéticos

Tras diferentes estudios se ha llegado a observar que las
mutaciones genéticas halladas en la NIPM son similares a las del CP,
incluidos KRAS, p16/CDKN2A/INK4A, SMAD 4 y TP53.

Distler M. et al. (58) describen ademas la presencia de la mutacion
del complejo GNAS o KRAS en mas del 96% de NIPM y mas del 50% tienen
ambas mutaciones, definiendo la mutacion de GNAS como especifica de las
NIPM.

3.2.3. Relevancia clinica de la NIPM

Las NIPM son lesiones premalignas que suelen surgir del subtipo
intestinal (58), siendo el reto actual el distinguir de forma preoperatoria el
tipo de lesion quistica: neoplasia quistica serosa (NQS), NQM, neoplasia
sélida seudopapilar y los seudoquistes.
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Segun las series publicadas por Tanaca et al. (63), la media de
frecuencia de malignidad en NIPM de conducto principal es del 61,1%
(rango 36-100%) y una media de frecuencia de cancer invasivo del 43,1%,
por lo que la indicacion de reseccion quirdrgica esta altamente respaldada.

En cuanto a las NIPM de rama secundaria los datos epidemiologicos
no son tan rotundos (64). Asi, la media de frecuencia de malignidad es del
25,5% (rango 6,3-46,5%) y la media de frecuencia de cancer invasivo es del
17,7% (rango 1,4-36,7%). Este tipo de lesiones ocurre sobre todo en
pacientes afosos, y el riesgo anual de malignizacion es del 0,41 y 3% segun
las series (63,64), por lo que se considera que en este tipo de lesiones la
actitud debe ser individualizada, teniendo en cuenta la edad y estado
general del paciente, asi como diferentes criterios de malignizacion, como
son el tamafio de la lesion (mayor o menor de 3 cm), engrosamiento o
nddulos de la pared quistica, cambios en el conducto pancreatico presencia
de linfadenopatias de tamafio patolégico, ictericia obstructiva o presencia de

crecimiento rapido durante el seguimiento.

En pacientes menores de 65 afos, dado el riesgo acumulado de
malignizacién, se indica la reseccion quirargica en lesiones quisticas de mas
de 3 cm, siendo necesario individualizar la actitud con cada paciente segun
la edad, localizacion de la lesion y estado general del paciente. Las NIPM de
rama secundaria de mas de 3 cm sin nddulos en la pared, o citologia
negativa, puede contemplarse la actitud conservadora, sobre todo en

pacientes afosos.

Todos los quistes pequeiios con criterios de mal pronéstico deben ser

evaluados con ecografia endoscopica para estratificar el riesgo de la lesion.

3.2.4. Caracteristicas diferenciales de los PanIN y NIPM

Habiéndonos introducido en las caracteristicas clinicas, histoldgicas,

inmunohistoquimicas y genéticas de ambos tipos de lesiones, existen
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abundantes datos que sugieren que PanIN y NIPM representan 2 clases
diferenciadas de neoplasias intraductales de pancreas. Asi, las

caracteristicas diferenciales entre ambas son (54,56):

.- La NIPM es una lesion detectable macroscépicamente, y las
lesiones PanIN son microscopicas.

.- Las NIPM tienen tendencia a producir abundantes papilas que no
se desarrollan en las PanIN.

- Las lesiones NIPM pueden presentar positividad
inmunohistoquimica para MUC2. Esta positividad es poco sensible,
pero muy especifica, ya que no se expresa en las lesiones PanIN.

.- Cuando se desarrolla el CP a partir de una NIPM, suele presentar
carcinoma de tipo coloide, mas raro si se desarrolla desde un
PanIN, y que se asocia a un prondéstico mas favorable que el CP

tubular convencional.

3.3. Neoplasias Quisticas Mucinosas (NQM)

Es la lesion precursora menos frecuente (58), con una incidencia de
aproximadamente el 23% de todas las tumoraciones quisticas resecadas en
pancreas. Son mas frecuentes en mujeres y se localizan mas

frecuentemente en cuerpo y cola, siendo solitarias y asintomaticas.

Como las NIPM, son lesiones que contienen citologia de mucina y
alta concentracion de CEA. A diferencia de las NIPM no presentan conexion
con el ducto pancreatico principal ni dilatacion del ducto. El prondstico de
pacientes con NQM no invasiva es muy favorable, con una supervivencia a 5
afios cercana al 100% y en pacientes con NQM invasivo la supervivencia

puede llegar al 60% a los 5 afos (65).

57



3.3.1. Histologia e inmunohistoquimica. Cambios genéticos.

Se trata de lesiones quisticas que pueden alcanzar gran tamario,
con superficie plana y pseudocapsula fibrosa de diferente grosor. La
presencia de nédulos en la pared son indicativos de malignidad.

Microscopicamente el epitelio se basa en células columnares con
diferentes grados de displasia. Asi, dependiendo del grado de displasia, la
NQM es clasificado en bajo, moderado y alto grado de displasia, y
alrededor de un tercio de las NQM presentan transformaciéon maligna,

cuando lo hacen evolucionan a CP (64).

Una de las caracteristicas histoldgicas de este tipo de lesiones es la
presencia de estroma ovarico por debajo del epitelio neoplasico, con

expresion de receptores de progesterona y estrogenos (64).

Desde el punto de vista inmunohistoquimico, las células epiteliales
presentan inmunoreactividad positiva para marcadores epiteliales como
EMA, CEA y citoqueratina 7,8,18 y 19 y marcadores de mucina MUC5AC y
MUC2. MUC1 se expresa en lesiones de alto grado y carcinomas
invasivos. En cuanto al punto de vista molecular, no presentan cambios
claros durante la progresion, objetivando mutaciones en KRAS, ademas de
mutaciones TP53, p16/CDKN2A/INK4A y SMAD4/DPC4 en displasias de

alto grado o carcinoma invasivo (64).

3.3.2. Relevancia Clinica de las NQM.

Aunque el riesgo de malignizacion de las NQM esta en torno al 13%,
la cirugia esta indicada en cualquier paciente, por la tendencia a presentarse
en pacientes mas jovenes que otras lesiones quisticas (58) y suelen
localizarse en cuerpo-cola de pancreas, siendo técnicamente mas factible.
En pacientes afiosos y fragiles, la actitud es conservadora, sobre todo si se

trata de lesiones menores de 4 cm y sin nédulos parietales (64).
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3.3.3. Diagnostico diferencial de lesiones quisticas
pancreaticas

Ademas de las diferentes caracteristicas descritas en las diferentes
lesiones con capacidad de degeneracion maligna, existen otras
caracteristicas que durante la clinica diaria ayudan a hacer el diagnostico
diferencial entre dichas lesiones (Pseudoquistes, neoplasias quisticas
serosas, NIPM y NQM). No entraremos a describir mas en profundidad
estas caracteristicas ya que no son objetivo de este trabajo.

4. Alteraciones genéticas en el CP

Los estudios genéticos realizados en relacion al CP describen una
alta complejidad genética, con diferentes alteraciones, tanto en las lesiones
con potencial de malignizacién, como en CP con agregacion familiar o CP
espontaneo. Ya descritas las alteraciones genéticas actualmente conocidas
en las lesiones PanIN como en las NIPM y en las Neoplasias quisticas

mucinosas, describimos a continuacion las lesiones en el CP ya instaurado.

Se han descrito diferentes genes con diferentes porcentajes de
afectacion a nivel de CP como son el oncogén K-RAS, los genes supresores
pl6/CDKN2A/INK4A y ARF, gen de supresion tumoral p53, gen de
supresion tumoral y transformacion de sefial TGF-beta SMAD4/DPC4,
supresor tumoral LKB1/STK11, el gen supresor tumoral BRCA-2 (48) o la
inactivacion de gen supresor de tumor p16/CDKN2A.

Ademas, existen otras alteraciones genéticas con menor importancia

por su frecuencia que citaremos.

4.1.0ncogen K-RAS

El gen K-RAS, localizado en el cromosoma 12, y miembro de

59



la familia RAS de proteinas ligadas al GTP (Guanosin Trifosfato), media
diferentes funciones celulares como la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de la misma. La mutacion de activacion del K-RAS del codoén
12 sustituyendo glicina por aspartato, valina o arginina fue la primera
mutacion conocida ocurrida de forma esporadica en tejido pancreatico
normal, y se detecta en alrededor del 30% de neoplasias precoces, con un
aumento de hasta el 100% en CP avanzado. Su mutacion disminuye la
hidrolisis del GTP y hace a la molécula insensible al GAPs (GTPasa
activating protein), la cual promueve la activacibn molecular y

secundariamente el crecimiento celular.

4.2. Pérdida de lafuncion del gen p16/CDKN2A/INK4A y ARF

El gen p16/CDKN2A/INK4A esta localizado en el cromosoma
9p. La pérdida de la funcion del gen p16/CDKN2A/INK4A ocurre en el 80-
95% de CP esporadicos, y cuando su mutacion es hereditaria se asocia al
sindrome FAMMM (Sd de melanoma familiar atipico con Molas Multiformes)
(25,48,59,66). La expresion normal del gen pl6/CDKN2A/INK4A es
inducida como respuesta al estrés por crecimiento inapropiado (in vitro). In
Vivo esta activacion se objetiva ante el estrés, edad y sefiales de crecimiento
aberrante ademas de en erosion de los telomeros (objetivada en lesiones
PanIN), activando la funcion supresora del mismo y provocando un estimulo
de senescencia (48). Diferentes estudios, han demostrado la cooperacion
de la mutacion pl6/CDKN2A/INK4A con el K-RAS, reforzando asi su
relevancia en la patogenia del CP. Ademas la progresion tumoral se acelera

cuando se asocia a la mutacion o pérdida de funcion del gen p53.

4.3. Pérdida de funcion supresora del gen p53

Localizado en el cromosoma 17p, se encuentra inactivado en
el 75-85% de los CP, ademas de asociarse esta mutacion a las lesiones
PanIN-3 (48,59). Este gen es activado en respuesta a la acumulacion de

dafo genético, lesion telomérica y ROS. La pérdida de la funcion del p53
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favorece el crecimiento y la supervivencia de células portadores de

aberraciones cromosomicas (48,59).

4.4. Perdida de la funcién supresora del gen SMAD4/DPC4 y
de la seial de TGF-beta

El gen SMAD4/DPC4 se encuentra localizado en el
cromosoma 18q y se encuentra inactivado en el 60% de los CP ademas de
lesiones PanIN avanzadas (59). Es un gen regulador de la transcripcion y es
un componente central en la cascada de sefial del TGF-beta, y se considera
necesario en la progresion tumoral porque su funcién se pierde en fases
avanzadas de PanIN. La pérdida de funcion del gen SMAD4/DPC4
contribuye a la tumorogénesis, ya que su supresion elimina el bloqueo de la
proteina TGF-beta. Al disminuir el bloqueo en dicha proteina se activa la
proliferacion y transformacion de fibroblastos en la transicion epitelial-
mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition o EMT), proceso por el cual
carcinomas avanzados pierden su diferenciacion y adquieren fenotipo de
alta agresividad e invasividad. La importancia de esta mutacion en el CP
radica en el hecho de que el 90% de tumores pierden la funcion del SMAD4
con la consiguiente activacion de la proteina TGF-beta y la activacion
celular.

Ademas, el aumento de niveles de TGF-beta, favorecen la EMT de
fibroblastos a nivel tumoral, aumentando las caracteristicas desmoplasicas

del tumor y su malignidad (48).

4.5. Mutacion del gen supresor LKB1/STK11

El Sindrome de Peutz-Jeguers esta relacionado con la
mutacion autosémica dominante del gen STK11, localizado en el
cromosoma 19p (59), con aumento de la frecuencia de la frecuencia del CP
de hasta 40 veces (48).
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A su vez, la mutacién esporadica de este gen ocurre en el 4-6% de
CP con alguna evidencia de que la inactivacion de este gen ocurre con

mayor frecuencia en NIPM.

4.6. Mutacion del gen supresor BRCA-2

La mutacion de este gen localizado en el cromosoma 13q tiene una
relacion conocida con el cancer de mama y ovario (25,48,66,67). A su vez,
el 17% de CP tienen agregacion familiar por este gen, particularmente
comun en familias con ascendencia judia Ashkenazi. La pérdida de funcion
del gen BRCA2 produce un acumulo de aberraciones cromosomicas y la
consecuente carcinogénesis (45,66,67).

La pérdida de la funcion del alelo BRCA2 parece ser un evento tardio
restringido a displasias severas de PanIN y CP, por lo tanto se considera
que dicha mutaciébn o pérdida de funcion de este gen promueve la

progresion maligna de neoplasias pancreaticas.

4.7. Mutacion de los genes PRSS1 y SPINK1 o de pancreatitis
familiar

La pancreatitis familiar o también llamada pancreatitis hereditaria,
clinicamente se caracteriza por la presencia de episodios de pancreatitis
aguda severa recurrente de inicio a edades precoces, desarrollando muchos
de los pacientes una PC. Se ha observado que la mutacion de los genes

PRSS1 y SPINK1 puede ser la causa de las pancreatitis familiares (66).

Epidemiol6gicamente se ha demostrado un aumento del riesgo mayor

del 40% de desarrollar CP durante toda su vida.

4.8. Mutacion del Gen PALB2

El gen PALB2 se localiza en el cromosoma pl6 y codifica para la

proteina transportadora de la proteina BRCA2. Es conocida la relacion de
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esta mutacion con el aumento de riesgo de cancer de mama, y se ha
identificado aproximadamente en el 3% de pacientes con cancer pancreatico
familiar (59).

4.9. Mutacion del Gen ATM

El gen mutado de la Ataxia-Telangiectasia se encuentra en el
cromosoma 11q y codifica para proteinas de la familia quinasa PI3/Pl4, y
que tienen un papel importante en la respuesta celular al dafio en el ADN
(Acido Desoxirribonucleico) (59).

Los pacientes con Ataxia-Telangiectasia tienen un 25% de riesgo vital

mayor de desarrollar cancer de pancreas.

5. Cancer Stem Cells (CSCs)

Una de las teorias que en los ultimos afios ha cobrado mayor
importancia tanto en el desarrollo tumoral como en la falta de respuesta a
las terapias actuales es la presencia de Cancer Stem Cells (CSC). Este tipo
de células presentes vy descritas en otro tipo de tumores también se
describen en el CP (68,69) y poseen el marcador CD 133+ como una

caracteristica que las identifica (68).

Las CSC representan una porcion baja dentro de la masa tumoral
(70) y se localizan caracteristicamente en lechos de fibrosis asociada y
creada por células estrelladas pancreaticas (CEP). Estas CEP son
estimuladas para la produccion de fibrosis pancreatica bien por episodios
inflamatorios repetidos (como pancreatitis agudas de repeticién y/o PC) o en
ambientes hipdxicos, como el creado por las células tumorales. Las CEP

una vez migradas al ambiente creado por las células tumorales, reciben el

63



estimulo directo de las células tumorales pancreaticas para su reproduccion
asi como para la sintesis de matriz fibrosa extracelular (71). A su vez, las
CEP en situacién de hipoxia, aumentan la produccion, entre otros, del VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) (72). EI VEGF actia estimulando
directamente las células tumorales, en una interaccion de tipo paracrino.
Esta interaccion, la hipoxia y la formacion de fibrosis se relaciona con un
aumento de la quimio-resistencia, ademas de favorecer la progresion
tumoral (72). En la figura 3 se representa una simulacion de la composicion

celular en el CP.
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Figura 3 Microambiente tumoral del CP Imagen obtenida de Hermann
et al. con permiso del autor (73).

En todo este ambiente y dentro de las células que forman la masa
tumoral, se encuentran las CSC. Se trata de un grupo celular caracterizada
por (74):

- Son células con capacidad de autorregenerarse

- Son células capaces de generar todos los tipos celulares tumorales

de la masa tumoral
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- Es la unica célula del tumor con capacidad de generar in vitro

crecimiento tumoral en recipientes secundarios
- Suelen ser resistente a terapias con farmacos y dosis estandar

- Presentan diferentes marcadores de superficie, como son el

CD133+, ademas de poder expresar CD44+, CD24+ y EpCAM+.

Self-renewal

CSE

= I~
9 ; 2
f Progenitor/ ’3 H
EO Transient cell %
o
J
Y @ @ 'D
2 g 3
5 Tumor cells ‘3;: =
B S o}
" ‘D :
=) (e}
= «Q
9 @ :
) =)
£ ‘ . ‘ > 2
() <
i_{ Differentiated tumor cell o

Figura 4: Modelo de cancer stem cells (CSC). Imagen obtenida de Hermann
et al (73) con permiso del autor. En la figura se representa la posibilidad ilimitada
de las CSC de division simétrica, produciendo nuevas CSC y de divisidn asimétrica,
produciendo diferentes lineas celulares que forman el tumor. La disminucion de la
pluripotencialidad, de la plasticidad y de la quimioresistencia se correlaciona con
el aumento de diferenciacion celular y de la heterogenicidad celular del tumor,
siendo las células con mayor pluripotencialidad, mayor plasticidad y mayor

guimioresistencia las CSC.

En relacion a la resistencia a la quimioterapia de las CSC, Mueller et
al. (75) describe que al tratar el tumor con gemcitabina, existe una reduccién
de masa tumoral por reduccién de células de la masa tumoral negativas
para CD133. A su vez, se objetiva la persistencia de células CD 133+, CD
44+ y CD24+, que secundariamente conllevan la persistencia del tumor.

Estas células, mediante su capacidad de stem cell (74), pueden generar
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nuevas CSC (por divisibn simétrica) o células tumorales CD133- (por
division asimétrica), generando nuevamente masa tumoral y recidiva y/o
progresion de la enfermedad. Dependiendo del grado de division simétrica o
asimétrica, la resistencia a la quimioterapia del tumor recidivado serd igual
0 superior a la presentada por el tumor inicial, contribuyendo a una mayor
agresividad del tumor. Esto sugiere que las Pancreatic CSCs poseen un
papel fundamental en la biologia y terapia del cancer de pancreas.

Por estas razones, el esclarecimiento de los mecanismos que
mantienen y regulan el comportamiento y contribucién de estas células en
CP puede llevar al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas efectivas

para esta neoplasia.
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6. SOX2

SOX2 (Sex-determining region Y (SRY)-box2) es miembro de la
familia de los factores de transcripcion SOX implicados en el mantenimiento

de propiedades de las células stem y restriccion de la diferenciacion celular.

En particular, SOX2 posee funciones especificas como regulacion de
las caracteristicas de células stem durante el desarrollo embrionario (76) vy
sus niveles de expresion deben estar bien regulados para que se lleve a
cabo un desarrollo embrionario normal (77). Experimentos en los que se
inhibe la expresibn de SOX2 mediante RNA de interferencia, han
demostrado que la falta de expresion de este gen conlleva la diferenciaciéon
celular a diferentes tipos celulares. SOX2 es uno de los cuatro factores de
transcripcion junto con KLF4, Oct3/4 y c-Myc que es capaz de inducir la
reprogramacion de células somaticas humanas en células stem
pluripotentes. Ademas, SOX2 junto con Oct3/4 es suficiente para generar

células stem pluripotentes a partir de células de Cordén umbilical humano.

Varios estudios evidencian que SOX2 es un factor presente en
células progenitoras o stem-like en pancreas adulto humano (78,79). A
pesar de ello, la funcion que SOX2 podria estar ejerciendo en el CP no se

conoce.

Sanada et al. (80) realizaron un andlisis mediante
inmunohistoquimica en 14 casos de CP y observaron expresion de SOX2 en
lesiones PanIN-3 y tumores pobremente diferenciados. Estos datos sugieren
que SOX2 podria estar implicado fundamentalmente en la invasion y la
metastasis pero no en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo,
estudios adicionales son necesarios para esclarecer la funcién de SOX2 en
CP.
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Hipotesis






El Adenocarcinoma de pancreas es un tumor que a pesar de los avances
diagnosticos y terapéuticos, tiene un mal prondstico. Los avances en la cirugia y la
aparicién de la gemcitabina, junto a la combinacion de otros quimioterapicos no han

mejorado la expectativa de la enfermedad.

El CP presenta una alta agresividad y resistencia a la quimioterapia que se
ha intentado explicar a partir de la teoria de las CSC, ya descritas en otros tumores

neurologicos o hematopoyeéticos.

La hipotesis de las CSC sugiere que dentro del tumor, existe una poblacién
celular distinta con caracteristicas de CSC, siendo estas células esenciales para el
desarrollo y la perpetuacion del CP (73). Estas CSC son capaces de
autorregenerarse y de generar todos los tipos de células tumorales que contiene la
masa tumoral en el CP (81). La generacién de los diferentes tipos celulares, se
produce por la capacidad de division asimétrica que tienen las CSC, produciendo
bien nuevas CSC o bien células tumorales mas o menos diferenciadas (division

simétrica y asimétrica) (73,81).

Una de las diferentes proteinas que presentan estas células y que las
caracterizan, es el factor de transcripcion SOX2, responsable, a groso modo, de
mantener las propiedades de stem cell y la restriccion en la diferenciacién cuando
estd sobreexpresado. La sobreexpresion de SOX2 en las CSC se asocia a un

mayor grado de desdiferenciacion del tumor con un peor pronéstico del CP.

Todo ello nos ha hecho plantear la siguiente hipoétesis:

“La supervivencia del cancer de pancreas a pesar de su nefasto pronostico ha
podido mejorar en los ultimos afios debido a los avances en la cirugia y tratamiento
quimioterapico. La presencia de células positivas para el factor de transcripcion
SOX2 podria aumentar la desdiferenciacion tumoral y ser un factor relacionado con

la agresividad y mortalidad asociada con el CP”.
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Objetivos






Tras el planteamiento de dicha hipotesis, los objetivos que planteamos con el

siguiente trabajo son:

1.- Describir las caracteristicas de los pacientes con céncer de

pancreas.

2.- Valorar la utilizacion de las pruebas de imagen en el diagnéstico y
estadiaje.

3.- Determinar los factores que influyen en la resecabilidad del cancer

de pancreas
4.- Estudiar la morbimortalidad de los pacientes intervenidos

5.- Analizar la supervivencia de los pacientes en funcion de los

tratamientos aplicados.

6.- Determinar si la expresion de SOX2 esta incrementada en el cancer
de pancreas, y en el caso de que estuviera, su influencia en el crecimiento y
progresion tumoral, y por lo tanto su relacibncon el prondstico del cancer de

pancreas, y el efecto de su inhibicidn.
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Material y métodos






Con la finalidad de conseguir los objetivos descritos, seguiremos el siguiente

planteamiento de trabajo:

.- Estudio de los casos de pacientes diagnosticados y/o tratados en el
Hospital Donostia durante 5 afios (entre 2010 y 2014)

.- Estudio in vitro de la funcion de SOX2 en CSC pancreéticas

.- Establecer una relacion a nivel celular de la presencia de células

positivas para SOX2 y su repercusion clinica.

1. Seleccidon de pacientes y disefio del estudio

Para la actualizacién del estado del CP en nuestro medio, se ha realizado una
recogida de datos de pacientes con diagndstico histolégico de adenocarcinoma de

pancreas en el Hospital Donostia.

La identificacion de los pacientes se ha realizado a través de la base de
datos de OsaKliniker, incluyendo como criterios de busqueda la pancreatectomia no
especificada, parcial, radical, proximal, distal, pancreaticoduodenectomia (radical o
no, en uno o dos tiempos) y procedimiento de Whipple y total como subgrupo
quirargico. En este grupo de busqueda se incluyen como procedimientos los
codigos del CIE-9-MC 52.5x, 52.6 y 52.7. Dentro de los pacientes que cumplian los
criterios de seleccion citados, se han rechazado todos los pacientes que no tuvieran
el diagndstico anatomopatolégico compatible con CP, bien por biopsia guiada por TC
(Tomografia Computerizada), ecografia o ecoendoscopia, bien por biopsia

quirargica.

Se utiliza como subpatologia de criterio de basqueda “cancer de pancreas”.
En ambos casos se incluyeron pacientes entre los afios 2010 y 2014 ambos

incluidos (5 afios).

Entre los pacientes que cumplen los criterios de seleccion de diagnostico de
CP, dividimos 2 grupos: Un grupo de pacientes considerados resecables

quirargicamente y otro grupo de pacientes que cumplen criterios de irresecabilidad
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al diagnostico. Existe otro grupo de pacientes no intervenido por la presencia de

comorbilidades que contraindican la cirugia.

Actualmente se clasifica a los pacientes con CP como resecables,
irresecables y borderline resecables. La valoracion de pacientes como borderline
fue introducida en el protocolo del Hospital Donostia el ultimo afio de inclusion de
pacientes para este estudio, por lo que no se ha valorado ni su nimero ni su
evolucion de forma independiente. En nuestra muestra solo 2 pacientes cumplian
criterios tumor borderline. Segun los diferentes criterios, segun el protocolo del

Hospital Donostia podemos clasificar los pacientes en diferentes grupos (82):

.- Pacientes inoperables: pacientes con alto riesgo quirargico o patologia
asociada que contraindican la cirugia, como son ASA (American Society of
Anesthesiologists) (Anexo VII), IV, hepatopatia, enfermedad psiquiatrica grave,
enfermedad cardiopulmonar significativa o cualquier otra comorbilidad severa. La
edad por si sola no es una contraindicacion absoluta, pero hay que tener en cuenta

gue la reserva fisiologica de los pacientes mayores de 75 afios esta disminuida.

.- Pacientes con tumores resecables: Seran todos aquellos que presenten
ausencia de enfermedad extrapancreatica, no evidencia de afectacion de la art.
Mesentérica superior, tronco celiaco o Art. Hepética, definida como la presencia de
tejido normal en el plano entre el tumor y las arterias. La afectacion de la confluencia
entre V. mesentérica superior y Vena Porta si la reseccién y reconstruccion es

posible, no es criterio de irresecabilidad.

.- Pacientes con tumores irresecables: Pacientes que presentan alguna de las

siguientes caracteristicas:

e Afectacion de mas de la mitad (>180° de la circunferencia u
oclusion/trombosis de V. mesentérica superior o confluencia de Vena
Porta sin que existan posibilidades de reconstruccion.

e Afectacion por infiltracion local del Tronco venoso de Henle (como
limite anatomico inferior de posibilidad de reconstruccion venosa).

e Afectacion de Art. Mesentérica Superior, V. Cava Inferior, Art. Aorta,
Tronco Celiaco o Art. hepatica, definido radiologicamente, como la

ausencia de tejido graso normal entre el tumor y el vaso afectado.
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e Presencia de metastasis a distancia, bien en 6rganos a distancia o
metastasis peritoneales.

e La afectacion de adenopatias interaorto-cavas se considera
diseminacion metéstasica. Por esta razén, se realiza una biopsia
intraoperatoria de los ganglios inter-aortocava. Si esta biopsia es
informada como positiva para infiltracibn por adenocarcinoma se
considera una diseminacion metastasica y se contraindica la cirugia

resectiva.

Hemos considerado e incluido en el grupo de pacientes resecados, aquellos
pacientes que han terminado siendo sometidos a intervencion quirdrgica con
reseccion del CP de pancreas, con la técnica necesaria segun la localizacién del
tumor. En cambio, se ha considerado como pacientes del grupo de no resecados
todos los paciente a los que no se les ha realizado reseccion del CP, bien por
contraindicacion por diseminacién tumoral, bien por considerar al paciente
inoperable. Ademas, se incluyen en este grupo todos los pacientes que han sido
intervenidos para realizar alguna técnica paliativa de derivacion biliar y/o géstrica sin

reseccion del tumor.

La tasa de resecabilidad de la serie se podria definir como la posibilidad de
resecar el tumor pancreatico una vez iniciada la intervencion, sin evidencia
macroscopica o microscopica de tumor residual, aceptandose una tasa de

resecabilidad superior al 58% (83).

Los pacientes considerados quirdrgicos han sido sometidos a cirugias de
reseccion pancreatica bien de cabeza pancreatica mediante
duodenopancreatectomia cefalica (con reseccién en bloque de cabeza pancreatica,
proceso uncinado asociando el duodeno en bloque y antro gastrico, DPC) o bien de
cuerpo-cola de pancreas mediante RAMPS (radical antegrade modular pancreato-

splenectomy) asociando la reseccion del bazo.

En el grupo de pacientes intervenidos se ha recogido el indice de morbilidad,
basandonos en la escala de morbilidad de Clavien Dindo (84). Esta escala, aceptada
a nivel mundial para objetivar y clasificar la morbilidad postoperatoria de cirugia
abdominal clasifica la morbilidad en 5 niveles, siendo el nivel V el equivalente al

fallecimiento del paciente (84).
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Tras un diagndstico de CP irresecable, si el paciente presenta un buen estado
general y da su consentimiento, serd tratado con quimioterapia sistémica paliativa,

segun el protocolo de hospital. (82)

Estan aceptados en dicho protocolo la gemcitabina en monoterapia,
gemcitabina asociada a capecitabina o gemcitabina asociado a oxaliplatino, ademas
del esquema FOLFIRINOX. La gemcitabina ha demostrado aumentar la
supervivencia libre de enfermedad, con un aumento discreto de la supervivencia
global. Actuamente diferentes ensayos publicados o en marcha tienen como objetivo
aclarar la utilidad del esquema Folfirinox como primera opcion en tratamiento
adyuvante. Aunque parece mejorar la supervivencia, actualmente sigue sin ser
aceptado de forma amplia como primera opcién dado la alta toxicidad que pueden

presentar los pacientes con este esquema.

2. Estudio in vitro de la presencia del SOX2 en CSC
pancreaticas

2.1. Inmunohistoquimica

Se realizaron diez microarray tisulares o TMA (Tissue microarray) que
contenian 349 muestras de pacientes: 140 de ellos no habian recibido tratamiento

quimioterapico y 209 habian sido tratados con gemcitabina.

Los cortes parafinados se colocaron en el tefiidor automatico BOND Il (Leica
Biosystems, Chicago, IL, USA). Se trataron con la solucién Epitope retrieval 2
durante 20 minutos y se tifileron con el anticuerpo anti-SOX2 (Clon EPR
3131Epitomics) diluido 1: 300 durante 15 minutos. El revelado-deteccion se realizo
con el kit de deteccion Polymer Refine siguiendo las instrucciones del fabricante
(Leica Biosystems). El contratefiido se realiz6 con hematoxilina durante 5 minutos.
Las preparaciones se deshidrataron a traves lavados con alcoholes de graduacion
creciente (etanol de 70°, 80°, 90°, 96° y 100°) y posterior inclusion en xilol y montado

con medio de montaje.
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La lectura de SOX2 en las preparaciones se llevd a cabo por patdlogos
especializados en patologia pancreética quienes clasificaron la preparacion como

positiva 0 negativa.

2.2. Cultivo celular

Las lineas celulares Panc0403, BxPC3, CFPAC-1, PaTu8988t, Pancl,
Su86.86, HeLa y HPDE se obtuvieron de la ATCC. Panc0403, Pancl, Su86.86,
HelLa se mantuvieron en medio RPMI y las BXxPC3, CFPAC-1, PaTu8988t en medio
DMEM en ambos casos suplementado con Suero Fetal Bobino (FBS). La linea
celular HPDE se cultivd en medio para queratinocitos suplementado con extracto
pituitario bobino (Life Technologies). Las transfecciones se llevaron a cabo

empleando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

La linea celular L3.6 se cultivd en medio DMEM-F12 conteniendo insulina
(Gibco), Fraccion V de albumina bobina(Sigma), suplemento N2-Plus (Gibco), B-27
(Gibco), Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y Factor de Crecimiento de
Fibroblastos (FGF) (Preprotech) a una densidad de 10* células/ml en placas no
adherentes (Corning). Se consideraron “Esferas” a los agregados que contenian

seis 0 mas células.

2.3. Proliferacion celular, ciclo celular y apoptosis

La proliferacién celular se midi6 mediante el ensayo MTS (Promega) y la
sincronizacion celular de las células HelLa se realizé mediante el bloqueo con
timidina (pulso doble). El contenido de ADN se analizé y la fraccion celular en
GO0/G1, fase S o G2 se calculd empleando el software ModFit (Verity Software
House). La fraccién de células apoptéticas se evalué con Annexina-V-FITC (Becton

Dickinson) y loduro de propidio, Pl (Sigma) con el software FloJo 887 (Treestar).
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2.4. Extraccion de RNA y PCR atiempo real

El RNA (Acido Ribonucleico) celular se extrajo empleando el kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Para la sintesis de cDNA o
Retrotranscripcion se emple6 el kit superscript de Invitrogen (Life Technologies).
La Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo real (QRT-PCR) se realizé
como se describe en el articulo de Zhang et al. (85).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo por triplicado y para el analisis de

resultados se empleé el método 2744,

Tabla 2. Primer usados para gRT-PCR

Primers Sequence (5’-3’)

CD133-F GCTCAGACTGGTAAATCCCC

CD133-R GACTCGTTGCTGGTGAATTG

CD44-F CGGACACCATGGACAAGTTT

CD44-R CACGTGGAATACACCTGCAA

ALDH1Al-F | AGCAGGAGTGTTTACCAAAGA

ALDH1A1-R | CCCAGTTCTCTTCCATTTCCAG

ESA-F CAATGCAGGGTCTAAAAGCTG
ESA-R CACCCATCTCCTTTATCTCAGC
Sox2-F TCCCATCACCCACAGCAAATGA
Sox2-R TTTCTTGTCGGCATCGCGGTTT

RPLPO-F AGATCCGCATGTCCCTTC

RPLPO-R CCTTGCGCATCATGGTGTT

p21-F TGTCACTGTCTTGTACCCTTG
p21-R GGCGTTTGGAGTGGTAGAA
p27-F TCTGAGGACACGCATTTGG
p27-R TGTTCTGTTGGCTCTTTTGTTT

2.5. Analisis de proteina

Para el andlisis de proteina, las células se lisaron utilizando el buffer de lisado
(1% Triton X-100, 0.5% deoxicolato sodico, 0.1% duodecil sulfato sodico, 150 mmol/|
de NaCl, 50 mmol/l Tris/HCI (pH 7.2), 10 mmol/l EDTA y 10 mmol/l EGTA). Los
lisados se fraccionaron por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida
(SDS/PAGE) al 10% en un Mini—Proteanll (Bio-Rad) y las proteinas se
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electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 80 minutos a un
amperaje de 350 mA y se incubaron con el anticuerpo primario [I-actin (Sigma),
SOX2 (Epitomics), ALDH1, E-Cadherin and p27Kipl (BD), p21lcipl (Calbiochem),
Snail and cyclin D3 (Cell Signaling) durante toda la noche a 4°C en agitacion. Tras 3
lavados con TBS—Tween 20 se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado
con HRP (Horseradish peroxidasa; peroxida de caballo) en una dilucién de 1:20000
en 2.5% leche desnatada en TBS—-T. La actividad peroxidasa se detecté mediante
ECL Super Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce) por

autorradiografia.

2.6. Inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia de las esferas, en estas se permitid la
adherencia en cubreobjetos con poly-I-lisina a 37°C y después fijadas con 4% de
formaldehido. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal LSM-710y el
objetico 100x. (Carl Zeiss). Los anticuerpos empleados fueron SOX2 (Epitomics),
ALDH1 (BD).

3. Consideraciones éticas

El estudio realizado fué retrospectivo observacional. La realizacion del estudio
no supuso cambio en el manejo clinico ni en el plan terapéutico del paciente, por lo
qgue el estudio no ha supuesto coste economico afadido a la practica clinica
habitual.

El protocolo del estudio y las consideraciones aqui descritas se presentaron al
Comité de Etica de Investigaciones Cientificas (CEIC) del Hospital Universitario
Donostia, que dio su aprobacion en noviembre de 2017, habiendo presentado el
consentimiento informado a entregar a los pacientes asi como la tabla de recogida

de datos.

Anexo |: informacioén al paciente.
Anexo Il: consentimiento informado

Anexo llI: aprobacién del CEIC
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4. Datos Clinicos

Todos los datos recogidos se extrajeron de la aplicacion clinica Osabide
Global, estudiando la historia clinica de cada paciente y sin suponer ninguna
exploracion complementaria ni visita a la consulta excepto las necesarias para el
control evolutivo de los pacientes. Todos los datos fueron valorados por 2
investigadores y posteriormente recogidos por un unico investigador. Tras la
recogida de los datos, se realiz6 una correccion de los posibles errores en el

momento de la introduccién de los datos, para el posterior analisis de los mismos.

Las variables que se han valorado durante la recogida de datos han sido las

siguientes:

- Variables clinicas: edad al diagnéstico, sexo, fecha de fallecimiento, ademas
de los antecedentes personales como diabetes mellitus, consumo de alcohol y/o
tabaco y antecedentes familiares de primer grado de CP. En cuanto al consumo de
alcohol, consideramos como a un paciente como bebedor cuando reconoce la
ingesta diaria de entre 30 y 40 gramos de alcohol al dia (sin diferenciar si se trata de

bebidas de baja o alta graduacion).

-Variables relacionadas con el CP como son los sintomas al diagndstico y las
exploraciones complementarias realizadas (Ecografia, TC, RM) para llegar al
diagndstico radioldgico de sospecha , asi como el método para obtener biopsia de la
lesion, como la puncién directa de lesiones metastasica o la ecoendoscopia
digestiva alta. No se ha tenido en cuenta la ecoendoscopia como método
diagnostico de masa pancreatica, pero si como técnica de obtencién de biopsia.
Dentro de los estudios de imagen, se ha considerado que la exploracion realizada
(sea Ecografia, TC o RM) ha sido diagndstica cuando el radiélogo ha informado el

hallazgo de lesion neoplasica en pancreas

En los afios revisados en este estudio no se ha incluido la Tomografia de
Emision de Positrones (PET-TC) para el estudio bien de sospecha diagndstica como
de extension de la enfermedad, dada la alta sensibilidad tanto del TC como la RM.

Actualmente el diagndstico radiolégico se basa principalmente en el TC (estudio con
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3 fases con TC helicoidal multidetector) que presenta una sensibilidad del 100%

para tumores mayores de 2 cm, pero solo el 77% en tumores menores de 2 cm (86).

- Variables relacionadas con el propio tumor como son la localizacion de la
lesion (cabeza, proceso uncinado, cuerpo o cola), clasificacidon histologica y estadio

al diagnaostico (Anexo V).

- No se ha estudiado ningun tipo de alteracién analitica como pueden ser el
nivel de bilirrubina, enzimas de colestasis o el nivel del marcador Ca 19.9 dada la

baja sensibilidad que presentan al diagnostico.

En cuanto a la clasificacién histolégica, debemos destacar que se puede
diferenciar tanto la linea de diferenciacién celular, la naturaleza macroscopica del
tumor (sélido o quistico) y el grado de displasia celular (dividiéndolos en bajo,

moderado o alto grado).

En este trabajo nos hemos centrado en los tumores de diferenciacion celular
de tipo ductal infiltrante (adenocarcinomas), utilizdndose el término de cancer de

pancreas para las lesiones de adenocarcinoma ductal infiltrante de pancreas.

Macroscopicamente los CP son lesiones soélidas, aunque pueden originarse,

como ya se ha descrito previamente, a partir lesiones quisticas o solido-quisticas.

Por ultimo, en cuanto al grado de diferenciacion, se clasifican grado 1 (o bien
diferenciado), grado 2 (0o moderadamente diferenciado) y grado 3 (o pobremente

diferenciado). Las diferentes caracteristicas se describen en la tabla 3 (82).
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Tabla 3: Caracteristicas histoldgicas segun el grado de diferenciacion

Grado Diferenciacion Glandular Produccion  Mitosis (por  Caracteristicas del
de Mucina 10 campos) nacleo

Grado Bien Diferenciado Intensa 5 Poco polimorfismo,

1 polaridad

Grado Estructuras ductales y Irregular 6-10 Moderado

2 glandulas tubulares polimorfismo

moderadamente diferenciadas

Grado Glandulas pobremente Escasa >10 Grande y con
3 diferenciadas y estructuras marcado
pleomorficas polimorfismo

- Variables relacionadas con el tratamiento recibido por los pacientes, tanto el
tratamiento paliativo (tratamiento de la obstruccién biliar o la quimioterapia paliativa)
como el tratamiento con intencién curativa (basado en la cirugia con tratamiento

adyuvante)

- Por ultimo, se han valorado variables relacionadas con los resultados de los
tratamientos realizados. Estos resultados se han basado tanto en la supervivencia
(tanto en los paciente intervenidos como no intervenidos) o el tiempo de recidiva

como en las complicaciones postoperatorias registradas.

El grado de complicaciones postoperatorias se ha basado en la clasificacion

de Clavien Dindo.

La escala de Clavien Dindo fue descrita en el afio 2004 como evolucion de
una escala inicial del afio 1992 que intenta objetivar y estandarizar la gravedad de
las complicaciones postoperatorias. Tras su descripcion, fue testada en pacientes
sometidos a cirugia programada. Esta escala describe los posibles eventos que
pueden ocurrir tras la cirugia, incluyéndolos en los diferentes grados de
complicaciones (84) (anexo V). Tras su descripcion ha sido validada en multiples

trabajos, ampliando su aplicacion a diferentes especialidades quirdrgicas,
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consiguiendo una estandarizacion y objetivizacion de la descripcion de las

complicaciones quirdrgicas.

En nuestra serie hemos aplicado la escala de Clavien Dindo (84) (Anexo V)
en las que se incluye la reintervencion y la mortalidad (que son analizadas de forma
independiente en el trabajo de Sabater et al.). Segun la clasificacion de Clavien
Dindo, se puede dividir el grado de complicaciones postquirirgicas en menores (sin
complicaciones, o grados | o Il) y mayores (llla, lllib, IVa, IVb 0 V). Analizaremos las
complicaciones de nuestra serie, tanto segun la escala de Clavien Dindo como por

los estandares de calidad establecidos por Sabater et al (83).

Las decisiones terapéuticas relacionadas con los pacientes diagnosticados de
CP en el Hospital Donostia se basan en el protocolo de actuaciéon para el manejo del
paciente con CP. A su vez, la decision terapéutica final se termina basandose en la
decision del comité de tumores hepatobiliopancreaticos (82)
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Figura 5: Diagrama de decision del Comité de Tumores. AP: Anatomia Patoldgica.
CPRE: Colangiopancreatografia retrograda endoscépica. BBT: Bilirrubina Total en plasma.
CTPH: Colangiografia trans-parieto-hepatica. ATB: Antibiético. OM: Oncolégia Médica. CG:

Cirugia General. Seg: seguimiento. QT: Quimioterapia. RT: Radioterapia. OR: Oncologia
Radioterapica.
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5. Andlisis Estadistico

Se realizara un estudio retrospectivo observacional. Las variables cualitativas
se expresan como porcentaje y valor absoluto y se comparan con el test de Chi?. Las
variables cuantitativas se expresan como mediana y Rango intercuartilico y se
analizan mediante es test de Mann Whitney (se realizara un test de bondad
Kolmorov para comprobar la distribucion. En caso de normalidad se podria emplear
una T de Student, expresando las variables cuntitativas como medias y DS). Los
datos sobre supervivencia global, libre de enfermedad y tiempo de progresion se
analizan mediante curvas de Kaplan Meyer y se comparan los factores mediante la
prueba de log Rank. Las variables con nivel de significacion de 0.2 o menores se
introduciran en una regresion logistica binaria para valorar los factores asociados

con el pronostico.
Se empleara el paquete estadistico SPSS v 23.0 con acceso Unico para el

investigador, sin acceso a red y con datos disociados entre datos identificativos del

paciente y los utilizados para el analisis del estudio.
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Resultados






1. Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron en estudio 166 pacientes (Figura 6). El nimero de pacientes
incluidos durante los afios del estudio fue estable oscilando entre 2 y 3 al mes.

166 pacientes con diagnostico A.P.

1 1 1 1 1
2010 2011 2012 2013 2014
31 Pacientes 32 Pacientes 36 Pacientes 38 Pacientes 29 Pacientes

Grupo de pacientes Grupo de pacientes

no resecables: 131 resecables: 35

Figura 6. Diagrama de Flujo de descripcién de pacientes
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La edad media de los pacientes al diagndstico era de 65,5 afos. Entre las
caracteristicas clinicas de los pacientes (Tabla 4) destacaba que el 24,7% (41
pacientes) tenian DM. De ellos el 31% (13 pacientes) cumplian criterios de DM new-
onset (diagnosticado de DM menos de 36 meses antes del diagndstico de CP). El
25% (41 pacientes) reconocian el consumo de alcohol y 44,6% (74 pacientes) eran o
habian sido fumadores al diagnéstico. Dentro del grupo de los 41 consumidores de
alcohol, el 78% (32 pacientes) eran consumidores de tabaco. Soélo el 11,4 % (19

pacientes) tenian antecedentes familiares de CP.

En el 55% de los casos (91 pacientes) localizacion fue la cabeza del
pancreas y proceso uncinado y la clinica de presentacion mas frecuente fue el dolor
abdominal. Un 11% se diagnostico sin sintomas y fue un hallazgo casual por estudio
por otras causas. El 77% se encontraba en estadios avanzados (Il o 1V). Un 4% (6
pacientes) presentaron sintomas inespecificos que llevaron al diagnéstico del CP

como pesadez, hinchazén, malestar, nauseas o vomitos de repeticion.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes

N° (%)
166

Mediana de edad (r.i.25-75)* 65 (60-71)
Sexo Hombre /mujer 100/66 (60%/40%)
Diabetes Mellitus 41 (25 %)
Diabetes Mellitus New-onset 13 (8 %)
Alcohol 41 (25 %)
Tabaco 74 (45 %)
Antecedentes Familiares 19 (11%)

Primer Sintoma

Total dolor + S. constitucional
Dolor

Ictericia

Sindrome Constitucional
Hallazgo Casual

Otros

Localizacion
Cabeza-proceso uncinado
Cuerpo-cola

Grado de diferenciacién
Bien-moderado diferenciado
Mal diferenciado
No filiado

Estadio
Estadio IB
Estadio IIA
Estadio IIB
Estadio Il
Estadio IV

101 (61%)
75 (45 %)
41 (25 %)
26 (16 %)
18 (11 %)
6 (4 %)

91 (55%)
75 (45%)

36 (21%)
27 (17%)
103 (62%)

4 (3%)
12 (7%)
22 (13%)
17 (10%)

111 (67%)

r.i: Rango intercuartil

97



En la tabla 5 se relacionan los datos clinicos con el estadiaje de la
enfermedad. Se observdO como en los estadios avanzados era mas frecuente
encontrar pacientes con diabetes establecida (29% vs 10%) o de reciente comienzo
(29% vs 3%). También se observd como aquellos pacientes que debutaron con
ictericia tenian estadios mas precoces, 41% de los pacientes con ictericia tenian

estadios precoces frente a un 17% de los que debutaron sin ictericia (Tabla 6).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcién del estadio precoz o
avanzado de la enfermedad

Estadio I-ll (%) Estadio -1V (%) p
Sexo 0,679
Hombre 24 (24%) 76 (76%)
Mujer 14 (21,2%) 52 (78,8%)
Alcohol 0,553
No Bebedor 30 (24%) 95 (76%)
Bebedor 8 (19,6%) 33 (80,4)
Tabaco 0,444
No Fumador 19 (20,7%) 73 (79,3%)
Fumador 19 (25,7%) 55 (74,3%)
Diabetes Mellitus 0,021
No 34 (27,2%) 91 (72,8%)
Si 4 (9,7%) 37 (90,3%)
DM. New Onset 0,174
No 37 (24,1%) 116 (75,9%)
Si 1(7,7%) 12 (92,3%)
Antecedentes Familiares 0,839
No 34 (23,1%) 113 (76,9%)
Si 4 (21,1%) 15 (78,9%)
DM.: Diabetes Mellitus
Tabla 6: Estadiaje al diagndéstico de ictericia
Estadio I-lI Estadio -1V
Ictericia (%) 17 (41 %) 24 (59 %) 41
No Ictericia (%) 21 (17 %) 104 (83%) 125
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2. Diagnéstico radiolégico

La ecografia abdominal se realizé en el 47% de los casos (86 pacientes). Solo
fueron diagnosticas de CP el 55% (47 pacientes). La sensibilidad fue del 59%. En la
tabla 7 se exponen los diagnésticos de CP por la ecografia en funcion del estadio
tumoral. Cuando los estadios fueron avanzados la ecografia permitio diagnosticar el
tumor con mas facilidad. Asi, diagnostico el 57% de los tumores cuando estaban en
estadio I1I/IV y un 48% de los tumores cuando se encontraban en estadios I/Il.

Tabla 7: Resultados ecograficos diagndésticos segun estadio

Estadios I-ll Estadios llI-IV
o) (%)
Ecografia Diagnostica 12 (48%) 35 (57%)
Ecografia No Diagndstica 13 (52%) 26 (43%)

La TC abdominal es la exploracion radiolégica que se realiz6 con mas
frecuencia. Se realizd en el 95% de los casos (158 de los 166 pacientes). De todos
las TC realizadas, solo en el 5% de ellos (8 pacientes) no hubo un diagnéstico
radiolégico de tumor de pancreas . Estos datos reflejan una sensibilidad de la

técnica del 95%.

Por dltimo, la RM se realizé en el 35% de los casos (58 pacientes). La RM se
llevo a cabo como prueba diagndstica inicial en 3 pacientes. En nuestra serie de las
58 exploraciones realizadas, 90% (52 pacientes) fueron diagnosticas de tumoracion
en el pancreas, solo en el 10% (6 exploraciones) no fueron diagnésticas, con una
sensibilidad del 90%.
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3. Diagndstico histologico

En nuestra serie, ademas de los 35 pacientes sometidos a intervencion
quirdrgica resectiva, 47 pacientes fueron diagnosticados por citologia o tru-cut
obtenida por ecografia de metastasis y en 45 por citologia obtenida por
ecoendoscopia de la lesion primaria en pancreas. Dentro de los pacientes con
biopsia dirigida por ecoendoscopia, el 73% presentaban la lesion a nivel de cabeza

pancredtica o proceso uncinado.

Otras técnicas que se utilizaron para conseguir una muestra diagnostica fueron
(en orden de frecuencia) la biopsia quirdrgica, citologia pancreatica, biopsia

duodenal endoscopica, citologia de liquido peritoneal o citologia de colédoco.

La diferenciaciéon histolégica no se pudo definir en el 62% de los casos (103

pacientes).

Tabla 8: Grado de diferenciacion del CP de la serie

Frecuencia Porcentaje

Diferenciacién no definida 103 62%
ADC indiferenciado 27 17%
ADC moderadamente diferenciado 24 14%
ADC bien diferenciado 12 7%

ADC: Adenocarcinoma
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4. Estadiaje del CP al diagndstico

Inicialmente cabe destacar que no hay ningun paciente en nuestra serie que
cumpla criterios para clasificarlo en el estadio IA (tumor limitado al pancreas menor
o igual a 2 cm, y sin diseminacion ganglionar o a distancia) y solo 4 en estadio IB
(tumores mayores de 2 cm limitados al pancreas, sin diseminacion ganglionar o a
distancia).

La gran mayoria de pacientes en el momento del diagnéstico presentaban un
estadio que ya se considera irresecable, incluyendo como estadio Il un 10%
(afectacion de tronco celiaco o arteria mesentérica superior con afectacion
ganglionar) o como estadio IV un 67% (pacientes que presentan metastasis al
diagndstico) (Tabla 9).

Tabla 9: Estadios por grupos de pacientes

No Intervenidos (%) | Intervenidos (%)

n=131 n=235
Estadio
Estadio IB 2 (1,5%) 2 (5,7 %)
Estadio IIA 1 (0,8%) 11 (31,4%)
Estadio IIB 3 (2,3%) 19 (54,3%)
Estadio Il 17(13%) 0 (0%)
Estadio IV 108 (82,4%) 3 (8,6%)
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5. Tratamiento del Cancer de Pancreas

5.1. Caracteristicas clinicas de las 2 muestras de pacientes

De los 166 pacientes solo pudieron ser intervenidos el 21% (35 pacientes)
(Tabla 10).

No todos los pacientes con estadios considerados “resecables” fueron
intervenidos. Dos pacientes con estadio IB no fueron intervenidos por presentar
comorbilidad importante o edad avanzada (mayor de 80 afios). Otro paciente con

estadio IIA no fue intervenido por su edad y la comorbilidad asociada.

En el grupo del estadio 1B, se han incluido 22 pacientes de la muestra, de los
cuales, a pesar de ser un estadio resecable, 3 no fueron intervenidos por la

comorbilidad asociada que contraindicaba la cirugia.

En cuanto a los estadios no resecables, ningun paciente con estadio Il fue
intervenido, pero si 3 pacientes en estadio IV. Estos 3 pacientes se intervinieron
fuera de protocolo, por lo que pasamos a describir cada caso de forma
independiente. El primero de ellos presentaba una neoplasia de cola pancreatica con
afectacion de 6rganos vecinos y con clinica, y a pesar del estadio, se decidi6 realizar
una cirugia paliativa para control de los sintomas. El segundo fue sometido a una
DPC con biopsia de adenopatias interaortocava intraoperatoria negativas. El
resultado del estudio patolégico definitivo de las adenopatias interaortocavas fue
positivo, por lo que pasd a catalogarse como estadio IV. El tercer y ultimo caso
también fue sometido a una DPC y las biopsias de las adenopatias interaortocavas
fueron positivas decidiéndose continuar con la intervencion dada la edad (62 afios

en el momento de la intervencién) y excelente estado general del paciente.

Cuando se analiza si las caracteristicas clinicas de los pacientes se
relacionan con la realizacion o no de cirugia observamos como la diabetes mellitus
solo estuvo presente en el 9% de los intervenidos frente a un 29% de los no
intervenidos. De los 13 pacientes que cumplen criterios diagnésticos de reciente
comienzo (DM new onset), solo el 8% (1 paciente) pudo ser intervenido.
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El porcentaje de pacientes que fueron intervenidos fue diferente segun la

localizacion. Asi, de los 35 pacientes que han sido intervenidos,

el 74% (26

pacientes) tenian localizado el CP en la cabeza- proceso uncinado. Solo el 26% de

los pacientes intervenidos (9 pacientes) presentaron un CP resecable en la region

de cuerpo-cola. Los pacientes con tumores en la cola — cuerpo de pancreas se

intervinieron con menos frecuencia (12%; 9/75) que los localizados en cabeza y

proceso uncinado 29% (26/91).

Tabla 10: Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcién de su pertenencia al

grupo de no intervenidos o intervenidos.

No Intervenidos (%)  Intervenidos (%) p
n=131 n =35
Mediana de edad (r.i.25-75)* 65 (60-72) 66 (61-70)
Sexo Hombre /mujer 79/52 (60/40%) 21/14 (60/40%) 0,974
Diabetes Mellitus 38 (29 %) 3 (9 %) 0,013
Diabetes Mellitus New-onset 12 (9 %) 1(3%) 0,218
Alcohol 34 (26 %) 7 (20 %) 0,468
Tabaco 56 (43 %) 18 (51%) 0,359
Antecedentes Familiares 14(11%) 5 (14 %) 0,552
Primer Sintoma
Hallazgo Casual 11 (62 %) 7 (38%)
Ictericia 24 (59 %) 17 (41 %)
Dolor 66 (88 %) 9 (12 %) 0,000
Sindrome Constitucional 24 (92 %) 2 (8 %) 0,000
Total dolor + s. constitucional 90 (89%) 11 (11%)
Otros sintomas 6 (100 %) 0

r.i.: Rango intercuartil
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En la tabla 11 se expone el grado de resecabilidad del CP en funcion de la
ictericia al diagnéstico. Asi el 42% (17/40) de las lesiones de cabeza pancreatica y
proceso uncinado que debutaron con ictericia pudieron ser intervenidos. Soélo 1 caso
con ictericia se localizd en cuerpo y cola de pancreas y estaba fuera de indicacion

quirdrgica.

Tabla 11: Localizacion del CP y frecuencia de ictericia

Debut con _ No
o Intervenidos _
Ictericia Intervenidos
Cabeza (%) 29 12 (41%) 17 (59%)
Proceso 11 5 (45%) 6 (55%)
Uncinado (%)

Cuerpo 1 0 1 (100%)

Total 41 17 24

Cuando los pacientes presentaban dolor al diagnéstico la tasa de
resecabilidad bajo del 28% al 12% siendo estadisticamente significativo (p<0,001)
(Tablal2)

Tabla 12: Frecuencia de debut clinico con dolor y resecabilidad del CP

Dolor al diagndstico (%) No dolor al diagndstico (%)
Resecables 9 (12 %) 26 (28 %)
No Resecables 66 (88 %) 65 (72 %)
75 (100%) 91 (100%)
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Lo mismo ocurrié cuando los pacientes presentaban sindrome constitucional.

El 16% de los casos (26 pacientes) debutaron o refirieron sindrome constitucional al

diagnostico, de los cuales solo 2 pudieron ser intervenidos, siendo la diferencia

estadisticamente significativa.

En la tabla 13 representamos la sintomatologia al diagnostico por estadio de

la enfermedad. La sintomatologia de debut varia segun el estadio. Asi, en los

estadios precoces o resecables predominan los sintomas como

la ictericia o el

hallazgo casual. A mayor estadio al diagndstico, aumenta la frecuencia de sintomas

como el dolor o el sindrome constitucional.

Tabla 13: Clinica al diagndstico por estadios

Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio Total
IB (%) 1A (%) 1B (%) [l (%) IV (%)
Primer Sintoma
Hallazgo casual 2 (50%) 2 (16%) 4 (18%) 0 10 (9%) 18
Ictericia 2 (50%) 5 (42%) 10 (45%) 4 (23%) 20 (18%) 41
Dolor 0 5 (42%) 6 (27%) 8 (46%) 56 (50%) 75
S. constitucional 0 0 1 (5%) 2 (11%) 23 (21%) 26
Otros 0 0 1 (5%) 3 (18 %) 2 (2%) 6
Total 4 12 22 17 111 166
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Cuando nos guiamos por las técnicas diagnosticas, la ecografia abdominal es
diagndstica con mayor frecuencia en pacientes que estan fuera de indicacion
quirargica. La TC y la RM presenta una mayor sensibilidad diagndstica (98 y 88 %
respectivamente), aportando informacion de la localizacion, tamafo y afectacion de

estructuras vecinas y/o diseminacion a distancia (sobre todo la TC).

Tabla 14: Resultados de estudios diagndésticos en pacientes intervenidos y no

intervenidos

No Intervenidos (%) Intervenidos (%) p
n=131 n =35
Ecografia Abdominal 63 23 0,071
Diagnostica 37 (79 %) 10 (21 %)
No Diagnostica 26 (67 %) 13 (33 %)
TC abdominal 125 33 0,002
Diagnostica 122 (82 %) 27 (18 %)
No Diagnostica 3 (33 %) 6 (67 %)
RM 34 24 0,000
Diagnéstica 30 (56%) 22 (42%)
No Diagnostica 4(67%) 2 (33%)
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La causa de no realizar la cirugia de reseccion del tumor primario fue en
primer lugar la presencia de metéstasis a distancia al diagnostico en mas de la
mitad de los casos, 63% (83/131) (Tablal5).

Tabla 15: Causas de irresecabilidad

Causas de Irresecabilidad Frecuencia
(%)

Metastasis a distancia 62 (50%)
Irresecabilidad local 23 (19%)
Diseminacion peritoneal 15 (12%)
Irresecabilidad local+carcinomatosis+mts 8 (7%)
Metastasis + irresecabilidad local 7 (6%)
Metastasis + carcinomatosis 6 (5%)
Irresecabilidad local+carcinomatosis 2 (2%)
Progresion 1 (1%)

En relacién con el grado de diferenciacion del tumor y el porcentaje de
intervencion, se observdé como entre los que pudieron ser intervenidos, un 18% de
los tumores fueron mal diferenciados. En cambio el 83% de los pacientes

intervenidos presentaban CP bien o moderadamente diferenciados (Tabla 16).

Tabla 16: Porcentaje de resecabilidad segun el grado de diferenciacion

CP bien o CP Indiferenciado
moderadamente (%)

Diferenciado

(%)
Intervenidos 30 (83%) 5 (18%)
No Intervenidos 6 (17%) 22 (82%)
Total 36 27
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5.2. Caracteristicas de la muestra de pacientes intervenidos

En nuestra serie 43 pacientes fueron intervenidos, de los cuales el 81% (35
pacientes) fueron resecables y el 19% (8 pacientes) presentaron hallazgos en la
intervencidon que condicionaban una irresecabilidad. De los 35 casos intervenidos el
68% (24 pacientes) han sido sometidos a una duodenopancreatectomia cefélica
(DPC) por presentar lesiones a nivel de cabeza o proceso uncinado, asociando a
este grupo 2 pacientes que fueron sometidos a duodenopancreatectomia total. En
cambio solo el 26% (9 pacientes) han presentado lesion resecable a nivel de
cuerpo o cola. En este grupo de pacientes con lesiones en cuerpo-cola, se indico la
pancreatectomia corporocaudal con esplenectomia, asociando linfadenectomia de
los ganglios de la arteria esplénica, técnica conocida como RAMPS (Radical

Antegrade Modular Pancreatic-Splenectomy).

De 35 pacientes intervenidos, se decidié el drenaje biliar preoperatorio en 8
pacientes, dado el nivel alto de bilirrubina. A siete de ellos se les realizé un drenaje
de la via biliar por via endoscopica. En un paciente se drend la via biliar en
radiologia por puncién percutdnea con drenaje biliar interno-externo por fracaso de
la via endoscopica. Los 27 pacientes restantes fueron intervenidos sin ninguna

maniobra sobre la via biliar de forma preoperatoria.

Hemos analizado la estancia media de los pacientes intervenidos en nuestro
centro, tanto de forma global con las 3 técnicas realizadas. La estancia media global
de los 35 pacientes intervenidos de CP fue de 15 dias; 21.9 dias para los que se
realiz6 una DPC, 12.4 dias en los pacientes que se realiz6 una cirugia
pancreatectomia corporocaudal y 19.5 dias en los pacientes en los que se realizd

una pancreatectomia total.

Ocho pacientes fueron intervenidos pero se consideraron irresecables
durante la cirugia por presentar diseminacion peritoneal o metastasica o positividad
en ganglios interaorto-cava. Todos ellos se localizaban en la cabeza de pancreas y

se realiz0 una derivacion quirdrgica de la via biliar.
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En total requirieron drenaje de la via biliar 57 pacientes, 2 pacientes
diagnosticados de CP en cola de pancreas y otros 2 en el cuerpo del pancreas. En
cuanto al resto, en 37 pacientes, el tumor estaba localizado en la cabeza del
pancreas y en 16 en proceso uncinado. El tipo de drenaje biliar se expone en la
tabla 17. De los 57 pacientes no intervenidos que requirieron drenaje de la via biliar,
37 de ellos fueron por via endoscopica, asociada en 2 de ellos a la colocacion de
stent duodenal. En 12 pacientes no fue técnicamente posible el drenaje biliar

endoscopico, por lo que se realizé un drenaje externo guiado por ecografia.

Tabla 17: Frecuencias de utilizacién de técnicas paliativas.

Frecuencia (%)

Ninguna 74 (56%)
Stent biliar endoscépico 35 (27%)
Drenaje interno-externo 12 (9%)
Derivacion quirdrgica 8 (6%)
Stent biliar+duodenal 2 (2%)
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5.3. Complicaciones quirudrgicas

Entre todos los pacientes que fueron sometidos a intervencion quirargica por
CP no se registrd ningun fallecimiento. El 89% (31/35) de los pacientes tuvo algun
tipo de complicacion. De los 31 pacientes con complicaciones, el 51% (18 pacientes)
fueron leves segun la clasificacion de Clavien Dindo (1 o 1l) y el 37% (13 pacientes)
graves (Clavien Dindo Ill o IV). En la tabla 18 se describen las complicaciones
segun el tipo de cirugia y la clasificacion de Clavien Dindo.

Tabla 18: Tabla Cruzada de morbilidad, segun escala Clavien Dindo, e intervencion
quirargica
Técnica quirurgica

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
_ _ DPC CC
Clavien-Dindo DPC CC PT PT Total
I 4 16,7 4 445 0 0 8
Il 7 29,2 3 33,3 0 0 10
llla 2 8,3 0 0 1 50 3
b 3 12,5 1 11,1 0 0 4
IVa 2 8,3 0 0 0 0 2
IVb 4 16,7 0 0 0 0 4
No
complicaciones 83 1 111 1 >0 4
Total 24 100 9 100 2 100 35

DPC: Duodenopancreatectomia cefalica. CC: Pancreatectomia Corporo-caudal. PT:
Pancreatectomia Total.
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De los 35 pacientes intervenidos por CP, se reintervinieron a un 29% de los
casos (10 pacientes). En la tabla se exponen las frecuencias de reintervencion en

funcion del tipo de cirugia (tabla 19).

Tabla 19: Niumero de reintervenciones segun la técnica quirdargica

Intervenciones Reintervenidos (%) No reintervenidos (%)
DPC 9 (26%) 15 (43%)
Corporocaudal 1 (3%) 8 (23%)
PT 0 2 (6%)
Total 10 (29%) 25 (71%)

DPC: Duodenopancreatectomia Cefélica. PT: Pancreatectomia Total.

Dos pacientes presentaron como causa de reintervencion un hemoperitoneo.
Uno de ellos fue reintervenido por inestabilidad hemodinamica por hemorragia, y otro
presentd un sangrado que se organiz6 como hematoma y posteriormente se

sobreinfectd obligando a la reintervencion del paciente.

Otras complicaciones que obligaron a reintervencion fueron en un paciente
un coleperitoneo por fuga anastomotica de la anastomosis biliar, otro paciente con
un infarto y posterior abscesificacién de los segmentos II-lll hepéticos y otro paciente

con una sobreinfeccion de la ascitis que habia desarrollado en el postoperatorio.

Dentro de las complicaciones mayores (Clavien Dindo llI-IV) 4 pacientes
presentaron una fistula pancreatica que evolucion6 a shock séptico que obligé a la

reintervencion. Los 4 pacientes habian sido sometidos a una DPC.
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5.6. Tratamiento quimioterapico adyuvante

Recibieron quimioterapia adyuvante 91% (32 pacientes) de los 35 pacientes
intervenidos. En la tabla 20 se exponen los diferentes esquemas administrados. En 6

pacientes se asoci6 radioterapia en la adyuvancia.

De los 3 pacientes que fueron descartados para la cirugia por edad mayor de

80 afos, 2 de ellos recibieron quimioterapia paliativa con gemcitabina.

Tabla 20: Esquemas de quimioterapia utilizados en adyuvancia

Esquema quimioterapico Frecuencia Porcentaje
Gemcitabina 23 65,7
Gemcitabina+RT 6 17,1
Gemcitabina+cisplatino 1 2,9
Gemcitbina+capecitabina+erlotib 1 2,9
Gemox 1 2,9
No adyuvancia 3 8,6
Total 35 100

Gemox: gemcitabina+oxaliplatino. RT: Radioterapia
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5.7. Tratamiento quimioterapico paliativo

Entre los pacientes no intervenidos (131) el 20,6% (27 pacientes) no
recibieron tratamiento quimioterapico sistémico paliativo. La supervivencia media en

este grupo fue de 1,2 meses.

Entre los pacientes no intervenidos hubo diferentes esquemas de
quimioterapia (Tabla 21). El tratamiento mas habitual (en el 50% de los casos, 65
pacientes) fue gemcitabina en monoterapia con una supervivencia media y mediana
de 8,1 y 5 meses respectivamente. El grupo con mayor supervivencia fue el de los
4 pacientes tratados con gemcitabina y capecitabina oral (Xeloda) con una

supervivencia media y mediana de 18,7 y 6 meses respectivamente.

Tabla 21: Supervivencia media en meses en pacientes no intervenidos segun el
tratamiento quimioterapico

Tipo de quimioterapia (N° pacientes) Supervivencia media en meses
No tratamiento (27) 1,2

Gemcitabina (65) 8,1

Gemox (26) 1,7

GECA (1) 9

Folfirinox (7) 7
Gemcitabinat+xeloda (4) 18,7
Gemcitabina+terlotinib (1) 5

GECA: Ensayo clinico GECA: Gemcitabina, Xeloda, Erlotinib.
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5.8. Supervivencia libre de enfermedad

En todos los pacientes que no fueron intervenidos la enfermedad progreso.
Entre los intervenidos, la media de la supervivencia libre de enfermedad
postoperatoria esta en 15,4 meses (IC 95% 11,19-19,64) y una mediana de 12
meses. Dentro de este grupo, 4 pacientes presentaron una supervivencia superior
a 5 afios, 3 pacientes sometidos a DPC y 1 paciente sometido a pancreatectomia
corporocaudal (figura 7). Dado el bajo numero de la serie de pacientes intervenidos,
no pudieron extraerse conclusiones para poder relacionar el estadio de los pacientes

intervenidos y la supervivencia libre de enfermedad.
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Figura 7: Curva de Kaplan Meyer de supervivencia libre de enfermedad entre
los pacientes intervenidos
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El grado de diferenciacion tumoral presentd una diferencia en cuanto al

prondstico en el grupo de pacientes intervenidos. La mediana de supervivencia libre

de enfermedad varié6 de 9 meses en los tumores indiferenciados a 17 meses en los

diferenciados, sin obtener diferencias estadisticamente significativas (Figura 22).

Tabla 22: Media para el tiempo de supervivencia libre de enfermedad segun la A.

Patoldgica.

A. Patologica Estimacion (meses) I.C. 95%
CP indiferenciado 12,2 0,4-24
QP modgradamente 135 9.4-175
diferenciado

CP bien diferenciado 22,0 11,5-32,5
Global 15,7 11,4 -20,0

|.C.:Intervalo de Confianza
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5.9. Supervivencia

La supervivencia media global de la serie de 166 pacientes fue de 13,3 meses
gue representamos en la tabla 23 vy la figura 9. La supervivencia a 1, 3 y 5 afios fue
de 36%, 10% y 2,4% respectivamente.

Cuando analizamos los grupos por separado, observamos una supervivencia
media en el grupo de los no intervenidos de 7,8 meses frente a 34,1 meses

(p<0,001). Solo 4 pacientes estan vivos tras mas de 5 afios de seguimiento.

Tabla 23: Medias e Intervalos de confianza (1.C.) de la supervivencia en pacientes no
intervenidos e intervenidos

Grupo de pacientes Media (meses) I.C. 95%
No intervenidos 7,8 6,0-9,5
Intervenidos 34,1 25,7-424
Global 13,30 10,6 — 16,0
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Figura 9: Curvas de supervivencia Kaplan Meyer intervenidos y no
intervenidos en meses

La supervivencia de los pacientes con el tumor localizado en cabeza de
pancreas o proceso uncinado fue de 17 meses frente a 8,4 meses en los localizados

en el cuerpo o cola (p <0,0001).

Tabla 24: Supervivencia segun la localizacién anatomica

Grupo de Pacientes Media (Meses) I.C. 95%
Cabeza/Proceso Uncinado 17,1 13,0-21,0
Cuerpo-Cola 8,4 5,5-11,3
Global 13,3 10,6-16,0
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6. Expresion de SOX2 en el cancer de pancreas

En un grupo de pacientes intervenidos en la Clinica Mayo, Rochester MN,
USA, diferente a la serie estudiada del Hospital Donostia, se determiné la
expresion de SOX2. Mediante inmunohistoquimica en tejido tumoral se observo
como la expresion de SOX2 se localiza en el nucleo de las células formando
paguetes nerviosos dentro del tejido pancreatico. No se observo expresion de SOX2
en células acinares pancreéticas o ductales normales (no tumorales); sin embargo
en lineas generales se observaron niveles altos de expresion de SOX2 (87).

Figura 11: Expresion de SOX2 en tejido pancreatico humano. Imagenes
representativas para inmunohistoquimica de tejidos tumorales pancreéaticos humanos para
varios status histolégicos y de diferenciacion. Herreros Villanueva et al. ( 87)

En lineas de células tumorales pancreaticas en cultivo se observé como
SOX2 estaba sobreexpresado en comparacion con células de la linea epitelial no
tumoral HPDE. Los niveles mas altos de SOX2 se encontraron en células de las
lineas celulares L3.6, CFPAC y BxPC3. Ademas, se volvidé a observar como SOX2

se encontraba en el nlcleo de estas células tumorales.
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Figura 12 : Expresion del SOX2 en lineas celulares de cancer pancreético
humano. (a): RT-PCR cuantitativa que que demuestra la expresion del SOX2 en diferentes
lineas celulares y en HPDE inmortalizado. (b): Extractos de citosol (C) y nucleo (N)
preparados de la lineas celulares indicadas e inmunoblot para SOX2. (c): Células L3.6
tefiidas con Hoechst para detectar DNA, faloidina para detectar F-actina 'y SOX2 (87).
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Mediante el empleo de ensayo de proliferacion celular MTT, estudiamos
células donde habiamos suprimido SOX2 mediante el uso de RNA de interferencia
tipo shRNA (son moléculas artificiales de RNA con una configuracion de horquilla de
forma que silencia un determinado RNA). La supresion de SOX2 en lineas celulares
produjo una reduccién de proliferacion celular sin variacion en los niveles de

senescencia (estos evaluados mediante tincion de B-galactosidasa).
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Figura 13: Efecto del bloqueo de SOX2. (a): Inmunoblot que demuestra el eficiente
bloqueo del SOX2 por shRNA mediado por Lentivirus en células L3.6 y Pancl. (b): Efecto
del bloqueo del SOX2 en la proliferacion celular en las lineas celulares indicadas (87).

De la misma forma, evaluando si existia 0 no apoptosis mediante citometria
de flujo, observamos que la supresion de SOX2 no inducia apoptosis. Sin embargo,
la supresion de los niveles de SOX2 conlleva a un porcentaje reducido de células en
fase S del ciclo celular y un aumento de estas en fase GO/G1. De la misma forma, la
supresion de los niveles de SOX2 provoca un incremento significativo tanto de los
niveles de mRNA como de proteina de p21Cipl y p27Kipl. Por el contrario, no
observamos un aumento de los también reguladores del ciclo celular p16 o p57. La
proteinas p21 y p27 son proteinas reguladoras del ciclo celular (frenos de la
progresion del ciclo celular). Se sabe que la pérdida de p21 y p27 se asocia con

progresion de ceélulas tumorales en canceres. En resumen, al disminuir los niveles
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de SOX2

las células se dividen menos, y la revés, cuando SOX2 esta

sobreexpresado como ocurre en el CP hace que se expresen menos las proteinas

p21y p27, y por tanto las células se dividan mas.
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Figura 14 : Regulacién de la proliferacion células de cancer de pancreas por
SOX2. (a): Andlisis del ciclo celular de células L3.6 infectadas por Lenti-shControl y Lenti-
shSOX2. (b): Grafica cuantitativa RT-PCR de expresion de RNAm p21y p27 en shControl
y shSOX2 en células Pan0403 y L3.6 (87).
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Mediante ensayos de inmunoprecipitacion (ChiP) pudimos comprobar como
SOX2 se une a los promotores de los genes p21 y p27 regulando directamente su

expresion y controlando el ciclo celular de células tumorales pancreaticas.
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Figura 15: Andlisis ChlIP: Demuestra la unién especifica a regiones p21 y p27 en
regiones promotoras de células L3.6 (87).

Posteriormente analizamos como la supresién de SOX2 afecta la capacidad
de auto-renovacion de las CSC. Se analizé la expresion de marcadores de CSC:
CD44, ALDH1, ESA y Nestina en las CSC. Para ello, empleamos células
adherentes BXPC3 y L3.6 (lineas celulares de pancreas que sabemos que expresan
gran cantidad de SOX2) y en ellas suprimimos la expresion de SOX2. Como
consecuencia de la inhibicién de la expresion de SOX2 se observo que la expresion
de los marcadores CD44, ALDH1, ESA y Nestina también se reducia notablemente
indicando que SOX2 induce la expresion de estos marcadores de CSC. De la
misma forma, la supresion de SOX2 conlleva apoptosis celular, indicando que SOX2

es imprescindible al menos para algunas subpoblaciones de las denominadas CSC.
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Figura 16 : SOX2 es necesario para el mantenimiento de las propiedades de
las CSC. (a): Las imagenes de microscopia de campo brillante demuestra esferas,
pequefios agregados y células aisladas tras el bloqueo del SOX2 en células BXPC3 y L3.6.
(b):Cuantificacion del numero total de esperas y porcentaje de esferas basado en el tamafio
en células BXxPC3 y L3.6 shSOX2 comparadas con células shControl. (c): Medicién
cuantitativa de RT-PCR que demuestra la expresién de CD133, CD44 y ALDH1 en células
L3.6 y células con supresion del SOX2. (d): Imagen de microscopio de campo brillante de
esferas generadas por células shControl y shSOX2L3.6. (e):Cuantificacion total de esferas
(panel izquierdo) como cuantificacion de esferas en grupos de diferentes tamafios (panel
derecho) en control y en células L3.6 con bloqueo del SOX2. (f):Cuantificacion de esferas
secundarias. (g): RT-PCR cuantitativa que demuestra expresion de mRNA de CD133,CD44,
y ALDH1 en esferas generadas por células L3.6 shControl y shSOX2. (h):RT-PCR
cuantitativa que demuestra la expresion de RNAm de p21y p27 en esferas L3.6 shControl y
shSOX2 (87).

Todos estos datos sugieren que SOX2 se expresa de manera aberrante en el
CP, encontrdndose sobreexpresado cuando se compara con células pancreéticas no
tumorales. SOX2 contribuye a la proliferaciéon celular y la derivacién /
desdiferenciacion a través de la regulacién de un conjunto de genes que controlan la
transicion G1 / S, lo que sugiere que inhibir la expresion de SOX2 podria ser una

estrategia terapéutica prometedora.
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Discusion






El CP actualmente es uno de los tumores mas agresivos. A pesar del
tratamiento quirdrgico complejo, y aun en estadios precoces, el pronostico es malo.
En este trabajo observamos como el CP sigue teniendo un prondstico malo con una
supervivencia en nuestra serie de menos del 3% a los 5 afios. La cirugia realizada
en centros de referencia como el nuestro ha disminuido la mortalidad por debajo del
5%, y que a pesar de la morbilidad elevada, consigue tasas mas elevadas de
supervivencia. La combinacion de nuevas pautas de quimioterapia, asi como la

investigacion, es clave para mejorar la supervivencia de estos pacientes.

El CP tiene una baja incidencia y sus peculiaridades anatomicas y biol6gicas
hacen que se requiera de equipos multidisciplinares para mejorar y avanzar en la
supervivencia de los pacientes (34,88). En nuestro centro de referencia para una
poblacién de unos 650.000 habitantes se diagnostican alrededor de 30-40 pacientes
al aino de CP, lo que obliga, como ya es conocido por otros trabajos (88,89), que
deban ser centros de referencia con alto volumen los que traten a estos pacientes.
Nuestra area de referencia incluye 5 hospitales comarcales, pero incluso podria
valorarse la mayor centralizacion del tratamiento de pacientes con cancer de
pancreas para la poblacién de la Comunidad Auténoma Vasca, de aproximadamente
2.100.000 habitantes (diagnosticandose unos 130 pacientes de CP al afio) y asi
conseguir mejorar tanto la morbi-mortalidad postoperatoria como la supervivencia
global de estos pacientes. La relacion entre la centralizacion de la patologia con
centros de referencia que asocian un mayor volumen de casos de un proceso
patologico, se ha asociado a una mayor eficiencia, eficacia y una menor morbi-
mortalidad, siendo el CP una de las patologias en las que mas claramente se ha
observado este beneficio (89). Diferentes autores han tratado de definir el nUmero de
casos necesario para considerar una unidad como de alto volumen. Los trabajos
consultados (35,89) consideran 30 0 mas las resecciones pancreaticas al afo
necesarias para una disminucién de la morbilidad y mortalidad postoperatoria.
Secundariamente se aumenta el numero de pacientes candidatos a cirugia con el
consiguiente aumento de supervivencia en pacientes con CP (89), y mejor
conocimiento y tratamiento de las complicaciones postoperatorias que puedan

presentarse (34,88).
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Al igual que otros estudios observamos una mayor incidencia en hombres,
con una mayor incidencia a partir de los 60 afios (2,90,91). Es posible que esto
tenga relacion con una mayor predisposicion y que los hombres sean con mas
frecuencia fumadores y consumidores de alcohol habituales (92,93). En nuestra
serie casi un 45% eran fumadores, frente a la prevalencia de consumo de tabaco en
la poblacion general del 24% que hay en nuestro pais (92). Asi mismo, el consumo
de alcohol (entendido como de riesgo con el consumo de 4 o0 mas unidades de
bebida estandar (UBE) diarias) en nuestra serie alcanzaba el 25 %, a diferencia de
entre el 4y 6 % de la poblacién general (93). Estos dos ultimos son factores bien

conocidos como factores etiopatogénicos de dafio pancreético (2,7,9).

Asi se conoce como el riesgo de presentar PC se relaciona con el consumo
elevado o de riesgo de alcohol, con asociacién o no al consumo de tabaco (2,22).
Ademas la relacion de la PC con el consumo de alcohol y/o tabaco se asocia al
aumento de riesgo de CP (2,22,23). Existe una estrecha relacion entre la PC y el
CP. En nuestro caso no hemos podido determinar qué porcentaje de pacientes

presentaban PC.

Otro factor destacado es la presencia de antecedentes familiares de CP. En
nuestro estudio el 11% de los pacientes tenian al menos un familiar de primer grado
con antecedente de céancer de pancreas. Nuestros datos son similares a los datos
aportados por diferentes autores, con una relacion familiar descrita de entre 5-10%
(8,25). Esta relacion familiar, ademas de lesiones pancreéaticas con conocida
tendencia a la malignizacion, refuerza la idea de realizar cribado de manera
preventiva a los familiares de pacientes con CP ademas de pacientes con lesiones
con riesgo de malignizacion como son la NQM, la NIPM, pacientes con pancreatitis
cronica y diabetes new-onset en mayores de 50 afios (94).

Hay muchos puntos de incertidumbre en el cribado del cancer de pancreas.
Diferentes autores concluyen que la exploracion mas sensible para el hallazgo de
lesiones menores de 2 centimetros en pacientes considerados con riesgo de
desarrollar CP es la ecoendoscopia frente a la RM o el TC (94-96), iniciando el
cribado a partir de los 50 afos (94,95) y sin definir la frecuencia del seguimiento (94-

96).
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La complejidad del estudio ecoendoscopico, su alto coste, asi como un bajo
namero de lesiones diagnosticadas en el seguimiento, plantea serias dudas a la
hora de plantear la implementacion de un cribado en pacientes de riesgo.

En nuestra serie solo un 11% de los pacientes (18 pacientes) no presentaban
sintomas relacionados con el CP al diagndéstico, de los cuales 2 tenian antecedentes
familia. A pesar del hallazgo casual solo el 39% pudieron ser intervenidos al
diagndstico, lo que apoya la idea de la dificultad de conseguir un diagnostico por un

programa de cribado que consiga disminuir la mortalidad del CP.

Otro aspecto fisiopatolégico del CP es su relacion con la diabetes. Es
conocido como los pacientes con CP tienen con mas frecuencia DM y que pacientes
mayores de 50 afios con diagndstico reciente de DM o DM new onset tienen un
riesgo mas elevado de CP (16,17). Diferentes autores incluyen a este grupo de
pacientes como candidatos a incluirlos en programas de cribado de CP (16,94,96-
98). Tampoco sobre este grupo de pacientes existe consenso sobre si se debe
realizar cribado del CP, con que prueba realizarlo y con qué intervalos de tiempo
(94,96). En nuestra serie observamos como la presencia de DM se asociaba a
tumores mas avanzados y con menos posibilidades de aplicar tratamientos
curativos. Diferentes autores describen la relacion epidemioldgica entre la DM, DM
new-onset y el CP, pero sin clarificar si padecer DM empeora el pronostico de los
pacientes con CP, como en nuestra serie. Los pacientes con CP y DM tienen una
progresion tumoral mas rapida en el CP por el estimulo de los receptores del factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) por el exceso de insulina en los pacientes
con DM tipo Il. Este estimulo favorece la carcinogénesis, crecimiento tumoral y la
capacidad invasiva de las células tumorales del CP por regulaciéon de la

proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular (97-98).

En nuestro estudio, como en otros (1,91), se ha observado como la ictericia
es un sintoma frecuente, generalmente ligado a la localizaciébn en la cabeza de
pancreas, que también es la localizacidon mas frecuente. A pesar de que se pudiera
pensar que la ictericia podria ser un factor de mal prondstico, en nuestro estudio
observamos como el porcentaje de estadios precoces (I-ll) en este grupo de

pacientes era mayor (41%) y por tanto con una mayor posibilidad de aplicar
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tratamientos curativos como la cirugia. Un 41% de los pacientes que debutaron con
ictericia fueron operados frente a un 12% que lo hicieron con dolor o con sindrome
constitucional (7.6%). Es probable que tumores pequefios invadan la via biliar
provocando ictericia de forma precoz. Al contrario, cuando el crecimiento se dirige
hacia el exterior de la glandula sin invadir la via biliar, los tumores son mas grandes,
la clinica més vaga e inespecifica con sintomas dispépticos y sindrome
constitucional con una mayor posibilidad de irresecabilidad. Si el tumor sigue
avanzando infiltra terminaciones nerviosas, vasculares, linfaticas y érganos vecinos
apareciendo dolor (por infiltracion del plexo celiaco o mesentérico) o vomitos por
obstruccion del tracto digestivo (91). Es muy importante cuando hay clinica
inespecifica epigastrica en pacientes mayores de 50 afios que no mejoran a los
tratamientos, y que incluso en la ecografia no se detecte ninguna patologia, el

recurrir al TAC para descartar un CP.

A resaltar en nuestro estudio como ningun paciente fue diagnosticado con
tumor menor a 2 cm (Estadio I). Diferentes series de pacientes sometidos a
reseccion pancreatica por CP sin neoadyuvancia describen entre un 3,6 y 5,5% de
pacientes con tumores menores de 2 cm (99-101). Aunque se trata de un porcentaje
mayor, se trata de series con un nimero mayor de pacientes que facilita una mayor

diferencia de estadios al diagnéstico.

El diagnostico requiere alta sospecha, la realizacion de pruebas de imagen vy,
su confirmacién con biopsias y/o reseccion de la pieza quirargica de
pancreatectomia. En nuestra serie observamos como la ecografia era una prueba
gue solo se realizd6 al 52% vy que diagnéstico un CP cuando los tumores
presentaban estadios avanzados (afectacion ganglionar o metastasis). Pensamos
gue la ecografia abdominal, tanto por su coste, como por su disponibilidad, es la
prueba inicial a pesar de que para tumores en fases precoces no de buenos
resultados diagndsticos. En un 22% nuestros pacientes (37/166) la ecografia fue
diagnostica de CP en estadios avanzados irresecables. Por eso en los casos en los
gue la ecografia sea normal y persista la sintomatologia inespecifica o una dilatacion

de via biliar sin causa etiologica clara, se debe de realizar un TC abdominal.
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En nuestro estudio, como refieren otros autores, el TC fue la prueba de
referencia y la que mayor sensibilidad tuvo a la hora del diagnostico y estadiaje
(34,91,102). En otros estudios la ecografia presenta una sensibilidad mayor al
nuestro, cercana al 76%, pero mucho menor que en otras técnicas diagndsticas
como el TC o la RM (102). Es mas, actualmente, diferentes trabajos consultados no
incluyen la ecografia como exploracion diagndstica en un paciente con sospecha de
CP (91,103).

La RM resulto ser muy fiable para tumores localizados, por lo que puede ser
una prueba util para los tumores localizados no visualizados en estudio de TC,
aunque la TC presenta mas sensibilidad que la RM (103). Otra de las ventajas de la
RM sobre el TC en el CP es la mayor sensibilidad para el diagnéstico de lesiones
hepaticas (con caracteristicas de metastasis de CP) de pequefio tamafio que
podrian pasar desapercibidas en la TC. Actualmente es la TC la prueba
recomendada para el diagnéstico, el estudio de resecabilidad y el estadiaje del CP,
relegando la a RM como estudio para complementar las dudas que puedan

plantearse en un estudio de TC.

A pesar de que las pruebas radiolégicas nos ayudan al diagnéstico y estadiaje
del CP, aun hay un porcentaje de pacientes (19% en nuestra serie) que son
irresecables en el momento de la cirugia a pesar de que las pruebas de imagen
indicaban resecabilidad. Este hecho obliga a replantear la estrategia antes de la
cirugia y lo que puede aportar otras pruebas radiolégicas como el PET-TC o la

laparoscopia previa a la cirugia.

Numerosos estudios han determinado la posible utilidad del PET-TC como
herramienta diagnodstica, ademas de estudio de extension e incluso pronostico del
CP (104-106). Esto mismo se ha aplicado a otros tumores como el cancer gastrico
con buenos resultados. Uno de los problemas de esta estrategia es la disponibilidad
y coste de la prueba. Otro problema afadido de la técnica es la positividad del PET
en las adenopatias inter-aorto-cava por procesos inflamatorios. En nuestro centro no
se incluye la realizacion del PET-TC como estudio preoperatorio para valorar la

resecabilidad.
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Actualmente una de las indicaciones mas aceptadas para el uso del PET-TC
en pacientes con CP es la posibilidad de valoracién del prondstico segun los
hallazgos del PET-TC (104-106), ya que la valoracion de la extensién de la
enfermedad se realiza mediante el estudio de TC. Pero los trabajos consultados
concluyen que si se realizara PET-TC preoperatorio, se modificaria la actitud
quirargica en un 36% de los pacientes (103). Estos datos hacen necesario valorar la
inclusién del PET-TC como prueba diagnédstica preoperatoria en el protocolo de

nuestro centro.

Numerosos estudios han determinado como la realizacion de laparoscopia
previa a la reseccion (107-109) puede diagnosticar pacientes con enfermedad
diseminada que ha podido pasar desapercibida con los estudios radiolégicos
realizados y asi disminuir el nUmero de laparotomias innecesarias. Esto mismo se ha
aplicado a otros tumores como el cancer gastrico con buenos resultados. En el
protocolo que se sigue en nuestro hospital no establece el PET ni la laparoscopia
previa a la laparotomia de forma estandarizada. Los trabajos consultados reflejan un
indice de metastasis ocultas por CP de entre 15-50% (107-109). La identificacion de
estos pacientes evitaria un nimero no desdefiable de laparotomias innecesarias.
Pero la actual presion asistencial condiciona el planteamiento de realizar una
laparoscopia diagndéstica a todo paciente candidato, a priori, de una cirugia resectiva
por CP. Para ello se ha planteado la seleccion de los pacientes que podrian
beneficiarse con mayor probabilidad de un estudio laparoscépico (107), basandose
en el tamafio tumoral (mayor de 3 cm) y en la elevacion del Ca 19.9 superior a 150
U/ml.

Otro dato destacable en nuestro estudio fue como la mayoria de los tumores
resecables fueron bien diferenciados y como la supervivencia estaba muy
relacionada con la diferenciacion celular. De tal modo que la supervivencia de los
tumores indiferenciados era de 12.2 meses frente a los 22 meses de los bien
diferenciados. Sin embargo, solo en un 38% de los pacientes de nuestra serie se
pudo clasificar el grado de diferenciacion. En nuestra serie el estudio histoldgico de

los tumores se realizd, sobre todo, en piezas quirdrgicas resecadas.

134



Los estudios consultados reflejan el grado de diferenciacion en series de
pacientes sometidos a intervencion quirdrgica, siendo compleja la definicion de del
grado de diferenciacién con citologias y/o biopsias de metéstasis en 6rganos vecinos
(100,101). La biopsia por ecoendoscopia tiene la ventaja de realizar una biopsia
directa sobre el tumor primario, con bajo riesgo de diseminacion, pero en general,
con menor cantidad de muestra que la aportada con la biopsia obtenida con aguja
gruesa tipo tru-cut guiada por ecografia o TC (110).

Los indicadores quirdrgicos de nuestra serie en esta patologia han sido, en
general, buenos, sin embargo solo se ha podido intervenir quirirgicamente un 21%.
Destaca la nula mortalidad y la estancia media de 15 dias, mejor a otras series
donde la mortalidad llega hasta el 4% (91,111).

En nuestra serie hubo 37% de complicaciones graves y 29% de los pacientes
fueron reintervenidos, superior al 20% publicado en otras series (83). Las
principales causas fueron la fistula pancreatica y la hemorragia postoperatoria, sobre
todo en pacientes sometidos a DPC. Debido a este dato, desde el afio 2018 se
modificé la técnica de la derivacién pancreatica a una anastomosis pancreato-
gastrica, evaluando actualmente los resultados de la modificacién de la técnica en

relacion al indice de fistulas pancreéticas.

Los datos de nuestra unidad, especializada en cirugia hepatobiliar, esta
formada por 6 cirujanos que llevan mas de 5 afos trabajando en esta area y en el
gue se realizan de forma rutinaria 3 0 mas intervenciones mayores de oncologia
hepatobiliar a la semana, y en la que existe una planificacion en relevo generacional.
Para conseguir estos resultados es importante la formacion de los cirujanos
especializados en esta patologia. La relacion entre el nUmero de procedimientos de
una técnica realizados por afio en un equipo quirargico tiene una relacion descrita
inversamente proporcional con las complicaciones postquirdrgica de ese
procedimiento (112,113). En la cirugia oncolégica pancreatica se ha confirmado
esta relacion en diferentes trabajos (113-116). Se han descrito diferencias
significativas en cuanto a morbi-mortalidad al comparar centros con alto y bajo

volumen de resecciones pancreaticas.
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Los autores difieren en definir el nUmero de intervenciones por afio por centro
0 por cirujano, asi como el numero de las mismas, difiriendo entre mas de 11 y 20
por centro y afio (113,115,116), incluyendo las resecciones pancreéticas de
etiologia tumoral y no tumoral. Nuestro centro mantiene una media anual de entre
25y 30 DPC, ademas de las resecciones de cuerpo-cola pancreaticos, cumpliendo
criterios de centro de alto, volumen. Las series consultadas presentan una
mortalidad menor del 5% (113,115,116) y una morbilidad menor del 40% en centros
de alto volumen. Estos resultados son extrapolables a los de nuestra serie, teniendo
en cuenta que entre 35 pacientes intervenidos la mortalidad fue del 0%, y un 37% de
complicaciones mayores segun la escala de Clavien Dindo Asi mismo, la
centralizacion de cirugia pancreética en centros de alto volumen se relaciona con
una disminucion de la estancia media, con la consiguiente mejora de la eficiencia en
este tipo de cirugias (115-116).

Uno de los factores que méas controversia crea actualmente en relacion a la
cirugia del CP es la determinacion de metastasis a nivel de ganglios inter aorto-cava.
Nuestro equipo mantiene el protocolo de biopsiar dicha adenopatias durante el acto
quirdrgico, desistiendo en la reseccion del tumor ante su positividad. La controversia
se basa en que diferentes equipos de cirugia pancreética descartar realizar esta
biopsia y continuar con el procedimiento. Se ha observado que la supervivencia de
los pacientes con metastasis en este grupo ganglionar es claramente menor (117-
120), por lo que actualmente nuestro equipo mantiene la actitud de suspender la

reseccion quirdrgica en estos casos.

El drenaje biliar preoperatorio en pacientes que debutan con ictericia es un
tema controvertido. Es ampliamente conocido el alto riesgo de complicaciones
graves (coagulopatia, insuficiencia hepatica o alteraciones de conductividad
cardiaca) en cirugia pancreatica en pacientes con bilirrubina superior a 30 mg/dl
(91), lo que apoya el drenaje de la via biliar en pacientes con ictericias extremas. En
nuestro hospital los pacientes con perspectiva quirdrgica y niveles de bilirrubina total
superior a 15 mg/dl sin posibilidad de intervencion precoz (menos de 3 dias) son
sometidos al drenaje de la via biliar. La colocacion de stent biliar no esta exenta de
complicaciones a medio plazo, entre las que destacan los episodios de colangitis de

repeticion que pueden condicionar la calidad de vida del paciente y la propia
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intervencion quirdrgica (121). Otro tema controvertido en la actualidad es la eleccion
entre proétesis plastica o metalica. Diferentes autores defienden la colocacion
preoperatoria de protesis metalica por menor numero de complicaciones
dependientes del stent (34,91), aunque el meta-analisis de Lee et al. (107) concluye
gque no existen diferencias significativas en cuanto a las complicaciones
preoperatorias entre stent metalicos (recubiertos o no) y plasticos.
Independientemente a esta disyuntiva, todos los estudios consultados defienden que
la cirugia pancreatica en pacientes portadores de stent se asocia a una mayor
morbilidad, por lo que recomiendan la cirugia sin colocaciéon de stent si las

condiciones del paciente lo permiten (34,91,121).

Por otro lado, las lesiones pancreaticas que no pueden ser resecadas pueden
provocar diferentes sintomas que deben ser tratados de forma paliativa (obstruccion
biliar o duodenal). La ictericia obstructiva por compresion y/o infiltracién de la via
biliar conlleva una necesidad de resolucién de la obstruccion biliar, que fue
necesaria hasta en el 43% de los pacientes de nuestra serie. El drenaje de la via
biliar preferiblemente se realiza por via endoscopica, teniendo como segunda opcién
el drenaje percutaneo. El mayor riesgo de complicaciones de la técnica percutanea
(sobre todo hemorragia) hace que la via endoscoépica sea la técnica de eleccion

(91,121), tanto en las series consultadas como en la de nuestro centro.

La obstruccion duodenal es otra de las complicaciones que pueden derivarse
de la progresion de un ACP, sobre todo localizado en cabeza o proceso uncinado.
En los casos no quirdrgicos, la intolerancia digestiva total hace necesaria la
colocaciéon endoscopica de stent duodenal como tratamiento paliativo. Salvo que la
tumoracion inicial esté muy cerca del duodeno, dada la rapida progresion del tumor y
su alta mortalidad, la mayoria de los pacientes fallecen antes de presentar clinica de
obstruccién duodenal. En nuestra casuistica inicamente en el 1,2% de los pacientes

fue necesaria la colocacién de stent duodenal.

La supervivencia media de nuestra serie fue de 13.3 meses, 1.2 meses para
los pacientes a los que no se realizd ningun tratamiento frente a 34.1 meses de
aquellos que se operaron y que ademas recibieron quimioterapia (91%). Un 11% (4

pacientes) de estos ultimos pacientes, viven pasados los 5 afos.
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Estos datos refuerzan la idea de un tratamiento agresivo con cirugia radical
mas adyuvancia. Como siempre en la patologia neoplasica maligna es clave el
diagnostico precoz y remitir a los pacientes a centros de referencia. Cuando no se
realiza cirugia agresiva o quimioterapia combinada, a pesar de la mejoria de los
cuidados postoperatorios asi como los diferentes esquemas quimioterapicos

actuales, los resultados son similares a los obtenidos hace 25 afios (122).

Actualmente diferentes autores han publicado mejores resultados en la
supervivencia con la utilizacion del FOLFIRINOX como esquema adyuvante, con
una mayor incidencia de toxicidad (123) que puede condicionar la adherencia al

tratamiento.

Las series consultadas, en concordancia con nuestra serie, reflejan una
supervivencia de mas de 6 meses en pacientes con CP avanzado al diagnéstico,
tratados con esquemas basados en gemcitabina (124,125). La supervivencia media
de nuestra serie de pacientes intervenidos con adyuvancia basada en esquemas con
gemcitabina es de 34,1 meses, siendo superior a la mayoria de series consultadas,
gue oscilan entre los 18 y 35 meses (126). La supervivencia general aceptada de las
series de pacientes con CP a los 5 afios es de entre 6 y 8 % (126,127) lejos de la

reflejada en nuestra serie del 2,4 %.

Otro aspecto a destacar de nuestro estudio es la supervivencia elevada de los
pacientes que se aplicd quimioterapia paliativa combinada. Hasta hace unos afios el
tratamiento clasico era gemcitabina en monoterapia (124) con una supervivencia
media de alrededor de 6 meses (128). La adiccibn a la gemcitabina de otros
guimioterapicos como la capecitabina (91) o el esquema FOLFIRINOX consigue
mejores resultados, datos ya reflejados en la literatura (128). La combinacion de
mas de 2 farmacos parece incrementar la supervivencia a consta un incremento

elevado de efectos secundarios (128).
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En el CP adn hay un gran camino por recorrer fundamentalmente en el
diagndstico precoz y en la busqueda de otras dianas terapéuticas que mejoren los
datos actuales de supervivencia (129). En este sentido, nuestro grupo ha observado
como en el CP hay un incremento de la presencia de CSC, expresando, entre otros

marcadores, el SOX2.

La presencia de CSC se ha relacionado con la progresion tumoral y la
resistencia al tratamiento quimioterapico (87). Aun mas, la inhibicibn del SOX2
disminuye el crecimiento y desarrollo tumoral tanto in vitro como in vivo (87).
Numerosos estudios han confirmado estos datos (130,131) con una importante
relacion entre la presencia de CSC y el grado de indiferenciacion del CP, y por lo
tanto, con la supervivencia de los pacientes de CP. Las terapias actuales basadas
en gemcitabina disminuyen las células tumorales pero aumenta la proporcion de
CSC, provocando la seleccibn de CSC pluripotenciales y quimiorresistentes
(70,75,130). Lonardo E. et al. (74) planteaba en el afio 2010 la necesidad de tratar la
poblacién de CSC bien con agentes que destruyan directamente las CSC o bien con
agentes que provocaran la diferenciacion de las CSC a células tumorales no

pluripotenciales y aumentar su sensibilidad a la gemcitabina.

Desde entonces se estan estudiando diferentes moléculas aisladas o
combinadas como la cyclopamina (inhibidor de la via de sefalizacion Hedgehog) y
rapamicina (inhibidor de la m-TOR) asociadas a la gemcitabina (75), tanto in vitro
como in vivo en ratones, con una disminucion de las CSC pancreéticas. Ademas se
han descritos avances in vitro de moléculas que inhiben diferentes vias metabdlicas
de las CSC con la consiguiente disminucion del numero de las CSC como los
inhibidores de la via metabdlica DCLK1(poly(lactide-co-glucolide)), inhibidores de las
lineas C-Met y farmacos ya conocidos por otras indicaciones como la metformina o

el disulfiram (ambos provocando in vivo la capacidad de supresion de las CSC).

En relacion con nuestro trabajo se esta estudiando la molécula miR-1181 que
provoca un bloqueo tanto del SOX2 como de STAT3 (Signal transduction and
activation of transcription3), que son dos vias que actlan de forma sinérgica en las
CSC (132), reproduciéndose in vivo los resultados conseguidos por nuestro grupo in

vitro.
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Nuestro trabajo sigue evidenciando el mal pronostico de CP que no ha
variado en los dltimos 25 afios. La cirugia sigue limitada a los pocos pacientes que
no presentan una diseminacion de la enfermedad al diagnostico. A pesar de las
diferentes combinaciones de moléculas estudiadas basadas en la gemcitabina, la
presencia y persistencia de las CSC conlleva una quimiorresistencia que obliga a
actuar sobre estas células para conseguir un cambio en la esperanza de vida de
estos pacientes. El bloqueo sobre el factor de transcripcibn SOX2 abre la puerta a la
posibilidad de bloquear e incluso destruir las pluripotenciales y quimiorresistentes
CSC.
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Conclusiones






I.- El perfil de presentacion clinica del cancer de pancreas en nuestra serie fue de un

hombre, mayor de 60 afios, fumador y con diabetes.

Il.- La localizaciébn mas frecuente fue en la cabeza del pancreas (55%) y estaban

avanzados en la mayoria de los casos, 77%.

lll.- El estudio radiolégico mas sensible para el diagnéstico fue el TC. La ecografia
abdominal se realizé en la mitad de los casos y presentaba una baja sensibilidad

diagnéstica.

IV.- Los pacientes que debutaron con ictericia presentaron estadios mas precoces, y

fueron con mas frecuencia resecables.

V.- El debut del CP con dolor se relaciona con una alta probabilidad de presentar

criterios de irresecabilidad.

VI- El porcentaje de morbilidad postoperatoria fue elevado, con un 37% de
complicaciones graves (Clavien Dindo IlI-1V), pero no hubo ningun fallecimiento

postoperatorio.

VIl.- La supervivencia fue mayor en los pacientes intervenidos con gquimioterapia

adyuvante. La asociacion de capecitabina a la gemcitabina mejoro la supervivencia.

VIIl.- Las tasas de supervivencia de los pacientes con CP no han mejorado en los
altimos 25 afios a pesar de la evolucion de los tratamientos quimioterapicos asi

como los cuidados postoperatorios.

IX.- SOX-2 esta sobreexpresado en el cancer de pancreas, especialmente en los
tumores menos diferenciados, y aumenta el crecimiento y progresion tumoral y su

quimiorresistencia. Su bloqueo inhibe el crecimiento tumoral.
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ANEXO |

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA LA REALIZACION DE PROYECTOS
DE INVESTIGACION

TITULO DEL ESTUDIO: SOX 2 como factor de desdiferenciacion en el adenocarcinoma
de pancreas. Implicaciones clinicas en los tumores indiferenciados de pancreas

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Xabier Arteaga Martin. Servicio de Cirugia General y del
Aparato Digestivo. Planta 3232 N° Telf.: 943007033

CENTRO: Hospital Donostia.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Donostia, de acuerdo a la legislacién vigente, y a las normas de buena préactica clinica.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
gue pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencidn y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir
después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere
oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que
por ello se altere la relaciéon con su médico. Si usted decide revocar su consentimiento, no
se recogeran nuevos datos, y se destruiran los datos obtenidos tras la revision de su
historia clinica.

Los datos seran codificados segun un sistema de codificacion simple, en la que existira
un codigo especifico Unico. La clave de conexion entre el cbédigo y el sujeto esta en
manos del investigador clinico que es quien se encarga de protegerlo y preservar el
secreto.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:
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El objetivo de este estudio es analizar los datos epidemiolégicos (como edad, sexo,
método al que se ha llegado al diagnéstico y terapias a las que ha sido sometido) para
intentar obtener datos sobre la evolucion del adenocarcinoma o cancer de pancreas.

La metodologia del estudio se basa en revisar los diferentes datos necesarios para
realizar el estudio, obtenidos desde su historia clinica, para realizar lo que se denomina
un “estudio retrospectivo”. Estos datos seran archivados por un sistema de codificaciéon
simple, en el que solo el investigador principal tendra acceso a la informacion.

La realizacion del estudio no conlleva ninguna visita al hospital ni realizar ninguna
exploracion complementaria, basandonos uUnicamente en los datos obtenidos durante el
tratamiento de su enfermedad.

El objetivo de este estudio es reclutar alrededor de unos 150 pacientes para poder
obtener datos que nos permitan sacar conclusiones en relacion al adenocarcinoma de
pancreas.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

El estudio espera conseguir informacién epidemiologica que sirva para valorar la eficacia
de los tratamientos actuales y modificar los mismos si asi se concluyera en el estudio.

El paciente que participe en el estudio no conseguira ningun beneficio para su salud por
participar en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de protecciéon de datos de caracter personal, y en su reglamento de desarrollo.
De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera
dirigirse a su médico del estudio.

Sus datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su
meédico del estudio y colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su
historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo en caso
de urgencia médica, requerimiento de la administracion sanitaria o requerimiento legal.

Sélo se transmitiran a terceros y a otros paises, previa notificacion a la Agencia Espafiola
de Proteccion de Datos, los datos recogidos para el estudio que en ningdn caso
contendran informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos,
iniciales, direccion, n°® de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta
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cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad
como minimo con el nivel de proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité de Etica del Hospital Donostia y
personal autorizado, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacién vigente.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacion que pueda afectar a su disposicion para participar en el
estudio, que se descubra durante su participacion, le serd comunicada por su médico lo
antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato
nuevo sera afadido a la base de datos, si bien los responsables del estudio podran seguir
utilizando la informacién recogida sobre usted hasta ese momento, a no ser que usted se
oponga expresamente.
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ANEXO I

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROFESIONAL: Xabier Arteaga Martin. Médico Adjunto. S° de Cirugia General y del Ap.
Digestivo

CENTRO SANITARIO: Hospital Universitario Donostia

Este documento tiene por objeto ofrecerle informacion con la finalidad de pedir su
autorizacion para recoger datos sobre el problema de salud en relacion al
Adenocarcinoma de Pancreas, por el que fue o esta siendo tratado en este centro.

El adenocarcinoma de pancreas es uno de los tumores mas frecuentes. El tratamiento
actual se basa en cirugia, quimioterapia o0 una combinacion de ambos para intentar
conseguir una respuesta satisfactoria. Con este estudio queremos valorar el grado de
afectacion de

Si decide autorizar, debe recibir informacién personalizada del profesional que solicita su
consentimiento, leer antes este documento y hacer todas las preguntas que precise
para comprender los detalles sobre el mismo. Si asi lo desea, puede llevarse el
documento, consultarlo con otras personas y tomarse el tiempo necesario para decidir si
autoriza o no.

Su decision es completamente voluntaria. Ud. puede decidir no autorizar el uso de sus
datos de salud. Le aseguramos que esta decisibn no afectar4 a la relacion con el
profesional que se lo solicita ni a la asistencia sanitaria a la que Ud. tiene derecho.

¢, Cual es el propésito de esta peticion?

Nuestro interés es exponer su problema de salud como “caso clinico” a la comunidad
cientifica, con la finalidad de dar a conocer a otros profesionales como ha sido tratado y
cémo ha evolucionado. Esta informacion podria ser de utilidad en el futuro para otras
personas con un problema de salud como el suyo.

¢, Qué me estan solicitando?

Ud. fue o esta siendo atendido en este centro por padecer un adenocarcinoma de
pancreas (Cancer de Pancreas). Solicitamos su permiso para estudiar la evolucién de su
enfermedad revisando la historia clinica de este centro y obtener los datos necesarios
para completar este estudio.

Si firma este documento, nos autoriza para recoger datos de su historia clinica y
realizar una publicacién cientifica sobre el problema de salud que se describe.

La publicacidon cientifica puede ser de varios tipos, por ejemplo: una conferencia, una
comunicacion a un congreso, un articulo en una revista cientifica o incluso una actividad
docente.

164



¢,Obtendré algun beneficio o inconveniente?

No se espera que Ud. obtenga beneficio ni se exponga a ningun riesgo. Con su
colaboracion contribuira a aumentar el conocimiento cientifico.

¢ Se publicaran los datos del caso clinico?

Si, en publicaciones cientificas dirigidas a profesionales de la salud. Ha de saber que
algunas de estas publicaciones pueden ser de acceso libre en internet, por lo que también
pueden ser leidas por muchas otras personas ajenas al mundo sanitario. No se transmitir
ningun dato de caracter personal, tal como se describe en el punto siguiente. Si es de su
interés, se le podra facilitar la publicacion realizada.

¢,Como se protegera la confidencialidad de mis datos?

El tratamiento, comunicacién y cesion de sus datos se hard conforme a lo dispuesto por la
Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal.

Solamente los autores de la publicacion cientifica tendran acceso a todos sus datos, que
se recogeran anonimizados, es decir, sin ningun dato de caracter personal salvo la fecha
de nacimiento. Le garantizamos que no recogeremos nombre y apellidos, ni DNI, ni
namero de historia clinica, ni nimero de Seguridad Social ni cédigo de identificacion
personal contenido en su tarjeta sanitaria.

Elllos profesional/les autor/es de la publicacién cientifica no recibiran retribucion
especifica por la dedicacion al estudio. Ud. no serd retribuido por autorizar el uso de sus
datos de salud.

Puede retirar su consentimiento en cualquier momento sin dar explicaciones, pero una
vez que el caso clinico haya sido aceptado para su publicacion no habra posibilidad de
cambiar de parecer.

Si tiene alguna duda puede contactar con el Dr. Xabier Arteaga Martin
Teléfono: 943007033.Correo-electronico: xabier.arteagamartin@osakidetza.net
Muchas gracias por su colaboracién.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

....Lei la informacién contenida en este documento, y autorizo a que se utilicen los datos
de mi historia clinica en las condiciones que se describen.

]
0 (Se me ha facilitado ver y leer la version final del documento y autorizo su publicaciéon

Deseo conocer el documento una vez que se haya publicado
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Fdo.: El/ la paciente Fdo.: Persona autorizada:

Nombre y Apellidos: Relacion de parentesco:
Fecha: Nombre y Apellidos:
Fecha:

Fdo.: El/la profesional que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Nombre y apellidos:
Fecha: Fecha:
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ANEXO Il

Osakidetza

Donostia Ospitalea
Hospital Donostia

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. José Ignacio Emparanza Knorr, Presidente del Comité Etico de Investigacion

Clinica del Area Sanitaria de Gipuzkoa,

CERTIFICA:

Que este Comité, de acuerdo a la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica,
Principios éticos de la declaracion de Helsinki y resto de principios éticos
aplicables, ha evaluado el Estudio Observacional titulado: “Sox2 como factor
de desdiferenciacién en el Adenocarcinoma de Pancreas. Implicaciones
clinicas en los tumores indiferenciados de pancreas” Codigo de Protocolo:
XAM-CSC-2017-01. Investigador Principal: Xabier Arteaga

Versién del Protocolo: 2 de fecha 22 de Septiembre de 2017
Version de la Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado: 1 de

fecha 22 de Septiembre de 2017

Y que este Comité reunido el dia 24/10/2017 (recogido en acta 09/2017) ha

decidido Aprobar dicho estudio y que sea realizado por el siguiente investigador:

Xabier Arteaga Martin — Cirugia General y del Aparato Digestivo —

Hospital Universitario Donostia

Lo que firmo en San Sebastian, a 24 de Octubre de 2017

]

Fdo.: Jose Ignacio Emparanza
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ANEXO IV

ESTADIAJE TNM/AJCC VIl EDICION

T: tumor primario
TX: no puede asegurarse
TO: no evidencia de tumor primario
Tis: carcinoma in situ
T1: tumor limitado al pancreas, de 2 cm 0 menos
T2: tumor limitado al pancreas, mayor de 2 cm
T3: tumor extendido mas alla del pancreas pero sin afectacién de tronco celiaco o
arteria mesenteérica superior.
T4: tumor que afecta a tronco celiaco o arteria mesentérica superior (irresecable)

N: ganglios regionales
Nx: desconocido
NO: no ganglios afectos
N1: ganglios afectos

M: metastasis a distancia:
MO: no hay metéastasis a distancia
M1: metastasis a distancia

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio IIA T3 NO MO
Estadio 11B T1-T3 N1 MO
Estadio Il T4 Cualquier N MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1
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ANEXO V

CLASIFICACION DE MORBILIDAD POSTOPERATORIA DE CLAVIEN DINDO

Grado

Definicion

Cualquier desviacion del postoperatorio normal que no requiera
reintervencion a cielo abierto,radiolégica ni endoscopica. Se considera el
incluir el uso de soluciones electroliticas, antieméticos, antipiréticos,
analgésicos y fisioterapias. Incluye infeccion superficial tratada en la cama
del paciente.

Se requiere tratameinto farmacolégico diferente a los anteriores. Uso de
transfusiones sanguineas o de hemoderivados y nutricion parenteral

Requiere intervencién quirargica, endoscopica o radiolégica.

Sin anestesia general

Con anestesia general

Complicaciones que amenazan la vida del paciente y requieren
tratamiento en cuidados intermedios o intensivos

Disfuncién organica unica (incluye dialisis)

Disfuncién organica multiple

Muerte del paciente

Sufijo d: Se aplica cuando el paciente sufre una complicacion al alta.

Traducido del trabajo de Dindo et al. (84)
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ANEXO VI

ESCALA KARNOFSKY PERFORMANCE STATUS

Puntuacion Situacion clinico-funcional
100% Normal, sin quejas ni evidencia de enfermedad
90% Capaz de llevar a cabo una actividad normal, pero con signos o

sintomas leves.

80% Actividad normal con esfuerzo, algunos signos y sintomas de
enfermedad.

70% Capaz de cuidarse, pero incapaz de llevar a cabo actividad
normal o trabajo activo.

60% Requiere atencién ocasional, pero incapaz de llevar a cabo
actividad normal o trabajo activo.

50% Necesita ayuda importante, y asistencia médica frecuente

40% Incapaz, necesita ayuda y cuidados especiales

30% Totalmente incapaz. Necesita hospitalizacion y tratamiento de

soporte activo

20% Muy gravemente enfermo. Necesita tratamiento activo
10% Moribundo irreversible
0% Muerto.
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ANEXO VI

CLASIFICACION DEL ESTADO FISICO DE LOS PACIENTES DE LA AMERICAN
SOCIETY OF ANESTHESIOLOGIST (ASA)

ASA | Paciente sin ninguna alteracion diferente del proceso localizado que
precisa la intervencion. Paciente sano.

ASA I Paciente con alguna alteracion o enfermedad sistémica leve o0 moderada
que no produce incapacidad o limitacion funcional.

ASA I Paciente con alteracion o enfermedad sistémica grave que produce
limitacion funcional definida y en determinado grado

ASA IV Pacientes con enfermedad sistémica grave e incapacitante que constituye
una amenaza constante para la vida y que no siempre se puede corregir
por medio de cirugia.

ASA YV Pacientes terminales o moribundos, con unas expectativas de
supervivencia no superior a 24 horas con o sin tratmiento quirargico

ASA VI Pacientes clinicamente con muerte cerebral, que son atendidos con
medidas de soporte, para obtencién de érganos de transplante.

ASA E Cualquier estado de salud con una cirugia de emergencia.

E= Intervencidén de emergencia.
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