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1.1. ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

El adenocarcinoma ductal pancreético (ADP) constituye aproximadamente el 85% de los tumores del
pancreas. Es el tumor en el que menos avances clinicos se han producido en los ultimos 50 afios.
Constituye la 42-5% causa de mortalidad por cancer en el mundo occidental y posee la relacion
mortalidad/incidencia mas alta de todas las neoplasias, porque en el momento del diagnéstico el 93% de
los pacientes ya presenta metastasis (locales o a distancia) (Jemal A. et al., 2009; Hidalgo M., 2010;
Vincent A. et al., 2011). Las razones para este sombrio prondstico subyacen en su extrema agresividad y
rapida progresidn. Al mal pronéstico contribuyen mdltiples causas: 1) el diagnostico se realiza tarde ya
que la sintomatologia es bastante inespecifica, 2) no existen métodos diagnésticos suficientemente
sensibles y especificos como para realizar cribado, 3) los grupos de riesgo estan insuficientemente
definidos, 4) Sélo un 20% de pacientes son susceptibles de cirugia potencialmente curativa y el tumor
recurre en la mayoria de ellos y 5) el tumor es resistente a los tratamientos con quimio- y radioterapia.
Tiene ademas el ratio de supervivencia a 5 afios mas bajo, aproximadamente 5% de los pacientes
(Vincent A. el at., 2011).

Actualmente, el marcador tumoral mas comunmente utilizado en la préactica clinica para el despistaje de
ADP es el Ca19.9, con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 90% para cancer de pancreas.
Esta intimamente relacionado con el volumen tumoral y no sirve para identificar a pacientes con tumores
pequefos que se puedan resecar. Asimismo, su utilidad se ve restringida por los falsos positivos, pues es
incapaz de diferenciar el cancer de pancreas de otras alteraciones pancreatobiliares, como la pancreatitis
cronica (PC) (Grote T. y Logsdon C.D., 2007; Misek D.E. et al., 2007). Por lo tanto es obvia la necesidad

de descubrir nuevos biomarcadores que sean especificos y sensibles para el ADP.

El tratamiento estandar de primera linea del ADP es la Gemcitabina, en combinacion con otros farmacos,
que prolonga la supervivencia en pocas semanas (Li D. et al., 2004). Aprobada en 1996 (Burris H.A. et al.,
1997), ha tenido resultados poco alentadores. La resistencia innata o adquirida a los farmacos por el ADP
sigue siendo el principal obstaculo para el éxito en el control de esta enfermedad (Adesso L. et al., 2013).
Por ello, es necesario encontrar urgentemente nuevas y mas efectivas dianas terapéuticas para poder
tratar esta enfermedad (Hidalgo M., 2010; Guerra C. y Barbacid M., 2013).

A lo largo de los afios se han descrito las principales alteraciones genéticas y moleculares que
acompafian a la progresion del ADP (Ghaneh P. et al., 2007; Hernandez-Mufioz I. et al., 2008), asi como
algunas de sus caracteristicas morfolégicas, como la reaccion desmoplasica (Ohlund D. et al., 2009) o el
alto componente inflamatorio (Thomas R.P. et al., 2002). En los Ultimos afios se ha propuesto, sobre las
bases de analisis morfologicos y genéticos, un modelo de progresién del tumor en el que participarian

lesiones intraductales preinvasivas, denominadas Neoplasia Intraepitelial Pancreética (PanIN). Se ha
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propuesto que las lesiones de PanIN progresan hacia estadios histolégicos de mayor atipia y con
acumulacion clonal de cambios genéticos, sugiriendo que son precursores del ADP (Ahigren J.D., 1996;
Hruban R.H. et al., 2000).

Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen bajo mutaciones y alteraciones especificas, que
dan lugar a la extrema agresividad del ADP, todavia se desconocen. Seria ideal disponer de
biomarcadores que permitan identificar aquellos pacientes que presentan mayor riesgo de recurrencia y
metastasis, asi como los que se beneficiarian de una reseccion quirirgica ampliada. Asimismo seria
deseable el desarrollo de biomarcadores que permitan la identificacion de pacientes que van a responder
a tratamientos especificos y que, a su vez, permitan monitorizar la respuesta a estos tratamientos (Ujiki
M.B. y Talamonti M.S., 2005; Ghaneh P. et al., 2007; Misek D.E. et al., 2007)

1.1.1 CONCEPTO DE ADP. REVISION HISTORICA

El ADP infiltrante es una neoplasia epitelial invasiva con diferenciacion glandular (ductal) y con mayor o
menor respuesta desmoplasica y/o inflamatoria. Existen sindnimos: adenocarcinoma de células ductales,

adenocarcinoma de tipo tubular, carcinoma de células ductales o simplemente carcinoma pancreatico.

La primera descripcion del cancer pancreatico se le atribuye a Giovanni Battista Morgagni (1682-1771) en
1769. No fue hasta 1898, cien afios después, cuando William Stuart Halsted realizé con éxito la primera
ampulectomia para un cancer de ampula, dando comienzo a la era de la cirugia moderna en el
tratamiento de las enfermedades malignas periampulares.

En 1918, el médico italiano Ottorino Tenani publicd la primera duodenopanceatectomia practicada con
éxito, y en 1935 Allan Oldfather Whipple popularizé la cirugia que ahora lleva su nombre. Actualmente,
miles de duodenopancreatectomias cefalicas (cirugia de Whipple) se realizan cada afio y el conocimiento
sobre la patologia del cancer de pancreas sigue creciendo. A pesar de ello, el adenocarcinoma ductal

infiltrante, la neoplasia mas frecuente de pancreas, sigue siendo una enfermedad casi siempre letal.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DEL ADP

Desde el punto de vista global el cancer de pancreas (CP) no es uno de los tumores malignos méas
frecuentes (el 13% 2-3% del total de los tumores). En Europa se estima una incidencia de 78.000 casos y
en Estados Unidos de 32.000. Sin embargo, dicha neoplasia se sitla en el 4°-5° lugar en el ranking de
mortalidad por cancer (4-5% de la mortalidad por cancer en nuestro pais). Esto es asi porque es el tumor
de menor supervivencia, de entre todos los tumores malignos, entre 4 y 6 meses. De tal manera que su

incidencia es similar a su letalidad (Fundacion AECC. El cancer de pancreas en citas. 2007). El cancer de
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pancreas es el noveno tipo de cancer mas comun en las mujeres y la cuarta causa principal de muerte
por cancer en hombres y mujeres. En Espafia cada afio mueren alrededor de 2.400 varones y 2.000

mujeres por esta enfermedad.

Sabiendo que la tasa de supervivencia a un afio se define como el porcentaje de pacientes que sobrevive
al menos un afio después de detectado el cancer, sin contar aquellos que fallecen debido a otras
enfermedades, la tasa de supervivencia global a un afio de las personas que padecen cancer de
pancreas es del 27%; y la tasa de supervivencia a cinco afios es de aproximadamente el 5-6%. Si el
cancer se detecta en los primeros estadios, cuando la extirpacién quirdrgica del tumor es posible, la tasa
de supervivencia relativa a cinco afios es de aproximadamente el 24% (Cancer.net, revision Oct. del
2013).

La incidencia del CP es mayor en paises desarrollados. Dicha incidencia esta comenzando a disminuir en
algunos paises del Norte de Europa y Estados Unidos, debido a la disminucion en el consumo tabaquico.
La incidencia de cancer pancreatico se triplicé desde 1920s hasta 1970s, pero parece permanecer
relativamente estable desde entonces (Ahlgren J.D., 1996). Las causas del aumento parecian tener
relacion con el aumento del consumo de tabaco, asi como por los avances tecnoldgicos en el diagdstico,
que permieron un diagnostico mas preciso, mejorando la identificacion del tumor de origen. Muchas
neoplasias previamente denominadas “enfermedad abdominal’ o “cancer gastrico” eran en realidad
neoplasias pancreaticas.

En Espafa la incidencia es intermedia: aproximadamente se diagnostican 3.800-4.000 casos anuales,
cifra similar a la letalidad anual de dicho tumor (Fundaciéon AECC. EI cancer de pancreas en citas. 2007).

Dicha incidencia esta en ascenso desde los afios 50 y continua ascendiendo en la actualidad.

En cuanto a factores de riesgo, no se ha determinado una etiologia clara. Se han postulado multiples
posibles factores de riesgo para la aparcicion del CP y se clasifican en tres tipos: a) demograficos, b)

medioambientales y c) relativos al huésped. Se resumen en la tabla 1 al final de este apartado.

- Sexo y raza: el CP es mas frecuente en hombres que en mujeres (ratio hombre-mujer, 1°30 a
1'10) y esta predominancia sexual se ve en todos los grupos raciales. La incidencia es mayor en

judios y en raza negra (Newill V.A., 1961).

- Edad: laedad es un factor de riesgo importante para el CP. El pico de incidencia esta en la 72y
82 década de la vida y, la mayoria de los casos (80%) ocurre entre los 60 y 80 afios (Matsuno S.
et al., 2004). El CP es raro antes de los 40 afios y extremadamente raro antes de los 20 afios
(Lttges J. et al., 1998), en cuyos casos se debe descartar la asociacidon con una alteracion

genética.
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Tabaco: el consumo de tabaco se ha identificado como factor de riesgo para el CP (Coughlin
S.S., 2000). En la mayoria de estudios, el consumo de cigarrillos aumenta al doble el riesgo de
cancer pancreatico (riesgo relativo=2). En pacientes con pancreatitis hereditaria, el fumar
cigarrillos condiciona un aumento del riesgo de CP y determina una aparicion 20 afios mas
temprana de cancer pancreatico.

El riesgo de desarrollar CP disminuye cuando se deja de fumar, consiguiendo un riesgo similar a
los no fumadores a los 20 afios del cese del consumo (World Cancer Report 2014. WHO, 2014,
Capitulo 5.7).

Diabetes mellitus: hasta el 80% de los pacientes diagnosticados de CP tienen Diabetes Mellitus
(DM) o una intolerancia a la glucosa, aunque se desconoce si la diabetes es causa o
consecuencia del cancer (Everhart J. & Wright D., 1995). Se sabe que la diabetes puede ser una
manifestacion precoz del CP. El 1% de las DM que aparecen en personas >50 afios son debidas
a un CP. Por ello, se debe pensar en dicha asociaciéon en aquellas DM atipicas, como las no
asociadas a obesidad, sin antecedentes familiares o que progresan rapidamente (Chari S.T. et
al., 2005)

Pancreatitis crénica: la Pancreatitis cronica (PC) tiene diversas causas, pero la mas comun en
Occidente es la sobreingesta de alcohol. No obstante, todos los tipos de PC se han asociado con
un mayor riesgo de desarrollo de CP (RR: 2'3-18'5). El riesgo acumulado de CP oscila entre
1'8% alos 10 afios y un 4% a los 20 afios del diagnostico de PC (Lowenfels A.B. et al., 1993). El
riesgo de CP en personas con pancreatitis familiar es particularmente alto (Wolfgang C.L. et al.,
2013).

Predisposicion genética: aproximadamente el 10% de pacientes diagnosticados de CP tiene
antecedentes de uno o mas familiares de primer o segundo grado afectados (Brand R.E. et al.,
2007, Norton I.D. et al., 1998). Su aparicion precoz es una caracteristica de los tumores
pancreaticos hereditarios. Ademas, algunos de estos CP familiares (10-20%) aparecen en el
contexto de sindromes de cancer hereditario (Vasen H.F. et al., 2000; Neglia J.P. et al., 1995;
Teich N. et al., 2008), como se detalla en la tabla adjunta, o con mutaciones en el gen BRCA-1y
BRCA-2 (entre el 4-7% de los pacientes con cancer de pancreas).

En los pacientes con pancreatitis hereditaria, el riesgo de CP es 50 veces superior al de la
poblacion control, con un riesgo acumulado de desarrollar CP del 40% a los 70 afios de vida
(Lowenfels A.B. et al., 1997). Como ya se ha comentado en parrafos anteriores, el consumo de

tabaco en estos pacientes aumenta el riesgo de CP.
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Tabla 1: Factores de riesgo del Cancer de Pancreas (CP)

Alcohol
Café
Dieta rica en carne roja
Exposicion ocupacional (pesticidas arsenicales)
Factores relativos al huésped
Pancreatitis cronica
Diabetes Mellitus
Obesidad
Cancer de pancreas hereditario
Sindrome de cancer familiar
Sd. de Cancer de Mama y Ovario Familiar
Sd. de Nevus Melanocitico Multiple Familiar Atipico (FAMMM)
Sd. De Peutz-Jehgers
Sd. De Cénecr Colorrectal Hereditario No Polipésico (SD. Lynch)
Sd. Li-Fraumeni
Ataxia-Telangiectasia
Mutacion Gen Palladin
Condiciones hereditarias asociadas con aumento del riesgo de CP
Fibrosis Quistica
Pancreatitis hereditaria
Céancer de Pancreas Familiar
Infecciosos: Helicobacter Pylori
Alergias (protector)
Colelitiasis/colecistectomia
Gastrectomia
Ulcera géstrica
Polimorfismos genéticos

Otros tumores

1.1.3. CLINICA DEL ADP

Desafortunadamente, el ADP suele tener una clinica de presentacion inespecifica y la mayoria de los
pacientes no estédn adecuadamente diagnosticados durante meses o incluso afios desde la primera
aparicion de los sintomas.
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El sintoma mas comun asociado al carcinoma localizado en la cabeza del pancreas es el dolor epigastrico
que irradia hacia la espalda (Cubilla A.L. y Fitzgerald P.J., 1979; Okusaka T. et al., 2001). Los pacientes
con cancer de pancreas presentan pérdida de peso, cuadro obstructivo biliar con ictericia no dolorosa,
heces acdlicas, orina oscura, prurito y nauseas y el 10% desarrolla trombosis que aparece y desaparece
espontaneamente (Cubilla A.L. y Fitzgerald P.J., 1979). El médico Francés Armand Trousseau describid
por primera vez, en 1861, la asociacion del cancer pancreatico con la tromboflebitis migratoria, conocido
actualmente como el Sindrome de Trousseau. Irénicamente, Trousseau se diagnostico a si mismo carcer
pancreatico al desarrollar una tromboflebitis migratoria. Méas de un tercio de los pacientes desarrollan una
distension palpable de la vesicula biliar, denominado signo de Courvoisier por ser descrita por el cirujano
suizo del mismo nombre (1843 a 1918) (Howard J.M. et al., 2002).

Presentaciones menos frecuentes incluyen pancreatitis aguda, hipoglicemia, hipercalcemia, carcinoma

metastasico de primario desconocido y endocarditis.

Pacientes con carcinoma localizado en cuerpo o cola de pancreas se presentan frecuentemente con
pérdida de peso, dolor abdominal y/o de espalda o metastasis a distancia (Cubilla A.L. y Fitzgerald P.J.,
1979). En pacientes con enfermedad metastasica avanzada se pueden encontrar nédulos periumbilicales
palpables. Este hallazgo se denomina el signo de la Hermana Mary Joseph, observado por la asistente de
cirugia del Doctor William Mayo, que asocio nédulos periumbilicales palpables a una enfermedad maligna

abdominal metastasica (Howard J.M. et al., 2002).

Como se ha comentado anteriormente, la Diabetes Mellitus no solo aumenta el riesgo de CP, sino que
también es una complicacion de la lesion. Mas del 70% de los pacientes con CP tienen niveles de
glucosa en sangre por encima de 120 mg/dL en el momento de la presentacion de la enfermedad. De la
misma forma, la pancreatitis crénica puede contribuir al desarrollo y, al mismo tiempo, ser consecuencia

de la enfermedad, a causa de la destruccion tisular y la obstruccion ductal por la neoplasia.

La depresion es frecuente en estos pacientes (Carney C.P. et al., 2003), aunque en muchos casos el

conocimiento del prondstico del propio CP por los pacientes puede contribuir al desarrollo de la misma.

1.1.4.DIAGNOSTICO DEL ADP

El diagndstico del ADP actualmente se realiza a partir del estudio conjunto de una analitica de sangre, de

técnicas de imagen como son la ecografia, el TAC o la RM y de la biopsia pancreética.
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1.1.4.1. ESTUDIO BIOQUIMICO:

No existen unos criterios analiticos para el diagndstico de cancer de pancreas. Ante la sospecha clinica
de un cancer de pancreas se realiza una analitica de sangre general que nos permite detectar si existen
0 no alteraciones en diversas determinaciones, como pueden ser una alteracion en la eliminacién de la

bilirrubina, o la alteracion de las cifras de glucosa en sangre.

Otro marcador reflejado en las analiticas es el CA19.9, marcador tumoral mas comin en el ADP. El
grado de elevacion de Ca19.9, tanto en la presentacion inicial como fras la cirugia se asocia con el
pronéstico a largo plazo (Barton J.G. et al., 2009; Distler M. et al., 2013). Ademas, puede predecir la
presencia de metastasis radiolégicamente ocultas. Sin embargo, mientras que los niveles de Ca19.9
pueden servir de ayuda para seleccionar a los pacientes que se beneficien de una reseccién quirdrgica, la
Guia ASCO no lo recomienda como criterio de inoperabilidad. La mayor utilidad de este marcador es en el
seguimiento de los pacientes operados y en la valoracion de la respuesta a los tratamientos.

El CEA también puede estar elevado y en ese caso puede ser Util en el manejo de estos pacientes.

1.1.4.2. ESTUDIO RADIOLOGICO:

Tanto la ecografia (ya sea su variante transabdominal como endoscépica) como la tomografia
computerizada (TC) la resonancia magnética (RM), la colangiopancreatografia retrégrada endoscdpica
(CPRE) o la tomografia por emisién de positrones (PET) son técnicas de imagen que se utilizan para el
estudio de masas pancredticas ( Paspulati R.M., 2005; Keppke A.L. et al., 2005; Rizk M.K. et al., 2007).

La TC con contraste endovenoso es la técnica mas frecuentemente utilizada tanto para el diagnéstico
como para el estadiaje, y de gran ayuda en la decision del manejo terapéutico (categorizando el tumor
como “resecable”, “irresecable” o “borderline”) (Al-Hawary M.M. et al., 2014), basicamente en funcion de
la existencia 0 no de afectacion vascular. La técnica de TC ha mejorado mucho en las Ultimas décadas,
llegando a diagndsticos con una exactitud del 90% (Valls C. et al., 2002; Park D.l. et al., 2001). EI ADP
en la TC se presenta como una masa hipodensa que deforma el tamafio y los contornos normales de la
glandula. Con frecuencia se observa un area central de sefial mas atenuada y suelen presentar unos
margenes poco definidos. Si la neoplasia afecta la cabeza del pancreas, la cola pancreatica suele mostrar
cambios radiolégicos de pancreatitis obstructiva (conducto pancredtico dilatado con atrofia del
parénquima). El signo del “doble ducto”, que se refiere a la dilatacion tanto del conducto biliar como del
pancreatico, es una caracteristica del ADP localizado en cabeza de pancreas. Signos tempranos en el

TAC incluyen la dilatacion del conducto pancreético y un stop abrupto del mismo (Gangi S. et al., 2004).
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TC CONCONTRASTE (FASEARTERIAL) TC CON CONTRASTE (FASE PORTAL 0 venosa) TC CON CONTRASTE (FASE PORTAL 0 venosa)
Masa hipodensa cabeza pancreatica (signo primario) Dilatacion Wirsung (signo secundario) Masa hipodensa cabeza pancreatica (signo primario)

En el estudio con RM, el ADP suele aparecer como una masa mal definida hipointensa en secuencias
potenciadas en T1 y con intensidad de sefial variable en secuencias potenciadas en T2, normalmente

hipovascular tras la administracién de contraste endovenoso (Tamm E.P. et al., 2007).

RM(Secuencia T1-FAT SAT SIN CONTRASTE) RM(Secuencia T2 SIN CONTRASTE) COLANGIORM
Masa hipointensa en cabeza pancreética Dilatagon Wirsung y atrofia de cuerpo-cola Signo del “doble conducto” : Dilatacion Wirsung y
(signo primario) pancreaticas. Dilatacion via biliar principal biliar

(signos secundarios)

La CPRE se suele utilizar para visualizar el conducto pancreatico y, por consiguiente, sirve para

demostrar la localizacion de cualquier lesion ductal.

La EUS (Ecoendoscopia) permite realizar la toma de muestra, tanto de la tumoracion como de ganglios
linfaticos, en el mismo acto, mediante una puncién aspiracidén con aguja fina (PAAF) y/o una biopsia con

aguja gruesa (BAG)

La CPRE visualiza el sistema ductal pancreatico. EL ADP puede diagnosticarse indirectamente a partir de
la interpretacién de los cambios en la arquitectura del arbol ductal. Es una técnica mas invasiva que las
anteriores y se asocia a un 2% de complicaciones, por lo que no es una técnica de primera linea para la

evaluacion de las neoplasias pancreaticas.
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1.1.4.3. ESTUDIO MORFOLOGICO:
Hoy en dia los criterios morfoldgicos siguen siendo claves en la clasificacion de los tumores pancreaticos.
Pero para ello, con frecuencia, se requiere aplicar técnicas histoquimicas, inmunohistoquimicas e incluso

de biologia molecular.

1.1.4.3a. Caracteristicas macroscopicas

La mayor parte de los canceres pancreéticos asientan en cabeza pancredtica (60-70%), pudiéndose
originar también en el cuerpo (15-20%), en la cola (5%) o afectar difusamente a toda la glandula (20%)
(Hruban R.H. et al., 2007).Los carcinomas que se originan en la cabeza del pancreas son mas tributarios
de reseccion que los que se localizan en cuerpo o cola, y por ello estdn sobrerepresentados en la
mayoria de las series quirirgicas. La gran mayoria de los carcinomas pancreaticos se presentan como
tumor unico, pero se pueden dar formas multifocales. Excepcionalmente se han descrito canceres

originados en tejido ectdpico pancreatico.

El tamafio de los ADP es muy variable, pudiendo ir desde lesiones microscdpicas hasta masas de gran
tamano (pueden alcanzar hasta 10 cm). El tamafio medio de los carcinomas resecados en la cabeza del
pancreas es de 3 cm, mientras que carcinomas localizados en cola de pancreas tienden a ser mas
grandes, con una media de 5 cm en el momento del diagnéstico.. Normalmente, el cancer de pancreas se

acompaifia de aumento del tamafio de la glandula

Al corte la masa tumoral es firme, de limites mal definidos, estrellados, de coloracidén blanquecino-
amarillenta y altera la arquitecura normal del pancreas. En algunos casos, el carcinoma puede ser
practicamente indistinguible de las areas fibrosas adyacentes, correspondientes a pancreatitis crénica,
haciendo dificil establecer las dimensiones exactas del mismo. Las zonas infiltradas por el carcinoma

suelen tener una textura mas granular que los focos de pancreatitis.

I:lnH’L:v-u d'Hebron Anatomia Patoldgica

Fig.1 Ejemplos de visién macroscopica de carcinomas de pancreas. A. Tumor localizado en cabeza de
pancreas de limites mal definidos, estrellados, de coloracién blanquecino-amarillenta; B) tumor localizado
en cuerpo-cola de pancreas, de gran tamafio, con infiltracion de asas intestinales, tejido adiposo
peripancreatico e hilio esplénico.
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La mayoria de los carcinomas de pancreas son solidos, pero algunos, particularmente los de mayor
tamano, pueden presentar focos de quistificacion. Los cambios quisticos pueden deberse a necrosis
tumoral y, en tal caso, se observa un gran quiste degenerativo en el centro de la neoplasia; en otros
casos, los quistes se observan adyacentes al carcinoma a causa de la dilatacién de ductos obstruidos
(quistes de retencién). Finalmente, algunos carcinomas pancreaticos contienen glandulas neoplasicas

dilatadas, lo suficientemente grandes como para poderlas apreciar al examen macroscopico.

El parénquima pancreatico no neoplasico adyacente al carcinoma, normalmente presenta consistencia
firme y aspecto atréfico, debido a una pancreatitis crénica. En contraste con las neoplasias mucinosas
papilares intraductales, los ductos pancreaticos dilatados por un carcinoma pancreatico obstructivo tienen
un revestimiento liso y contienen liquido fluido mas que moco denso. Carcinomas localizados en la
cabeza de la glandula provocan con frecuencia estenosis del conducto biliar intrapancreatico con
dilatacién del resto de conducto proximal que, a su vez, presenta paredes engrosadas. Existen
carcinomas difusos que, al examen macroscopico de la pieza, pueden tener aspecto de pancreatitis

cronicas.

La mayoria de los carcinomas pancreaticos infiltran mas alla de la glandula. La zona mas peligrosa, por
su proximidad a la vena mesentérica, es el proceso uncinado, el cual debe pintarse con tinta china para
su valoraciéon microscopica posterior. La invasiéon de grandes vasos, con estenosis y trombosis, es
frecuente, asi como la infiltracién de la ampolla de Vater o de la pared duodenal.

Debido a que los carcinomas periampulares envuelven multiples estructuras anatémicas, el examen
macroscopico, en ocasiones, es imposible de determinar el verdadero origen del proceso neoplasico.
Neoplasias de gran tamafio pueden invadir duodeno, peritoneo, estomago, colon transverso, yeyuno,
gladndula suprarrenal, rifién, uréter e incluso, vesicula biliar.

Los carcinomas de cola de pancreas, debido a su estado mas avanzado de progresion en el momento del
diagnostico, infiltran frecuentemente retroperitoneo, bazo, glandula suprarrenal izquierda e intestino
(Cubilla A.L. y Fitzgerald P.J., 1978).

1.1.4.3b. Caracteristicas microscdpicas:

El adenocarcinoma ductal infiltrante del pancreas es una neoplasia epitelial invasiva, que forma glandulas
productoras de mucinas y produce una intensa reacciéon desmoplasica. El grado de diferenciacién varia
desde un ADP bien diferenciado, con glandulas bien formadas, productoras de moco, en ocasiones dificil
de distinguir de glandulas reactivas, hasta glandulas con una celularidad pobremente diferenciada,

productora focal de mucina intracelular, que infiltra de forma individual o en nidos sélidos.
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Fig. 2 Fotografias microscépicas de los diferentes grados histolégicos de diferenciacion tumoral

Las glandulas neoplasicas se distribuyen de forma desorganizada, lo que las diferencia de los ductos
pancreaticos normales y de los atréficos benignos, que presentan una estructura lobular ramificada bien
desarrollada y preservada, aun cuando existan cambios de pancreatitis cronica.

Asi mismo, en el pancreas normal los ductos de pequefio y mediano tamafio estan presentes en el centro
de los l6bulos, mientras que las arterias corren en el tejido conectivo en la periferia de los lobulillos. Asi
observamos que los ductos estan rodeados por acinos separados anatdmicamente de las estructuras
vasculares.Las glandulas neoplasicas alteran esta organizaciéon arquitectural y se pueden encontrar
inmediatamente adyacentes a las estructuras vasculares, sin que intervengan acinos o estroma,
observacion muy util y a tener en cuenta en los estudios intraoperatorios ante la sospecha de
adenocarcinoma.

Virtualmente todos los ADP provocan una intensa reaccién desmoplasica del estroma adyacente, en la
que estan presentes colageno, miofibroblastos, linfocitos y otras células inflamatorias. Esta reaccién
desmoplasica es la que confiere la consistencia firme a la mayoria de los carcinomas pancredticos.
Estructuras pancreéaticas normales, incluyendo islotes de Langerhans, se encuentran con frecuencia
atrapadas en esta reaccion desmoplasica. Como consecuencia de ello, en la mayoria de los canceres
pancreaticos, el componente epitelial neoplasico comprende sélo una pequefia proporcion del volumen
del tumor. Se pueden observar focos de hemorragia, necrosis central y degeneracion quistica, sobre todo

en carcinomas de gran tamafio.

Fig. 3. Fotografias microscopicas de la reaccion A) desmopasica y B) inflamatoria que suelen acompafiar
al ADP.
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Los ADP son neoplasias extraordinariamente invasivas. No solamente infiltran el tejido conectivo estromal
pancredtico sino que también lo hacen a través y a lo largo de estructuras preexistentes. El 70% de los
ADP crecen a través y a lo largo de ductos pancreéticos normales, particularmente de ramas de gran
calibre, imitando una neoplasia intraepitelial pancreética, y el 75% de los casos lo hacen a lo largo de
nervios (espacios perineurales), localizados en el interior de la masa neopléasica, en los margenes de la
misma o0 en el pancreas no neoplasico, siguiendo el patron de distribucién de los nervios retroperitoneales
a lo largo de la glandula. Se han descrito casos excepcionales de presencia de glandulas benignas en el
perineuro, pero son fendmenos muy poco frecuentes.

Los ADP infiltran con frecuencia linfaticos y vasos saguineos. En la estructura normal del pancreas, los
vasos linfaticos discurren junto con los sanguineos y la invasiéon de ambas estructuras, mayoritariamente
de las estructuras venosas, se ve en gran parte de los casos. Estas, mal definidas en la tincion de HE,
deben ponerse de manifiesto con tincion histoquimica de fibras elasticas. La invasion linfatica esta
asociada a metéstasis ganglionares.

La invasion del duodeno y de la grasa peripancreatica también es frecuente. Cuando el adenocarcinoma
infiltra epitelios pre-existentes, como los ductales o el duodenal, las células neoplasicas normalmente
crecen a lo largo de la membrana basal epitelial, patron de crecimiento que puede imitar un carcinoma in
situ ductal biliar o un adenoma de duodeno o ampula. En estos casos una transicion abrupta entre el

epitelio normal y el invasor es la clave para diagnosticar un adenocarcinoma invasor.

1.1.4.3c. Gradacion histoldgica:

Se desarrollaron diferentes sistemas para graduar el adenocarcinoma de pancreas. Kloppel (Kldppel G.
et al., 1985) desarrollé un sistema bien definido que incorporaba el grado de diferenciacién glandular, la

produccion de mucina, la atipia nuclear y el contaje mitético (tabla 2).

Tabla 2. Gradacion histoldgica del cancer pancreatico (Kloppel H. et al., 1996; Hruban R.H. et al., 2007)

Grado Diferenciacion glandular Produccion  Mitosis Atipia nuclear
tumoral de mucina  (x10CGA)
1 Glandulas ductal-like bien Intensa <ab Polarizacion,
diferenciadas pleomorfismo
leve
2 Estructuras ductal-like moderadamente Irregular 6-10 Pleomorfismo
diferenciadas y glandulas tubulares moderado
3 Glandulas poco diferenciadas, Escasa >10 Pleomorfismo
estructuras mucoepidermoides y marcado y
pleomérficas aumento del
nucleo
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Actualmente, se utilizan sistemas mas simples, como el TNM (T (tumor) N (ganglios) M (metéastasis)),
estadiaje formulado po la American Joint Committee Cancer (AJCC Staging. Séptima edicion) junto con
la Union for International Cancer Control (UICC), que se correlacionan muy bien con el propuesto por

Kléppel y son mas practicos a la hora de utilizarlos.

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 6 menos.
T2: tumor limitado al pancreas, mayor de 2 cm.
T3: tumor extendido mas alla del pancreas pero sin afectacién de TC o AMS.
T4: tumor afecta a TC o AMS (irresecable).
N: ganglios regionales:
Nx: desconocido.
NO: no ganglios afectos.
N1: ganglios afectos.
M: metastasis a distancia:
MO: no hay metastasis a distancia.

M1: metastasis a distancia.

Estadio O Tis NO MO
Estadio 1A Tl NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio Il A T3 NO MO
Estadio Il B T1-T3 N1 MO
Estadio Il T4 Cualquier N MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

En el informe anatomopatoldgico, a parte del TNM, debe constar el grado de diferenciacion tumoral (G1:
bien diferenciado, mas del 95% del tumor constituido por glandulas; G2: moderadamente diferenciado, del
50 % al 95% del tumor constituido por glandulas; G3: pobremente diferenciado, del 5% al 49% del tumor
constituido por glandulas; G4: indiferenciado, menos del 5% del tumor constituido por glandulas). Muy
frecuentemente se observan combinaciones de diferentes grados de diferenciacion. En estos casos, el
grado asignado al carcinoma debe ser el que refleje el peor grado representado en un porcentaje

significativo del carcinoma.
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1.1.5.CLASIFICACION HISTOLOGICA ACTUAL DEL ADP

1.1.5.1 ADENOCARCINOMA DUCTAL CONVENCIONAL.
1.1.5.2. VARIANTES DE ADENOCARCINOMA DE PANCREAS

Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma coloide (mucinoso quistico)
Carcinoma hepatoide

Carcinoma medular

Carcinoma en anillo de sello

Carcinoma indiferenciado

e Carcinoma indiferenciado con células gigantes osteoclastico-like

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas de las variantes histologicas del ADP

Variantes histolégicas

Caracteristicas

Adenocarcinoma ductal
convencional

- Comprende el 85% de los carcinomas exocrinos de pancreas
- Caracteristicas descritas en los anteriores apartados
- Supervivencia media: 10 meses

Carcinoma
adenoescamoso (1)

- Comprende el 3-4% de los carcinomas exocrinos de pancreas

- Edad media al diagnostico: 63 afios, mas frecuente en hombres

- Presentacion clinica y localizacion similares al ADP convencional

- EI componente escamoso debe comprender al menos el 30% de la
neoplasia

- Inmunofenotipo del componente glandular similar al ADP; el componente
escamoso expresa CK5/6, CK13 y CD44

- La mayoria presentan mutacion del gen KRAS

- Peor prondéstico que el ADP, con supervivencia media de 6 meses durante
el primer afio tras el diagnostico.

Carcinoma coloide
(carcinoma mucinoso
quistico)

- Comprende el 1-3% de los carcinomas exocrinos de pancreas

- Edad media al diagnéstico: 65 afios, el 55% en hombres

- Presentan mayor tamafio que el ADP, tamafio medio 4’5 cm (rango, 1 a
16 cm). Se asocia a tromboflebitis migratoria (Sindrome de Trousseau)

- Caracterizado por la presencia de células neoplasicas productoras de
moco suspendidas (“flotando”) en lagos de mucina extracelular
- El componente coloide debe comprender al menos el 80% de la neoplasia

- La mayoria presentan mutacion del gen KRAS y el 25% mutacidn de p53

Carcinoma hepatoide

(2)

- Muy pocos casos descritos en la literatura

- Caracterizado por presentar un componente significativo de la neoplasia
con diferenciacion hepatocelular, con inmunofenotipo positivo para Hep
Par-1, CEA, CD10 y alfa-FP

- Pronostico no definido por la baja incidencia

Carcinoma medular

- Reconocido a raiz de un estudio de inestabilidad de microsatélites en
carcinoma de pancreas
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- Edad media al diagnostico: 68 afios, mas frecuente en hombres

- Mejor circunscrito que el ADP, con una consistencia blanda

- Caracterizado por nidos celulares poco diferenciados, con bordes bien
definidos, pactron de crecimiento sincitial y necrosis

- Asociados a inestabilidad de microsatélites (hipermetilacion del promotor
de MLH1)

- Mejor prondéstico que el ADP convencional, con supervivencia media de
62 meses.

Carcinoma en anillo de
sello (3)

- Son muy raros, con muy pocos casos descritos en la literatura.

- El componente predominante se caracteriza por la presencia de células
neoplasicas infiltrantes, redondas, no cohesivas, que contienen mucina
intracitoplasmatica. Se asocian a mucina extracelular, pero no forman
grandes lagos como en el caso del carcinoma coloide.

- La mayoria de las células expresan CEA y CKs de forma intensa.
-Algunos pacientes presentan unos niveles muy elevados de CEA en
sangre.

- Pronéstico no definido por la baja incidencia

Carcinoma indiferenciado

- Comprende el 0'3-10% de los carcinomas exocrinos de pancreas

- Edad media al diagnostico: 63 afios, mucho més frecuente en hombres
(ratio H:M: 3:1)

- Presentan un gran tamario, tamafio medio 95 cm (rango, 2'5 a 20 cm).

- Un componente significativo de la neoplasia no presenta estructura
glandular u otra caracteristica de diferenciacion especifica

- EI 80% de los carcinomas expresan CKs (CK7, 18, 19), Vimentina, CEA'y
Ca19.9

- La mayoria presentan mutacion del gen KRAS y el 70% mutacién de p53

- Muy mal pronostico, con supervivencia media de 52 meses tras el
diagnostico

Carcinoma indiferenciado
con células  gigantes
osteoclastico-like

- Minima incidencia
- Edad media al diagnéstico: 62 afios, el 55% en hombres
- Presentan un tamafio variable, (de 3 a 17 cm).

- Caracterizado por la presencia de células gigantes mutltinucleadas de
apariencia benigna entremezcladas con células mononucleadas atipicas
- El componente mononuclear expresa Vimentina y unas pocas células CK,

CEA, EMA. A veces son negativas para los marcadores epiteliales. Las
células multinucleadas expresan CD68, CD45, Vimentina y Alfa1-AT y son
negativas para CK, CEA y EMA.

- E190% presentan mutacion del gen KRAS

- Mal prondstico, con supervivencia media de 12 meses tras el diagndstico

(1) Cameron J.L. et al., 2006; (2) Cubilla A.L. y Fitzgerald P.J., 1979: (3) Andea A. et al., 2003
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1.1.6.ESPECTRO INMUNOHISTOQUIMICODEL ADP
No existe un Unico marcador 100% sensible y especifico. Por ello se desarrollan paneles de marcadores
que, cuando se dan juntos, pueden ser herramientas Utiles para identificar y clasificar los canceres

pancreaticos.

Tabla 4. Inmunofenotipo en el diagnéstico del ADP

Marcador IHQ % de casos de ADP
Citoqueratinas 7, 8, 13, 18 y 19 La mayoria, 90-100%
CK17y CK20 50% y <20%, respectivamente

CEA, CA19.9, B72.3 (TAG-72), CA125 y DUPAN-2. | 80-92%

MUC1 (mucina pan-epitelial), MUC3, MUC4 vy | 90-95%
MUCSAC (mucina gastrica foveolar)

MUCG (mucina de glandula pilérica) 25%

MUC2 <10%

Mesotelina, APCM, Claudina 90-100%, 60% y 100%, respectivamente
Fascina, S-100A4, S-100A6 y S-100P 95%

Survivina (proteina antiapoptética) 75%

Cyclooxigenasa-2, 5-lipooxigenasa y el receptor del | 70-90%
Leucotrieno B4

Pérdida completa de Smad4 (Dpc4), p16 55% y >90%, respectivamente

Acumulo nuclear anormal de p53 (expresion | 50-75%
anormal: reactividad en >20% de los nucleos)

Vimentina, Tripsina, Quimotripsina, Lipasa No se expresan

(Rosty C. et al., 2002; Van Heek T. et al., 2002; Lee M.J.et al, 2003; Swierczynski S.L. et al., 2004; Qiao

J.G. etal., 2004).

1.1.7.COMPORTAMIENTO DEL ADP

Como ya se ha comentado anteriormente, la mayoria de ADP se encuentra en estadios avanzados en el
momento del diagnéstico. Sélo un 10-20% son resecables quirdrgicamente y, en el momento de la
cirugia, muchos han metastatizado a ganglios regionales (Conlon K.C. et al., 1996; Nagakawa T. et al.,
1993; Niederhuber J.E. et al., 1995; Sener S.F. et al., 1999).

En la mayoria de los casos se observa invasion perineural y linfatica, establecidos como factores de mal

pronostico. En 3/4 de los ADP resecados se asocia invasion perineural en el plexo nervioso perineural
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extrapancreatico (Hirai |. et al., 2002; Takahashi S. et al., 2001). Este hallazgo esta presente en el 60% de
las resecciones de ADP de cabeza. La invasion linfatica se identifica en la mayoria de los casos y esta
asociada a metastasis de ganglios linfaticos, presente en el 70% de los ADP resecados de cabeza y en el
80% de ADP resecados de cuerpo y cola (Hruban R.H., 2007). La afectacidn linfatica esta presente

incluso cuando el carcinoma primario s pequefio (menor a 2 cm).

El ADP frecuentemente se extiende a estructuras vasculares peripancreaticas. Estos incluyen vasos del
axis celiaco y la AMS. La invasién venosa portal se ve en una cuarta parte de dichos tumores. La

afectacion de grandes vasos puede hacer irresecable el tumor.
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Fig. 4. Fotografias microscépicas de (A) invasién vascular, marcado con HQ para fibras elasticas, (B)

invasion linfatica, marcado con IHQ para D2-40, (C) invasién perineural.

La mayoria de ADP invade el peritoneo y se observa citologia peritoneal positiva en el 15% de los
pacientes con neoplasias radiolégicamente resecables (Merchant N.B. et al., 1999).

Las metastasis a distancia son frecuentes. Las localizaciones mas frecuentes, en orden decreciente, son
el higado (65% de los pacientes con ADP en estudios autdpsicos), establecido como factor de mal
pronéstico, el pulmén (35% de los pacientes con ADP en estudios autopsicos), glandulas suprarrenales y
la piel. También se han descrito en otros 6rganos (hueso, cerebro, corazdn, rifidén, ovarios, etc). Destacar
que de un 25% a un 50% de los pacientes con ADP resecables tienen células epiteliales atipicas en
médula 6sea.(Roder J.D. et al., 2003).

1.1.8. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL ADP

El diagndstico del cancer pancreatico tiene una gran importancia clinica ya que, el carcinoma pancreatico
bien diferenciado puede simular una amplia variedad de procesos completamente benignos. Asi mismo,
la localizacion retroperitoneal del pancreas hace dificultoso su acceso para obtener una muestra bidpsica

y, como resultado de ello, las muestras suelen ser escasas o inadecuadas para el diagndstico. La
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realizacion de técnicas especificas, como la ecoendoscopia, permite la toma dirigida de muestras y un

mejor estudio diagndstico. La aplicacion meticulosa de criterios diagnosticos bien establecidos es la unica

via para evitar errores graves.

Tabla 5. Diagnéstico Diferencial del ADP

Entidad

Diferencias con el ADP

Pancreatitis cronica (1)

Proceso inflamatorio, con glandulas que mantienen arquitectura lobular,
con nucléolo Unico, regular. No necrosis luminal. No invasién perineural ni
vascular.

Puede simular clinica-, macroscépica- y microscopicamente el ADP.

[HQ: todas expresan la proteina Dpc4 y la mayoria de las glandulas
reactivas no expresan CEA, B72.3, CA125 o p53.

Carcinoma pancreatico de
células acinares

Neoplasia exocrina pancreatica, hipercelular, con formacién de acinos,
nucleo con polarizacién basal, citoplasma granular y nucléolo Unico
prominante.

[HQ: expresan CAM5.2, Tripsina y Quimotripsina,  alfa-1-A; focal
Cromogranina, Sinaptofisina y CD56; no expresan CK7, CK19, Ca19.9 ni
CEA en la mayoria de los casos.

Pancreatoblastoma (PB)

Aunque la mayoria de PB se da en nifios, mas de 1/3 de los PB se dan en
adultos.

Presencia de nidos escamoides y diferenciacion acinar. Nucleolo
prominente. Estroma +/- abundante.

IHQ: expresan CAM5.2, CK19, Ca19.9, Tripsina y Quimotripsina, alfa-1-AT,
Cromogranina, Sinaptofisina y CD56.

Neoplasias solidas
pseudopapilares

Se presentan en mujeres en la 2% década, hecho que los distingue del
ADP.

Formacién de pseudopapilas sin formar verdaderas glandulas, con células
poligonales uniformes. Hendiduras nucleares. Presencia de globulos
hialinos y cristales de colesterol.

IHQ: expresan vimentina, CD10 y alfa-1-AT.

Neoplasia endocrina bien
diferenciada

Neoplasias de pancreas endocrino, sélidas. Patron de crecimiento
organoide en nidos, trabecular o cribiforme. Cromatina nuclear en “sal y
pimienta”

I[HQ: expresion (+) para Cromogranina, Leu-7, Sinaptofisina y ENS (se
puede observar expresion de estos marcadores en la base de las células
epiteliales neoplasicas en Y4 hasta 1/3 de los ADP, pero raramente la
expresion es difusa). También expresan CAM5.2, CK19, Ca19.9, alfa-1-AT
y CD56.

Carcinoma renal de células
claras metastasico (2)

Células con citoplasma con varias vacuolas (en ADP, vacuola unica), con
nucleo redondo y central y nucléolo prominante.
IHQ: expresan Vimentina, CD10 y no CK7

Carcinoma gastrico de
células en anillo de sello
metastasico

Presencia de células en anillo de sello
IHQ: CK20 (+) y CK7(-).

Carcinoma lobulillar de
mama metastasico

Células no cohesivas, individuales, en hilera
IHQ: expresan receptores hormonales

Melanoma metastasico

Presencia de pigmento pardo.
I[HQ: expresan marcadores melanociticos (S-100, Melan A, HMB45,
Tirosina).

(1) Thompson L.D.y Heffess C.S., 2000; (2) Adsay N.V. et al., 2004.
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1.1.9.TRATAMIENTO DEL ADP

Como ya se ha comentado anteriormente, el adenocarcinoma ductal de pancreas es un importante
problema de salud en nuestro medio, tanto por su creciente incidencia como por su elevada mortalidad. El
factor mas importante que determina el pronéstico del paciente es la resecabilidad del tumor (Kuhlmann
K.F. et al., 2004; Neoptolemus J.P. et al., 2004).

Para la toma de decisiones clinicas, el cancer de pancreas se clasifica en resecable, localmente

avanzado y metastasico.

1.1.9.1.PRINCIPIOS DE TRATAMIENTO QUIRURGICO: _
La cirugia requerida para tratar el cancer de pancreas es agresiva. Para optimizar sus resultados, es

necesario seguir una serie de criterios de forma estricta:

e CRITERIOS DE INOPERABILIDAD:
Son criterios aceptados de inoperabilidad: ASA IV (Paciente con enfermedad sistémica grave e
incapacitante, que supone una amenaza vital), hepatopatia, enfermedad psiquiatrica grave, enfermedad
cardiopulmonar significativa y cualquier otro tipo de comorbilidad severa. La edad por si sola no es una
contraindicacion absoluta, pero hay que tener en cuenta que la reserva fisioldgica de los pacientes

mayores de 75 afios esta disminuida.

e CRITERIOS DE RESECABILIDAD:

a. Tumores resecables:

Se consideran tumores resecables aquellos que cumplen los siguientes criterios:

a) Ausencia de enfermedad extrapancreatica.

b) No evidencia de afectacion en arteria mesentérica superior (AMS), tronco celiaco (TC) 6
arteria hepatica (AH), definida como la presencia de tejido normal en el plano entre el tumor y las
arterias.

c) La afectacion de la confluencia entre vena mesentérica superior- vena porta (VMS-VP), si la
reseccidn y reconstruccion son posibles, no es criterio de irresecabilidad. La American Hepato-
Biliary Association (AHPBA/SSO) define en su consenso como tumor resecable aquellos que en

la TAC no hay evidencia de contacto, distorsion, trombo o englobamiento de VMS o VP.

b. Tumores irresecables:

Se consideran irresecables los tumores que presenten alguna de las siguientes caracteristicas:
a) Infiltracion extrapancreatica incluyendo téjido linfatico, ganglios y téjidos peripancreéticos y/o

metastasis a distancia.
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b) Afectacion de mas de la mitad de la circunferencia u oclusién/trombosis de VMS o la
confluencia con VP, sin posibilidades de reconstrucciéon.

c) Afectacion de arteria mesentérica superior (AMS), cava inferior, aorta, tronco celiaco (TC) 6
arteria hepética (AH), definido como la ausencia del tejido graso normal (hipodenso en el TC) en

el plano de separacion entre el tumor y la arteria.

Se recomienda la concordancia de 2 pruebas radiolégicas para valorar un tumor como irresecable.

c¢. Enfermedad resecable borderline:

En los ultimos afios se ha definido un grupo de pacientes con entidad propia, los que tienen
caracteristicas de resecabilidad borderline que, si bien es pequefio en numeros absolutos, puede
alcanzar supervivencias largas, de hasta 40 meses segun la serie mas numerosa, si reciben un
tratamiento multidisciplinar.
La definicién de enfermedad de resecabilidad borderline es variable. Algunos autores reservan este
término para casos con afectacion tumoral focal (menos del 50% de la circunferencia) de arterias
viscerales, 6 segmento corto de VMS, 6 la confluencia de VMS — VP, 6 arteria hepatica. La clasificacion
mas aplicable en nuestro medio es la definida por la American Hepato-Biliary Association (AHBPA/SSO),
segun la cual se consideran de resecabilidad borderline los tumores con:
- Afectacién venosa de VMS/VP por tumor en proximidad, con o sin contacto y estrechamiento
de la luz, englobamiento de VMS/VP pero sin afectar las arterias, 6 segmento corto ocluido por
trombo ¢ infiltracion.
- Afectacién de arteria gastroduodenal 6 hepatica en un segmento corto sin extensién al tronco
celiaco.
- Afectacion de AMS que no exceda > 180° de su circunferencia.

- Tumores de cola-cuerpo con menos de 180° de afectacion de la circunferencia de TC 6 AMS.

1.1.9.2.TRATAMIENTO:

El Unico tratamiento curativo para el cancer de pancreas es la cirugia, pero solo el 15-20% de los tumores
son resecables en el momento del diagnéstico. Tras la cirugia, la supervivencia a 5 afios es de 25-30%
para los pacientes sin afectacidn ganglionar y del 10% para los que presentan afectacidén ganglionar. Mas
de la mitad de las recurrencias son locorregionales sin metastasis a distancia, por lo que el tratamiento
adyuvante estudiado incluye radioterapia y/o quimioterapia. El porcentaje de casos subsidiarios a cirugia
es aun menor en aquellos de cuerpo y cola (American Cancer Society, Cancer facts 2014),
beneficiandose de cirugias de gran complejidad y morbilidad, y de tratamientos adyuvantes o

neoadyuvantes con quimioterapia y radioterapia.
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1.1.9.2aTUMOR LOCALIZADO RESECABLE
a.1.Cirugia
La duodenopancreatectomia cefalica (DPC) es la técnica mas ampliamente utilizada. Obtiene
cifras de supervivencia a 5 afios del 10-25%. El factor pronéstico mas importante es la
afectacion ganglionar que modifica la supervivencia de un 25-30% (NO) a un 10% (N1). La
supervivencia mediana es de 17-23 meses. Otros factores que influyen en la supervivencia son:
tumor < 3 cm; margenes negativos; bien diferenciado; localizacion en cabeza; pérdidas

hematicas intraoperatorias < 750 ml (Orr R.K., 2010; Fernandez-Cruz L. et al., 2012).

- DPC o intervenciéon de Kausch-Whipple: se resecan el antro gastrico, duodeno, cabeza
pancredtica, primera asa yeyunal y porcion distal de colédoco y vesicula biliar. El remanente de
cuerpo y cola de pancreas se anastomosa al yeyuno T-L, 6 T-T o al es6fago. Se realiza la
hepatico-yeyunostomia y la gastroyeyunostomia. En los Ultimos afios, esta técnica ha
conseguido resultados de supervivencias a los 5 afios del 3 — 24%. Cuando el tumor presenta
caracteristicas favorables (menor de 3 cm, margenes negativos, no afectacion linfatica y diploidia

tumoral) la supervivencia alcanza el 40%.

- DPC con preservacion pilérica (Traverso-Longmire): Descrita en 1944 por Watson, consiste en
conservar el antro, piloro y unos centimetros de duodeno, para disminuir la incidencia de ulceras
de boca anastomatica y mejorar el estado nutricional. En 1978 Traverso y Longmire le dieron
mayor difusion y aunque se emplea sobre todo para lesiones benignas, también se usa en

procesos malignos.

Se han realizado estudios comparando ambas técnicas, desde el punto de vista oncolégico, con
resultados similares. La preservacion pilérica tiene la ventaja de que los enfermos ganan peso y
su estado nutricional es mejor y la desventaja es el retraso del vaciamiento gastrico, que no es
tan diferente de la DPC de Whipple (37% para la preservacion y 34% para el Whipple); por tanto,

hay muchos autores que la prefieren actualmente (Martin R.F. y Zuberi K.A., 2010).

- Pancreatoduodenectomia total, descrita por Ross y Porter. Presenta la ventaja de no tener que
realizar la anastomosis pancreatica, la extirpacion de posibles focos multicéntricos y un mejor
vaciamiento ganglionar; pero la mortalidad es similar a la DPC. Se asocia con importantes
complicaciones nutricionales y metabdlicas (diabetes labil, osteopenia e higado graso). Por ello
esta sblo indicada cuando se conoce que la lesién es multifocal o la secciéon del cuerpo

pancreatico esta afectada por el tumor.

Segun la localizacion del tumor, la cirugia puede ser diferente:

- Carcinoma de la cabeza de pancreas:
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La DPC es la técnica de eleccion. La linfadenectomia se clasifica en estandar, radical y radical
extensa.

- Carcinoma de cuerpo y cola de pancreas:

La reseccion incluye la seccidn del pancreas (a la derecha del eje esplenoportal), seccion de
arteria esplénica en el origen, y de venas mesentérica inferior y esplénica en su origen en la
desembocadura de la porta. Se reseca el tejido conectivo del tronco celiaco. Dependiendo de la

linfadenectomia se clasifica en estandar o radical.

a.2.Tratamiento adyuvante

El primer tratamiento adyuvante que demostrd beneficio en términos de supervivencia fue la
quimioterapia con 5-fluorouracilo (425 mg/m2) y leucovorin (20 mg/m2). Los resultados en
términos de supervivencia y en relacién a los enfermos que no reciben quimioterapia son los
siguientes (estudio ESPAC-1):

* Supervivencia mediana: 20.1 meses versus 15.5 meses (p=0.009).

* Supervivencia a 2 afios: 40% versus 30% (p=0.009).

* Supervivencia a 5 afios: 21% versus 8% (p=0.009).

Posteriormente, se han publicado datos de tratamiento adyuvante con Gemcitabina en cancer de
pancreas (estudio CONKO y ESPAC3). El tratamiento con Gemcitabina aumenta Ila
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en relacién a los no tratados (13.4 frente a 6.9 meses),
tanto en pacientes con ganglios afectados y no afectados y en margenes positivos y negativos.
También mejora discretamente la supervivencia global (SG) (22.8 frente a 20.2 meses y SG a 5
afos: 21% frente a 9%). En comparacion con el tratamiento con 5-FU (estudio ESPAC3), ambos
muestran supervivencias globales similares (23.6% vs 23%). Sin embargo, el tratamiento con 5-
FU provoca mas toxicidad (mucositis, diarrea y hospitalizaciones).

Basado en todo ello, algunos grupos recomiendan ofrecer quimioterapia complementaria con
Gemcitabina a los pacientes intervenidos de adenocarcinoma de pancreas con reseccion macro
y microscépicamente completa, con un indice de Karnofsky mayor o igual al 70% y en los que no
haya contraindicacién para la quimioterapia.

Asimismo, algunas guias de tratamiento recomiendan reevaluar la ausencia de diseminacion
tumoral antes del inicio del tratamiento adyuvante, particularmente en los pacientes que han
tenido un postoperatorio prolongado a causa de diversas complicaciones. Con este fin, se
aconseja realizar un TAC abdominopélvico y un andlisis de Ca 19.9 antes de iniciar el
tratamiento adyuvante. Si estos estudios indican enfermedad diseminada o persistente el

paciente obtendria mayor beneficio de un enfoque paliativo de su tratamiento.

El tratamiento con radioterapia asociada a quimioterapia no ha demostrado beneficio en

supervivencia e incluso puede ser perjudicial para los pacientes intervenidos de adenocarcinoma
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de pancreas, a pesar de que es un tratamiento ampliamente aceptado en USA. Los tres grandes
ensayos clinicos randomizados publicados hasta la actualidad en los que se comparan QT-RT
frente a QT en el tratamiento adyuvante [GIST, ESPAC-1, EORTC], presentan resultados
contradictorios, grandes sesgos en la randomizacién, dosis inadecuadas de Radioterapia, son
estudios mal disefiados, y realizados con técnicas de irradiacidn obsoletas en la actualidad. En
los dltimos 25 afios, ha habido grandes avances tecnolégicos en las técnicas de Radioterapia
tales como la planificacién 3D, el abandono de esquemas obsoletos de split-course y el
conocimiento actual de la dosis 6ptima de tratamiento en los tumores del aparato digestivo
superior [50,4 — 54 Gys].

1.1.9.2b.TUMOR LOCALIZADO POTENCIALMENTE RESECABLE (BORDERLINE)
Es muy importante identificar este grupo antes de plantear el tratamiento.

b.1.Tratamiento neoadyuvante

El uso del tratamiento neoadyuvante en enfermedad con resecabilidad borderline permanece en
debate. Aunque no se tiene un alto grado de evidencia, la mayoria de los centros adscritos a la
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) lo incluyen dentro de sus protocolos debido a
los resultados favorables presentados por numerosos ensayos clinicos Fase I/l o retrospectivos
en los que la resecabilidad completa (R0) se consigue entre un 15 — 35% (McClaine R.J.et al.,
2010; NCCN Guidelines, 2011).
El tratamiento que recomiendan algunos grupos es:

1°. Tratamiento sistémico con Gemcitabina + oxaliplatino durante 2 meses.

2°. Si no hay progresion, RT + QT basada en fluoropirimidinas.

3°. Si no hay progresion, cirugia a las 6 semanas.

4°, Gemcitabina durante 2 meses.

b.2.Cirugia
Ademés de la DPC descrita en los tumores resecables, la gran diferencia en estos casos es la

reseccidn venosa, ya que algunos grupos no consideran resecable la afectacion arterial.

1.1.9.2c.TUMOR LOCALMENTE AVANZADO IRRESECABLE

La mayoria de los pacientes con céncer de pancreas presentan enfermedad localmente avanzada
irresecable (CPLA) o metastasica (CPM) en el momento del diagnéstico. La mediana de supervivencia es
de 8 a 12 meses en el CPLA y de 3 a 6 meses en el CPM. El objetivo del tratamiento no es curativo, sino
sintomatico paliativo.

El tratamiento en estos pacientes es controvertido, porque la mayoria de los ensayos estan realizados en
poblaciones heterogéneas. Tanto el esquema de inicio mas apropiado, como el papel de la RT en este

grupo de pacientes y la cirugia en pacientes con buena respuesta siguen siendo temas de debate.
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En los centros de mayor experiencia se recomienda iniciar el tratamiento con QT basada en Gemcitabina
durante 2-3 meses, seguida de QT-RT con 5-FU en infusién continua o Capecitabina en aquellos cuya
enfermedad no progresa, y posteriormente seguir tratamiento con quimioterapia basada en Gemcitabina.
La cirugia solo esta indicada en casos muy seleccionados.

En enfermedad localmente avanzada irresecable o borderline, la dosis a administrar de Radioterapia es

similar a los tratamientos adyuvantes.

1.1.9.2d. ENFERMEDAD METASTATICA (O PACIENTES INOPERABLES)
El tratamiento del cancer de pancreas metastasico es con Quimioterapia. El tratamiento con quimioterapia
sistémica y agentes biolégicos se ha mostrado eficaz en el control de los sintomas y en la mejoria de la
supervivencia frente al mejor tratamiento de soporte (Krishnan S. et al., 2007). Otras técnicas para el
manejo de los sintomas son: los stents, la analgesia. Para la valoracion de la respuesta, ademés de la
valoracién del control de sintomas, se emplean la TAC, que valora mejor las lesiones metastasicas que el
tumor primario, y los niveles séricos de Ca19.9. Sin embargo, la elevacion del Ca19.9 por si sola no
indica progresion de la enfermedad, sino que habria que confirmarlo radioldgicamente.
Esquemas de quimioterapia:

- Gemcitabina en monoterapia

- Gemcitabina asociado a capecitabina

- Gemcitabina asociado a oxaliplatino

Las asociaciones de quimioterapia en general no han demostrado un beneficio claro en supervivencia
libre de progresion ni en supervivencia global, por lo que iniciar con uno u otro esquema depende de la

extension de la enfermedad y de la situacion del paciente.

Si la enfermedad progresa tras uno de los esquemas y el paciente mantiene un estado general aceptable,

se puede proponer una segunda linea de quimioterapia con otro esquema distinto.

1.1.9.3.NUEVAS TERAPIAS:

En una reciente publicacion, el esquema FOLFIRINOX (irinotecan, oxaliplatino y 5-FU en infusion) se ha
mostrado més eficaz en la tasa de respuestas, la mejoria de la supervivencia libre de progresion y la
supervivencia global frente a gemcitabina en monoterapia, pero es mas toxico ( Conroy T. et al., 2011).
En un estudio francés (ACCORD 11) esta combinaciéon demostré un aumento de supervivencia (111
meses vs 6’8 meses), de supervivencia libre de progresion (6'4 meses vs 3'3 meses) y de la tasa de
respuesta (31'6% vs 9'4%) respecto al brazo control con Gemcitabina. En los pacientes con un cancer de

pancreas metastasico y buen estado gerenal es un tratamiento a considerar.
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Asi mismo, ya se han publicado los resultados del un ensayo con nab-paclitaxel en pacientes con cancer
de pancreas diseminado (von Hoff D.D. et al., 2013). Los pacientes tratados con la combinacion
alcanzaron una mayor supervivencia (8'5 meses vs 6’7 meses), una mayor supervivencia libre de
progresion (5'5 meses vs 3'7 meses) y mayor tasa de respuesta (23% vs 7%). Tras los resultados de este
estudio, las nuevas combinaciones se testan sobre esta combinacion, de gemcitabina con nab-paclitaxel,
y se considera otra nueva opcion en el tratamiento de pacientes con cancer de pancreas metastasico con

un buen estado general.

En un ensayo fase lll la asociacion de erlotinib a la gemcitabina mostré una mejoria estadisticamente
significativa en la supervivencia global (Moore M.J. et al., 2007). Pero se cuestiona si ello es clinicamente
significativo y si el aumento en coste por afio de vida ganado justifica su uso habitual. Ello no quita que en
casos excepcionales se pueda utilizar. Se han realizado numerosos estudios con otros agentes bioldgicos

sin que se hayan mejorado las respuestas respecto a los tratamientos convencionales.

Comentario a los diferentes agentes quimioterapicos:

e Gemcitabina: pertenece a la categoria de los farmacos llamados antimetabolito, sustancias muy
similares a las sustancias normales que encontramos dentro de las células. Cuando las células
incorporan esta sustancia a su metabolismo pierden la capacidad de division. Los
antiometabolitos son especificos al ciclo celular, ya que destruyen las células sélo durante la
divisién. Los farmacos antimetabolito se clasifican segun las sustancias con las que interfieren.
En el caso de la Gemcitabina es un antimetabolito antagonista de la pirimidina, como la
capecitabina o la citarabina.

e 5-Fluorouracilo: también pertenece a la familia de los farmacos antimetabolito y actua como
antagonista de la pirimidina.

e Oxaliplatino: se clasifica como un agente alquilante y alcanza su mayor nivel de actividad
durante la fase de reposo celular. Por consiguiente, los farmacos de tipo alquilante no son
especificos al ciclo. Existen varios tipos de agentes alquilantes y el oxiplatino corresponde a
sales de metal, al igual que el carboplatino y el cisplatino.

e [rinotecan: pertenece a una clase de farmacos llamados “alcaloides vegetales”, ya que se
obtienen de determinado tipo de plantas. Son especificos al ciclo celular. El Irinotecan pertenece
al grupo de anélogos de la camptotecina, que actiian como inhibidores de las topoisomerasas,
interfiriendo en la accion de las enzimas topoisomerasas | y Il, encargadas de controlar la
manipulacion de la estructura del ADN necesaria para la replicacion. En concreto, el Irinotecan
actua inhibiendo la topoisomerasa .

o Paclitaxel: también pertenece a una clase de farmacos llamados “alcaloides vegetales”, pero
corresponde al grupo de taxanos, que se producen a partir de la cabeza del arbol tejo del

Pacifico (Taxus).
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o Nab-paclitaxel: El nab-paclitaxel es una variante del paclitaxel en la cual el taxano esta unido a
albdmina formando nanoparticulas de un tamafio aproximado de 130 nanometros. En las
particulas, el paclitaxel existe en estado amorfo, no cristalino. La eficacia terapeutica del nab-
paclitaxel es mayor y su toxicidad menor que las del paclitaxel. EI paclitaxel es un farmaco
antimicrotubulos que estimula el ensamblaje de microtdbulos a partir de los dimeros de tubulina
y estabiliza los microtubulos impidiendo su despolimerizacion. Esta estabilizacién inhibe la
dinamica de reorganizacion normal de la red de microtibulos, esencial para las funciones

celulares vitales en las fases mitética e interfase

e Erlotinib: inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico/de la tirosina quinasa del
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 1 (RGFR, también conocido como HER1).
Inhibe la fosforilacion intracelular del EGFR, que da lugar a que la célula quede en fase de

equilibrioy/o conduce a la muerte celular.

1.1.10.PRONOSTICO:

El pronéstico del ADP es malo, con tasas de supervivencia global inferiores al 20% al cabo de un afio del
diagnostico y del 5% al cabo de cinco afios. Ello se debe a la precoz diseminacién vascular, linfatica y
perineural, que hace que un 85% de los pacientes presenten enfermedad diseminada en el momento del

diagnostico, siendo incurables y unicamente subsidiarios de tratamiento paliativo.

Como ya se ha comentado, el factor mas importante que determina el pronéstico del paciente es la
resecabilidad del tumor en el momento del diagnéstico. La mayoria no son resecables porque se
presentan con metéstasis a distancia o afectando grandes vasos. La supervivencia media en pacientes
con tumor irresecable es de 5 meses y el ratio llega a rozar el 0% a los 5 afios, a diferencia de aquellos
pacientes con ADP en cabeza pancreatica a los que se les ha practicado duodenopancreatectomia, con
una supervivencia media de 15 meses y ratios de supervivencia al afio-, 2-, 3- y 5 afos de 45%, 30%,
25% y 15% respectivamente. En algunas series demostraron que algunos pacientes morian por su

enfermedad mas de 5 afios después de la reseccion (Conlon K.C. et al., 1996).

El estadio y la afectacidn del margen quirdrgico son los factores prondstico mas importantes en pacientes
sometidos a cirugia (Benassai G. et al., 2000; Han H. y von Hoff D.D., 2013). Pacientes con margenes
libres al examen macro- y microscopico tienen una supervivencia media cercana a 20 meses,

comparados con los 10-12 meses en pacientes con margenes afectos.
Otros factores prondstico importantes incluyen el tamafio tumoral, la afectacion de vasos de gran calibre,

el grado de diferenciacion y el estatus de afectacion ganglionar (Benassai G. et al., 2000; Gebhardt C. et

al., 2000; Kuhlmann K.F. et al., 2004; Lim J.E. et al., 2003). Pacientes con reseccion quirdrgica sin
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metastasis ganglionares tienen una supervivencia del 25-40% a los 5 afios comparado con una

supervivencia de 0-8% en aquellos pacientes con ganglios positivos.

Otros indicadores de mal prondstico descritos en la literatura en pacientes con carcinomas de pancreas
resecados incluyen un indice mitdsico elevado, invasién perineural (particularmente la afectacion de
estructuras nerviosas extrapancreaticas), invasion vascular, progresién a metastasis hepatica (Kim H.W.
et al, 2015). aneuploidia, citologia peritoneal positiva, pérdida de la expresion de Dpcd y expresién
nuclear de S100A6 (Calcyclina) (Merchant N.B. et al., 1999; Tascilar M. et al., 2001; Hruban R.H., 2007).

Pacientes con carcinoma en cuerpo y cola del pancreas tienen un curso peor que los localizados en
cabeza, ya que tienden a presentarse en estadios mas avanzados y, aun siendo tributarios de reseccion,
la supervivencia a los 5 afios es de tan solo el 12.5%.

Carcinomas de pequefio tamafio, especialmente los localizados en cola de pancreas, se han de

considerar en pacientes con adenocarcinoma metastasico de origen desconocido.
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1.2. NEOPLASIA INTRAEPITELIAL PANCREATICA

1.2.1. CONCEPTO DE LESIONES PRECURSORAS. REVISION HISTORICA.

Se han identificado tres lesiones precursora del ADP: la Neoplasia Intraepitelial Pancreatica (PanIN), la
Neoplasia Mucinosa Papilar Intraductal (NMPI) y la Neoplasia Mucinosa Quistica (NMQ). Cada precursor
representa una ruta alternativa al desarrollo de ADP, con una presentacion clinico-patolégica determinada
y unos eventos genéticos distintivos.

Dos de ellas, la NMPI y la NMQ, son raras, radiolégicamente detectables y se pueden curar si se tratan

en estadio preinvasivo. Por ello nos centraremos en la Neoplasia Intraepitelial Pancredtica (PaniIN).

Se postula que los ADP se originan de células acinares maduras que se diferencian a células ductales-
like, un proceso conocido como metaplasia acinar-ductal (MAD). (A. Maitra, et al., 2012; R.H. Hruban et
al., 2000). Dicha metaplasia puede ser inducida por mutaciones oncogénicas pancreaticas o por
pancreatitis (Guerra C & Barbacid M., 2013; SR Hingorani, et al., 2003). Asi mismo, se ha visto que la
mayoria de los adenocarcinomas infilirantes se asocian a proliferaciones no invasivas (PanIN) en los
ductos de menor tamario. Estas lesiones llevan describiéndose muchos afios y, en la actualidad, existen
evidencias que sugieren que el PanIN es una lesién neoplasica y puede progresar hacia ADP infiltrante
(Hruban RH et al, 2000).

Esta evidencia se basa en la asociacion morfologica entre PanIN y adenocarcinomas infiltrantes, en
casos anecddticos publicados en los cuales los pacientes con diagnéstico histolégico previo de PanIN
desarrollaban a posteriori adenocarcinomas infiltrantes de pancreas, asi como en analisis moleculares
que demuestran que las lesiones de PanIN contienen las mismas alteraciones genéticas que el
adenocarcinoma infiltrante. La progresion MAD-PanIN-ADP se ha descrito utilizando modelos animales
genéticamente modulados, en los cuales la expresién enddgena de Kras mutado es inducida en el
pancreas en desarrollo, s6lo 0 en conjunto con la inactivacién de genes supresores mutados ampliamente

conocidos, como p53, p16 y smad4. (Guerra C & Barbacid M., 2013; SR Hingorani, et al., 2003).
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Anteriormente las lesiones de PanIN habian recibido otras denominaciones: hiperplasia ductal, hipertrofia,

metaplasia, displasia, lesién ductal y carcinoma in situ (Hruban RH, 2001).

1.2.2. DIAGNOSTICO MORFOLOGICODE LOS PaniN

En el afio 1990 se unificé la clasificacién de lesiones precursoras del CP, denominandose como
“neoplasias intraepiteliales pancreaticas (PanINs)”. La clasificacion considera cuatro grupos que reflejan
los cambios histologicos progresivos desde el epitelio normal hasta el adenocarcinoma (Hruban RH et al,
2004).

Las lesiones de PanIN 1A consisten en lesiones del epitelio compuestas por células cilindricas uniformes,
con nucléo regular, redondo u oval, localizado en la base. Los nucleos estan orientados perpendiculares a
la membrana basal y las células pueden contener abundante mucina (Fig. 6). A pesar de que estudios
moleculares han reconocido que muchas de las lesiones con dicha morfologia son neoplasicas, algunas
de ellas no lo son. Por ello, la modificacién afiadida de “L” (“like”) para esta lesién esta aceptada (PanIN
1AIL).

Las lesiones de PanIN1B tiene idéntica morfologia al PanIN 1A, pero el epitelio adopta un patron papilar o

micropapilar. Se considera una lesién de bajo grado.

Las lesiones de PanIN 2, por definicidn, tienen alguna alteracién nuclear. La mayoria son papilares, pero
algunas pueden presentarse con epitelio bajo. Las anomalias nucleares incluyen cierta pérdida de la
polaridad, aumento del tamafio, pseudoestratificacién e hipercromasia. Las mitosis se ven muy raramente
y cuando se hallan presentes, son basales y morfolégicamente normales. Se considera una lesién de

bajo grado o grado intermedio.

Las lesiones de PanIN 3 se caracterizan por presentar importante atipia citoldgica y arquitectural. Estas
lesiones son normalmente papilares o micropapilares y muy raramente de epitelio bajo. Puede observarse
patrén cribiforme, acimulo de células hacia el interior de la luz y necrosis luminal, junto con anomalias
citolégicas. El niucleo estd aumentado de tamafio, con pérdida de la relacién nucleo/citoplasma, con
hipercromasia, pérdida de la orientacién y distribucién irregular de los mismos, alcanzando la superficie
de la papila. Se pueden observar células globosas y mitosis, algunas de ellas luminales y atipicas. Se

considera una lesién de alto grado.
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Fig. 6. Fotografias microscopicas de los diferentes grados de PanIN

Se han propuesto variantes oncociticas e intestinales de los PanIN. Se ha sugerido que la variante
oncocitica puede progresar a Neoplasia Papilar Oncocitica Intraductal y la variante intestinal a Neoplasia
Papilar Mucinosa Intraductal. Aunque estas lesiones, a diferencia de los PanIN clasicos, no se han
descrito en ausencia de sus correspondientes lesiones neoplasicas. Asi mismo, epitelios con
caracteristicas oncociticas se puede encontrar en pequefios ductos pero no se han visto asociadas
alteraciones genéticas detectadas en neoplasias. Por ello se describen simplemente como metaplasia

oncocitica.

1.2.3. ESPECTRO INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS PaniN

El patrén inmunohistoquimico de las lesiones de PanIN es paralelo al de los ADP. La mayoria de lesiones
no expresan MUC2, pero si MUC1, MUC4, MUC5AC y MUCSG, sobre todo en los PanIN de alto grado
(PanIN 3). El patron de expresion observado en PaniNs, incluyendo la expresion de las MUCs, sugiere
que los PanlINs, particularmente los de bajo grado, muestran diferenciacion gastrica. Un tercio de los Pan-
IN expresan Ciclooxigenasa-2 (Maitra A et al., 2002). El analisis global de la expresion génica revela la
expresion de multiples marcadores epiteliales gastricos, asi como el efecto de la activacion de la via de

sefalizacién Hedge-hog (Prasad NB et al., 2005).

1.2.4. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LOS PaniIN

Las lesiones de PanIN han de diferenciarse de otras lesiones de los ductos pancreaticos, como son la
metaplasia escamosa, cambios reactivos, “cancerizaciéon’ de los ductos y Neoplasias Papilares
Mucinosas Intraductales (NPMI). (Tabla 6).

Existen clinicas paralelas entre el PanIN y el carcinoma infiltrante. Las lesiones de PanlIN, particularmente
las lesiones de alto grado (PanIN 3), se observan mas frecuentemente en pancreas con carcinoma
infiltrante que en aquellos que no tienen cancer (Andrea A, 2003; Cubilla AL, 1976). Como pasa con el

adenocarcinoma infiltrante, la prevalencia del PanIN aumenta con la edad y se ha descrito mas
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frecuentemente afectando a cabeza pancreética. Las lesiones de PanIN de bajo grado son frecuentes,
descritas en mas del 45% de los pancreas de personas adultas en estudios autdpsicos (Mukada T, 1982).
También se han observado asociadas con frecuencia, de forma incidental, a ofras neoplasias
pancreaticas distintas al ADP, como son las neoplasias endocrinas pancreaticas bien diferenciadas o el

cistadenoma seroso (Stelow EB, 2006).

Tabla 6. Diagndstico Diferencial de las lesiones de PanIN (HRuban RH, 2000 y 2001; Andea A, 2003)

Entidad Diferencias con las lesiones de PaniN.
Metaplasia escamosa | Es un proceso adaptativo a causa del dafio repetido sobre el epitelio. Suele
del epitelio ductal observarse en las pancreatitis cronicas. Las células cuboidales normales son

reemplazadas por epitelio estratificado maduro o pseudo-estratificado
transicional, sin atipia significativa.

Cambios reactivos Causados por una marcada inflamacion ductal.

Se observa aumento nuclear o nucleolar y es mucho méas uniforme que en el
caso de las lesiones de PanlN.

Se debe dar con precaucién el diagnéstico de PanIN en el contexto de una
inflamacién.

“Cancerizacion de los | Dos hallazgos son de ayuda para diagnosticarla:
ductos” por el ADP 1. presencia de carcinoma invasivo en el tejido conectivo inmediatamente
adyacente a la lesion ductal;

2. transicion abrupta de epitelio normal a epitelio con atipia significativa. El
PanIN de alto grado frecuentemente muestra transicion a PanIN de bajo
grado y no a epitelio ductal normal.

Neoplasias Papilares | Las diferencias se basan en el tamafio y la morfologia de las papilas:

Mucinosas Las papilas en las NPMIs son mas altas y més complejas.

Intraductales (NPMI) | La mayoria de las lesiones de PanIN no se pueden apreciar al examen
macroscopico y son menores de 0'5 ¢cm; contrariamente, las lesiones de NPMI
son mayores de 1cm y pueden apreciarse macroscopicamente y en los
examenes radioldgicos (determinar el punto de corte en tamafios de 0’5y 1cm es
muy Util, ya que se cumple en la mayoria de los casos).

La presencia de abundante mucina intraluminal y la expresion de MUC-2
sugieren el diagnéstico de NPMI.

1.2.5. TRATAMIENTO DE LOS PaniN

El tratamiento mé&s adecuado de estas lesiones todavia no esta establecido y, a pesar de saber que
algunas de estas lesiones progresan a carcinoma infilirante, no se sabe que porcentaje lo hace y la

rapidez con que lo hacen.
Con los avances en el estudio de la carcinogénesis del adenocarcinoma de pancreas se han abierto

nuevas vias para el diagndstico y quimioprevencion. A pesar de ello, el acceso al pancreas es limitado,

los tests moleculares estan en estadios iniciales y no se conoce lo suficiente sobre la historia natural de

48




las lesiones precoces de PanIN como para justificar una reseccién y los screenings sélo se centran en
personas de alto riesgo (Haugk B., 2010).

Esta generalmente aceptado que no se necesita tratamiento para lesiones de PanIN 1y PanIN 2. Hay
casos anecdéticos publicados de lesiones de PanIN 3 que progresan a ADP (Brat DJ et al., 1998). En
este sentido, algunos aurtores postulan y justifican la ampliacién de margen de reseccion si éste presenta
lesiones de PanIN 3, siempre teniendo en cuenta la situacion clinica del paciente a la hora de proponer
una reseccion adicional del parénquima pancreatico. Si el paciente presenta una gran masa infiltrante con
multiples metastasis ganglionares, dado que su lesion invasiva necesita un tratamiento mayor que la de
PanIN 3, se recomienda no resecar mas parénquima. Por el contrario, si el paciente es joven y tiene una

masa neoplasica infiltrante pequefia o una lesién benigna, esta justificada la ampliacién de margenes.
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1.3. VIAS DE SENALIZACION CELULAR. CONCEPTO

Las células de organismos pluricelulares estan en permanente intercomunicacion a través de sefiales de
todo tipo (hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, pequefios péptidos, etc.) que regulan la
proliferacion, diferenciacion, el metabolismo, el comportamiento celular, e incluso la muerte celular
programada (apoptosis). Estas sefiales llegan a las células diana, interaccionan con sus respectivos
receptores y se produce la activacion de rutas especificas de transduccion de sefiales. Seguidamente, las
sefiales son transmitidas hacia el interior de la célula, hasta los puntos en que se regula el metabolismo,
la transcripcién de genes, etc, para generar la respuesta adecuada. Cada sefial extracelular es
transducida a través de multiples rutas, o cascadas de sefializacion, en las que intervienen numerosas
proteinas que ganan y/o pierden su actividad biolégica mediante diversas modificaciones tales como

fosforilacion, desfosforilacion, acetilacion, metilacion, etc. (Figura XX).
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Fig. 7: Esquema de la respuesta biologica de una célula ante una sefial extracelular

Las cascadas de transduccion de sefiales intervienen en la deteccion y el procesamiento del estimulo.
Estos circuitos moleculares detectan, amplifican e integran diversas sefiales externas para generar
diferentes tipos de respuests como son: cambios de actividad enzimatica, cambios en la expresion génica

o0 el aumento de actividad de los canales de iones.
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Los receptores de membrana transfieren informacion desde el exterior al interior de la célula. El receptor
es una proteina intrinseca de membrana que tiene un dominio intracelular y otro extracelular. Una zona
del dominio extracelular reconoce especificamente la molécula de sefializacion (llamada ligando). La
interaccién entre el ligando y el receptor altera la estructura terciaria y cuaternaria del receptor, incluyendo

el dominio intracelular, y la posterior activacion de las cascadas de sefializacion intracelulares.

Los estudios del Proyecto del Genoma Humano han revelado que, de los aproximadamente 22.000 genes
identificados, un 20% codifican proteinas involucradas en los procesos de transduccion de sefiales,
incluyendo receptores tirosina quinasa, subunidades de proteinas G y enzimas generadores de sefiales.
Ello nos indica que las células han disefiado un complejo entramado de vias de sefializacion, en el que
diversas rutas pueden ser activadas por distintas hormonas en un mismo contexto celular. Por tanto, las
distintas respuestas celulares dependeran, en gran medida, del conjunto de rutas presentes en las células

diana que cada sefial extracelular sea capaz de estimular.

En los Ultimos afios, el estudio de multitud de rutas de sefalizacion ha permitido ir conociendo con
detalle, los mecanismos de sefializacién intracelular y comprobar que las distintas rutas no acttan de
modo independiente sino que estan a su vez interrelacionadas entre si, formando redes complejas de
sefializacion intracelular. Se tiende actualmente a hablar mas de “redes” que de rutas de sefializacién. En
estas redes estan integradas numerosas proteinas sefializadoras, responsables de la regulacion de los
diversos procesos celulares, siendo precisamente el balance entre las sefiales positivas y negativas lo
que va a determinar la naturaleza de las respuestas celulares (que pueden variar desde division a
diferenciacion o apoptosis, etc).

La existencia de estas redes de sefializacion intracelular ofrece, por tanto, grandes posibilidades de
modulacion de las respuestas celulares, en base a la regulacion cualitativa, cuantitativa o temporal de los
diversos componentes de la red en cada tipo celular. Por tanto, la regulacién de los diversos procesos de

sefializacién se puede dar a distintos niveles.

52



1.3.1. VIAS DE SENALIZACION CELULAR EN EL ADP

A nivel génico, las principales alteraciones encontradas en el ADP estan relacionadas con: a) la mutacion
ylo sobreexpresion de protooncogenes con ganancia de funcidn (oncogenes); b) la inactivacién de genes
supresores de tumores, perdiendo su funcion supresora; ¢) anomalias en los factores de crecimiento y
sus receptores, que afectan distintas etapas relacionadas con el crecimiento y diferenciacion.

En el ADP, la presencia de oncogenes y la pérdida de funcién de genes supresores de tumor, todos ellos
relacionados con el control del ciclo celular (especialmente en la fase de transicién G1/S), explica la

elevada capacidad proliferativa de las células tumorales (Maitra A. et at., 2006 y Ghaneh P. et al., 2007).

Las vias de sefializacion alteradas en el ADP actualmente en estudio son predominantemente cuatro:
Via de transduccién mediada por HER2

Rutas que intervienen en la apoptosis y proliferacion celular: P13 quinasa-AKT-mTOR ,
Genes supresores de tumores: p53, p21, p16/ INK4, SMAD4/DPC4

Transicion epitelio-mesénquima (EMT) y cadherinas

el A e

Asimismo, en los Ultimos afios ha aumentado el interés por caracterizar otra via de sefalizacion
alternativa, la via Hippo, y ya son muchos los estudios sobre mutaciones y alteracién de la expresién de
un subconjunto de genes implicados en la misma (Harvey K. y Tapon N., 2007: Saucedo L. J. et al.,

2007), en especial del gen Yes-associated protein (YAP).

1.3.1.1. ViA HER2NEU, RAS-MEK-ERK. RAS, UN EFECTOR IMPORTANTE EN EL CONTROL DE LA
TRANSDUCCION

Entre las distintas cascadas de sefializacién celular, la mejor estudiada es la denominada ruta Ras-
MAPK;, que implica una serie de kinasas citosdlicas, activadas por agentes mitogénicos, y sus receptores

especificos de superficie (Fig. 8)
En mamiferos, la familia de proto-oncogenes RAS esta formada por tres miembros, H-, N- y KRAS. Se

han encontrado mutaciones activantes en aproximadamente un 25% de los tumores humanos, la gran

mayoria en KRAS y NRAS, mientras que su deteccion en HRAS es menos frecuente.

53



growth factors, hormones, Extracellular
mitogens, cytokines GPCR 3gonisls  5nins acids
- (\-

g 'J: \( ) f
(i / \ / = aming aclds

L

l Ras —| PI K
b l pmu F) GAP acthvity
of TSC2
MTK._ FT AKT (OF | TSC1/2 : Flhel:- GTP
JNKK L MEK
rapt al 5TH CFRBPIZ
\ \ }—— Rapamyeim, CCI779,
RADDO1
pa.a“‘xx MA{K \@ {anti-cancer agents)
45.-:4;-; S6Ks
™ MMK \Q_ N
. S8, alF4B,
elF4E , . olhers
CAP-dep. translation TOP mRMA translation
and translation of [ribosomal prolesns, skongation factor ]
T'IEH"I-C'I:II'HWHIHI'E
— mANAs i

-~
Initiation of translation, mitogenesis and oncogenesis

Fig.8 Vias de sefializacion intracelular oncogénicas activadas por RAS: la cascada de sefializacion se
origina a partir de la activacion constitutiva de KRAS mutado, que provoca la inhibicién de la apoptosis y
proliferacion celular. MAPK y elF4E son algunos de los mecanismos principales de la activacion
oncogénica. Figura obtenida de Sonenberg et al. Oncogene, 2004.

KRAS (abreviatura de Kirsten Rat Sarcoma virus oncogen) esta localizado en el cromosoma 12p12.1 'y
codifica una proteina de membrana de 21 kDa de unién a GTP (Proteina Ras), aunque también existen
mutaciones del mismo tipo en los codones 13, 61, 117 y 146. Su mutacion provoca que la proteina Ras
pierda su actividad GTPasa y se mantenga unida a GTP, siendo capaz de estimular multitud de cascadas
de sefalizacidén que conducen a la proliferacidn celular. El gen KRAS aparece mutado en el 75-90% de

los ADP, asi como en enfermos con pancreatitis cronica (PC) y en individuos fumadores.
El gen NRAS (RAS neuroblastoma viral (v-ras) homologo) codifica una proteina de membrana que circula
entre el aparato de Golgi y el citoplasma. Mutaciones en NRAS son encontradas en un nimero menor de

tumores, aunque llegan a un 30% en el caso de leucemias agudas no linfoides.

Finalmente, HRAS es el de menor incidencia en cancer, aunque se han encontrado mutaciones en HRAS
en cancer de vejiga, prostata y tiroides.
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Mutant Ras WT Ras

Fig.9 Interaccion funcional entre RAS mutado y Wild-type (WT). Figura obtenida de Hayes y Channing.
Cancer Discovery, 2013.

La via del RAS activa la MAP quinasa (MAPK), que a su vez activa a las proteinas quinasas MAPK (Mnk)
1y 2, dos quinasas que median en la fosforilacion de un factor iniciador eucariético, elF4E-Ser 209
(Scheper G.C. et al., 2001), aparentemente critico en el aumento de la traduccién. Sin embargo la funcién
de elF4E, independientemente de su estado de fosforilacion, es la de inhibir las proteinas de unién 4E
mediante su unién directa (4E-BP1, 2 y 3). Este bloqueo, desaparece tras la fosforilacion de las 4E-BPs
via mTOR, que a su vez esta mediada por la via de la protein quinasa B PI-3K (PKB/AKT). Asi el factor
elF4E puede actuar como un factor de convergencia entre las vias de sefializacion de RAS y AKT (Miron
M. et al., 2001).

1.3.1.2 VIA DE PI-3K/AKT/mTOR

Otras de las vias de sefalizacion habitualmente alteradas en el poceso neoplasico pancreatico suele ser
las vias PI-3K-AKT. La mayoria de inhibidores de estas vias aumentan la actividad de la Gemcitabina,
uno de los farmacos utilizados en el tratamiento del ADP, haciendo el tratamiento mas eficaz. (Wadler S.,
2007) (Fig. 10)

La activacion de PI-3K y la produccion del mensajero secundario lipidico fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato
activa la ruta AKT mediante las quinasas fosfatidilinositol-dependientes, PDK1 y PDK2 (Brazil D.G. v,
Hemmings B.A., 2001). Asimismo se postula que la activacion de AKT da lugar a su vez a la fosforilacion
y a la inactivacion del complejo tumoral supresor de la esclerosis tuberosa (TSC), lo que provoca la

activacion de la ruta de sefalizacion mTOR. mTOR fosforila las protein quinasas ribosomales S6K1 y dos
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de las 4E-BPs. La fosforilacion de SK6 provoca su activacién, mientras que la fosforilacion de 4E-BP

rompe su interaccion con el elF4E permitiendo que elF4E se una y forme el complejo de iniciacion.

Se sabe que mTOR y sus efectores posteriores en la cadena, SK6 y 4EBPs, median en la estimulcion de
la sintesis proteica, en parte, actuando sobre aminoacidos ramificados como la leucina (Kimball SR. et al.,
1999; Gingras AC. et al., 2001). Asimismo se ha demostrado que la actividad de mTOR esta directamente
controlada por los niveles homeostaticos de ATP (Dennis PB. et al., 2001) asi como del acido fosfatidico
(Fang Y. et al., 2001). Por lo tanto, mTOR parece que actia como factor regulador en la sintesis de
proteinas (Dennis P.B. et al., 1999).
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Fig.10 Vias de sefalizacion intracelular oncogénicas activadas por RAS: la cascada de sefializacion se
origina a partir de la activacion constitutiva de KRAS mutado, que provocan la inhibicion de la apoptosis y
proliferacién celular. PI-3K y mTOR son algunos de los mecanismos principales de la activacion
oncogénica. Figura obtenida de Sonenberg et al., Oncogene, 2004.

1.3.1.3. GENES SUPRESORES TUMORALES: P53 / P21 / P16 / SMAD4

El ciclo celular, proceso por el cual una célula entra en mitosis, requiere la sincronia de multitud de
funciones, cuyo orden cronolégico es basico para su culminacién con éxito. Incluye varias fases
denominadas G1, S, G2 y mitosis (M). Durante la fase S el ADN se replica, para poder ser distribuido a

partes iguales a las células hijas en la mitosis. Existe un grupo de moléculas, las ciclinas, que inducen la
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transicion de G1 a S (ciclinas D, E) o que actiian en G2 (ciclinas A y B). Estas ciclinas interactiian con
quinasas especificas que, al activarse, fosforilan diferentes proteinas que bloquean la progresion del ciclo
celular (Grana X. y Reddy E.P., 1995).

Oncogenes Genes supresores Genes reparadores
(Promueven crecimiento celular)  (Inhiben ciclo-promueven apoptosis) (Comigen errores repiclacion)

| |
- [ - - -1

Fig. 11. Funcion normal de genes relacionados con cancer y ciclo celular.

Una de las moléculas mas emblematicas implicadas en la regulacién del ciclo celular es la proteina del
retinoblastoma (Rb) (Ewen M.E., 1994). Cuando esta proteina se encuentra en estado hipofosforilado,
tiene una conformacién activa que mantiene el ciclo celular parado, localizado en el Ultimo tercio de la
fase G1. En condiciones adecuadas para la proliferacion, Rb es fosforilada por complejos quinasa
dependientes de ciclina (CdK)-ciclina D, libera factores de transcripcién como E2F, que inducen la
expresion de genes necesarios para la sintesis de DNA, y la célula entra en fase S. Por consiguiente, los
inhibidores de la CDK-CiclinaD son importantes para mantener el control del crecimiento celular, ya que
su alteracién provoca la inactivacion de Rb (Hirama T. y Koeffler H.P., 1995). Los inhibidores mas
importantes de las Ciclinas son las moléculas p15, p16, p18, p21 y p27. La alteracion de los mismos

predispone a la célula a la proliferacion incontrolada.

Un gen supresor de tumores inactivado en ADP es el gen p16 (también conocido como INK4 o CDKN2A).
Se encuentra localizado en el cromosoma 9p21 y ejerce un papel fundamental en el punto de control del
ciclo celular en G1. El producto del gen, INK4A, se une a la quinasa dependiente de ciclina 4/6 (CDK4/6)
y evita la activacion del complejo ciclina D. CDK4/6 media la fosforilacién de la proteina del
retinoblastoma, pRb. La accion de P16 es pues la de frenar el inicio del ciclo celular.

Encontramos pérdida de expresidn y funcién de p16 en el 80-90% de los ADP por diversos mecanismos:
delecciones homocigotas, mutaciones/LOH e hipermetilacién del promotor. Esta pérdida de expresidn

parece ser un evento relativamente precoz en el desarrollo del tumor.

En cuanto a genes relacionados con cancer y ciclo celular, nos encontramos con los genes supresores
tumorales. Estos genes controlan la proliferacion celular impidiendo el paso de G1 a S. Cuando sufren

mutaciones se produce pérdida de su accion inhibidora y, por tanto, regulacién anormal del crecimiento
P53 es el gen supresor de tumores alterado con mayor frecuencia en los tumores humanos. Esta

localizado en el cromosoma 17p, y tiene multiples funciones, pero una de las mejor estudiadas es la

activacion transcripcional de genes, uno de ellos, p21 WAF, que inhibe las quinasas dependientes de las
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ciclinas (Cdk). En concreto, el gen p21 se induce por p53 y su funcion es la de inhibir CDK2 que, al final
de G1, puede forforilar la pRb.

P53 es necesario para que la célula sea capaz de reparar sus alteraciones gendmicas antes del inicio de
la fase S. Cuando se detectan alteraciones, P53 activa la produccién de factores que inhiben la
progresion del ciclo celular en la Ultima parte de G1. Si se corrige la alteracion, p53 permite continuar el
ciclo, pero si no se ha corregido, p53 activa el programa de muerte celular programada o apoptosis,
impidiendo que una célula con alteraciones genomicas continte su proliferacion (Gonzélez-Sastre F.,
2003). Su inactivacién, por tanto, impide la reparacién del ADN, a la vez que las células no inician el
proceso apoptosico.

El gen P53 se encuentra alterado en el 50-85% de los ADP, generalmente por pérdida de heterocigosidad
(LOH) junto a mutacion inactivadora en el otro alelo, y parece ser un evento tardio en la carcinogénesis
(Guerra C. y Barbacid M., 2013). Su presencia no ha demostrado valor pronéstico en el cancer de

pancreas. Elgen p21, inducido por p53, esta inactivado en el 30-60% de los canceres de pancreas.

Por ultimo, otro gen supresor de tumores, es el gen SMAD4/DPC4, localizado en el cromosoma 18g,
perteneciente a la familia SMAD y pertenecea la superfamilia de las citoquinas TGFb (Transforming
Growth Factor x, potente inhibidor de la proliferacién celular), que regulan la transduccion de sefial de
proteinas extracelulares. La pérdida de su funcion confiere a la célula mayor capacidad migratoria e
invasiva.

Smad4 aparece inactivado hasta en el 55% de los ADP (Hahn S.A. et al., 1996). Se sabe que su
inactivacion se produce en etapas mas avanzadas de la formacion de tumor y es relativamente especifica
del ADP, con una baja incidencia en otros tumores pancreéticos y extrapancreaticos. Ello podria tener

utilidad clinica en el estudio de pacientes con metastasis con sospecha de origen pancreatico,

1.3.1.4. TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA Y CADHERINAS:

La Transicion Epitelial-Mesenquimal (EMT) es un proceso presente durante la carcinogénesis, metastasis
y recurrencia tumoral. Durante este proceso, las células epiteliales pierden algunas de sus caracteristicas
de estirpe epitelial y adquieren propiedades mesenquimales: pérdida de adhesion celular, aumento en
movilidad y capacidad de invasion y resistencia a la apoptosis . (Micalizzi D.S. et al., 2010; Yilmaz M. y
Christofori G., 2009). Este proceso es complejo e involucra diversos factores de transcripcion tanto

epiteliales como mesenquimales.

Asimismo, la EMT describe una serie de cascadas que conducen a un cambio en el fenotipo celular, con
fenotipo diferenciado, a un fenotipo caracteristico de fibroblastos (Savagner P., 2010). Estas células tiene
la capacidad de remodelar la matriz extracelular que las rodea y secretar proteasas que ayudan en el

proceso de invasién (Leopold P.L. et al., 2012). Este proceso se produce por diferentes factores de
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traduccion que regulan la expresion de numerosas proteinas implicadas en varias porpiedades de las
células que conforman los tejidos, como son la polaridad celular, el contacto célula-célula, la estructura
del citoesqueleto y la degradaciéon de la matriz extracelular. Estos factores de traduccién incluyen
miembros de la familia ZEB, SNAIL y TWIST. Por definicion este proceso confiere movilidad celular
permitiendo la evolucion, fusion o generacion del epitelio secundario, esencial para la morfogénesis y la
organogeénesis. (Peinado O. et al., 2007; Thiery A. et al., 2009).

Estas proteinas estan ausentes en diferentes células adultas, pero con frecuencia se reactivan en cancer,
promoviendo la diseminacion de células cancerigenas mediante EMT. Muchos inductores de EMT
proporcionan ventajas a las células en situaciones de estrés, por activacion de vias anti-apoptéticas
(Ansieau S., 2013). El cambio en la movilidad celular implica un cambio en las interacciones entre las
células, con la consiguiente disminucion de expresion de proteinas implicadas en esta interaccién. Es el
caso de ciertas conexinas, como son Cx26 y Cx43, la integrina a6f4 y la E-cadherina.

Las cadherinas constituyen una familia de glicoproteinas transmembrana con un papel importante en el
mantenimiento de la arquitectura del tejido normal y en el reconocimiento entre células. Se han
caracterizado dos tipos diferentes de cadherinas, el tipo | (P-, N- y E-cadherinas), y el tipo Il (cadherinas
5-12), de este ultimo se conoce poco su funcién y su patrdén de expresion. Las interacciones entre las
diferentes cadherinas son importantes y requeridas para la formacién de los tejidos durante el desarrollo y
para el mantenimiento de la funcion de barrera del epitelio o del endotelio (Takeichi M., 1993). Cuando la
expresion de E-cadherina se ve disminuida, una cadherina no epitelial, la N-cadherina, puede aumentar

sus niveles de expresién, siendo otro marcador de EMT.

La alteracién en la funcidn de las cadherinas es un paso critico para el desarrollo de tumores (Nieman, P.
et al. 1999). Las células cancerigenas adquieren la capacidad de proliferar continuamente, de evadir la
inhibicion del crecimiento, invadir tejidos y metastatizar (Hanahan and Weinberg). Una caracteristica de

la progresion del tumor es la pérdida del fenotipo epitelial y un incremento en el fenotipo mesenquimal.

La N-cadherina promueve la estabilidad entre la interaccion celular, facilitando la migracion celular, y
resulta en un incremento de la adhesion de las células tumorales a las células endoteliales, aumentando
su capacidad de migracién e invasién. La actividad proinvasiva de la N-cadherina se debe, en parte, a la
interaccion sinérgica con el receptor de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFR) via su dominio
extracelular, el cual estabiliza FGFR-1 y mantiene la sefial extracelular que regula la activacion de la via
MAPK-ERK, que a su vez conlleva un incremento de la produccién de metaloproteinasa 9 (MMP9). Se
cree que pueden haber implicadas ofras vias que incrementan la movilidad celular via N-
cadherina/FGFR-1, pero hasta el momento no se han definido (Figura 13) (Grad! K. et al., 1999; Hulit S. et
al., 2007).
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Se ha descrito este aumento en la expresién de N-cadherina , junto con una pérdida de expresion de E-
cadherina, en tumores de mama con gran capacidad de invasion y menor diferenciacién (Hazan K. et al.,
1997).

1.3.1.5. VIA HIPPO. YES-ASSOCIATED PROTEIN 1 (YAP1):

Esta bien documentado que la via Hippo se altera con mucha frecuencia en un gran nimero de
neoplasias, incluyendo el cancer de pulmon, colorrectal, de ovario, de higado y de préstata (Dong J. et al.,
2007, Steinhardt AA. et al., 2008), y que dicha alteracién también se ha visto correlacionada con un mal
pronostico (Zhang X. et al., 2011; Hall C.A. et al., 2010; Xu MZ. et al., 2009).

La via de Hippo (también conocida como la ruta de Salvador-Warts-Hippo) juega un papel critico en el
desarrollo animal. Controla el tamafio y el crecimiento del 6rgano mediante la inhibicion de la proliferacién
celular y la promocién de apoptosis. La ruta toma su nombre de uno de sus componentes clave: la
sefializacién de la proteina quinasa Hipona (Hpo). Las mutaciones en este gen conducen al crecimiento
excesivo de tejido, o un fenotipo "hipoptamo-like”.

En los ultimos afios se han realizado gran nimero de estudios en mamiferos que han validado la
siguiente hipétesis: la alteracion de la via Hippo puede desencadenar la tumorogénesis en ratones
(Halder G. y Johnson RL., 2011), y se han observado mutaciones y alteracion de la expresion de un
subconjunto de genes de la via Hippo en canceres humanos (Harvey K. y Tapon N. 2007; Saucedo L.J. et
al., 2007).

Si bien la mayoria de los componentes de la via Hippo fueron identificados en la mosca de la fruta

(Drosophila melanogaster), se han encontrado posteriormente los ortblogos (genes que funcionan
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analogamente en diferentes especies) en mamiferos. De este modo, la via de sefializacion trazada en la
Drosophila ha ayudado a identificar muchos genes que funcionan como oncogenes 0 genes supresores

tumorales en mamiferos.

Tabla 7. Componentes de la via Hippo y funcién

Drosophila Orthologo humano  Proteina y funcion en la Via Hippo

melanogaster

Dachsous (Ds) DCHS1, DCHS2 Cadherina atipica que puede actuar como ligando
para el receptor de Fat
Fat (Ft) FAT1, FAT2, FAT3, Cadherina atipica que puede actuar como ligando
FAT4 (FATJ) para el receptor de la via hippo
Expanded(Ex) FRMD6/Willin Dominio FERM que contiene proteina apical que se

asocia con Kibra y Merlin como regulador upstream
de la cascada Kinasa

Dachs (Dachs) Miosina no convencional que puede unirse a Wis,
promoviendo su degradacion
Kibra (Kibra) WWC1 Dominio WW que contiene una proteina apical que se

asocial a Ex y Mer como regulador upstream
regulator de la cascada kinasa

Merlin (Mer) NF2 Dominio FERM que contiene proteina apical que se
asocia con Kibra y Mer como regulador upstream de
la cascada Kinasa

Hippo (Hpo) MST1, MST2 Kinasa tipo Sterile-20-type que fosforila y activa Wts

Salvador (Sav) WW45 (SAV1) Dominio WW que contiene una proteina que actua
como una proteina andamio, facilitando la
fosforilacién de Warts por Hippo

Warts (Wts) LATS1, LATS2 Kinasa Nuclear DBF-2-related que fosforila e inactiva
Yki

Mob as  tumor MOBKL1AMOBKL1B Kinasa que se asocia a Wts para potenciar su

suppressor (Mats) actividad catalitica

Yorkie (Yki) YAP, TAZ Coactivador transcripcional que se une a Sd en su

forma activa, no fosforilada, para activar la expression
de factores transcripcionales que promueven
crecimiento y proliferacion y previenen apoptosis
Scalloped (Sd) TEAD1, TEAD2,TEA  Factor de tanscripcion que se une a Yki para regular
D3, TEAD4 la expresién de genes diana

La via Hippo consiste en una ruta de sefalizacion hacia el nucleo en el que Hpo (MST1 / 2 en los
mamiferos) fosforila la proteina quinasa warts (WTS) (LATS1 / 2 en los mamiferos). MST1/2 es un
miembro de la familia protein quinasas de Ste-20, que regula varios procesos celulares, incluyendo la
proliferacion celular, apoptosis, y varias respuestas al estrés (Ippeita D. et al., 2001). Una vez fosforilada,
LATS1/2 se convierte en activa. LATS es una quinasa relacionada con el DBF-2 nuclear. Estas quinasas

son conocidos reguladores de la progresidn del ciclo celular, el crecimiento y el desarrollo (Ma J. et al.,
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2010). Se conocen dos proteinas que facilitan la activacion de LATS: Salvador (Sav/WW45 en
mamiferos) y Mob (MOBKL1A / B en los mamiferos),

MST puede unirse y fosforilar Sav, que puede funcionar como una proteina de anclaje, ya que la
interaccién MST-Sav promueve la fosforilacion de LATS (Shian W. et al.,2003). MST también puede
fosforilar y activar Mats, que permite asociarse con a actividad quinasa de LATS.

Activado LATS puede pasar a fosforilar e inactivar YAP mamiferos. Cuando se activan la proteina
asociada Yes (YAP), y el coactivador transcripcional con motivo de union PDZ (TAZ) pueden unirse a
varios factores de transcripcion incluyendo p73, Runx2 y varios Teads (Badouel C. et al., 2009; Wang K.
et al., 2009). YAP/TAZ es incapaz de unirse al ADN por si mismo. En su estado activo, YAP se une al
factor de transcripcién TEAD, y el complejo YAP-TEAD queda localizado en el nucleo. Esto permite la
expresion de varios genes que promueven el crecimiento de o6rganos, tales como la ciclina E, que
promueve la progresion del ciclo celular, y DIAP1 (inhibidor de Drosophila de apopotosis proteina-1), que,
como su nombre indica, previene la apoptosis (Huang J. et al., 2005). YAP también activa la expresion de
la bantam microARN, una pequefia molécula de RNA reguladora del crecimiento que afecta

especificamente al nimero de células (Thompson B. et al., 2006; Nolo R. et al., 2006).

Drosophila Mammals

Actin
polymerization
complex e

Proliferation
Cell growth
Planar cell polarity
Contact inhibition

Fig.12 Via de sefializacion intracelular oncogénica activada por Hippo: la cascada de sefializacion se
origina a partir de la activacion constitutiva de Mst mutado, que provocan la inhibicién de la apoptosis y
proliferacion celular. YAP es uno de los mecanismos principales de la activacién oncogénica. Imagen
obtenida de atlasgeneticsoncology.org

En resumen, la inactivacion de YAP por LATS inhibe el crecimiento a través de la represion de la

transcripcién de estos reguladores pro-crecimiento. Esto se produce por fosforilacidén en la serina 168
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YAP por LATS, promoviendo la asociacién de YAP con las proteinas 14-3-3, que ayudan a anclar YAP en
el citoplasma y prevenir su transporte al nucleo. A pesar de que el nlcleo de esta via de sefalizacidn se
conoce bien y, aunque se piensa que la via Hippo regula la actividad de YAP y TAZ limitando sus acceso
al nucleo, no se conocen los mecanismos relacionados con el cancer por los cuales ésto sucede. Las vias

de regulacion de la transcripcion siguen siendo un enigma.
1.3.1.5a. YES-ASSOCIATED PROTEIN (YAP)

Muchos de los genes implicados en la via de sefializacion Hippo son reconocidos como genes supresores
tumorales, mientras que YAP / TAZ se identifican como un oncogen. De hecho, YAP se ha encontrado
elevado en algunos canceres humanos, incluyendo cancer de mama, cancer colorrectal, y cancer de
higado (Kango-Singh M. et al., 2009; Zender L. et al., 2006; Steinhardt A.A. et al., 2008).

La via Hippo regula, y esta regulada, por varias propiedades celulares vinculadas a la tumorigénesis
(Tapon N. et al., 2002; Huang J. et al., 2005).

Cell or tissue property that Cellular function regulated
regulates the Hippo pathway by the Hippo pathway

Rt
\ % Celtsurvival

Mechanotransduction (A
i CYAP or TAZ)
\ ?r e N Cell competition
(Yorkie )
Cell-cell adhesion / T ? Stem cell maintenance
A Contact inhibition
n e egeneration

Fig.13. Esquema de las propiedades celulares vinculadas a la tumorigénesis alteradas por YAP o TAZ.
Imagen obtenida de Nature Reviews Cancer 13 (2013).

La proliferacién celular incontrolada es un aspecto fundamental en la neoplasia. Las mutaciones en
proteinas de la via Hippo que conducen a la hiperactivaciéon o sobreexpresion de Yap o TAZ causan
exceso de proliferacion celular en multiples 6rganos, incluidos el higado, el tracto gastrointestinal, la piel y
corazon (Dong J. et al., 2007; Camargo F.D. et al., 2007; Schlegelmilch K. et al., 2011; Heallen T. et al.,
2011).

Por otro lado, no se han descrito evidencias del control fisioldgico de la apopotosis por la via Hippo en
mamiferos, pero la sobreexpresion de Yap promueve la supervivencia celular tanto in vivo como en

cultivos celulares (Dong J. et al., 2007). Asimismo, en lineas celulares de cancer, la sobreexpresion de
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YAP promueve la resistencia a la apoptosis inducida por agentes quimioterapicos y la anoikis (Zhao B. et
al., 2012; Zang X. et al., 2011).

Aunque controvertido, se ha propuesto que las células tumorales asumen propiedades que se asocian
con las células progenitoras o células madre (Valent P. et al., 2012). Varios estudios han relacionado
componentes de la via Hippo con células madre. Se ha visto que Yap se expresa a menudo en
compartimentos de células madre de diferentes tejidos de mamiferos (Camargo F.D. et al., 2007;
Steinhardt A.A. et al., 2008); y tanto YAP como TAZ promueven la pluripotencialidad de las células madre
embrionarias (Lian |. et al., 2010), y TAZ regula la diferenciacion mesenquimal de las mismas. Por lo
tanto, la hiperactividad de YAP y TAZ podria promover el potencial tumorigénico de las células

neoplasicas potenciando sus propiedades células madre-like.

Se ha descrito la intervencion de la via Hippo en procesos a nivel de tejido, en relacion a la arquitectura
celular y tisular y a la funcién del mismo. La alteracion de la arquitectura del tejido donde asientan es una
caracteristica fundamental de los tumores sélidos humanos. Se estan definiendo la asociacién entre
“planar cell polarity” (Wang Y., 2009), “apicobasal cell polarity” (Robinson B.S. et al., 2010), “cell-cell

adhesion” (Schlegelmilch K. et al., 2011) y tumorigénesis.

Recientemente se ha definido el papel de YAP en la superacion de la inhibicion por contacto en modelos
in vitro, (una propiedad de control del crecimiento fundamental de las células normales en cultivo, en el
que se detiene la proliferacion una vez las células alcanzan la confluencia) (Eagle H. y Levine E.M,,
1967). Esta propiedad se pierde normalmente en las células cancerosas, lo que les permite proliferan de
una manera incontrolada (Hanahan D. y Weinberg R.A., 2000)). De hecho, se ha descrito que la

sobreexpresion de YAP antagoniza la inhibicion por contacto (Zhao B. et al., 2007).

Aun sin definir, también es posible que la hiperactivacion de YAP y TAZ pueda conducir a la
carcinogénesis en tejidos que regeneran de forma crénica. Se han propuesto la infeccién cronica vy el
dafio tisular como promotores de carcinogénesis en 6rganos con cambios regenerativos constantes,

como puede ser el higado (Stauffer J.K. et al., 2012).

Finalmente, un tema emergente en la investigacién de la via Hippo es el papel de esta via en la invasion
tumoral y la metastasis (Kapoor A. et al., 2014). Teniendo en cuenta que la sobreexpresién de YAP puede
promover la transicion epitelio-mesenquimal en cultivos celulares y también la supresion de anoikis
(Kapoor A. et al., 2014; Overholtzer M. et al., 2006), se podria concluir que la disregulacion de la via
Hippo podria ser un promotor de metastasis, papel ya sugerido en algunos estudios de cancer de prostata
y mama (Cordenonsi M. et al., 2011; Zhao B. et al., 2012).
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La mayoria de los estudios que describen una alteracion de la via Hippo se han basado principalmente en
la deteccion inmunohistoquimica de YAP en el nucleo de las células tumorales, sabiendo que YAP induce
un programa transcripcional de promocién del crecimiento de dichas células cuando esté localizado en
nucleo y que es infrecuente encontrarlo en el nucleo de tejidos normales (Steinhardt A.A. et al., 2008).
YAP es nuclear en el 60% de los carcinomas hepatocelulares (Xu M.Z. et al., 2009), 15% de los
carcinomas de ovario (Zhang X. et al., 2011) y 65% de los carcinomas de célula no pequefia de pulmén
(Wang Y. et al., 2010).

1.3.2. VIAS DE SENALIZACION CELULAR EN LOS PaniIN

Las lesiones de PanIN presentan las mismas alteraciones genéticas encontradas en los APD. Existe una
clara acumulacion de alteraciones genéticas asociadas con la progresidn histolégica desde PanINs de
bajo grado (1), intermedio (Il) y alto grado (lll) hasta carcinoma infiltrante (Maitra A. et al., 2006, Ghaneh
P.et al., 2007; Hruban R.H. et al. 2007).

Esta ampliamente aceptado que estas lesiones de PanIN constituyen la lesién precursora inicial del
cancer de pancreas. Casi todos los ADP y un gran porcentaje de lesions de Pan-IN tienen mutacién de
KRAS (Lohr M. et al., 2005). Cada estadio asocia una acumulacion progresiva de alteraciones genéticas,
de linea germinal o somatica, que afectan a oncogenes y genes supresores. El conjunto de estos
cambios acumulados es el responsable final del crecimiento tumoral incontrolado, la invasion y la

metastasis.

T = - = e T— e

= Normal — | PanIN-1A 4}— PanIN-1B 4p}— PanIN-2 ——}——— PanIN-3 —8
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= LOH 9p > - LOH 18q, 17p, 6q =

Fig. 14 Modelo de progression histologico-genético del cancer de pancreas. Figura obtenida de la
publicacion Wilentz et al., 2002.

El acortamiento telomérico y la activacion puntual de mutaciones en el codén 12 del gen KRAS aparecen

de forma precoz, mientras que hay una tendencia de mutaciones que inactivan el gen p16/CDKN2A en
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las lesiones intermedias y la inactivacién de SMAD4, TP53 y BRCA2 en lesiones avanzadas (Goggins M.,
2000; Heinmdller E. et al., 2000; Luttges J. et al., 2001; Maitra A. et al., 2003; Rosty C. et al., 2003;
Guerra C. y Barbacid M., 2013). La hipermetilacion de los genes ppENK, TSLC1 y p16 se ha demostrado
en PanIN y su prevalencia aumenta en las lesiones de bajo a alto grado, asi como el indice de

proliferacion celular, medido segun expresién del Ki67 (Fukushima N. et al., 2002).

La progresion del tumor requeriria, al menos, la alteracion del oncogen KRAS, en combinacion con el gen
supresor INK4a (p16), que junto a TP33 estaria frenando la progresion de PanIN a adenocarcinoma
(Rugstgi A.K. et al., 2006).

HRuban apunté que estas mutaciones ocurren temprano en el desarrollo de la neoplasia pancreatica,
otorgando una ventaja proliferativa a las células antes de que se desarrolle el cancer invasivo (Hruban
R.H. et al., 1993). Las mutuaciones puntuales de KRAS podian detectarse en suero plasmatico en
pacientes con enfermedad neoplasica pancreatica, sin embargo se suele detectar con mayor frecuencia
en aquellos con enfermedad avanzada (Goggins M. et al., 2007). La cantidad de DNA en sangre de
pacientes afectados de cancer aumenta a medida que progresa la enfermedad. Los estudios que indican
la presencia de KRAS mutado en DNA circulante en sangre periférica se iniciaron a finales de los afios
'90. Yamada y colaboradores fueron capaces de detectar mutaciones en el codén 12 de KRAS en el
suero de 9 de cada 15 (60%) pacientes con tumores positivos para mutaciones de este codén (Yamada
T. et al., 1998; Mulcahy H.E. et al., 1998). Aquellos pacientes que presentaban mutaciones en el DNA
obtenido en sangre periférica eran significativamente mayores y presentaban peor pronéstico tras la
reseccion quirurgica del tumor frente a aquellos que eran negativos. La presencia de mutaciones de
KRAS en el suero tendié a desaparecer en el 67% (6 de 9) de los pacientes, mientras que tres pacientes
con KRAS persistente en suero antes y después del tratamiento, presentaron recurrencias tempranas o
enfermedad progresiva (Yamada T. et al., 1998). Mulcahy y colaboradores encontraron resultados
similares en el plasma de 17 de 21 pacientes, indicando que las mutaciones de KRAS pueden detectarse
directamente del suero plasmatico (Mulcahy H.E. et al., 1998). Sin embargo, posteriores estudios se han
mostrado contrarios a los hallazgos iniciales, postulando que existe una correlacion baja entre las
mutaciones de KRAS en el tejido y el DNA circulante en sangre, ya que no parece que se encuentre entre

las alteraciones genéticas mas precoces del tumor (Marchese R. et al., 2006).

Kern y colaboradores defienden lo contrario, creen que no se encuentra entre las alteraciones genéticas
mas precoces de este tumor (Kern S.E. et al., 2008). Inicialmente se intentd poner en marcha un
protocolo que detectaba este marcador en sangre de pacientes con enfermedad avanzada, pero no en la

deteccion precoz de la enfermedad.

En resumen, el analisis molecular de las lesiones de PanIN no solo ha demostrado que estas lesiones

son neoplasicas (tienen mutaciones clonales en genes asociados a cancer) sino también que pueden
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progresar (la prevalencia de dichas mutaciones aumenta a medida que aumenta el grado de lesion),
aunque a veces también se han demostrado ciertas divergencias (Moskaluk C.A. et al., 1997; Yamano M.
et al., 2003), sugiriendo que las lesiones de PanIN pueden contener mdltiples alteraciones genéticas,

pero solo algunas progresan a carcinoma infiltrante.

Avances en el estudio de la carcinogénesis del adenocarcinoma de pancreas han abierto nuevas vias
para el diagnostico y quimioprevencion. A pesar de ello, el acceso al pancreas es limitado, los tests
moleculares estan en estadios iniciales y no se conoce lo suficiente sobre la historia natural de las
lesiones precoces de PanIN como para justificar una reseccion y los screenings sélo se centran en

personas de alto riesgo (Haugk B., 2010).
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

69



70



PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

El adenocarcinoma ductal pancredtico (ADP) constituye aproximadamente el 85% de los tumores del
pancreas. Es el tumor en el que menos avances clinicos se han producido en los ultimos 50 afios y sigue
teniendo un prondstico muy desfavorable. Por ello, es necesaria la identificacién de factores de riesgo y la
caracterizacion del proceso de progresion tumoral, asi como la identificacién de nuevas dianas
terapéuticas. Es necesario estudiar aquellos factores involucrados tanto en las vias de sefializacion
celular, como en vias relacionadas con la transicion epitelio mesénquima, alteraciones del metabolismo u
otras que, en un contexto de mltiples alteraciones genémicas, pueden estar sobre expresados de una

forma distintiva durante la progresién tumoral y ser potenciales dianas terapéuticas.

Dado que en la serie de adenocarcinomas de pancreas del Hospital Vall d’Hebron, tenemos un amplio
numero de carcinomas en los que se ha podido valorar y estudiar las lesiones precursoras (PanIN de bajo
grado y de alto grado), planteamos el estudio de la expresion de los factores mas relevantes de dichas
vias de sefializacién celular asi como de otros parametros clinicos y factores celulares implicados en el
pronostico tumoral, desde las lesiones preinvasivas hasta los tumores infiltrantes.

Para ello, planteamos la siguiente hipétesis:

HIPOTESIS

En los adenocarcinomas de pancreas hay decenas de alteraciones genéticas, lo que le confiere un perfil
molecular altamente complejo. En mas del 70% de los casos existen mutaciones del gen RAS, que es
una de las alteraciones genéticas mejor definidas en dichos tumores.

Dada la gran heterogeneidad molecular existente, nos planteamos un estudio inmunohistoquimico y
molecular de aquellos factores centrales o embudos, que pudieran estar sobreexpresados durante la
progresion de las lesiones precursoras de alto grado a adenocarcinomas infiltrante y ser eventuales
dianas terapéuticas. Para su identificacion y validacion estudiaremos factores relacionados con la
transformacién y la proliferacion tumoral, tanto en la vias de RAS (MAPK y EIF4E), la de AKT, mTOR,

4EBP1, via Hippo y de transicion epitelio-mesénquima.
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OBJETIVOS

El objetivo central del presente trabajo es el estudio inmunohistoquimico y molecular de factores

asociados con las vias de sefalizacion celular y de transicion epitleio-mesénquima, en el contexto de la

progresion tumoral desde lesiones precursoras a adenocarcinomas infiltrantes, asi como su correlacién

clinico-patologica.

1-

Describir un modelo de progresién tumoral en base a los niveles de expresion de diferentes
proteinas involucradas en las vias de sefializacién celular, estudiados en lesiones precursoras
de PanIN de bajo grado y PanIN alto grado, asociados tanto a pancreatitis cronica como a
adenocarcinomas.

Determinar la presencia de diferentes tipos de mutaciones del gen RAS en la serie de
adenocarcinomas pancreaticos y correlacionarlas con la expresion de proteinas de las vias
sefalizacién y las caracteristicas clinico-patolégicas, incluyendo supervivencia global vy
supervivencia libre de enfermedad.

Correlacionar los niveles de expresién inmunohistoquimicos de los factores implicados en las
vias PI-3K'y MAPK y moleculares con las caracteristicas clinicas y la evolucidn de los pacientes
y proponer factores asociados con prondstico o predictores de transformaciéon maligna a
adenocarcinomas.

Valorar la expresién y correlacion clinico-patoldgica de factores relacionados con la transicidn
epitelio-mesénquima, como la N-cadherina y el YAP1.

Estudiar y correlacionar factores asociados con el estroma peritumoral (proteina P16,
desmoplasia e infiltrado inflamatorio) con la progresién y caracteristicas clinico-patoldgicas de la

serie de adenocarcinomas.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. MATERIAL DE ESTUDIO

Estudio descriptivo con datos retrospectivos, de ambito hospitalario, de una serie de 78 casos
consecutivos de Adenocarcinomas de pancreas procedentes de pacientes intervenidos quirirgicamente
en el Hospital Universitario Vall d° Hebron (HUVH) entre los afios 2003 a 2009. Se han estudiado
Unicamente piezas de reseccidn tumoral, y no biopsias endoscopicas, para asegurarnos tener material

suficiente para realizar el estudio inmunohistoquimico.

3.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION:

Seleccion de pacientes con diagnostico de ADP, segun criterios clinicos, histopatologicos e
inmunohistoquimicos establecidos, sin tratamiento previo a la cirugia, con muestras almacenadas en
blogues de parafina en el archivo del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Vall
Hebron (HUVH). En todos los casos se utilizo la plantilla establecida, que recoge los datos patolégicos

relevantes a la hora del diagnéstico final y que se expone a continuacion.

PIEZA QUIRURGICA REMITIDA COMO :

TIPO HISTOLOGICO:
GRADO HISTOLOGICO:
ESTADIFICACION pTNM:

Focalidad del tumor:
Localizacion:

Tamafo del tumor :

Sélido / quistico

Capsula :

Extension de l1a invasion (T)

Ganglios Tinfaticos regionales (N):
N° de ganglios identificados:
N° de ganglios invadidos:

Metastasis a distancia (M):

Invasién vascular venosa:
Invasién linfatica:
Invasidn perineural:

Margen quirurgico :
* Parenquimatoso :

* Conducto biliar :
* Gastro-intestinal

PERFIL INMUNOHISTOQUiMICO DEL TUMOR:
OTROS HALLAZGOS PATOLOGICOS :

3.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION:
Pérdida del seguimiento del paciente tras la cirugia.

Material insuficiente para diagnéstico (material enviado fuera, realizacion de otros estudios)
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Aplicados los criterios de exclusion, el estudio se centra sobre 64 casos correspondientes a:
¢ 51 duodenopancreatectomias cefalicas

e 2 duodenopancreatectomias cefélicas y antrectomia gastrica

e 8 pancreatectomias cérporo-caudales, junto con esplenectomia

e 3 pancreatectomias totales, junto con esplenectomia

Asimismo se realizé el estudio descriptivo con datos retrospectivos, de ambito hospitalario, de una serie
de 15 casos de pancreatitis cronica, procedentes de pacientes intervenidos en el Hospital Universitario
Valle de Hebron (HUVH) entre los afios 2003 a 2009.

Como casos control se utilizaron 5 muestras procedentes de resecciones pancreaticas por tumores
neuroendocrinos, en los que se estudio la expresion de marcadores inmunohistoquimicos en el conducto

biliar pancreatico.

3.2. RECOGIDA DE DATOS CLIiNICOS Y PARAMETROS HISTOLOGICOS

3.2.1. REVISION DE INFORMES DE PATOLOGIA Y DE LOS DATOS HISTOLOGICOS:

A partir del archivo documental del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall
d’Hebron y la historia clinica (documentos clasicos en papel e historia informatizada).

Se revisaron las secciones histolégicas de hematoxilina-eosina de cada caso (una media de 12 laminillas
por caso), para homogenizar los parametros histoldgicos que se valoran. En todos los casos se comprob6

el diagndstico histoldgico. Se recogieron otros datos adicionales para los casos de PC y ADP.

3.2.2. CREACION DE BASE DE DATOS:
Se identificaron de forma numérica y andnima todos los casos seleccionados, incluyendo las variables de
estudio y de resultado. Se obtuvieron distintas variables clinico-patoldgicas que se resumen en las tablas

9 y 10, adjuntas al final del capitulo.

3.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Todos los anticuerpos se pusieron a punto mediante el modulo de tincién Benchmark XT, utilizando el
ultraView Universal DAB Detection kit de Ventana Medical Systems, el cual se basa en un sistema
indirecto y desprovisto de biotina, para detectar IgG de ratdn, IgM de ratdn y anticuerpos primarios de
conejo. EI mddulo de tincion Benchmark XT utiliza un sistema automatizado, cada paso se incuba durante
un tiempo y a una temperatura determinada. El desparafinado se realiza mediante la solucion EZ prepTM

(10x) y el desenmascaramiento con la solucién (Cell Conditioning 1, Pre-diluido ph 8).
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Una vez realizado el desenmascaramiento a ph8, las muestras se bloguean con solucion de peroxido de
hidrégeno al 3%. Los anticuerpos primarios se localizan mediante un anticuerpo secundario marcado con
una enzima. El complejo resultante se visualiza utilizando un producto enzimatico que precipita (sustrato
de peréxido de hidrégeno y cromodgeno de tetrahidrocloruro de 3, 3'-diaminobencidina DAB).

Las secciones se contrastan con Hematoxilina de Harry's, deshidratadas y montadas de forma

permanente para su estudio en el microscopio dptico.

Las valoraciones se realizaron en un microscopio optico (Olympus CH-2 modelo CHS) a un objetivo de
4x para la identificacion de campos a estudio, y a un objetivo de 40X para la cuantificaciéon de la
expresion inmunohistoquimica de los diferentes marcadores en las muestras, evitando la valoracién de la

neoplasia cercana a areas de necrosis.

Tabla 8. Resumen de los anticuerpos utilizados

ANTICUERPO

CLONALIDAD

CLON

DILUCION Ph

CASA COMERCIAL

Ca19.9 Mouse 121SLE Prediluido 8 Ventana medical
System
Anti-4E-BP1 Rabbit polyclonal ~ Ser112 1/50 8 Cell Signaling
Anti-p4E-BP1  Rabbit polyclonal ~ Thr 70 1125 8 Cell Signaling
Anti-eifdE Rabbit policlonal  Ser209 1175 8 Cell Signaling
Anti-peif4E Rabbit EP2151Y 1/50 8 Abcam
monoclonal
Anti-pmTOR Rabbit polyclonal ~ Ser2448 1/100 8 Cell Signaling
Anti-pMAPK Rabbit polyclonal ~ Thr202/tyr2  1/50 8 Cell Signaling
04
PS6 Rabbit polyclonal ~ Ser240/244  1/100 8 Cell Signaling
P16 Mouse E6H4™ Prediluido 8 Ventana medical
System
p53 Mouse DO-7 Prediluido 8 Ventana medical
System
Ki67 Rabbit 30-9 Prediluido 8 Ventana medical
monoclonal System
YAP-1 Rabbit polyclonal ~ WWTR.1 1/50 8 Sigma-ALDRICH
N-Cadherina Rabbit polyclonal  ab18203 1/300 8 Abcam



3.3.1. VALORACION DE LAS PROTEINAS IMPLICADAS EN LAS DIFERENTES VIiA DE
SENALIZACION:

3.1.1, VALORACION DE PMTOR, P/T4EBP1, PS6, PMAPK, P/TEIF4E, YAP1, N-CADHERINA 'Y P16;
Se procedié a la evaluacidn microscépica de corte completo por dos patologos entrenados, con una

variabilidad interobservador del 5%.

La valoracién inmunohistoquimica se realizé mediante un método semicuantitativo, valorando en cada
caso la extensién (porcentaje de células tefiidas dependiendo de su localizacidon y analizando la
localizacion por separado, en citoplasma y/o nicleo) y la intensidad de inmunotincién (0 = ausente, 1 =

débil, 2 = moderada, 3 = marcada). Se empled un score histologico obtenido de aplicar la férmula:

HSCORE =1 X (% débil) + 2 x (% moderado) + 3 x (% intenso)

Con ello se obtuvo un score que variaba de 0 (inmunoexpresion nula) a 300 (maxima inmunoexpresion),

permitiendo establecer comparaciones estadisticas.

Este método de valoracidén inmunohistoquimico ha demostrado una buena correlacidén con los ensayos
bioquimicos estandar que utilizan tejido en fresco homogeneizados para la valoracién y cuantificacion del
grado de expresion de receptores de estrégenos en el cancer de mama (McClelland RA, 1990;
Vermeulen PB, 1996). Ademas, la utilizacion de Hscore ha demostrado una gran reproducibilidad entre
observadores (Pertschuk LP, 1985; Shimada A, 1985; Wilbur DC, 1992).

3.3.2. VALORACION DE N-CADHERINA EN MEMBRANA:

La valoracion inmunohistoquimica de N-cadherina en membrana se realizd en corte completo, mediante
un método semicuantitativo, valorando en cada caso la extension (porcentaje de células tefiidas en
membrana) y la intensidad de inmunotincién (0 = ausente, 1+ = débil, membrana incompleta; 2+ =
moderada, membrana incompleta, 3+ = moderada-marcada, membrana completa en mas del 10% de las
células) (Wolff A.C. et al., 2013).

3.3.3. ESTUDIO DE P53 Y PROLIFERACION CELULAR / KI67:
El estudio de la proteina p53 se realizd mediante la determinacién inmunohistoquimica de la tincién

nuclear para p53. El contaje se realiza de forma cuantitativa, expresando el porcentaje de nucleos

positivos valorando el corte completo.
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Para la cuantificacion del porcentaje de actividad proliferativa en los distintos tumores se realizd la
determinacién inmunohistoquimica de la tincion nuclear para Ki67. El contaje se realiza de forma

cuantitativa, expresando el porcentaje de nucleos positivos, valorados en &reas de mayor expresion.

La proteina Ki67 tiene una vida media corta y su expresion es necesaria en la progresién del ciclo celular
(Schulter C, 1993). Se utilizd un anticuerpo monoclonal de ratén que detecta las células en fase G1
tardia, S, M, G2. El analisis inmunohistoquimico con el anticuerpo Ki67 es la técnica de eleccion para la

valoracion del indice de proliferacion celular en tejidos humanos parafinados.

3.4. ANALISIS DE MUTACIONES EN RAS

Se ha realizado estudio mutacional en todos los casos. En el estudio de los exones de KRAS y NRAS nos
basamos en la frecuencia con la que se describen las mutaciones, y en que las mutaciones son
excluyentes. Si no detectamos mutaciones en estos exones consideramos el caso como’wild-type” (WT)

para los exones estudiados.

3.4.1. SELECCION DEL MATERIAL:

El material para el estudio se obtiene a partir de bloques de parafina que incluyen secciones tumorales
representativas, de material procedente de intervencion quirtrgica, fijado previamente en formalina y
posterior inclusion en parafina.

El material se selecciona a partir de secciones histologicas tefiidas con hematoxilina-eosina, en las que
se identifican areas tumorales representativas. Se excluye el tejido tumoral necrético y no tumoral. Se
realizan secciones de 5-10 um de grosor, hasta un total de 50um (dependiendo del area tumoral), que se

depositan en tubos de Eppendorf estériles de 1,5 ml.

3.4.2. EXTRACCION DE DNA:

a) Desparafinado.

Se realizan lavados con xileno (xilol) y etanol. EI nimero de lavados puede variar en cada caso,
dependiendo de la cantidad de parafina que contenga el tejido. El volumen afiadido, tanto de xileno como
de etanol, en cada lavado es de 1 ml. Se centrifuga durante 1 minuto a 14000 revoluciones por minuto

(rpm), y se descarta el sobrenadante.

b) Extraccion de ADN de muestras parafinadas:

Preparacion de la muestra de 48 horas antes de la extraccion. El primer dia se centrifuga la muestra 1
min a 13200 rpm (Centrifuge 5415 R, Eppendorf), se calienta sin agitaciéon en la Thermomixer comfort

(Eppendorf) a una temperatura de 75°C durante 5 minutos, se afiaden 190 pl de Buffer G2 (Qiagen) y se
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incuba a 75°C durante 5 minutos en agitacion en la thermomixer. Luego, se afiaden 10 ul de Proteinasa K
(Qiagen), se vortea y se incuba toda la noche en la thermomixer a 56°C y a 1400 rpm.

El segundo dia se vuelven a afadir 10 pl de Proteinasa K, se vortea y se incuba a 56°C en la
thermomixer a 1400 rpm. Al dia siguiente se centrifuga la muestra 1 min a 1200 rpm para eliminar las
gotas de la tapa del eppendorf, se afiaden 2 pl de glicbgeno y se homogeneiza la muestra con una pipeta
en el caso de que queden restos de tejido. Se pipetea la parte del fondo del eppendorf en un tubo de
extraccion y se coloca en el extractor de acidos nucleicos Bio-Robot EZ-1 (Qiagen) y posteriormente con

|la tarjeta de parafina y con un volumen final de elucién de 100 pl.

Una vez obtenido el ADN, se cuantifica con el Nanodrop Spectophotometer ND-1000 (valores en ng/pl).
Esto nos marcara el volumen de la muestra que se requerira para poder realizar las PCRs posteriores
(Figura 8).
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Fig.15. Cuantificacion de ADN de un paciente. En cada cuantificacion observamos el la ratio de
absorbancia 260/280. Su valor dptimo es de 1.8-2 con un margen de error del 10-20%. Si este no entra
dentro de estos valores se repetira la cuantificacion y si se repite la situacion descrita anteriormente se

repetira de novo la extraccion de la muestra.

En el caso de KRAS se compara con una amplificacion PCR estandar y posteriormente con una
secuenciacion Sanger. La PCR se obtuvo utilizando primers forward y reverse 1x Mytaq Reaction Buffer,
012 microM , 0’3 U MyTAq DNA polimerasa (Bioline) y 50ng de DNA. Los primers utilizados fueron los

siguientes:

KRAS Ex2 Forward: GGT GGA GTA TTT GAT AGT GTA
KRAS Ex2 Reverse: GGT CCT GCA CCA GTA ATA TGCA
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La amplificacion se realizo en un termociclador de eppendorf a 95°C durante 10 minutos, posteriormente
37 ciclos a 95°C durante 60 segundos, a 55°C durante otros 60 segundos y a 72°C durante 60 segundos
y finalmente un step de extension de 10 minutos a 72°C. Los amplicones de DNA fueron tratados con
Exonucleasa | y fosfatasa alcalina Shrimp (Exo sap, Affymetrix, Wooburn Green United Kigdom). Para la
reaccion se utilizo 2 ul de Exo sap y 5 pl de cada muestra a purificar. Las condiciones fueron 15 minutos a
37 °C para el tratamiento y 15 minutos a 80°C para la inactivacion del mismo.

Para la secuenciacién por PCR se utilizaron 2 ul deDNA purificado, 1 ul de Big Dye, 1 ul de 3.2 yM de
primer forward o reverse y 1 ul de buffer secuenciador (Applied Biosystems). Se realizaron
amplificaciones en un eppendorf termociclador en las siguientes condiciones: 2 min a 96°C y 30 cicles a
96°C durante 10 segundos, a 50°C durante 5 segundos y a 60°C durante 4 minutos. Las secuencias se
purificaron siguiendo el protocolo de manufacturer’s X-Terminator (Applied Biosystems) y posteriormente

se analizaron con el Chromas Pro Software (version 2.4)

¢) PCR de actina:

Uno de los mayores problemas que se presentan en los laboratorios de analisis clinicos es el de la
distincion entre aquellas muestras negativas ciertas y aquellas en las que se ha producido una inhibicidn
de la reaccién de amplificacién, por la presencia de inhibidores de la PCR en la muestra, o por la
degradacién del ADN del paciente. Para evitar estos falsos negativos, se introduce una pareja de primers
que amplifican una region de ADN que esta en todos los individuos, tanto sanos como en enfermos con
patologias diversas. Una regién que cumple estas condiciones es el gen de la B-actina. El gen de la B-
actina es un gen estructural, que codifica una proteina que forma parte de los microtubulos del

citoesqueleto.

La mezcla de actina contiene por muestra: 5 ul de Buffer 10x sin MgCl,, 4 pl de MgCl, [25mM], 2 ul de
DNTPs [5mM], 1 pl ACT 1S [20pmol/ul], 1 ul de ACT 2S [20pmol/l], 35 ul de Hy0 y 0.25 pl de Taq
promega. El Buffer 10x, el MgCl, los DNTPs y la Tag Promega son de Promega. Los primers usados son

de la casa Operon y tienen la secuencia siguiente:

ACT 1S > 5 ATG TAC GTT GCTATC CAGGCT G 3
ACT 2S - 5 CCG TGG TGG TGAAGC TGTAG 3

La concentracion éptima de esta técnica es de 100 ng/pl. Las condiciones de la PCR son: (95°C, 10min) +
[(95°C, 40sec), (63°C, 40sec), (72°C,40sec)] x 45 ciclos + (72°C, 10min).
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En la figura 10 se muestran productos de amplificacién para la B-actina (217 pb). Sélo seguiran los
siguientes protocolos los ADN purificados que muestren la banda correcta una vez revelado el gel de

agarosa. En caso contrario se repetira la prueba.

C— -— - ——

Fig. 16. Electroforesis en un gel de agarosa al 2 % de los productos de amplificacion de muestras de
pacientes. Carril PM: Ladder de 100 pb (Amersham). Carril C-: Control negativo. Carriles 1-12: Muestras
de pacientes. Carril C+: Control positivo. Los fragmentos de ADN amplificados se resolvieron por

electroforesis horizontal en un gel tefiido con bromuro de etidio.

3.4.3. INTERPRETACION DE LAS SECUENCIAS (VALORACI()N DE RESULTADOS):
Por cada caso estudiado se obtienen las lecturas de las dos cadenas, que se interpretardn segun la

cadena de DNA de la secuencia original (no mutada).

Una vez se detecta un cambio en la secuencia se debe confirmar en la cadena complementaria (si es
posible, estudiar la mutacién por duplicado con una segunda PCR).Todas las mutaciones detectadas en
nuestra serie han sido confirmadas en las dos cadenas.

Una vez definimos la mutacién, la expresamos segun la nomenclatura de la Human Genome Variation
Society (HGVS), que se utiliza como sistema internacional. De esta manera describimos la mutacion a

nivel del DNA gendmico o a nivel proteico.

Anélisis de mutaciones en los exones 3 y 4 del gen KRAS y exones 2, 3 y 4 del gen NRAS :

En los casos en los que no se detectaron mutaciones en los exones estudiados del gen KRAS por via
convencional, se amplia el estudio a otros y al gen NRAS.

El estudio de estas mutaciones se realiza mediante la metodologia de pirosecuenciacion.

La pirosecuenciacion es una técnica de secuenciacion a tiempo real, con deteccion por luminiscencia de
la sintesis de la cadena de DNA. Es una tecnologia libre de electroforesis, donde se realiza una primera
PCR para amplificar el fragmento a estudiar y una segunda reaccién (la pirosecuenciacion en si) en la
que se analiza propiamente los codones (0 aminoacidos) de interés. Las condiciones de las diferentes
reacciones son las determinadas por el propio kit de pirosecuenciacién “Therascreen Ras Pyro Kit”, que
permite la deteccién cuantitativa de mutaciones en los codones 12, 13, 58, 59, 61, 117 y 146 del gen
NRAS asi como los codones 58, 59, 61, 117 y 146 de KRAS en muestras de ADN genomico, con una
sensibilidad de deteccion de hasta un 5%de alelos mutados en la muestra analizada.
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Fig.17. Lectura de diferentes mutaciones de KRAS

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la veracidad de las hipétesis de trabajo, los datos obtenidos se han analizado con el

software estadistico SPSS (IBM-SPSS-Statistics, version v.21).

Se realiza:
- estadistica descriptiva de variables cuantitativas continuas, determinando la media, mediana,
desviacion estandar y rango de cada una de ellas, representadas en forma de histogramas.
Andlisis de frecuencias de las variables cualitativas estudiadas.
- estadistica inferencial. Se han utilizado pruebas paramétricas para la comparacion de variables
cuantitativas, cuando los datos estudiados siguen una distribucion normal y la muestra estudiada
es grande (n>30); y pruebas no paramétricas para el estudio de variables cuantitativas y
cualitativas ordinales o nominales, cuando los datos estudiados no cumplen criterios para aplicar
pruebas paramétricas. Se han considerado diferencias estadisticamente significativas las que

muestran un valor de p<0,05.
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Las pruebas estadisticas aplicadas han sido las siguientes:

a) Pruebas paramétricas:

- Test t de Student para comparar las medias de dos variables cuantitativas y decidir si la
diferencia entre éstos pardmetros es estadisticamente significativa (p<0,05) o si sdlo son
diferencias aleatorias.

- Chi-cuadrado (x?) de Pearson como prueba de asociacion o dependencia entre dos variables
cualitativas.

- Test exacto de Fisher: permite analizar si dos variables dicotomicas estan asociadas cuando la
muestra a analizar no cumple las condiciones adecuadas para aplicar el test Chi-cuadrado (x?)
de Pearson.

- Andlisis de la varianza ANOVA: utilizada para comparar medias de una variable con tres 0 mas
niveles.

- Test de Scheffe: aparece después de un anova cuando se compara alguna variable cuantitativa
con una cualitativa de més de 2 grupos. Nos permite ver, en comparacinones 2 a 2, en que lugar

se encuentra la diferencia.

b) Pruebas no paramétricas:

- Prueba U de Mann-Whitney para comparar las medias de dos variables cuantitativas
independientes.

- Kruskal-Wallis: cuando no se cumplen las condiciones de aplicacion de ANOVA.

- Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier: para los eventos éxitus por cualquier causa
(supervivencia global), éxitus asociado a la enfermedad (supervivencia especifica) y metéstasis
(supervivencia libre de recurrencia). Se ha usado la prueba del log-rango para las
comparaciones entre grupos.

- Andlisis multivariante. Modelo de regresiéon de Cox: para el estudio de supervivencias en

relacidn a diversos factores de riesgo. Modelo de riesgos proporcionales.

Este trabajo tiene la aceptacion del Comité Etico de Investigacién Clinica y Comisién de Investigacion del
Hospital Universitario Vall de hebron, con nim. de registro PR(SC)108/2010.
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Tablas 9 y 10. Descripcion de las variables recogidas en la base de datos de la Pancreatitis cronica y
ADP

VARIABLES DE ESTUDIO

PANCREATITIS CRONICA

VARIABLES DE RESULTADO

Edad Variable cuantitativa continua (referida al momento del diagndstico)
Sexo Variable cualitativa nominal

Ca19.9suero Variable cuantitativa continua. Se recoge en Uiml

Fecha diagnastico Variable cuantitativa discreta. Coincide con fecha de cirugia
Pan-IN asociado Variable cualitativa dicotdmica. Se recoge coma: silno

Pan-IN1 Variable cualitativa dicotomica. Se recoge coma: silno

Pan-IN2 Variable cualitativa dicotdmica .Se recoge coma: silno

ESTUDIO DE EXPRESION DE PROTEINAS

Ca19.9 histologia Variable cuantitativa continua

Variable cuantitativa continua. La valoracion de membrana se recoge como variable cualitativa nominal: 0,
N-cadherina 1+, 2+y 3+

beta-catenina Variable cualitativa nominal. Se recoge como: 0, 1+, 2+y 3+
pMAPK Variable cuantitativa continua

pmTOR Variable cuantitativa continua

4E-BP1 Variable cuantitativa continua

P4E-BP1 Variable cuantitativa continua

eiF4E Variable cuantitativa continua

peiF4E Variable cuantitativa continua

pS6 Variable cuantitativa continua

p53 Variable cuantitativa continua

pl6 Variable cuantitativa continua

YAP-1 Variable cuantitativa continua

Kig7 Variable cuantitativa discreta. Se recoge en forma de porcentaje (%)
SEGUIMIENTO CLINICO

Fecha de (ltimo control Variable cuantitativa discreta
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VARIABLES DE ESTUDIO

ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS
CLINICO-PATOLOGICAS

Edad Variable cuantitativa continua (referida al momento del diagndstico)
Sexo Variable cualitativa nominal

Cal19.9suero Variable cuantitativa continua. Se recoge en Uiml

Fecha diagnéstico Variable cuantitativa discreta. Coincide con fecha de cirugia

Variable cualitativa categdrica . Se recoge como duodenopancreatectomia cefalica
(dpc),ducdenopancreatectomia total (dpt), pancreatectomia corpore-caudal (pcc), con antrectomia,

Tipo de cirugia esplenectomia o reseccion de colon
Tamafio tumaral Variable cuantitativa continua
Localizacion Variable cualitativa nominal. Las localizaciones se han especificado en: cabeza, cuerpoy cola
Variable cualitativa nominal. Se ha especificado: bien diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2),
Grado histolégico poco diferenciado (G3)
Desmoplasia asociada al tumor Variable cualitativa nominal. Se ha especificado segin intensidad: 0-1 minima-leve; 2-3 moderada marcada
Inflamacidn asociada al tumor Variable cualitativa nominal. Se ha especificado segin intensidad: 0-1 minima-leve; 2-3 moderada marcada
Pancreatitis de base Variable cualitativa dicotomica. Se recoge comoa: siino
Variable cualitativa nominal. Se recoge como: PC:pancreatitis cronica clasica, PCA: pancreatitis cronica
Tipo de pancreatitis de base atréfica; PCC: pancreatitis cronica calcica; PCO: pancreatitis cronica obstructiva.
TNM Variable cualitativa nominal
Pan-IN asociado Variable cualitativa dicotomica. Se recoge comoa: siino
Pan-IN1 Variable cualitativa dicotomica. Se recoge coma: silno
Pan-IN2 Variable cualitativa dicotomica Se recoge comoa: siino
Pan-IN3 Variable cualitativa dicotomica. Se recoge coma: silno
Invasion vascular Variable cualitativa dicotomica. Se recoge comoa: siino
Invasion linfatica Variable cualitativa dicotomica. Se recoge coma: silno
Invasion perineural Variable cualitativa dicotomica. Se recoge comoa: siino
Variable cualitativa dicotomica. Presencia de tumor en el margen quirtrgico de reseccion.Se recoge como:
R1 silno
Adyuvancia Variable cualitativa dicotomica. Se recoge coma: silno
ESTUDIO MUTACIONAL
Mutacidn exon KRAS Variable cualitativa dicotomica .Se recoge coma: silno
Tipo mutacion exon KRAS variable cualitativa nominal. Se recoge como: expresion segln la nomenclatura proteica
Wild-type Variable cualitativa nominal. Casos con ausencia de mutacidn en los exones de KRAS y de NRAS
ESTUDIO DE EXPRESION DE PROTEINAS
Ca19.9 histologia Variable cuantitativa continua
Variable cuantitativa continua. La valoracion de membrana se recoge como variable cualitativa nominal: 0,
N-cadherina 1+, 24y 3+
pMAPK Variable cuantitativa continua
pmTOR Variable cuantitativa continua
4E-BP1 Variable cuantitativa continua
p4E-BP1 Variable cuantitativa continua
eiF4E Variable cuantitativa continua
pelf4E Variable cuantitativa continua
pS6 Variable cuantitativa continua
p53 Variable cuantitativa continua
p16 Variable cuantitativa continua
YAP-1 Variable cuantitativa continua
Kig7 Variable cuantitativa discreta. Se recoge en forma de porcentaje (%)
SEGUIMIENTO CLINICO
Fecha de Ultimo control Variable cuantitativa discreta
Progresidn Variable cualitativa dicotémica. Progresion después de |a cirugia. Se recoge como sino
Fecha de progresidn Variable cuantitativa discreta
Localizacion de |a progresionirecidiva|Variable cualitativa categdrica
Exitus Variable cualitativa dicotbmica
Fecha de exitus Variable cuantitativa discreta
VARIABLES DE RESULTADO

Variable cualitativa nominal. Se recoge el evento resultado (estado del paciente en el ltimo control: vivo sin
enfermedad (VSE), vivo con enfermedad (VCE), muerto sin enfermedad (MSE), muerto con enfermedad
Estado (MCE)

Supenivencia global Variable cuantitativa. Fecha del Gltimo contral (o de éxitus) menos fecha de diagndstico (en meses)
Variable cuantitativa. Fecha del (ltimo contral (o de recidivam o de metastasis o de éxitus) menos fecha de
Supervivencia libre de progresion diagndstico (en meses)
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4.RESULTADOS
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4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO
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4.1.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS EN ADP

Se han valorado una serie de parametros clinico-patologicos de cada uno de los 64 pacientes incluidos

en el estudio. Las variables estudiadas se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 11. Parametros clinico-patolégicos estudiados
Sexo
Edad
Ca19.9 suero
Localizacién tumoral
Tamaiio tumoral
Grado histolégico
Asociacion con Pan-IN
Pancreatitis de base
Desmoplasia asociada al tumor
Inflamacién asociada al tumor
Estadio tumoral
Parametros con valor pronostico ():
Margen quirurgico afecto (R1)
Estadios avanzados
Invasion vascular
Invasion linfatica
Invasion perineural
Metastasis hepaticas
Progresion y localizacion de la progresion
() Pancreatic Cancer. Haiyong Han & Daniel D Von Hoff, Cancer Cell 23, 2013

4.1.1.1.SEXO Y EDAD:
De los 64 ADPs estudiados, 31 casos (48'44%) se presentan en mujeres y 33 casos (51'56%) en
hombres. El rango de edad se encuentra entre los 34 y 82 afios, con una media de 62’66 afios

(DE=11"12) y mediana de 64’50, tal y como refleja el diagrama.

4.1.1.2. CA19.9 SUERO:
Los niveles de Ca19.9 en suero se encuentran entre 060 y 1922 U/ml, con una media de 367'57 U/ml
(DE=534'07) y mediana de 151’90 U/ml, tal y como refleja diagrama.

Cal9.9suero

: Fig. 18. Diagrama de cajas
que muestra los niveles de
Ca19.9 en suero de nuestra

serie

1000.00 1500.00 2000.0

500.00

0.00
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4.1.1.3. LOCALIZACION TUMORAL Y TIPOS DE INTERVENCION QUIRURGICA:

De los 64 casos de ADP, 54 casos (84'3%) se localiza en cabeza de pancreas, 4 (6'25%) casos en
cuerpo de pancreas y 6 casos (9'37%). en cola de pancreas.

La localizacién tumoral determina la realizacién de los diferentes tipos de inervencién quirdrgica, como
muestran las fotografias macroscépicas realizadas a algunos de los casos seleccionados de nuestra serie
o 51 duodenopancreatectomias cefélicas

e 2 duodenopancreatectomias cefélicas y antrectomia gastrica

e 8 pancreatectomias corporo-caudales, junto con esplenectomia

o 3 pancreatectomias totales, junto con esplenectomia

o100

Fig. 19. Macrofotografias de los ADPs de nuestra serie: (A) ADP en cabeza de pancreas correspondiente
a reseccion de Whipple; (B) ADP en cabeza de pancreas correspondiente a reseccion de Whipple y
gastrectomia parcial; (C) ADP en cuerpo correspondiente a pancreatectomia distal con esplenectomia;
(D) ADP en cuerpo correspondiente a duodenopancreatectomia total con esplenectomia y gastrectomia
parcial,

4.1.1.4. TAMANO TUMORAL:

El tamafio es un parametro importante para establecer el estadio, entra dentro del TNM vy los estadios
avanzados tienen peor pronéstico. En nuestra serie, el rango de tamafio tumoral se encuentre entre 0’5 y
7 ¢cm, con una media de 2'77 cm (DE=1'18) y mediana de 2'5 cm. Del total, 14 casos (21'88%) presentan
un tumor menor a 2cm y 50 casos (78'13%) mayor a 2 cm.

4.1.1.5. GRADO HISTOLOGICO:
En nuestra serie observamos 4 casos (6'25%) de ADP bien diferenciados (G1), 46 casos (71'86%) de
ADP con diferenciacion moderada (G2) y 14 casos de ADP (21'87%) poco diferenciados (G3).
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4.1.1.6. ASOCIACION CON PanliN:
Del total de 64 casos, en 61 de ellos (95'31%) se identifican lesiones intraepiteliales pancreaticas (PanIN)
asociadas al ADP en la pieza de reseccion quirurgica. Solamente en 3 casos (4'69%) no se observa dicha

asociacion.

Tabla 12. Porcentaje de casos de la serie con diferentes grados de PanIN asociados

PanIN N° Casos ADP Porcentaje %
Ausente 3 4'69%
Pan-IN 1 2 327%
Pan-IN 1+2 12 19'67%
Pan-IN 1+2+3 47 7704%

4.1.1.7. PANCREATITIS CRONICA DE BASE:

En 41 casos (64'06%) la tumoracion asienta sobre un pancreas con pancreatitis cronica, 24 de los casos
(58'53%) correspondientes a pancreatitis crénica clasica, 13 casos (31'70%) a pancreatitis cronica
atrofica, 2 casos (4'87%) a pancreatitis cronica calcica y 2 casos (487%) a pancreatitis crénica

obstructivallitiasica no debidas al tumor.

4.1.1.8. DESMOPLASIA ASOCIADA AL TUMOR:

En nuestra serie, se observa desmoplasia asociada al tumor en todos los casos. En 11 casos (17'46%)
observamos un grado de desmoplasia minima o leve, en 28 casos (44'44%), moderada y en 25 casos
(39'68%) marcada.

4.1.1.9. INFLAMACION ASOCIADA AL TUMOR:
Los resultados de la valoracion de la inflamacion asociada a ADP en nuestra serie son: ausente/minima

en 5 casos (8'33%), leve en 36 casos (60.00%), moderada en13 casos (21'66%) y marcada en 17 casos
(28'33%).

4.1.1.10. ESTADIO TUMORAL:
En nuestra serie, el 9'38% de los casos se encuentran en un estadio IA, el 3'13% en estadio 1B, el 21'88%
en estadio lIA, el 56'25% en estadio I1B, el 469% en estadio Il y otro 469% en estadio V.

4.1.1.11. PARAMETROS CON VALOR PRONOSTICO:
Segun los factores pronéstico actualmente establecidos (AFIP, 2007; Pancreatic Cancer. Haiyong Han &
Daniel D Von Hoff, Cancer Cell 23, 2013), en nuestra serie se observa: invasion vascular en 42 casos

(65'63%), invasion linfatica en 37 casos (57'81%), invasion perineural en 49 casos (76'56%), afectacion

93



del margen quirtrgico (R1) en 16 casos (25%), estadios avanzados (Il y IV) en 6 casos (9'38%) y

metastasis hepaticas metacrénicas en 22 casos (34'37%).

Fig. 20. Fotografias microscopicas de (A) invasion vascular, (B) invasion linfatica, (C) invasion perineural.

Tabla.13 Resumen del porcentaje de aparicion de los pardmetros prondstico en nuestra serie

Parametros N° Casos Porcentaje %
Invasion vascular 42 65'63
Invasion linfatica 37 5781
Invasién perineural 49 76'56

R1 16 25

Estadios avanzados 6 9'38
Metastasis hepética 22 34'37

4.1.1.12. TRATAMIENTO ADYUVANTE:

Del total de pacientes, 52 (81'25%) recibieron tratamiento adyuvante, consistente en quimioterapia y
radioterapia (Gemcitabina+ RT). Los 12 pacientes restantes (1875%) no recibieron tratamiento, 3 de ellos
por defuncion a las semanas posteriores a la cirugia y el resto por desestimacion del tratamiento por el
propio paciente.

4.1.1.13. PROGRESION Y LOCALIZACION DE LA PROGRESION;
Se observé progresion de la enfermedad en 44 casos (69'84%), siendo la localizacién hepatica la mas
frecuente, observada en 21 casos (32'81%). Otras localizaciones y sus porcentajes de aparicion se

resumen en la siguiente tabla.
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Tabla.14. Resumen de las localizaciones de la progresion en nuestra serie

Localizaciones N° Casos (N=44) Porcentaje
Local 14 3181
Higado 12 2727
Higado + otras localizaciones 9 2045
Peritoneo/abdominal 6 13'63
Pulmén 2 4’54
Pulmén y hueso 1 227

4.1.1.14. EXITUS:

Los pacientes se clasificaron segun exitus por enfermedad o exitus libre de enfermedad. Sin embargo, a
la hora del estudio de supervivencias, se englobaron como exitus independientemente de la causa. En
nuestra serie 53 casos (85.48%) fueron exitus y 9 casos (14.52%) seguian vivos hasta la fecha final del

seguimiento, seguimiento que se ha realizado entre 2003 y 2015, con un promedio de 30'48 meses .

4.1.2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE MUTACIONES DE RAS EN ADP

En nuestra serie 57 casos (89'06%) presentaron mutacién de KRAS y 7 (10°94%) fueron Wild-type, tanto
para mutacién de KRAS como para mutacion de NRAS.

Del total de casos mutados para KRAS, se realiz6 el estudio para determinar el tipo de mutacion. El
numero y porcentaje segun tipo se resume en la siguiente tabla. No se observé ninguna mutacién en el

codén 13.

Tabla.15. Resumen de los tipos de mutaciones

Tipo de mutacion KRAS N° Casos Porcentaje %
G12D 34 59'64

G12R 7 1228

G128 1 175

G12V 13 22'80

Q61K 2 305
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4.1.3. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO:

Los controles externos e internos asociados a cada caso mostraron un patrén de positividad o negatividad

segun lo esperado, indicando una correcta optimizacién de la técnica y de los anticuerpos estudiados.

4.1.3.1. CA19.9 HISTOLOGICO:
En nuestra serie la media de expresion de Ca19.9 es de 147'81 (DE=88'28), con una mediana de 160, tal

y como refleja el diagrama.

Cal9.91HQ ADP

300.0C
1

200.00
L

100.00
L

Fig. 21. Fotografias microscépicas de diferentes grados de expresion del marcador histoquimico Ca19.9

en los tumores de nuestra serie.

4.1.3.2. MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS ESTUDIADOS IMPLICADOS EN LAS ViAS DE
SENALIZACION;

La media de expresion de los marcadores inmunohistoquimicos estudiados, tanto en ductos de
pancreatitis cronicas (PC) como en ADP y en las lesiones intraepiteliales precursoras asociadas a ambas
patologias, se describe en la siguiente tabla. El estudio de expresiéon mediante H-score se realizé en el
nucleo y el citoplasma independientemente, asi como en el estroma en los casos de p16, p53 y N-
cadherina.
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Tabla 16. Media de expresion de las proteinas estudiadas en nuestra serie

Marcador Ducto PaniN1 | PaniIN 2 PaniN1 | PanIN2 | PanIN ADP
IHQ PC PC PC ADP ADP 3 ADP

Ca199¢ 257.14 0 61.11 0 13.97 132.44 | 147.82
Ca199n 0 0 0 0 0 0 0
pmTOR ¢ 18571 13'08 6'15 025 8'35 26'78 57'03
pmTOR n 0 0 0 0 0 0 0
pS6 ¢ 114'29 417 2'50 4'23 7'67 10'97 36'16
pS6 n 0 0 0 1.02 0.98 0 0
4E-BP1c 16'58 21'55 3570 43'85 51'90 75.00 95'08
4E-BP1n 8'75 25'65 34'70 32'70 3302 55'98 66'64
p4E-BP1c 0 0 0 375 4'40 6'07 15'56
p4E-BP1 n 0'36 0'62 0'83 0'90 1'22 4'76 10'71
elF4E ¢ 305 30'83 46'36 25'04 46'92 83'41 110'39
elF4En 22'46 25 34'55 310 3'65 10'45 13'83
pelF4E c 46'43 7577 78'75 38'43 60'94 112'13 | 14820
pelF4E n 23'93 40'38 38'46 1913 27'85 5021 69'77
pMAPK ¢ 12'46 13'16 15'45 10'38 4'62 17'57 50'78
PMAPK n 19'15 17'73 24'65 28'92 10'79 37'39 70'86
YAP1 ¢ 92'86 0 0 15'25 25'52 42'12 72'85
YAP1 n 714 0 0 020 1'03 16'77 5144
N-cadh ¢ 114.29 115.38 133.33 45'56 19315 | 23947 | 151'M1
N-cadh n 0 0 0 0 0 0 0
N-cadh estr 0 117°96
p16¢c 271 5'69 14'92 7'80 5'96 12'87 22'60
p16n 271 5'69 14'92 7'48 4'86 15'70 26'10
p16 estr 5.71 12'65
ki67 1'23 2'36 1010 0'92 4'63 23'18 66'54
p53 0 0 0 021 3'16 18'81 3544
p53 estr 0.21 0.27

c: citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; PC: pancreatitis cronica: ADP: adenocarcinoma ductal
pancreatico; PanIN: neoplasia intraepitelial pancreatica; N-cadh: N-cadherina

Tabla 17. N-cadherina de membrana. Porcentaje de casos con positividad de membrana
Marcador Ducto | PaniN1 | PaniIN 2 PanIN1 | PanIN2 | PanIN ADP
IHQ PC PC PC ADP ADP 3 ADP
0 1333 2142 2307 20'37 3703 4736 | 5156
1+ 86'66 2142 30'76 62'96 12'96 798 20'31
2+ 000 53'84 38'46 14’81 5000 4210 | 26'56
3+ 000 000 000 1'85 000 2'63 1’56

PC: pancreatitis cronica: ADP: adenocarcinoma ductal pancreatico; PanIN: neoplasia intraepitelial

pancreatica
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Fig. 22. Diagramas de cajas que muestran la distribucion de la expresién de diversas proteinas, tanto en
adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) y sus lesiones premalignas asociadas, comparado con la
expresion en los casos de pancreatitis crénica (PC) y sus lesiones premalignas asociadas.
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4.1.4. ANALISIS DESCRIPTIVO DE SUPERVIVENCIAS EN ADP:

4.1.4.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL:

La supervivencia global en nuestra serie es de 13.60 meses, con un tiempo promedio de seguimiento de

30’48 meses.
g Ce Tiempo Tiempo
N N incidencia*100  Tiempo romz dio  de Tiempo Me di:na
sujetos Eventos pers. Tiempo ariesgo promed 25 .
(1.C.95%) seguimiento (Tiempo)
2.72
Total |64 53 (2.03; 3.55) 1950.97 130.48 6.63 13.60
5 Tiempo a muerte
é -
g& |
Ci_[IJ é 1I2 1I8 2:1 3ID 3IB Meglgs de glgguim?;?nto 8:1 glﬁ
4.1.4.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION:
La supervivencia libre de progresion en nuestra serie es de 13,40 meses.
= o Tiempo Tiempo
N N incidencia*100  Tiempo mm'z dio  ge Tempo o di;’na
sujetos Eventos pers. Tiempo ariesgo promecl Qa5 -
(1.C.95%) seguimiento (Tiempo)
3.28
Total 64 64 (2.53; 4.19) 1950.97 130.48 6.33 13.40

Tiempo a proggresion o muerte

% librs de progresion
0.50 0.75 1.00
1 1

0.25
1

0.00
1

0 6 12 18 24 30 36 48 60 72 84 96
Meses de seguimiento

Tiempo
Qs

43.13

Tiempo
Qs

42.23
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4.2. MODELO DE PROGRESION

101



102



4.21. DUCTO PC / MAD -> PanIN ASOCIADO A PC >ADP

Se ha estudiado la expresion de diversas proteinas implicadas en las diferentes vias de sefializacion que
se describen alteradas en el desarrollo del ADP, valorando los niveles de expresion desde Ducto PC >
lesiones de PanIN asociadas a PC - ADP, para proponer un modelo de progresién basado en el estudio
de estas vias.

En nuestra serie se observa un aumento gradual en la expresion de la gran mayoria de proteinas
estudiadas a medida que las lesiones progresan a ADP. En el caso de las proteinas elF4E n, pmTOR ¢,

pS6 ¢y YAP1 ¢ se observa una disminucién de la expresion de las mismas, tal y como refleja la siguiente

tabla.

Tabla 18. Media de expresion de las proteinas estudiadas.

Marcador Ducto PC PanIN1 PC PanIN2 PC ADP
4E-BP1c 16'58 21'55 3570 95'08
4E-BP1n 875 25'65 34'70 66'64
p4E-BP1 ¢ 0 0 0 15.56
p4E-BP1 n 0'36 0'62 0'83 10'71
elF4E ¢ 3015 30'83 46'36 110'39
elF4E n 22'46 25 34'55 13'83
pelF4E ¢ 46'43 7577 7875 148'20
pelF4E n 23'93 40'38 38'46 69'77
pmTOR ¢ 185'71 13'08 6'15 57'03
pmTORn 0 0 0 0
pS6 c 114'29 4'17 2'50 36'16
pS6 n 0 0 0 0
pPMAPK ¢ 12'46 13'16 15'45 50'78
pPMAPK n 19'15 1773 24'65 70'86
p16c 2'71 5'69 14'92 22'60
p16 n 271 5'69 14'92 26'10
p16 estr 5.71 12'65
ki67 1'23 2'36 1010 66'54
p53 0 0 0 35'44
p53 estr 0.21 0.27
YAP1c 92'86 0 0 72'85
YAP1 n 714 0 0 5144
N-cadh ¢ 114.29 115.38 133.33 151'41
N-cadhn 0 0 0 0
N-cadh estr 453 117'96

c: citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; PC: pancreatitis crénica: ADP: adenocarcinoma ductal
pancreatico; PanIN: neoplasia intraepitelial pancreatica; N-cadh: N-Cadherina
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Fig. 23. Fotografias microscdpicas que muestran los cambios de expresién de proteinas en ducto/MAD

de PC, PanIN asociados a PC y ADP
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A la hora de comparar si los niveles de expresién de las diversas proteinas entre los ductos de los casos
de pancreatitis cronica y el ADP muestran una variacion importante, observamos que varios de ellos

presentan una diferencia de expresion estadisticamente significativa, como refefleja la siguiente tabla.

Tabla 19. Proteinas con diferencias significativas de expresion entre PC y ADP

p-valor
Marcador PC (N=15) ADP (N=64) Mann-

Whitney

N° casos Media N° casos Media

4E-BP1c 12 16'58 64 9508 0.000
4E-BP1n 12 8.75 64 66.64 0.000
p4E-BP1 ¢ 14 0.00 62 15.56 0.008
elF4E ¢ 13 30.15 64 110.39 0.000
pelF4E c 14 46.43 64 148.20 0.000
pelF4E n 14 23.93 64 69.77 0.000
pPMAPK ¢ 13 12.46 64 50.78 0.018
PMAPK n 13 19.15 64 70.86 0.002
pS6 c 14 114.29 64 36.16 0.028
p16¢c 14 2.71 63 22.60 0.010
YAP1 n 14 7.14 64 51.44 0.000
Ki67 13 1.23 61 66.54 0.000
p53 14 0.00 64 35.44 0.000
N-Cadh estr 15 4.53 64 11796 0.000

c: citoplasma; n: nticleo; estr: estroma

En todas las proteinas con p significativa se estudié un punto de corte basado en el area bajo la curva
(AUC)/ROC érea, y con una sensibilidad (S) y/o especificidad (E) altas. Este punto de corte podria ser il
a la hora de valorar biopsias pequefias en las que, muchas veces, perdemos la referencia aquitectural y
es dificil discernir entre una proliferacién ductal reactiva/MAD versus si estamos ante un ADP bien
diferenciado. Asi mismo, seria Util a la hora de valorar la afectacion del margen quirtrgico en piezas de

reseccion en las que el ADP asienta sobre pancreatitis cronicas.

En siete de ellos se obtuvo un punto de corte con una sensibilidad (S) y/o especificidad (E) mayores de
75%, como resume la tabla 19. En el caso del marcador Ki67 observamos un VPP del 100% para un
punto de corte = a 20%.

En el resto de proteinas con p significativa no se observé un area bajo la curva, S 6 E significativas (p4E-
BP1 ¢ con AUC de 0’618, pMAPK c con AUC de 0’701, pMAPK n con AUC de 0769, pS6 con AUC de
0’314 y p16 ¢ con AUC de 0'321). Cabe destacar la ausencia de expresion de p53 nuclear en PC vs su
expresion en ADP (p=0'000), con una sensibilidad del 100% en ambas, pero con una especificidad del
0% y AUC de 0°'203.
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Tabla 20. Resumen Curvas ROC.

Marcador N° ROC  Area Mejor punto Sensibilidad Especificidad VPP

Casos (AUC) de corte AUC % % %
4E-BP1 ¢ 76 0.8958 15.00 92.19% 75% 0.90
4E-BP1 n 76 0.9258 35.00 75.00% 100% 1.00
elF4E c 77 0.8233 60.00 73.44% 84.62% 0.92
pelF4E ¢ 78 0.8655 110.00 71.88% 92.86% 0.96
pelF4E n 78 0.8064 40.00 76.56% 71.43% 0.87
Ki67 74 1.0000 20 100.00% 100.00% 1.00
YAP1 n 78 0.8460 2 82.81% 85.61% 0.93
c: citoplasma; n: nucleo

kie7
51 Curva ROC

= Ki67 MAD-ADP

22 AUC: 1.000

i VPP 100%

A) Ki67 MAD B) Ki67 ADP

S Fgt > i ]
-Ie-'\‘ % o 1 ' o ! ’,, P B
-+ . A f.-'
-~ o ’ 5 » L
. - -
o Pri i -
b - . v " - ../ ‘.
. A 4 ¢ - ". #
' @ e RN

Fig. 24. Expresion de Ki67 en A) un caso de PC con MAD (expresion glandular negativa, expresion
nuclear en linfocitos del estroma) comparado con la expresién glandular de Ki67 en B) un caso de ADP

bien diferenciado
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2.2.“ADP PRIMARIO” vs “ADP SECUNDARIO”:

Basandonos en las descripciones de modelos de progresion de varios grupos de investigacion que
demuestran, en modelos animales, que la PC es un componente esencial para el desarrollo de ADP, ya
que aceleraba el desarrollo de PanIN (Guerra et al., 2007, 2011: Kopp et al., 2012), definimos dos grupos
en nuestra serie en funcién o no de presentar asociacion con PC y PanIN de alto grado, para estudiar si
existen diferencias entre ellos en cuanto a expresion de proteinas, parametros clinico-patolégicos,
mutacién de KRAS y supervivencias. Definimos como:
e “ADP primarios” aquellos casos no asociados a PC de base + casos asociado a PanIN 1, sin
evidencia dePC ni PanIN de alto grado (PanIN 2 y/o 3).
e “ADP secundarios” aquellos casos en los que se observa PC de base y/o PanIN de alto grado
asociados a la neoplasia.
En nuestra serie observamos 61 casos (95'31%) de “ADP secundario” y 3 casos (4'68%) de “ADP

primario”.

No observamos diferencias significativas entre los dos grupos en la expresion de las proteinas (tabla 20)
ni en relaciéon a parametros clinico-patolégicos. Asi mismo, no observamos diferencias significativas en

cuanto a asociacion con mutacion de KRAS entre ambos grupos (p= 0.534).

Tabla 21. Comparacién de la media de expresion de las diversas proteinas estudiadas en “ADP

secundario” vs “ADP primario”

N ADP Valor p
Media (sd) Secundari Primari Wt
ecundario rimario Total Whitney

61 3 64

4E-BPTC 19344 (61.80) 128.33 (89.49) 95.08 ( 62.83) 0417
61 3 64

4E-BPTN 6639 (47.69) 7167 (43.11) 66.64 (47.18) 0.702
53 1 54

PAEBPTC 4458 (47.38) 5.00(.) 43.85 (47.24) 0501
53 1 54

PAE-BPIN 13337 (4259) 0.00()) 32.70 (42.43) 0215
61 3 64

elF4E 0 107.62 ( 72.20) 166.67 ( 57.74) 11039 (7231) 0166
61 3 64

elF4En 14.18 (22.92) 6.67 (11.55) 13.83 (22.52) 0199
61 3 64

pelF4EC 146,31 (74.01) 186.67 ( 68.07) 14820 (7374) 0348
61 3 64

pelF4EN 16926 (49.77) 80.00 ( 10.00) 69.77 ( 48.66) 0420

PMTORC 61 3 64 0577
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PmTORn
pMAPK ¢
pMAPK n
pS6 ¢
pS6 n
p16¢c
p16n
p16 estr
Ki67 %
YAP1c
YAP1n
N-cadh ¢
N-cadh estr
P53

p53 estr

Ca19.9 suero

c: citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; N-cadh: N-Cadherina

58.36 ( 62.81)

61
0.00 ( 0.00)

61
50.98 ( 70.28)

61
70.74 (77.38)

61
36.21 (39.88)

61
0.00 ( 0.00)

60
19.73 ( 52.28)

60
23.40 ( 62.35)

60
11.92 (19.19)

58
66.88 (19.13)

61
71.23 (56.87)

61
53.07 (53.81)

61
149.02 ( 68.55)

61
113.93 ( 93.67)

61
37.07 (38.71)

61
0.28 (1.36)

58
383.60 ( 542.86)

30.00 ( 26.46)

3
0.00 ( 0.00)

3
46.67 (80.83)

3
73.33 (110.15)

3
35.00 ( 40.93)

3
0.00 ( 0.00)

3
80.00 ( 138.56)

3
80.00 ( 138.56)

3
27.33 (45.62)

3
60.00 ( 22.91)

3
106.67 ( 90.18)

3
18.33 ( 12.58)

3
200.00 ( 132.29)

3
200.00 ( 173.21)

3
2.33(2.52)

3
0.00 ( 0.00)

3
57.77 ( 81.56)

57.03 (61.78)

64
0.00 ( 0.00)

64
50.78 ( 70.09)

64
70.86 ( 78.02)

64
36.16 ( 39.60)

64
0.00 ( 0.00)

63
22.60 ( 58.20)

63
26.10 ( 66.83)

63
12.65 ( 20.70)

61
66.54 (19.17)

64
72.89 (58.27)

64
51.44 ( 53.08)

64
151.41 ( 71.76)

64
117.97 (98.21)

64
35.44 ( 38.50)

64
0.27 (1.32)

61
367.57 (534.07)

0.536

0.786

0.949

0.451

0.620

0.948

0.593

0.432

0.425

0.353

0.374

0.392

0.609

0.142

Tabla 22. Expresion de N-cadherina de membrana en “ADP secundario” vs “ADP primario”

N (% columna)

N-cadherina m
0

1+

2+

3+

Total

Secundario

b
30
13
17
1(1.64%)
61(95.31%)

(49.18%)
(21.31%)
(27.87%)

ADP

Primario

Total

33(51.56%)
13(20.31%)
17(26.56%)
1(1.56%)
64 (100%)

Valor p

Prueba exacta de

Fisher

0.445
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En cuanto a supervivencias, los “ADP primarios” muestran una supervivencia global ligeramente menor

en comparacion con los “ADP secundarios”, sin tener significacion estadistica (p=0.690) (Tabla 21). La

supervivencia libre de recurrencia es practicamente la misma en ambos grupos (p=0.868) (Tabla 22).

Tabla 23. Comparacion de la supervivencia global entre “ADP primarios” vs “ADP secundarios”

Tasa de Tiempo
N N incidencia*10 Tiemp promedio Tiem
ADP sujeto Evento 0 pers. o a de P
. . - 0 Q2
s s Tiempo riesgo seguimient
(1.C.95%) 0
Secundario 2.76 1850.2
s 61 51 (205362) 13 30.33 8.00
Primarios 3 2 1.9 100.73 3358 2.03
(0.24;7.17) ' ' '

Tabla 24. Comparacion supervivencia libre de progresion entre “ADP primarios”

Tasa de Tiempo
N N incidencia*10 Tiemoo promedio Tiemoo
ADP suietos Event 0 pers. ariespo de Q P
J€10S 55 Tiempo 90 seguimient ¥
(1.C.95%) 0
Secundarios 61 61 o0 185023 30.33 6.63
(2.52; 4.23) 23 130. :
Primarios |3 3 |28 10073 |33.58 203
(0.61;870) 190 : :

Tiempo
Mediana Tiemp P
(Tiempo 0Qss valor

)

1467 4313
0.690

9
13.60

vs"ADP secundarios”

Tiemp
(]
Media Tiempo P
na Qs valor
(Tiemp
0)
13.40 |42.23

0.868
13.60 85.10
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4.3. ESTUDIO DE MUTACION DE KRAS
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Se estudié si habia diferencias significativas entre los pacientes con KRAS wild type y los pacientes con

KRAS mutado, en relacion a la expresion de proteinas y parametros clinico-patolégicos.

4.3.1. RELACION ENTRE ESTADO MUTACIONAL Y EXPRESION DE PROTEINAS:

En nuestra serie observamos un aumento de la expresion citoplasmatica y nuclear de pMAPK en ADP en

pacientes con KRAS mutado en comparacién con aquellos Wild Type, con una asociacion

estadisticamente significativa (p=0.0006 y p=0.004 respectivamente). Con el resto de proteinas no se

observé diferencia significativa de su expresion entre ambos grupos (Ver tabla 23).

Tabla 25. Media de expresion de las proteinas estudiadas en relacion a presencia o no de mutacion de

KRAS
N MUTACION KRAS
Media (sd) Total P*
[Min; Max] NO Sl
Median
p25;p751]
7 57 64
4E-BP1 ¢ 97.14 (66.51) 94.82 (62.98) 95.08 ( 62.83) 0.927*
[40.00 ; 200.00 ] [0.00;270.00 ] [0.00;270.00 ]
60.00 [50.00 ; 180.00] | 90.00[40.00 ; 140.00] 85.00[45.00 ; 140.00 ]
7 57 64
4E-BP1n 52.86 ( 26.44) 68.33 (49.02) 66.64 (47.18) 0.394*
[30.00; 100.00] [0.00;260.00 ] [0.00;260.00 ]
40.00[35.00;80.00] | 60.00[30.00;100.00] 60.00 [32.50 ; 97.50 ]
6 48 54
p4E-BP1 ¢ 56.17 (44.72) 42.31 (47.77) 43.85 (47.24) 0.497*
[2.00;100.00] [0.00;200.00] [0.00;200.00]
65.00[5.00;100.00] | 20.00[10.00;80.00 ] 20.00[10.00 ; 80.00 ]
6 48 54
p4E-BP1 n 28.67 ( 31.54) 33.21(43.84) 32.70 (42.43) 0.845*
[0.00;80.00] [0.00;160.00 ] [0.00;160.00 ]
20.00[2.00;50.00] 10.0010.00 ; 50.00 ] 10.00[0.00 ; 50.00 ]
7 57 64
elF4E -c 117.86 ( 80.62) 109.47 ( 71.96) 110.39 ( 72.31) 0.796*
[0.00;200.00 ] [0.00;260.00 ] [0.00;260.00 ]
130.00 [45.00 ; 200.00 | 100.00 [45.00;175.00] | 105.00 [45.00; 180.00]
]
7 57 64
elF4E n 8.57 (18.42) 14.47 (23.02) 13.83 (22.52) 0.980*
[0.00;50.00] [0.00;80.00] [0.00;80.00]
0.00[0.00;5.00] 0.00[0.00;30.00] 0.00[0.00; 25.00]
7 57 64
pelF4E ¢ 112.14 ( 86.98) 152.63 ( 71.58) 148.20 ( 73.74) 0.172**
[30.00 ; 240.00] [0.00;285.00 ] [0.00;285.00]
80.00 [30.00 ; 225.00] | 150.00[110.00 ; 200.00 | 150.00 [100.00 ; 200.00 ]
]
7 57 64
pelF4E n 42.14 (42.22) 73.16 (48.64) 69.77 ( 48.66) 0.099*
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[0.00; 110.00 ] [0.00; 200.00 ] [0.00; 200.00 ]
30.00 [5.00;90.00] | 60.00 [40.00;100.00] | 60.00 [40.00 ; 95.00 ]
7 57 64
pmTOR ¢ 70.71 (93.02) 55.35 ( 57.79) 57.03 (61.78) 0.804*
[5.00 ; 270.00 ] [0.00 ; 220.00 ] [0.00 ; 270.00 ]
20.00 [20.00;80.00] | 40.00[10.00;90.00] | 37.50 [12.50;85.00]
7 57 64
oMAPK ¢ 214 (5.67) 56.75 ( 72.05) 50.78 ( 70.09) 0.006*
[0.00;15.00] [0.00 ; 250.00 ] [0.00 ; 250.00 ]
0.00[0.00:0.00] | 30.00[0.00;80.00] | 20.00[0.00;70.00]
7 57 64
pMAPK n 7.86 (15.24) 78.60 ( 79.16) 70.86 ( 78.02) 0.004*
[0.00;40.00] [0.00 ; 250.00 ] [0.00 ; 250.00 ]
0.00[0.00;15.00] | 50.00[10.00;120.00] | 40.00[10.00 ; 115.00 ]
pS6 ¢ 7 57 64 0.261*
23.57 (33.00) 37.70 (40.31) 36.16 ( 39.60)
[0.00;85.00] [0.00; 160.00 ] [0.00; 160.00 ]
0.00[0.00;40.00] | 30.00[0.00:60.00] | 27.50[0.00;60.00]
7 56 63
p16c 34.29 (90.71) 21.14 ( 53.86) 22.60 ( 58.20) 0.741*
[0.00 ; 240.00 ] [0.00 ; 200.00 ] [0.00 ; 240.00 ]
0.000.00; 0.00] 0.000.00; 0.00] 0.00[0.00; 0.00]
7 56 63
p16n 34.29 (90.71) 25.07 ( 64.25) 26.10 ( 66.83) 0.538*
[0.00 ; 240.00 ] [0.00 ; 300.00 ] [0.00 ; 300.00 ]
0.00[0.00; 0.00] 0.00[0.00 ; 10.00 0.00[0.00 ; 10.00]
7 54 61
Ki67 % 66.14 ( 21.43) 66.59 ( 19.08) 66.54 (19.17) 0.954**
[35.00 ; 95.00 ] [20.00 ; 95.00 ] [20.00 ; 95.00 ]
65.00 [48.00;90.00] | 70.00[55.00;83.00] | 70.00 [55.00 ; 83.00]
7 57 64
YAP1 ¢ 62.86 ( 67.75) 74.12 (57.56) 72.89 (58.27) 0.379*
[0.00 ; 200.00 ] [0.00 ; 300.00 ] [0.00 ; 300.00 ]
40.00 [20.00 ; 100.00] | 80.00[30.00 ; 100.00] | 60.00[30.00 ; 100.00 ]
7 57 64
YAP1 n 55.00 ( 53.93) 51.00 ( 53.44) 51.44 ( 53.08) 0.650*
[5.00 ; 160.00 ] [0.00 ; 200.00 ] [0.00 ; 200.00 ]
50.00 [10.00;80.00] | 30.00[5.00:80.00] | 30.00[5.00;80.00 ]
7 57 64
N-cadh ¢ 152.86 ( 85.97) 151.23 (70.71) 151.41 (71.76) 0.955**
[20.00 ; 250.00 ] [20.00 ; 300.00 ] [20.00 ; 300.00]
200.00 [50.00 ; 200.00 | 150.00 [100.00 ; 200.00 | 150.00 [100.00 ; 200.00 ]
] ]
7 57 64
N-cadh estr 100.00 ( 81.65) 120.18 ( 100.45) 117.97 (98.21) 0.742*
[0.00 ; 200.00 ] [0.00 ; 300.00 ] [0.00 ; 300.00 ]
100.00 [ 0.00 ; 200.00 | 100.00 [40.00 ; 200.00] | 100.00 [40.00 ; 200.00 ]
]
7 57 64
p53 35.29 ( 30.86) 35.46 ( 39.56) 35.44 ( 38.50) 0.789 *
[0.00;60.00] [0.00; 100.00 ] [0.00;100.00 ]
60.00[2.00;60.00] | 15.00[0.00;75.00] | 15.00[0.00 ;75.00]
7 54 61
Ca19.9suero | 318.91(425.03) 373.88 ( 549.64) 367.57 ( 534.07) 0.874*
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[13.30; 1218.00 ] [0.60;1922.00 ] [0.60;1922.00]
136.00 [68.20 ; 480.10 | 156.70[21.10;395.00] | 151.90 [23.80 ;395.00]

]

c: citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; N-cadh: N-cadherina;* Mann-Whitney. ** T-Test

En relacién a la pMAPK se buscd un punto de corte que nos pudiera predecir la presencia de mutacion de
KRAS. Para ello se realiz6 un estudio de la Curva de ROC, que establece un area bajo la curva, con una
sensibilidad y especificididad significativas, proponiendo el mejor punto de corte. Observamos, en el caso
de pMAPK c, que dicho punto de corte se establece en una expresion = 5, con una sensibilidad de 70% y
una especificidad del 8571%, y con un é&rea bajo la curva de 0'8133; en el caso de pMAPK n, se
establece el mejor punto de corte en una expresion = a 20, con una sensibiliad de 71'93% y una
especificidad del 85'71%, y con un area bajo la curva de 0'8321. Ambos marcadores presentaron un VPP

del 92%, sin ser un pardmetro prondstico independiente (p=0.6672 y p=0.5.992 para pMAPK ¢ 0 n

respectivamente).
Marcador N° ROC  Area Mejor punto Sensibilidad Especificidad VPP
Casos (AUC) de corte AUC % % %
pPMAPK ¢ 76 0.8133 5.00 70.18% 85.71% 0.92
pPMAPK n 76 0.8321 20.00 71.93% 85.71% 0.92
Curva ROC pmapk-c
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4.3.1.1. RELACION ENTRE TIPO DE MUTACIONES Y EXPRESION DE PROTEINAS:

Observamos que existe relacidn entre los tipos de mutacion de KRAS mas frecuentes en nuestra serie y

el nivel de expresién de pMAPK ¢ y n'y pelF4E n en ADP, con diferencias estadisticamente significativas

entre los diferentes tipos de mutaciones versus el Wild type en el caso de pMAPK (ver resumen en tabla

24)

Tabla 26. Media de expresidn de las proteinas estudiadas segun tipo de mutacion con p significativa

N TIPO MUTACION KRAS
Media (sd)
[IC 95%)] p-valor
Median G12D G12R G12v WT KRAS Kruskal-
[p25;p75] Total Wallis
13
33 7 79.23 7 61

31.06 (43.30) 95.00 ( 78.16) (g 14 (5.67) 66.54 (

[0.00: 170,00 [0.00: 22000 4% [ gp0 . /1917)
PMAPK ¢ [ 000 ; [61.63  ;0.039
] ] 23000] 201 744
1888 [ 0.00 : ?26080[30.00 5000 [ 500 888 [000; 7000 [55.00
.00] .00] 160,00 ] .00] 1 83.00 ]
13
7 60
33 10154 (7
5136 (58.62) 220 (g1 786 (15.24) 2287
[0.00: 220,00 2217) [ 000 :[ o000 ;%
DMAPKn L7 S22 120,00 =Sl L TR 0,00 ;0003
] 25000 25000]  4000] oo
30.00 [10.00 ; <> 10000 000 [0.00; 5>
30.00] 1000 {000 00" ongy 4000 [500
' 200000 oo £ 105.00 ]
33 ! 13000 (1214 (2325 (
57.88 (39.05) 75.71 (22.25) | .. ' '
10:00 180,00 /50,00 161.37) 42.22) 46.84)
pelFdEn 0 T o) 000 L 000 ;[ 000 ;0058
' 20000]  110.00]  200.00]
55.00 [30.00 ; 70.00 [60.00 ;
50.00] 100.00] 80.00 [60.00 30.00 [ 5.00 60.00 [35.00

;150.00 ] ;90.00] ;90.00]
*Valor critico para el test Scheffe (.05, 3, 56) = 2.8824

Test
Scheffe*

G12R vs
WT
KRAS
3.0508

G12V vs
WT
KRAS
2.8878

G12R vs
WT
KRAS
3.2529

G12V vs
WT

KRAS
2.9842

G12D vs
G12v

2.9336
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43.2. RELACION ENTRE ESTADO MUTACIONAL Y PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS

A la hora de estudiar las posibles asociaciones entre parametros clinico-patologicos y la presencia o no
de mutacion en KRAS, encontramos que los casos con KRAS mutado presentan menos afectacién del
margen quirdrgico por la neoplasia que los pacientes Wild Type, con una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.037) (Tabla 25).

Con el resto de asociaciones no encontramos diferencias estadisticamente significativas.

Tabla.27 Asociacion entre presencia de mutacion de KRAS y R1

Parametro clinico- MUTACION KRAS Valor p
patoldgico NO (N=7) Sl (N=57) Chi-cuadrado
R1 (si) 4 (57.14%) 12 (21.05%) 0.037

A la hora de estudiar la asociacién de los pardmetros clinico-patolégicos con los tres tipos de mutaciones
mas frecuentes en nuestra serie (GD, GR, GV) encontramos que existe una relacion significativa entre el
tipo de mutacién y la invasion perineural (p=0.019). Los casos con mutacién GD (81.82%) y GV (92.31%)

presentan mayor invasion perineural que la mutacién GR. (Tabla 26).

Tabla 28. Asociacion entre tipos de mutacién de KRAS e invasion perineural

TIPO MUTACION KRAS
p-value
N (%
columna) G12D G12R G12V Prueba exacta de
Total Fisher
INVASION PERINEURAL
No 6 (18.18%) 4 (57.14%) 1(7.69%) 11(20.75%)
Si 27 (81.82%) 3 (42.86%) 12 (92.31%) 42(79.25%) 0.048
Total 33(62.26%) 7(13.21%) 13(24.53%) 53 (100%)
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4.4. ESTUDIO DE PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS
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4.41. RELACION ENTRE PARAMETROS CLIiNICO-PATOLOGICOS Y EXPRESION DE
PROTEINAS EN ADP

4.4.1.1. GRADO HISTOLOGICO:

En nuestra serie observamos que, a medida que aumenta el grado de diferenciacion tumoral también lo

hace el indice de proliferacion celular/Ki67, con una diferencia estadisticamente significativa entre el
grado 2 y 3 (Test de Scheffe: 2.5932. Valor critico para el test Scheffe (.05, 2, 58) = 2.5123). Asimismo

observamos una disminucion de la expresién de p4E-BP1 citoplasmatico a medida que aumenta el grado

de diferenciacion tumoral (p= 0.043), con una diferencia estadisticamente significativa entre el grado 2 y

3 (p=0.015).

Tabla 29. Asociaciones entre marcadores IHQ y grado histoldgico

N GRADO HISTOLOGICO
Media (sd)
[IC 95%] p-valor Test
Median 1 2 3 Kruskal- Scheffe
[p25;p75] Total Wallis 2vs3
4 45 12 6
50.50 (28.30) 6378 (19.11) 7925 (9.98) ooy 4o
<67 % [14.47 15804 ; 6952 [12.91 ; 8559 2t ) oy 25083
104.53 ] ] 7000 [55.00
50.00 [35.00 ; 65.00 [50.00 ; 80.00 [74.00 ; g,
84.00 ] 80.00] 85.00] :
2000(4583) 3298(4939) Iy 54
63.64:163.64 (3518 : 64,77 2355 (36.39) 14385 (4724
04E-BP1 ¢ o P 090, 47.99] [3096:5675) 0043 5 gggy
40.00 [10.00 :30.00 [10.00 : 26080[] 0.00 gggg] [10.00
100.00] 85.00] : :
G1 G2 e i Gy [ s
; - 2 ’ 4“’ :;. 2 % -

\ Figura 25. Expresion IHQ de Ki67 en los diferentes grados de diferenciacién neoplasica
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4.4.1.2 PANCREATITIS DE BASE:
En nuestra serie existe un aumento significativo entre la expresion de 4E-BP1 ny pMAPK ¢ y n en
aquellos casos de ADP que asientan sobre un pancreas con pancreatitis crénica de base, en

comparacion con aquellos no asociados a la misma.

Tabla 30. Asociaciones entre marcadores IHQ y pancreatitis de base

N PANCREATITIS DE BASE
Media (sd) p-valor
[IC 95%] NO S| Mann-
Median [ p25;p75 ] Total Whitney
23 4 64
_ 48.70 (33.17) 76.71 (51.11) 66.64 (47.18)
4E-BP1n [34.35 63.04 ] [60.58 ; 92.84 [54.85 ; 78.43 ez
50.00 [20.00 : 70.00] 70.00 [40.00; 100.00] 60.00 [32.50 : 97.50 ]
23 4 64
29.13 ( 52.99) 62.93 ( 75.98) 50.78 ( 70.09)
PMAPK ¢ [6.21:52.05] [38.95: 86.91] [33.27:68.29] L
0.00[0.00:5000]  30.00[5.00;80.00] 20.00[0.00;70.00]
23 4 64
45.00 ( 68.04) 85.37 ( 80.26) 70.86 ( 78.02)
PMAPKn [15.58: 74.42] [60.03: 110.70] [51.37:90.35 ] LiC

10.00[0.00;100.00] 150.00[25.00;120.00] 40.00[10.00; 115.00 ]

4.4.1.3. RELACION ENTRE EXPRESION DE PROTEINAS Y PARAMETROS PRONOSTICO:

Los casos de ADP con metastasis hepaticas metacronicas muestran niveles mas elevados de YAP
nuclear que aquellos casos en los que no progresan de esa forma, con una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.028).

Tabla 31. Asociaciones entre YAP1 y la progresidn a metastasis hepaticas

N METASTASIS HEPATICA Total p-valor
Media (sd) Mann-
[IC 95%] NO Sl Whitney
Median [
p25;p75]
21 20 41
YAP1 n 28.81(33.57) 63.25 ( 55.38) 45.61 (48.21) 0.028
[13.53;44.09] [37.33;89.17 ] [30.39;60.83]
10.00[0.00;50.00] | 60.00 [10.00 ; 100.00 | 30.00[5.00; 80.00]
]
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A la hora de buscar un punto de corte que nos prediga la progresion a metastasis hepaticas, se realiza un
estudio de la Curva de ROC, que establece un area bajo la curva, proponiendo el mejor punto de corte,
con una sensibilidad y especificididad significativas. Observamos, en el caso de YAP n, que dicho punto
de corte se establece en una expresion mayor o igual a 60, con una sensibiliad de 55% y una

especificidad del 80'95%, y con un area bajo la curva de 0°6988. El VPP es del 88%, sin ser un pardmetro
pronéstico independiente (p=0.1968).

Marcador N° ROC  Area Mejor punto Sensibilidad Especificidad VPP
Casos (AUC) de corte AUC % % %

YAP1 n 41 0.6988 60.00 55.00% 80.95% 0.88

=- Curva ROC

Mx hepaticas —
= YAP1n
= AUC: 0.6988
= VPP 88%
" om0 e om0 o7 oo
1 - Specificity

>

e

ey

Fig. 26. Ejemplos de la expresion IHQ de YAP1 en casos de ADP de la serie: A y B casos progresion a
higado; C y D casos con progresion no hepatica
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Asimismo, en nuestra serie observamos relacion significativa entre los niveles de expresion de diversas

proteinas con invasion linfatica y perineural (Tabla 30).

Tabla 32. Asociaciones entre marcadores IHQ y invasion linfatica y perineural

p-valor
Parametro N° casos N° casos Mann-
Marcador Media Media Whitney
Invasion linfatica SI NO
pdebp1-n 36 27 0.003
3.06 20.93

Invasion perineural Si NO
peif4E-c 49 15 0.039

137.76 182.33

Con el resto de pardmetros prondstico, como son estadio tumoral, invasion vascular y R1, en nuestra

serie no se observa relacién significativa entre la expresion de las diferentes proteinas en ADP.

4.4.1.4. OTROS PARAMETROS:
En nuestra serie no se observa relacion significativa entre la expresion de las diferentes proteinas en ADP

y los diferentes grados de desmoplasia asociada al tumor o inflamacién asociada al tumor.

4.4.1.5. PROGRESION:

En nuestra serie los pacientes que progresan presentan o igual o un leve aumento de la expresién de la
mayoria de las proteinas estudiadas en comparacion con los pacientes que no progresan, a excepcion
de la proteina p16, en la que observamos una disminucién de su expresion tanto citoplasmatica como
nuclear. En ninglin caso se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos,

como se refleja en la siguente tabla.
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Tabla 33. Resumen de la expresion de las proteinas estudiadas en relacion a progresién

Marcador IHQ PROGRESION Valor p
N NO Sl Mann-Whitney
Media (sd)
4E-BP1c 19 44 0.602 "
86.32 (67.57) 94.89 (55.91)
4E-BP1n 19 44 0.958**
63.16 (48.85) 63.75 (37.14)
p4E-BP1 ¢ 18 43 0.775"
12.78 (21.09) 15.93 (26.42)
p4E-BP1 n 19 43 0.113"
10.00 (12.36) 9.19 (19.58)
elF4E ¢ 19 44 0.227*
93.16 ( 71.24) 116.25 (72.51)
elF4E n 19 44 0.685*
10.79 (18.58) 13.86 (22.82)
pelF4E ¢ 19 44 0.911 "
145.00 ( 81.63) 147.27 (70.22) '
pelF4E n 19 44 0.741*
67.37 (51.76) 70.11 (48.21)
pmtor ¢ 19 44 0.609*
43.68 (41.83) 62.73 (68.90)
pMAPK ¢ 19 44 0.466*
34.47 (45.49) 58.30 (78.40) ]
pMAPK n 19 44 0.390*
55.79 ( 57.67) 78.07 ( 85.74)
pS6 c 19 44 0.461*
28.53 (32.87) 39.59 (42.50)
pi6¢c 19 43 0.491*
38.95 (80.13) 15.91 (45.49)
p16n 19 43 0.171*
55.79 (103.57) 13.58 (37.70)
p16 estr 19 43 0.396*
11.47 (22.86) 13.47 (20.08)
ki67 19 41 0.924*
66.32 (20.11) 66.80 ( 19.18)
p53 19 44 0.745*
34.63 (36.81) 36.59 (39.66)
p53 estr 19 44 0.129*
0.00 (0.00) 0.39 (1.59)
YAP1 ¢ 19 44 0.587*
71.84 ( 65.35) 72.73 ( 56.30)
YAP1 n 19 44 0.922*
50.11 (51.61) 48.64 (49.90)
N-cadh c 19 44 0.950*
152.63 (71.17) 151.36 (73.57)
N-cadh estr 19 44 0.626*
132.11 (106.02) 112.27 (96.42)

c: citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; N-cadh: N-Cadherina; *Mann-Withney, ** T-test
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4.4.2. ASOCIACIONES DE PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS ENTRE Si EN ADP

Estudiamos las asociaciones que pudiera haber entre los diferentes parametros clinico-patoldgicos
valorados. En cada apartado se adjunta una tabla resumen de los resultados estadisticamente

significativos y aquellos considerados relevantes en el estudio, aun sin ser significativos.

El recordatorio de todos los parametros clinico-patologicos estudiados se resume en la siguiente tabla

Tabla 11bis. Parametros clinico-patoldgicos estudiados
Sexo
Edad
Ca19.9 suero
Localizacion tumoral
Tamafio tumoral
Grado histolégico
Asociacion con Pan-IN
Pancreatitis de base
Desmoplasia asociada al tumor
Inflamacién asociada al tumor
Estadio tumoral
Parametros con valor pronostico ():
Margen quirtrgico afecto (R1)
Estadios avanzados
Invasion vascular
Invasion linfatica
Invasion perineural
Metastasis hepaticas
Progresion y localizacion de la progresion
() Pancreatic Cancer. Haiyong Han & Daniel D Von Hoff, Cancer Cell 23, 2013

4.4.2.1. LOCALIZACION TUMORAL

En nuestra serie, los ADP localizados en cuerpo de pancreas se presentan proporcionalmente en
estadios mas avanzados que los localizados en cabeza y cola, y esta diferencia es estadisticamente
significativa (p=0.010). Asimismo, los tumores localizados en cuerpo pancreatico tienden a presentar
niveles menores de Ca19.9 en suero que los localizados en cabeza y cola, sin llegar a tener significacion
estadistica (p=0.062). Observamos que los niveles de Ca19.9 en suero no se correlacionan con la
expresion histologica de la neoplasia. El resto de asociaciones entre parametros clinico-patoldgicos y

localizacion tumoral no muestra significacion estadistica.

126



Tabla 34. Asociaciones relevantes entre localizacion tumoral y parametros clinico-patolégicos

Parametro clinico- LOCALIZACION Valor p
patolégico Cabeza (N=54) \ Cuerpo (N=4) \ Cola (N=6)

Estadio

IA 6 (11.11%) 0 (0%) 0 (0%) 0.010*
1B 1(1.85%) 1(16.67%) 0 (0%)

1A 14 (25.93%) 0 (0%) 0 (0%)

IIB 30 (55.56%) 2 (33.33%) 4 (100%)

1l 1(1.85%) 2 (33.33%) 0 (0%)

vV 2(3.7%) 1(16.67%) 0 (0%)

Ca19.9 suero 405.80 55.06 349.00 0.062 ***
Ca19.9 histologia 150.28 142.50 122.50 0.633 ***

*Chi-cuadrado; *** Kruskal-Wallis

4.4.2.2. TAMANO TUMORAL:

Teniendo en cuenta que el TNM coge como punto de corte los 2 ¢cm para el estadiaje, a la hora de

estudiar las posibles asociaciones entre parametros clinico-patoldgicos y tumor mayor 0 menor a 2cm, en

nuestra serie observamos que los tumores de mas de 2 cm presentan mayor grado de desmoplasia

asociada que los menores de 2 cm, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.038).

Asimismo, observamos que los tumores mayores a 2 ¢cm tienden a presentarse en personas de mayor

edad (p=0.052) y a asociarse a niveles mas elevados de Ca19.9 en suero (p=0.090), pero sin llegar a

tener significacion estadistica.

Tabla 35. Asociacidn entre tamafio tumoral (< 0 > de 2 cm) y pardmetros clinico-patolégicos

Parametro clinico- TAMANO TUMORAL Valor p
patolégico <2cm (N=14) > 2 cm (N=50)

Edad 57.54 64.08 0.052 **
Desmoplasia

0-1 5 (35.71%) 6 (12%) 0.038*
2-3 9 (64.29%) 44 (88%)

Ca19.9 suero 111.88 443.64 0.090 ***
Ca19.9 histologia 155.71 145.60 0.738 ***

*Chi-cuadrado, ** T-test, *** Mann-Withney

Algunos estudios demuestran que tumores mayores de 3 cm presentan peor pronostico (Benassai G et
al., 2000; Gebhardt C et al., 2000).
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Si establecemos el punto de corte en los 3 cm, observamos que los tumores mayores a 3 ¢cm presentan
mayor invasion perineural que los menores a 3 cm y esta diferencia es estadisticamente significativa
(p=0.024). El resto de asociaciones entre parametros clinico-patolégicos y tamafio tumoral < 0 >a 3 cm

no muestra asociacion estadisticamente significativa.

Tabla 36. Asociacién entre tamafio tumoral (< 0 >a 3 cm) y pardmetros clinico-patolégicos

Parametro clinico- TAMANO TUMORAL p
patolégico <3 cm (N=35) >3 cm (N=29)

I(l;;/)asmn perineural 23 (65.71%) 26 (89.66%) 0.024
Ca19.9 suero 221.48 542.11 0478 ***
Ca19.9 histologia 163.00 129.48 0.140 ***

*Chi-cuadrado, *** Mann-Withney

4.4.2.3. GRADO HISTOLOGICO:

A la hora de estudiar las posibles asociaciones entre pardmetros clinico-patolégicos y grado histoldgico
encontramos que no se observa relacion estadisticamente significativa con ningun parametro. Si
observamos, en nuestra serie, una tendencia a presentar afectacion del margen quirurgico (p=0.212),
asociarse con PanIN (p=0.111) y a presentar invasién vascular (p=0.137) a medida que aumenta el grado

de desdiferenciacion neoplasica.

4.4.2.4. INFLAMACION ASOCIADA AL TUMOR:

En nuestra serie observamos unos niveles de Ca19.9 en suero significativamente mas elevados en los
casos de ADP con un grado de respuesta inflamatoria asociada de moderada o marcada intensidad, en

comparacion con aquellos casos de ADP donde la inflamacion asociada es minima o leve (p=0.021).

Tabla 37. Asociaciones entre grado de inflamacion asociada al tumory Ca19.9

N INFLAMACION ASOCIADA AL TUMOR
Media (sd)
[IC 95%)] p-valor
Median [ 0-1 23 Mann-
p25;p75] Total Whitney
40 21 61
521.92 (601.21) 367.57 (534.07)

286.54 ( 483.63)
[131.87 ; 441.21]
92.55 [16.60 ; 291.30 ]

[248.26 ; 795.59 ] [230.79 ; 504.36 ] 0.021
28110 [136.10 ;151.90 [23.80 ;
618.40 ] 395.00]

Ca19.9 suero
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4.4.2.5. PROGRESION:

En nuestra serie, los ADP que progresan se presentan en personas de menor edad que los que no

progresan, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.045).

En cuanto a la relacion de la progresion con factores con valor pronostico, llama la atencién que en

nuestra serie los ADP que progresan mostraron menor invasién vascular, que los que no progresan, con

una diferencia estadisticamente significativa (p= 0.036).

El resto de asociaciones entre parametros clinico-patolégicos y progresion tumoral no muestra asociacién

con significiacién estadistica. Destacar que los niveles de Ca19.9 en suero son parecidos en ambos

grupos.

Tabla 38. Asociacion entre progresion tumoral y parametros clinico-patolégicos

Parametro clinico- PROGRESION TUMORAL p*
patoldgico NO (N=19) S| (N=44)

Edad 67.16 61.23 0.045 **
I(r;;/)asmn vascular 16 (84.21%) 25 (56.82%) 0.036
Ca19.9 suero 462.22 335.09 0.699***
Ca19.9 histologia 141.05 147.27 0.763**

*Chi-cuadrado, ** T-test, *** Mann-Withney
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4.5. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIAS
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4.5.1. RELACION ENTRE SUPERVIVENCIAS Y ESTADO MUTACIONAL EN ADP

4.5.1.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG):

Los casos WT muestran un tiempo medio de supervivencia global mayor que los casos con mutacién de

KRAS (p=0.0233), como observamos en las tablas resumen y en las curvas de Kaplan-Meier.

Tabla 39. Supervivencia global segun presencia o0 no de mutacion KRAS

Tasa de Tiemno Tiempo Tiemoo

MUTACION N N incidencia*100 P promedio  Tiempo P Tiempo P

. . a Mediana

kRAS sujetos Eventos pers. Tiempo riesao de Qzs (Tiempo) Qs valor
(1.C.95%) g seguimiento P
8.81

No 7 7 (354:18.15) 7947 1135 567 1190 13.20

S 57 4 2% 1871.50|32.83 930 1890 5117 0.023
(1.80; 3.28) ' ' ' ' ' '

Total 64 53 2.72 1950.97 |30.48 6.63 13.60 43.13
(2.03; 3.55) ' ' ' ' '

Asimismo, si comparamos la supervivencia media de los casos WT, desglosando segun todos los tipos de
mutacion obtenidos en el estudio de nuestra serie, observamos que dicho grupo muestra un tiempo medio
de supervivencia global mayor comparado con todos los tipos de mutaciones, aunque estas diferencias

no son estadisticamente significativas

Tabla 40. Supervivencia global segun tipo de mutaciones de KRAS

. Tasa de . Tiempo .

B . N N incidencia*100 JLEIES promedio  Tiempo T'°".‘”° Tiempo

Mutacion _ . . Mediana P valor

KRAS sujetos Eventos pers. Tiempo fiesdo de Qzs (Tiempo) Qrs
(1.C.95%) g seguimiento P
2.95

G12D 33 29 (1.98; 4.24) 082.70 129.78 6.33 13.40 42.23
0.00

G12D-V 1 0 (0.00; 5.19) 71.03 71.03

GI2R 7 6 3.86 15557 22,22 1043 1273 3270
(1.42; 8.39) ' ' ' ' '
15.08

G12S 1 1 (0.38:83.99) 6.63 6.63
331 0.2821

G12v 13 11 (1.65: 5.93) 33197 2554 527 12.93 35.97

K61 2 2 6.63 30.17 15.08 5.67 5.67 24 .50
(0.80;23.95) ' ' ' '

WT 1.07

KRAS 7 4 (0.29; 2.75) 37290 53.27 12.30 37.27
2.72

Total 64 53 (2.03; 3.55) 1950.97 |30.48 6.63 13.60 43.13
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Tiempo a progresién o muerte
MUTACION kRAS

050 075 1.00

% librs de progresién

0.25

0.00

0 6 12 18 24 30 36

n.uu%u?fssuﬁ;%'ﬁmt?.?t *1.00

8 60 72
Meses de seguimiento
mutacionkras =No - —— mutacionkras = Si

Pwalor= 00713

Tiempo a muerte

Tipo Mutacion KRAS
0 61218243036 48 60 72 96

Meses de sequimiento
—— fipomutacionkras = G120 — —— lipomutacionkras = G120+
- - - - fipomutacionkras =G12R - ---- - lipomutacionkras = G123

— fipomutacionkras =G12V ~ —— tipomutacionkras = K51

—— lipomutacionkras = WT KRAS

Fvalor= 02821
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4.5.1.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP):

Los casos WT muestran un tiempo medio de supervivencia libre de progresiéon mayor que los casos con
mutacion de KRAS, con una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0.0321),

como observamos en las tablas resumen y en las curvas de Kaplan-Meier.

Tabla 41. Supervivencia libre de progresion segun presencia o no de mutacién KRAS

Tasa de Tiempo Tiempo
. - . .
MUTACIO N_ : :)ncldenma 10 Tiempo zromedlo Tiemp Mediana Tiemp P
N KRAS SO |2ene . pers. a € 0Qx;s (Tiempo 0Qss valor
s s Tiempo riesgo seguimient )
(1.C.95%) 0
8.81
No 7 7 (3.54:18.15) 7947 11.35 567 1190 13.20
. 3.05 1871.5 0.03
Si 57 57 (231:395) 0 32.83 6.63 |17.87  43.77 1
3.28 1950.9
Total 64 64 (253419) 7 30.48 6.33 1340 4223

Como ocurre a la hora de valorar la supervivencia global, pacientes WT muestran un tiempo medio de
supervivencia libre de progresion menor comparandola con todos los tipos de mutaciones de KRAS,

aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 42. Supervivencia libre de progresion segun tipo de mutaciones de KRAS
Tasa de Tiempo

fipe . N incidencia*100 JLEIES promedio  Tiempo T'°"."°° Tiempo P

AT sujetos Eventos pers. Tiempo de Q2 i tlEIE Qs valor

A (1.C.95%) rlesgo seguimiento R,
3.36

G12D |33 33 (231:472) 982.70 29.78 6.33 1340 42.23

GI2R 7 7 450 15557 22,22 507 1273 13270
(1.81;9.27) ' ' ' ' '

G12v 13 13 3.92 331.97 25.54 527 1293 3597 0.3369
(2.09; 6.70) ' ' ' ' ' '

WT 1.88

KRAS 7 7 (0.75: 3.87) 372.90 53.27 1230 3727  85.10

Total 64 64 3.28 1950.97 30.48 6.33 1340 42.23

(2.53;4.19)
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4.5.2. RELACION ENTRE SUPERVIVENCIAS Y EXPRESION DE PROTEINAS EN ADP

4.5.2.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

En nuestra serie, de todas las proteinas estudiadas en ADP, ninguna ha presentado significacién

estadistica para SG.

Tabla 43. Resultado andlisis multivariante de Cox entre expresion de proteinas y SG

VARIABLE
4E-BP1c
4E-BP1n
p4E-BP1c
p4E-BP1n
eiF4E c
eiF4En
peiF4E ¢
peiF4E n
pmTOR ¢
pMAPK ¢
pMAPK n
pS6 ¢

p16 ¢
p16n

p16 estr
p16 estr
Ki67

YAP1 ¢
YAP1n
P53

p53 est
N-cadh ¢
N-cadh estrc

HR
1.000
1.001
0.99
0.997
0.999
1.001
0.999
1.000
1.000
0.999
1.001
0.998
1.001
0.998
0.997
0.997
1.01
1.002
1.004
0.999
1.04
0.998
1.000

(95%IC)
(0.995; 1.005)
(0.995; 1.008)
(0.98; 1.00)

(0.982; 1.013)
(0.995; 1.003)
(0.988; 1.013)
(0.995; 1.002)
(0.994; 1.005)
(0.996; 1.005)
(0.996; 1.003)
(0.997; 1.004)
(0.991; 1.005)
(0.996; 1.005)
(0.993; 1.002)
(0.982; 1.012)
(0.982; 1.012)
(0.99; 1.02)

(0.997; 1.006)
(0.999; 1.010)
(0.992; 1.006)
(0.87: 1.24)

(0.994; 1.001)
(0.997; 1.003)

Valor p
0.9080
0.6758
0.1156
0.7408
0.5859
0.9217
0.5488
0.9320
0.8363
0.7760
0.7196
0.6392
0.7203
0.3521
0.6728
0.6758
0.3676
0.5163
0.1219
0.7065
0.6675
0.2387
0.8353

¢ citoplasma; n: nucleo; estr: estroma; N-cadh: N-Cadherina; HR: Hazard Ratio; IC:intervalo de confianza

Si observamos que, a medida que aumentan los niveles de Ca19.9 en suero, disminuye la supervivencia

global.

VARIABLE HR
Ca19.9 suero 1.000 ( 1.000; 1.001)
HR: Hazard Ratio

(95%Cl)
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4.5.2.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP):

En nuestra serie, de todas las proteinas estudiadas en ADP, ninguna ha presentado significacién

estadistica para SLP.

Tabla 44. Resultado andlisis multivariante de Cox entre expresion de proteinas y SG

VARIABLE HR (95%IC) Valor p
4EBP1c 1.001 (0.996; 1.005) 0.7843
4E-BP1n 1,002 (0.996; 1.008) 0.5270
p4E-BP1 ¢ 0.99 (0.98; 1.00) 0.2568
p4E-BP1 n 1.002 (0.988; 1.016) 0.7532
eiFAE 1,000 (0.997; 1.004) 0.8351
eiF4E n 1.01 (0.99; 1.02) 0.3608
peiF4E ¢ 1,000 (0.997; 1.003) 0.8621
peiF4E n 1.001 (0.996; 1.006) 0.6152
pmTOR ¢ 1,000 (0.996; 1.004) 0.9198
PMAPK ¢ 1,000 (0.997; 1.004) 0.8861
pMAPK n 1.001 (0.998; 1.004) 0.5019
pS6 ¢ 1,000 (0.994; 1.007) 0.9329
p16c 1.001 (0.997; 1.005) 0.6339
p16n 0.999 (0.996; 1.003) 0.6481
p16 estrc 0.997 (0.984; 1.011) 0.6889
p16 estrn 0.997 (0.984; 1.011) 0.6914
Ki67 1,003 (0.990; 1.016) 0.6444
YAP1 ¢ 1.002 (0.997; 1.006) 0.4489
YAP1 n 1.005 (1.000; 1.010) 0.0720
P53 1.001 (0.994; 1.007) 0.8287
p53 est 1.04 (0.87; 1.24) 0.6940
N-cadh ¢ 0.997 (0.994; 1.001) 0.1492
N-cadh estr ¢ 1,000 (0.998; 1.003) 0.8930

¢ citoplasma; n: nlcleo; estr: estroma; N-cadh: N-Cadherina; HR: Hazard Ratio; IC:intervalo de confianza

4.5.3. RELACION ENTRE SUPERVIVENCIAS Y PARAMETROS CLiNICO-PATOLOGICOS EN
ADP

4.5.3.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG):

4.5.3.1a SUPERVIVENCIA GLOBAL CON PARAMETROS PRONOSTICO:

En nuestra serie, se validan los criterios establecidos como factores con valor prondstico.
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Observamos que, pacientes diagnosticados en estadios avanzados (lll y IV) tienen una supervivencia
global menor que los pacientes con estadios mas iniciales, con una diferenecia estadisticamente
significativa (p=0.0014).

Tabla.45. Supervivencia global segin estadio tumoral

N N Lacsi:enciaﬂ (()ig Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo P
ESTADIO . ! a promedio de - P° Mediana P
sujetos Eventos pers. Tiempo . . . Qx5 N Qs valor
0 riesgo seguimiento (Tiempo)
(1.C.95%)
A 6 4 1.72 232.00 38.67 1467 5147 5067
(0.47; 4.41) ' : : : :
B 2 1 0.76 13210 66.05 2653 2653
(0.02; 4.22) ' : : :
A 14 g3 430 30247 121,60 543 1187 3270
(2.29: 7.35) ' : : : :
B 36 29 23 1245.47 34,60 930 1787 4377 0,001
(1.56: 3.34) AT 134, : : 7|
2211
i 3 3 ey 1957 452 120 203 1033
v 3 3 11.83 2537 846 507 800 1230
(244:3456) °> : : : :
Total 64 53 202 1950.97 30.48 663 1360 4343

(2.03; 3.55)

Asimismo observamos que a mayor tamafio tumoral menor supervivencia global.

VARIABLE HR (95%Cl) p-value
Tamafio del tumor 1.30 (1.03; 1.65) 0.0251

Asimismo observamos que, la afectacion del margen quirdrgico por la neoplasia o por PanIN 3 (R1)
implica una supervivencia global mucho menor respecto a los pacientes con margen quirugico libre. Esta

diferencia es estadisticamente significativa (p=0.0000).

Tabla 46. Supervivencia global segiin margen quirtrgico afecto

Tasa de Tiempo Tiempo
R1 N _ N mmden_cla 100 Tlelmpo promedio de Tiempo Mediana Tiempo P
sujetos Eventos pers. Tiempo ariesgo o Q25 - Qrs valor
0 seguimiento (Tiempo)
(1.C.95%)
No 48 37 205 1801.33 |37.53 1187 2653 7263
(1.45;2.83) ' ' ' ' )
s 16 16 1069 14963 19.35 203 567 1190 0.0000
(6.11;17.36) ' ' ' ' ) '
Total 64 53 2/2 1950.97 |30.48 663 1360 4313
(2.03; 3.55) ' ' ' ' )
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En nuestra serie, la presencia de metastasis hepaticas metacrénicas implica una supervivencia global
mucho menor respecto a los pacientes que no presentan progresion hepética. Esta diferencia es

estadisticamente significativa (p=0.0259).

Metastasis SUPERVIVENCIA GLOBAL p*
hepaticas Tiempo mediana (meses)
NO 25.97 0.0259
Sl 12.73

Se observa una media de supervivencia global menor en aquellos casos con invasion vascular, linfatica y
perineural respecto a los que no la presentan, aun sin demostrar diferencias estadisticamente

significativas

Tabla 47. Supervivencia global segun invasidn vascular, linfatica o perineural

Otros parametros SUPERVIVENCIA GLOBAL
prondstico Tiempo mediana (meses) Valor p
Invasion vascular

NO 22.53 0.553
Sl 12.73

Invasion linfatica

NO 27.03 0.510
S 12.93

Invasion perineural

NO 14.67 0.601
Sl 13.40

4.5.3.1b. SUPERVIVENCIA GLOBAL CON ADYUVANCIA:

En nuestra serie, la mayoria de los pacientes recibieron tratamiento adyuvante post-cirugia. En 12 casos
no recibieron dicho tratamiento, ya fuese porque su enfermedad avanzé rapidamente o porque
rechazaron el mismo. Los pacientes que si recibieron tratamiento adyuvante presentaron un tiempo
medio de supervivencia global mayor que aquellos que no lo recibieron, 22.53 vs 543 meses

respectivamente, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0010).
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4.5.3.1c. SUPERVIVENCIA GLOBAL CON PROGRESION:

En nuestra serie observamos que los pacientes que presentan progresion tienen una supervivencia global

ligeramente mayor que los que no progresan, 13.60 vs 13.33 respectivamente y esta diferencia es

estadisticamente signifi

cativa (p=0.0103)

Tabla 48. Supervivencia global segun progresion

Tasa de Tiempo Tiempo
. . - . .
PROGReEsio NN incidencia*10 Tiemp promedio 4. Mediana Tiemp P
N sujeto Evento 0 pers. o a de 0Qys (Tiempo oQys valor
s s Tiempo riesgo  seguimient > ) >
(1.C.95%) o
No 19 19 21 874.60 46.03 120 1333 9657
(1.31;3.39) ' ' ' ' '
. 410 1073.0 0.01
Si 44 44 (298:550) |3 24.39 10.33 [13.60 32.70 0
3.23 1947.6
Total 63 63 (249:414) 13 30.91 6.63 13.60 43.13
Tiempo a progresion o muerte Tiempo a progresion o muerte
& ESTADIO - R1
=1 25
$e —L[ se 1%
ss1hbed 51
%5" | i_'_ """" -ga ‘l_‘_'-.
L 1 —

3 0 6121826303 Idesdss de g;ggmm?t;znto % §' K\—‘_‘;
estadio =14 estadio = 1B ﬂ é 1I2 1I3 2:‘ 3‘0 3.6 Meg:gs de glggl.llm?;mo 8.4 gls
esladio=1A estadio =1IB
estadio =i estadio = IV [1=No r =Sl |

Palor= 10,0021 Pvalor= 0.0000
T!GITIDO a progresm‘m 0 muerte Tiempo a muerte

= Metdstasis hepatica (progresion higado) iz ADJUVANCIA

= o 21
54 ! £24 ]l
%o . L‘_I %% i ]
gs o ==l 4
£ - = S 1
; o LI - i ® ™ i) .

= |-'—| = |_l

T B '_13;55 o e B eﬁr‘gn T 3% i © S 6121820303 S g'ggmml?;zm A

adjuvancia = No adjuvancia = Si

meta_hepa=No

meta_hepa=5i F

Pwalor=  0.0259

Fwalor= 00010
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4.5.3.1d. SUPERVIVENCIA GLOBAL CON OTROS PARAMETROS:

En nuestra serie, en relacién al grado de diferenciacion tumoral, observamos que los ADP bien
diferenciados presentan mayor supervivencia global que los ADP con moderada diferenciacion o poco
diferenciados, como muestran las curvas de Kaplan-Meier, aunque estas diferencias no son

estadisticamente significativas.

Tabla 49. Supervivencia global segun grado histologico
Tasa de Tiempo

Grado N N incidencia*100 RERES promedio  Tiempo Tlen]po Tiempo P
R . . a Mediana
histolégico sujetos Eventos pers. Tiempo riesao de Qa5 (Tiempo) Qrs valor
(1.C.95%) 9 seguimiento P
0.74
1 4 2 (0.09; 2.68) 269.77 67.44 3597 4313
2 4 40 2 134557 29.25 1033 1360 3727
(2.12;4.05) ' ' ' ' '
328 0.165
3 14 11 (1.64: 5.86) 335.63 123.97 527 19.30 41.20
Total 64 53 |52 1950.97 30.48 663 1360 4313
(2.03; 3.55) ' ' ' ' '

lNempo a muars
Grado sidSpon

=
[
=
-
: o
T
E =
L] =
o X |
™S
=
=
0 & 12 18 24 10 35 4B ol [ Bd o5
Mpged S8 S agurmilEnts
gradohn= 1 gradohia = £
gradohx = 3
LR ]

En nuestra serie observamos una supervivencia global menor en aquellos casos con pancreatitis de
base y una reaccion desmoplasica e inflamacion asociadas al tumor de grado 2-3 respecto a los que

no la presentan, aun sin ser diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 50. Supervivencia libre de progresidn segun parametros patoldgicos

Otros parametros SUPERVIVENCIA GLOBAL
histo-patologicos Tiempo mediana (meses) Valor p
Pancreatitis de base
NO 22.53 0.660
Sl 13.20
Otros  parametros SUPERVIVENCIA GLOBAL
histo-patolégicos Tiempo mediana (meses) Valor p
Desmoplasia asociada al tumor
0-1 26.53 0.550
2-3 13.40
Inflamacién asociada al tumor
0-1 14.67 0.362
2-3 13.20

4.5.3.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP):

4.5.3.2a. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION CON PARAMETROS PRONOSTICO:
En nuestra serie observamos que pacientes diagnosticados en estadios avanzados (lll y IV) tienen una
supervivencia libre de progresion menor que pacientes con estadios mas iniciales, con una diferencia

estadisticamente significativa (p=0.0021).

Tabla 51. Supervivencia libre de progresion segun estadio tumoral
Tasa de

. o Tiempo Tiempo : Tiempo ..

ESTADIO . . L mmden_cla 190 promedio de JLETIES Mediana JLETIE

sujetos Eventos pers. Tiempo . o . Qzs - Qrs valor
A riesgo seguimiento (Tiempo)

(1.C.95%)

A 6 6 2.59 232.00 13867 1360 1467 5267
(0.95; 5.63) ' : : : :
151

B 2 2 (otg 547 13210 6805 2653 (2653 10557

A 14 g 483 30247 121,60 543 1187 3270
(253, 7.77) ' : : : :

B R 1245.47 34,60 9030 1787 4377 0,002
(2.02: 4.00) AT|34. : : 17
2211

I 3 3 gy 1357 482 120 203 1033

v 3 3 11.83 2537 846 507 800 1230
(244:3456) 2> : : : :

Total 64 64 328 1950.97 30.48 633 1340 4223
(2.53; 4.19) 9730. : : :
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Asimismo observamos que la afectacion del margen quirtrgico por la neoplasia o PanIN 3 implica
una supervivencia libre de progresién mucho menor respecto a los pacientes con margen quirtigico libre.

Esta diferencia es estadisticamente significativa (p=0.0000).(Tabla 61).

Tabla 52. Supervivencia libre de progresion segun margen quirirgico afecto
Tasa de

. . o : Tiempo . Tiempo .
R1 N _ N |nc|den_c|a 100 Tlelmpo promedio de Tiempo Mediana Tiempo P
sujetos Eventos pers. Tiempo ariesgo . Qzs - Qs valor
0 seguimiento (Tiempo)
(1.C.95%)
No 48 48 286 180133 37.53 1167 2597 5267
(1.96: 3.53) 33 137. : : :
si 16 16 1069 14963 9.35 203 567  11.90 0.0000
(6.11:17.36) 83 9 : : 90 10
Total 64 64 328 195097 30.48 633 1340  42.23
(2.53: 4.19) 97 130. : : :

En cuanto a la progresion en forma de metastasis hepaticas, en nuestra serie implica una
supervivencia libre de progresién mucho menor respecto a los pacientes con progresién a otras

localizaciones, con una diferencia es estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0.0259)

Tabla 53. Supervivencia libre de progresion segun progresion a higado

. e Tasa de Tiempo .
Metastasis Y - . . Tiempo
. N incidencia*10 Tiempo promedio : . .
hepatica . Tiemp Mediana Tiemp P
. sujeto Evento 0 pers. a de .
(progresio Ti . imient 0Q; (Tiempo 0Qz  valor
n higado) s s iempo riesgo seguimien )
(1.C.95%) 0
No 21 g 308 68143 3245 1187 2597 4343
(1.91;4.71) ' ' ' ' '
. 5.65 0.02
Si 20 20 (3.45:8.72) 354.03 (17.70 6.33 1273  26.53 5
3.96 1035.4
Total 41 41 (2.84:537) 7 25.26 1043 (1467  35.97

Observamos en nuestra serie una media de supervivencia libre de progresién menor en aquellos casos
con invasion vascular, linfatica y perineural respecto a los que no la presentan, aun sin ser diferencias

estadisticamente significativas.
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Tabla 54. Supervivencia libre de progresion segun invasién vascular, linfatica o perineural

Otros parametros SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION
pronostico Tiempo mediana (meses) P valor
Invasién vascular

NO 22.53 0.601
Sl 12.30

Invasién linfatica

NO 22.53 0.861
Sl 12.93

Invasién perineural

NO 14.67 0.826
Sl 13.40

4.5.3.2b. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION CON ADYUVANCIA:

En nuestra serie, los pacientes que si recibieron tratamiento adyuvante presentaron un tiempo medio de
supervivencia libre de progresién mayor que aquellos que no lo recibieron, 18.90 vs 5.43 meses

respectivamente, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0015)

Tabla 55. Supervivencia libre de progresién segun adyuvancia

Tasa de Tiempo Tiempo
R .
apvuvanct NN incidencia™0 Tiemp promedio ;i \Mediana Tiemp P
A sujeto Evento 0 pers. o a de 0Qys (Tiempo o Qs valor
s s Tiempo riesgo seguimient ; ) >
(1.C.95%) 0
8.35
No 12 12 (4.31:14.58) 143.77 11.98 120 1543 10.43
. 2.88 1807.2 0.00
Si 52 52 (245,377) 0 34.75 11.03 118.90 43.77 1
3.28 1950.9
Total 64 64 (253;419) 7 30.48 6.33 11340 42.23

4532c. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION CON OTROS PARAMETROS
HISTOPATOLOGICOS:

En relacién al grado histolégico tumoral, en nuestra serie observamos que los ADP bien diferenciados
presentan mayor supervivencia libre de progresién (43.13 meses) que los ADP con moderada
diferenciacién (13.60) o poco diferenciados (6.03), como muestran las curvas de Kaplan-Meier, aunque

no se demuestran diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (p=0.1218).
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En relacién a la localizacion tumoral, observamos que los ADPs localizados en cabeza tienen una

supervivencia ligeramente mayor que los localizados en cuerpo y cola, con 13'40, 12'93 y 12’30 meses de

tiempo medio respectivamente, aunque no se demuestran diferencias estadisticamente significativas

(p=0.3261).

Asimismo, observamos en nuestra serie una media de supervivencia libre de progresién menor en

aquellos casos con pancreatitis de base y con desmoplasia asociada a la neoplasia moderada-

marcada respecto a los que no la presentan, aun sin ser diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 56. Supervivencia libre de progresion segun parametros patologicos

Otros parametros SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION
pronéstico Tiempo mediana (meses) P valor
Pancreatitis asociada
NO 22.53 0.917
Sl 12.93
Desmoplasia asociada al tumor
0-1 26.53 0.860
2-3 13.33
Inflamacion asociada al tumor
0-1 13.60 0.806
2-3 13.20
PanIN
NO 13.60 0.897
Sl 13.40




146



4.6. ANALISIS MULTIVARIANTE
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Para estimar el efecto de las diferentes variables clinicopatologicas y los marcadores IHQ sobre el tiempo
de supervivencia global y el tiempo libre de progresidn, se realizé un analisis multivariante de regresion
de Cox y poder valorar si la presencia de mutacion de KRAS se comportaba como un factor prondstico

independiente.

4.6.1. ANALISIS MULTIVARIABLE DE TIEMPO DE SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

Se incluyeron todas las variables que presentaron significacion estadistica en el andlisis bivariante, en
relacién a la presencia de mutacién de KRAS y se ajustd por edad y sexo. En nuestro estudio, el margen
quirargico afecto en el momento de la cirugia (R1) (p=0.001), el estadio Il (p=0.019) y la expresion de

YAP1 nuclear (p=0.032) se comportaron como factores pronéstico independientes (tabla xx)

Tabla 57. Resultados estadisticamente significativos del estudio multivariante en relacién a SG

VARIABLE HR (95%Cl) Valor p
R1 No 1
: 0.0013
Si 3.40 (1.62;7.16)
YAP1n 1.01 (1.00; 1.01) 0.0320
ESTADIO 1A 1
IB 0.26 (0.03; 2.56)
A 259 (0.80; 8.44)
0.0109
IB 095 (0.32; 2.85)
I 6.84 (1.14:41.04)
vV 455 (0.72;28.95)

4.6.2. ANALISIS MULTIVARIABLE DE TIEMPO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP):
Asimismo, se incluyeron todas las variables que presentaron significacion estadistica en el analisis
bivariante, en relacién a la presencia de mutacion de KRAS y se ajusté por edad y sexo. El Unico
parametro que presentd significacién estadistica y, por consiguiente, se comporté como un factor
pronostico independiente, fue la afectacion del margen quirdrgico en el momento de la cirugia (R1)
(p=0.000)

Tabla 58. Resultados estadisticamente significativos del estudio multivariante en relacion a SLP

VARIABLE HR (95%Cl) Valor p
R1 No 1
: 0.0000
Si 402 (2.11;7.65)
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5. DISCUSION

151



152



5.1. Parametros clinico-patoldgicos relacionados con ADP
Las caracteristicas epidemioldgicas e histopatologicas de nuestro estudio son similares a las descritas por
otros grupos (Matsuno S. et al., 2004; Littges J. et al., 2004).

En nuestra serie se observa una ligera predominancia de los ADP en hombres (51.56%) respecto a las
mujeres (48.44%), afectando con més frecuencia a pacientes de edades comprendidas entre los 60 y 80
afios, con una edad media de 63 afos (rango 34-82 afios), sin evidenciar ningun caso en menores de 30
afios, coincidiendo con las observaciones de diferentes estudios de largas series de ADPs (Llittges J. et
al., 2004).

En relacion al Ca19.9, en nuestra serie observamos unos niveles en suero relacionados con diversas
variables clinico-patolégicas estudiadas. Observamos que los ADP con un grado de respuesta
inflamatoria de moderada o marcada intensidad muestran niveles més elevados de Ca19.9 en suero
(p=0.021). Asimismo, los niveles son mas elevados en los casos de ADP localizados en cuerpo y cola en
comparacién con los ADP de cabeza de pancreas (p=0.062). Los tumores con tamafio mayor a 2 cm
también tienden a presentar niveles mas elevados de Ca19.9 en suero (p=0.090). A diferencia de lo
descrito en la literatura, en nuestra serie no observamos correlacion entre los niveles de ca19.9 en suero
y afectacion del margen quirdrgico, estadios avanzados, o metastasi ganglionar, como describe Farnell
(Barton J.G. et al., 2009), enfermedad metastasica, como describe Griizmann, o peor supervivencia
media (niveles > a 37 U/ml presentan una supervivencia media menor), como refiere Hartwig (Hartwig W.
et al., 2013). Existen limitaciones importantes a la hora de evaluar los niveles de Ca19.9 en suero, por
presentar una sensibilidad baja y por la existencia de falsos negativos en pacientes con fenotipo Lewis
negativo (5-10%) y falsos positivos en pacientes con ictericia obstructiva (10-60%), lo que limita su
utilidad en la préactica clinica. La mayor utilidad de este marcador es en el seguimiento de los pacientes

operados y en la valoracion de la respuesta a los tratamientos.

La localizacion tumoral observada en los ADPs de nuestra serie coincide con la recogida en varios
estudios, que describen la cabeza de pancreas como localizacion mas frecuente (Sociedad Japonesa de
Pancreas; Hruban R.H. et al., 2007). En nuestra serie observamos un claro predominio de ADPs

localizados en cabeza de pancreas, 84'3%, respecto al cuerpo, 6'25% y cola, 9'37%.

En cuanto a hallazgos morfolégicos descritos asociados al ADP, en nuestra serie, en un 95'31% se
identifican lesiones intraepiteliales pancreaticas (Pan-IN) asociadas al ADP, el 64'06% de los ADP de
nuestra serie asienta sobre un pancreas con pancreatitis crénica, se observa desmoplasia asociada al
tumor en todos los casos (en un 17'46% es minima o leve y en un 84'12% es moderada- marcada). En el
caso de la valoracién de la inflamacién asociada a ADP, en nuestra serie un 16'66% de los ADP presenta

ausente o leve inflamacion asociada, y un 81'66 % moderada o marcada.
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5.2. La mayor parte de las proteinas involucradas en las vias de sefalizacion activadas en el ADP
muestran un aumento paulatino de sus niveles de expresion en la progresiéon desde lesiones
precursoras (PaniIN) hasta el adenocarcinoma infiltrante.

Histéricamente se describié la progresién morfolégica de PanIN a ADP paralela a la acumulacion de
ciertas alteraciones genéticas en un modelo de progresién que se asemejaba al modelo de cancer de

colon (Pylayeva-Gupta Y. et al., 2011).

Navas, Barbacid y Pylayeva-Gupta describen, en sus modelos animales, nuevos modelos genéticos que
apoyan el concepto de que la progresion gradual de las lesiones precursoras del epitelio llevan a un
adenocarcinoma pancreatico ductal invasivo como resultado de la acumulacion de mutaciones en KRAS,
p16/INK4A/ARF y P53/TP53 (Hingorani S.R. et al., 2005; Navas C. et al., 2012). Estos modelos acentuan
la funcion iniciadora de la mutacion de KRAS, con un modelo de cancer de pancreas establecido donde
aparecen todas sus caracteristicas clasicas, incluyendo la autosuficiencia en las sefiales de crecimiento,
la insensibilidad en las sefiales anti-crecimiento, la evasion de la apoptosis, el potencial de replicacién
ilimitado, el sostenimiento de la angiogénesis, la invasioén tisular y la metatasis (Pylayeva-Gupta Y. et al,
2011). La alteracion més frecuentemente descrita es la activacion de la via KRAS a través del receptor
del EGFR (Hidalgo M., 2010). Sin embargo, la baja frecuencia de progresion espontanea desde PanIN
iniciales a ADP infiltrante sugiere que son necesarias otras alteraciones genéticas para dicha progresion
(Morris J.P. et al., 2010). Cuando sélo estd activado el oncogen KRAS, PanlN iniciales se desarrollan
tempranamente, pero la progresion a PanIN de alto grado y ADP se retrasa. Este proceso se acelera
sustancialmente cuando hay mutaciones asociadas de p53, p16, 0 SMAD4, sugiriendo que las proteinas
codificadas por estos genes inhiben las sefiales de proliferacion mediadas por KRAS mutado (Bardeesy
N. et al., 2005; Hingorani S.R. et al., 2005).

Los resultados de nuestra serie demuestran un incremento en la expresion de la mayoria de las proteinas
estudiadas, involucradas en las vias de sefializacién activadas por KRAS, a medida que van progresando
las lesiones precursoras en casos de pancreatitis cronica (PC) hasta evolucionar a adenocarcinoma
infiltrante, confirmando tanto la activacion de la via PI-3K, MAPK e Hippo. En nuestra serie observamos
una diferencia de expresion significativa de diversas proteinas en el ADP en comparacion con su
expresion en la PC, con una sobreexpresion en los casos de 4E-BP1 citoplasmico y nuclear (ambas con
p=0.000), p4E-BP1 citoplasmatico (p=0.008), FAE citoplasmatico (p=0.000), pelF4e citoplasmatico y
nuclear (ambos con p=0.000), pMAPK citoplasmica y nuclear (p=0.018 y p=0.002 respectivamente), p16
citoplasmatico (p=0.010), TP53/p53 (p=0.000), Ki67 (p=0.000) y YAP 1 nuclear (p=0.000). Chunling Yi y
colaboradores demuestran, tanto en estudio en cultivos celulares como en su modelo animal, que la
inactivacion de YAP detiene la proliferacién de células neoplasicas en cultivo y la progresién de las
lesiones precursoras de bajo grado hacia ADP en ratones, definiéndolo como un efector oncogénico de
la via KRAS (Zhang W. et al., 2014).
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En siete de los marcadores inmunohistoquimicos se obtuvo un punto de corte con una sensibilidad (S) y/o
especificidad (E) mayores de 75% y con un valor predictivo positivo elevado, que podria ser util a la hora
de valorar biopsias pequefias en las que, muchas veces, perdemos la referencia aquitectural y es dificil
discernir entre una proliferacién ductal reactiva/MAD versus un ADP bien diferenciado. Asi mismo, seria
util a la hora de valorar la afectacion del margen quirdrgico (4E-BP1 c: mejor punto de corte AUC = a 15;
4E-BP1 n: mejor punto de corte AUC 2 a 35; elF4E ¢ : mejor punto de corte AUC = a 60; pelF4E c: mejor
punto de corte AUC = a 110; pelF4E n; mejor punto de corte AUC = a 40; YAP1 n: mejor punto de corte
AUC =a 2 y Ki67: mejor punto de corte AUC = a 20). No obstante, el hecho de haber observado una
tincion inmunohistoquimica heterogénea de las proteinas valoradas, limita en cierto modo su utilidad si la
muestra es poco representativa. Dicha limitacion no afecta al marcador inmunohistoquimico Ki67 (técnica
por otra parte disponible en todos los laboratorios de anatomia patoldgica, a diferencia del resto de
marcadores), con un VPP del 100% en un punto de corte mayor o igual a 20. Podria ser un marcador a
implantar en la practica clinica a la hora de abordar el diagnéstico de cualquier pieza de reseccion para

valorar margenes quirlrgicos.

Observamos una disminucion en los niveles de expresion de pmTOR y pS6, pero con sobreexpresion de
4E-BP1 y elF4E, lo que sugiere que la via CAP independiente de mTOR no se activa en la progresion
desde lesiones precursoras a ADP ni en los casos de PC y que los efectores de la cascada 4E-BP1y
elF4E se activarian por la interaccion de otras vias/quinasas. Esta descrito en la literatura que algunos
carcinomas humanos presentan niveles elevados de p4E-BP1 no siempre asociados con niveles
elevados de pmTOR. Estas observaciones sugieren que otras quinasas puedan estar implicadas en la
fosforilacion de 4E-BP1. Ramon y Cajal estudié una serie de quinasas (LRRK2, RAF-1, AMPKalfa,
implicadas en la estabilidad de 4E-BP1; o CDK1, PDK1 implicadas en la fosforilacion de 4E-BP1) en
lineas celulares de cancer de mama, concluyendo que la disminucion (“down regulation”) de LRRK2 se
asociaba a disminucién de la proteina 4E-BP1 y que el silenciamiento (“knockdown”) de LRRK2 se
asociaba a un elevado indice proliferativo en células normales (Pons B. et al., 2012).Asimismo

observamos una disminucién significativa de la expresion de pS6 citoplasmatico (p=0.028).

5.3. Los “ADP primarios” vs “ADP secundarios” no muestran parametros diferenciales entre si.

La pancreatitis cronica (PC) es uno de los de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de
ADP (Lowenfels A.B. et al., 1993; Maitra A. et al., 2002). Se sabe que la inflamacion crénica, causada por
un dafio pancreatico repetido, ya sea medioambiental o por factores genéticos, aumenta sustancialmente
el riesgo de padecer cancer pancreético (Yadav D. y Lowensfels A.B., 2013). Recientemente estudios
epidemioldgicos han sugerido una correlacion beneficiosa de los AINEs y el riesgo de cancer pancreatico
(CP) ((Bonifazi M. et al., 2010; Bradley M.C.et al., 2010). Asimismo, se ha visto que pacientes a los que
se les somete a cirugia por PC tienen una incidencia muy baja de ADP (Ueda J. et al., 2012). Gerra y

Kopp demostraron, en un modelo animal, que la PC era un componente esencial para el desarrollo de
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CP, ya que aceleraba el desarrollo de PanIN (Guerra C. et al., 2007, 2011; Kopp J.L. et al., 2012). Se ha
desctrito una relacién tanto con pancreatitis cronica como con pancreatitis aguda, aunque la primera

interactiia mas intensamante con el oncogen KRAS.

En nuestra serie, basandonos en esta asociacidn, agrupamos los casos en “ADP primario” (aquellos
casos no asociados a PC de base + casos asociado a PanIN 1, sin evidencia dePC ni PanIN de alto
grado (PanIN 2 y/o 3)) y en “ADP secundario” (aquellos casos en los que se observa PC de base y/o
PanIN de alto grado asociados a la neoplasia), con una clara predominancia de casos de ADP secundario
vs primario (95'31% vs 4'68% de los casos). No observamos diferencias significativas entre los dos
grupos en cuanto a expresién de las proteinas estudiadas involucradas en las diferentes vias de
sefalizacién activadas en el ADP. En relacion a pardmetros clinico-patolégicos, en nuestra serie tampoco
observamos diferencias significativas entre ambos grupos. Asi mismo, no se observan diferencias en
cuanto a asociacién con mutacion de KRAS entre los dos grupos (p= 0.534). En relacién a la
supervivencia, los “ADP primarios” muestran una supervivencia global ligeramente menor en comparacién
con los “ADP secundarios”, sin llegar a tener significacién estadistica (p=0.690). La supervivencia libre de
progresion es practicamente la misma en ambos grupos (p=0.868). Estos resultados no significativos
pueden ser debidos a la baja representacion de “ADP primarios” en nuestra serie, lo cual dificulta la

comparacion de grupos.

5.4. Estado mutacional de la serie.

Como ya se ha mencionado en la introduccién, el gen KRAS aparece mutado en el 75-90% de los ADP y
representa la mutacion mas frecuente y temprana, observandose ya en lesiones precursoras pancreaticas
de bajo grado (Morris J.P. et al, 2010; Aichler M. et al, 2012).

El protooncogen KRAS codifica para una GTPasa de 21kDa, que actua entre los estados activos de la
unién GTP e inactivos de la union GDP. El cambio al estado activo esta promovido por factores
intercambiadores de nucledtidos de la guanina (GEF). Por consiguiente, la inactivacién de KRAS esta
mediada por proteinas activadoras de GTPasas (GAP), que inducen la hidrélisis de GTP.

Las mutaciones activadas de KRAS que se producen en el ADP implican una actividad GTPasa intrinseca
de la proteina KRAS, que bloquea la interaccion entre KRAS y GAP, provocando una activacion
constitutiva del mismo y un estimulo continuo de la cascada de las vias de sefializacién que, como
consecuencia, activan la mayoria de los procesos determinantes del cancer, como son la proliferacion
celular no controlada, reprogramacion metabdlica celular, anti-apoptosis, remodelacion del
microambiente, evasion de la respuesta inmune, migracion celular y metéstasis (Pylayeva-Gupta Y. et al,
2011).

En nuestra serie, del total de 64 casos, 57 (89'06%) presentaron mutacion de KRAS y 7 (10'94%) fueron

Wild-type, tanto para mutacién de KRAS como para mutacion de NRAS, coincidiendo con estudios de
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series largas (1% de 147 casos recopilados en la base de datos TCGA y 1% de 100 casos recopilados en
la base de datos de ICGC, Nature 2012)

La gran mayoria de las mutaciones puntuales observadas en los ADP, capaces de activar al proto-
oncogen KRAS, ocurren en el codon 12 (98% de todas las mutaciones de KRAS en ADP), aunque
también existen mutaciones del mismo tipo en los codones 13 y 61. En nuestra serie se observa una
predominancia de la mutacion en el codon 12 (73,67%), en pocos casos se observd mutacién en el 61
(3'07%) y no se observaron mutaciones en el codon 13, 117 o 146, coincidiendo con las series recogicas
en el TCGA e ICGC (Nature 2012), con resultados similares en series que recopilan respectivamente 126
casos (93,56% codon 12, 6,34% para coddn 61, 0% de casos para codones 117 y 146) y 95 casos de
ADP (94'7% para el codon 12, 5,26% coddn 61, 0% para codones 117 y 146).

5.5. Se confirma la activacion de varias cascadas de sefializacion que regulan funciones
determinantes para la tumorigénesis.

El estudio de las vias de sefializacion que estan implicadas en el crecimiento y ciclo celular, asi como en
la apoptosis, ha contribuido a entender los mecanismos patogénicos de los tumores. La aparicién de
dianas terapéuticas, factores pronosticos y factores predictivos de resistencia tumoral han contribuido
asimismo a incrementar el interés por este estudio. A pesar de los recientes avances, el oncogen KRAS
sigue siendo un objetivo terapéutico extremadamente desafiante (Wang Y. et al., 2013; Thomson H.,
2013). Por ello, el esfuerzo estd dedicado a la identificacion de los efectores criticos oncogénicos en la
via de KRAS.

5.5.1. Via PI-3K/AKT/mTOR:

En muchos canceres, la sintesis de proteinas estd aumentada. El incremento en la sintesis de proteinas
por activacion de la via PI-3K se relaciona con el incremento en la formacion del complejo de iniciacion
elF4F, formado por eiF4E, elF4A y elF4G, que se asocia a la estructura cap 5 de mRNA y estimula la
iniciacion de traslacién cap dependiente (Gingras A.C. et al, 1999). La actividad de elF4E esta regulada
por factores de crecimiento por medio de dos mecanismos diferentes (Mnk y 4E-BPs). En concreto, 4E-
BP1 es una proteina de unién que tiene un papel fundamental en el control de la sintesis de proteinas
(Mamane Y. et al, 2004). La familia de proteinas supresoras (4E-BPs) se unen al elF4E, previniendo la
formacion del complejo elF4F y su unién al cap. (Marcotrigiano J. et al, 1999). Cuando 4E-BP1 esta
activo (hipofosforilado 4E-BP1), se une y secuestra elF4E en el citoplasma y bloquea la traduccion de
proteinas. Sin embargo, cuando 4E-BP1 esta fosforilado, libera al elF4E, éste se une a la estructura cap
RNAm y promueve la formacién del complejo de iniciacion y la union del ribosoma, comenzando asi la
traduccion de proteinas dependiente de cap (De Benedetti A. y Graff J.R., 2004). El aumento de la

concentracion citoplasmatica de p4E-BP1 observada en tumores de mal pronéstico puede ser la
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traduccion de su hiperfosforilacidn e, indirectamentamente, una consecuencia de alteraciones en la via
PI-3K/AKT/mTOR, o bien por otras quinasas de la via Ras-Raf-MEK-MAPK (Herbert T.P. et al., 2002).

En nuestro estudio hemos evaluado tanto pmTOR, 4E-BP1 total y fosforilado como elF4E total y

fosforilado y pS6. El estudio de expresion mediante score se realizé en el nucleo y el citoplasma

independientemente

En nuestra serie observamos expresion citoplasmatica de pmTOR en el 92'18% de los ADP, coincidiendo
con la sobreexpresion descrita en estudios de tumores en ofros drganos, como el realizado por
Ronellenfitsch en los glioblastomas (Harter P.N. et al, 2015), por Calvisi en hepatocarcinomas en modelos
animales (Delogu S. et al, 2015), por Sanchez-Céspedes en pulmén (Conde E. et al., 2006) o por Garcia-
Patos en carcinomas escamosos de pene (Ferrandiz-Pulido C. et al, 2013). En este Ultimo estudio
demuestran una correlacion entre la sobreexpresién de pmTOR con afectacién ganglionar. Bose,
asimismo, en un estudio que engloba 145 carcinomas de mama invasivos concluye que neoplasias con
sobreexpresion de mTOR triplican el riesgo de recurrencia (Bose S. et al., 2006). En nuestra serie no
identificamos una relacién significativa entre la expresion citoplasmatica de pmTOR y parametros clinico-
patolégicos con valor prondstico, progresién o estado mutacional. Si destacar una ligera tendencia a la
sobreexpresion a medida que aumenta el estadio tumoral (p=0.285) y en casos con invasién linfatica
(p=0.441).

En relacion a la valoracién de 4E-BP1 total, en nuestro estudio observamos expresion de 4E-BP1 total,

tanto citoplasmatico como nuclear, en el 96,8% de los ADP. No observamos correlacién entre la
expresion de 4E-BP1 con factores pronéstico ni estado mutacional. Hemos de resaltar, sin embargo, una
tendencia a la disminucion de la expresion en los tumores con invasién linfatica (4E-BP1 c: p=0.605, 4E-
BP1 n: p=0.376) e invasion perineural (4E-BP1 c: p=0.709; 4E-BP1 n: p=0.408). Chen demuestra, en sus
modelos animales, como el bloqueo de la cascada 4E-BP1/elF4E por 4E-BP1A4, una forma no
fosforilable de 4E-BP1, disminuye significativamente la hepatocarcinogénesis inducida por AKT/RAS
(Wang C. et al, 2015).

En relacion a la valoraciéon de p4E-BP1, en nuestra serie observamos expresién citoplasmatica de p4E-
BP1 en el 90,74% y nuclear en el 70,3% de los ADP. La sobreexpresion nuclear de p4E-BP1 fue descrita
por varios autores en diferentes tumores humanos (Castellvi J. et al., 2006; Benavente S. et al, 2009) y
corroborada posteriormente por Sonenberg mediante estudios de inmunofluorescencia in vitro (Rong L. et
al., 2008). Otros grupos han descrito sobreexpresion de p4E-BP1 en carcinomas de préstata (Kremer CL,
2006) y en canceres del aparato digestivo (Martin M.E. et al., 2000). A diferencia de lo descrito por
Castellvi y Rojo, con estudios que demuestran que la sobreexpresién de p4E-BP1 se asociaba a
recurrencias y mal pronéstico en adenocarcinomas de ovario y mama (Castellvi J et al., 2006; Armengol

G. et al,, 2007), en nuestra serie observamos una disminucion significativa de la expresién en aquellos

158



casos que presentan invasion linfatica (p=0.003). Con el resto de pardmetros prondstico, progresion o

estado mutacional no se observan relaciones significativas.

En relacién a la valoracion de elF4E total, en nuestra serie observamos expresion citoplasmatica en el
76,56% y nuclear en el 35'9% de los ADP. El elF4E es un oncogen cuyos niveles se han visto elevados
en muchos canceres humanos, como el cancer de mama, cancer colorectal, de vejiga urinaria, de cérvix
uterino o carcinoma escamoso de cabeza y cuello (De Benedetti et al., 2004), con valor prondstico en
varios de ellos (Gelder. et al., 1995; Li B.D. et al., 1998)

Sonenberg describe, en estudios in vitro, como elF4E induce transformacién maligna a través de la
regulacion de mdaltiples propiedades celulares, como son la proliferacion, la supervivencia y la
independiencia a la adhesion (Lazaris-Karatzas A. et al, 1990). En nuestra serie, sin embargo, no
identificamos una relacion significativa entre la expresion citoplasmética o nuclear de elF4E total y
parametros clinico-patolégicos con valor prondstico o estado mutacional. Si destacar una tendencia a la
sobreexpresion en los tumores que progresan (p=0.227) y con invasién vascular (p=0.213) y linfatica
(p=0.723).

En relacion a pelF4E, Ramon y Cajal y colaboradores describen que la fosforilacién de elF4E aumenta la
habilidad de clonacion y confiere resistencia a farmacos (Martinez A. et al., 2015) y que la sobreexpresion
de pmTOR y pelF4E se correlaciona con peor prondstico (Ferrdndez-Pulido C. et al., 2013).
Anteriormente, otros grupos de investigacion, Travis en pulmén (Yoshizawa A et al., 2010), Bose en
cancer de mama (Bose S. et al., 2006), Ayala en cancer de prostata (Li L. et al., 2008), Martinez-Guitarte
en endometrio (Pallares J. et al., 2005) o Louis en glioblastomas (Riemenschneider et al., 2006), han
demostrado un aumento de la expresion de pelF4E en diversos canceres. Dicho aumento se asocia a
progresion de la neoplasia y peor pronostico. Otros autores concluyen que la regulacion de la unién del
elF4E al cap es una diana potencial para la intervencion terapéutica en el cancer (Meric F. y Hunt KK,
2002). En nuestra serie observamos expresion citoplasmatica en el 98'43% y nuclear en el 95’31 de los
ADP. No identificamos una relacion significativa entre la expresidn citoplasmatica y nuclear de pelF4E y
parametros clinico-patolégicos con valor pronéstico o estado mutacional. Si que cabe destacar una ligera
tendencia a la sobreexpresion en los tumores que progresan (p=0.741). En cuanto a la expresion nuclear
de elF4E, a diferencia de lo descrito en la literatura, observamos una disminucion de la expresién
significativa en aquellos casos con invasién perineural (p=0.048). Con el resto de parametros (prondstico,
progresion 0 estado mutacional) no se observan relaciones significativas con la expresion nuclear de

dicho marcador.

Otra proteina estudiada en nuestra serie es la S6. La fosforilacion de S6 ribosomal y elF4E estd
controlado directa e indirectamente por mTOR. Sonenberg estudié sus expresiones en cancer de

pulmén, pero concluye que sus funciones en el desarrollo del cancer no estan claros (Mamane Y. et al.,
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2006). Ledoux describe que la elevacion de la expresion de pS6 se asocia a metastasis en el

adenocarcinoma de pulmén (McDonald JM et al., 2008). En nuestra serie observamos expresion

citoplasmatica en el 85'93% de los ADP, sin relacion significativa entre la expresion de dicha proteina y
parametros clinco-patolégicos con valor prondstico, progresion o estado mutacional. Destacar en
nuestros resultados una tendencia a la sobreexpresion a medida que aumenta el estadio (p=0.319), y en

los pacientes que progresan (p=0.461).

A la hora de estudiar la correlacion entre todas las proteinas mencionadas en este apartado y el estado
mutacional, no observamos diferencias significativas en cuanto a expresion de las mismas y presencia o
no de mutacion de KRAS (pmTOR: p=0.804; 4E-BP1: p=0.927; p4E-BP1: p=0.845, elF4E: p=0.796;
pelF4E: p=0.172; pS6: p=0.261). Estos resultados pueden deberse al hecho de tener una representacion
tan pequefia de los casos wild type en nuestra serie (N=7 casos de 64), lo cual dificulta el estudio

estadistico.

5.5.2. Via RAS-MEK-ERK:

La via MEK es una de las cascadas quinasa mejor caracterizada en la biologia celular del cancer. Se
activa via estimulacion de diversos factores de crecimiento o por la activacion de mutaciones de las
principales proteinas oncogénicas, siendo RAS y RAF las mas frecuentes. El estudio dirigido de estas
quinasas ofrece la opcion de nuevas terapias. Los inhibidores de MEK estan actualmente en evaluacion
en ensayos clinicos y muchos han mostrado efectividad (Neuzillet C. et al., 2014). La inhibicion
farmacologica de componentes de la via MAPK se ha perseguido como un medio para inhibir
indirectamente efectores de RAS, cuya inhibicién farmacoldgica sigue siendo un reto (Belden S. et al.,
2012).

La desregulacion de esta via se observa con frecuencia en muchas neoplasias, y juega un papel principal
en su carcinogénesis y mantenimiento. Collisson y colaboradores demostraron que la activacion selectiva
de la via RAF-MEK-ERK en modelos con BRAF mutado en el pancreas murino induce el desarrollo de
PanIN y ADP. En su modelo, la activacién del oncogén derivé en un fenotipo mas agresivo con mas
lesiones de PanIN en comparacion con el modelo clasico KRAS G12D. Asi, la activacion de la via MAPK
canonica a nivel de RAF es suficiente para producir cambios neoplasicos en el pancreas (Collisson E.A.
etal., 2012).

En nuestra serie observamos expresion citoplasmatica de pMAPK en el 81'25% y nuclear en el 93'75%
de los ADP. Identificamos una relacion significativa entre la sobreeexpresion citoplasmatica y nuclear de
pMAPK y la pancreatitis cronica de base (p=0.005 y p=0.009 respectivamente) y, coincidiendo con lo
descrito en la literatura (Lyikesici M.S. et al., 2014) en nuestra serie observamos una correlacion entre la
expresion citoplasmatica y nuclear en aquellos casos con invasién linfatica (p=0.0450 y p=0.049

respectivamente). Con el resto de pardmetros clinico-patolégicos con valor pronéstico no se observa
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relacion significativa. Si destacar una tendencia a la sobreexpresion en los tumores que progresan
(p=0.466).

En cuanto a la relacion entre la expresion de pMAPK y estado mutacional, a diferencia de las porteinas
estudiadas pertenecientes a la via PI-3K/AKT/mTOR, observamos un aumento significativo de la
expresion, tanto citoplasmatica como nuclear, en los pacientes con mutacion de KRAS en comparacién
con los wild type (p=0.006 y p=0.004 respectivamente). A la hora de buscar un punto de corte, con una
sensibilidad y especificididad significativas, que nos pudiera predecir la presencia de mutacion de KRAS,
dicho punto de corte se establece, en el caso de pMAPK citoplasmatico, en una expresién = 5, y en el
caso de pMAPK nuclear, se establece en una expresién = 20. Ambos valores de expresién no son
determinantes, teniendo en cuenta que dichos puntos de corte se incluyen dentro de la horquilla de

expresion de los casos no mutados para RAS de nuestra serie.

5.5.3. Genes supresores de tumores p53, p16/ INK4:

Muchos autores han sugerido una posible asociacion entre la patogénesis o la progresion de los ADP y la
alteracion de las proteinas del ciclo celular, en particular, los reguladores de la fase G1-S, tales como la
p16INK4 (Schneider-Stock R, 2005), p27 (Pruneri G. et al., 2003), Ciclina D3 (Pruneri G et al., 2003) y
p53 (Pauser U. et al., 2008).

La pérdida de la funcién de las mutaciones en p16 (INK4a) (CDKN2A) ocurre aproximadamente en el
80% de los ADP, contribuyendo a su progresion precoz. Los estudios de algunos autores (Heilmann AM
et al., 2014) establecen que, actuando sobre ciertas vias en ADP con pérdida de la proteina p16 se
consigue reprimir su crecimiento. A su vez, Georgiadou sostiene que la sobreexpresién de ciclina D1y
posiblemente la pérdida de p16 en ADP parecen ser factores de mal prondstico. Por consiguiente, un
aumento en la expresion de p16 se asocia a mejor supervivencia. (Georgiadou D. et al., 2014). La
mayoria de los estudios han relacionado la pérdida de funcién de p16 con una menor supervivencia y
mayor tamafio y frecuencia de las metastasis (Soto JL. et al., 2006; Garcea G et al., 2005). En nuestra
serie observamos una expresion citoplasmatica de p16 en el 15'62%, nuclear en el 1718% vy en el
estroma en el 82'81% de los ADP. Cabe destacar una tendencia a la disminucion de los niveles de
expresion de proteina p16, tanto en citoplasma como en nicleo, en aquellos casos de ADP que
progresan en comparacion con los casos que no progresan, pero dicha diferencia no es estadisticamente
significativa (p=0.491, p=0.171 respectivamente). Asimismo, observamos una tendencia a la disminucién
de la expresion citoplasmatica y nuclear de p16 en los casos con mutacién de KRAS respecto a los wild

type (p=0.741y p=0.538 respectivamente).

En cuanto a la valoracién de p16 en el estroma del ADP, coincidiendo con lo descrito por varios autores,
Aboussekhra en su estudio en cultivos celulares de fibroblastos correspondientes a muestras de cancer

de mama, concluye que p16 inhibe los efectos pro-cancerigenos de los fibroblastos del estroma que
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acompafian al cancer de mama (Al-Ansari N.M et al., 2013). Yang, en un estudio en carcinomas
escamosos de esodfago inducido en ratones con deleccion del gen que codifica para el receptor de
TGFbeta en fibroblastos, demuestra un aumento de la inflamacion y del dafio al epitelio neoplasico, con
una pérdida asociada de p16, entre otros inhibidores de la ciclina-dependiente de kinasa, contribuyendo
todo ello al desarrollo de carcinomas escamosos invasivos. En nuestra serie destaca un aumento en la
expresion en el estroma en aquellos casos que progresan, sin llegar a una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.396)

No obstante, no observamos correlacién entre la expresién de p16 e inflamacion asociada al tumor
(p=0.702)

Por otro lado, Hingorani y Tuveson demostraron la expresion enddgena concomitante de otro gen
supresor (p53) y KRAS en el pancreas de ratones, y el posterior desarrollo cooperativo entre ambas de
carcinoma invasivo y altamente metastasico (Hingorani S.R. et al., 2005). Guerra lo confirmé pocos afios
después, en sus modelos animales, observando que los ratones con expresién endégena de KRAS y
pérdida funcional de p53 desarrollaban PanIN y ADP mas agresivos, que provocaban la muerte del
animal en los primeros 4-5 meses (Guerra C. et al., 2007), con unos resultados similares obtenidos en el
contexto de ratones adultos con expresion del oncogen KRAS y sometidos a dafio pancreético (Guerra C.
et al., 2013). En nuestra serie observamos una expresion nuclear de p53 en el 40'62% de los ADP. A
diferencia de lo descrito por dichos autores, en nuestra serie no demostramos una relacion significativa
entre la expresion de p53 y parametros clinico-patoldgicos con valor pronostico, progresion o estado
mutacional. Si destacar un aumento de los niveles de expresidn en aquellos casos de ADP con invasién

linfatica, pero dicha diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.120).

5.5.4. Transicion epitelio-mesénquima (EMT) y cadherinas:

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso bioldgico que permite a las células epiteliales
someterse a los cambios bioquimicos para adquirir un fenotipo mesenquimal que les aporta mayor
capacidad migratoria, invasividad, elevada resistencia a la apoptosis, y aumento de la produccién de
componentes de la matriz extracelular (ECM) (Kalluri R. y Weinberg R.A., 2009). EMT se caracteriza por
la pérdida de adhesion celular, aumento de la motilidad celular, disminucién de la expresion de E-
cadherina y la adquisicién de marcadores mesenquimales, que incluyen la N-cadherina, la vimentina, y la
fibronectina (Peinado H. et al, 2007; Thiery J.P. et al, 2009).

Se han descrito caracteristicas de EMT en modelos de cancer de mama (Trimboli A.J. et al, 2008), cancer
de ovario (Vergara D. et al., 2009), colon (Brabletz T. et al., 2005) y eséfago (Usami Y. et al, 2008).
Hebrok y colaboradores describieron que el oncogen KRAS induce diferenciacion de las células acinares
del componente regenerativo hacia estructuras ductal-like por mecanismo que implica una disminucién de
la expresion de beta-catenina (Heiser P.W. et al, 2008). Asimismo Xue Chen demuestra, en cultivo celular

de células de ADP “knocked down” para beta catenina, una alteraciéon de los marcadores relacionados
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con la transicion epitelio-mesénquiam (TEM), con un aumento a su vez de N-cadherina y vimentina y una
inhibicion de la migracion y capacidad de invasion de las células (Xue C. et al, 2015). En nuestra serie
observamos una expresion de N-cadherina citoplasmatica en el 100% de los casos, de membrana en el
50% vy en el estroma tumoral en el 86% de los ADP. A diferencia de lo descrito por Hazan y
colaboradores en cancer de mama (Hulit J. et al, 2007), los cuales demuestran que la expresion de novo
de N-caherina en los ductos mamarios favorece la metastasis de neoplasias de mama via activacion de
la via de sefializacion MAPK/ERK, en nuestra serie no identificamos una relacién significativa entre la
expresion de N-cadherina citoplasmatica y el desarrollo de metastasis. Si observamos, sin embargo,
sobreexpresion en el estroma desmoplasico que acompafia al ADP en aquellos casos con progresion a
metastasis hepaticas, pero dicha diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.123). A la hora de
valorar correlacion entre la expresion de N-cadherina e inflamacion y desmoplasia asociada al tumor, no
encontramos correlacién (p=0.530 y p= 0.539, respectivamente)

Asimismo tampoco encontramos asociacién significativa entre los parametros clinico-patolégicos con
valor prondstico, progresion o estado mutacional. Si destacar una tendencia a la sobreexpresion
citoplasmatica de N-cadherina en aquellos casos de ADP de nuestra serie con invasién vascular
(p=0.259).

5.5.5. Via Hippo. YAP1.

La via Hippo regula, y esta regulada, por varias propiedades celulares vinculadas a la tumorigénesis,
como son la proliferacidn celular, supervivencia celular, invasion tumoral y potencial metastasico, entre
otros (Tapon N. et al., 2002; Huang J. et al., 2005). Esta bien documentado que la via Hippo se altera
con mucha frecuencia en un gran nimero de neoplasias, incluyendo el cancer de pulmén, colorrectal, de
ovario, de higado y de préstata (Dong J. et al., 2007; Steinhardt A.A. et al., 2008), y que a menudo se
correlaciona con un mal prondstico (Zhang X. et al., 2011; Hall C.A. et al., 2010; Xu M.Z. et al., 2009).

Muchos de los genes implicados en la via de sefializacion Hippo son reconocidos como genes supresores
tumorales, mientras que YAP/TAZ se identifican como un oncogen. De hecho, YAP se ha encontrado
elevado en algunos canceres humanos, incluyendo cancer de mama, cancer colorrectal, y cancer de
higado (Kango-Singh M. et al., 2009; Zender L. et al., 2006; Steinhardt A.A. et al., 2008).

En nuestra serie observamos una expresion de YAP1 citoplasmatico en el 62'18% y nuclear en el 90°'62%
de los ADP.

Coincidiendo con lo descrito por varios gupo de investigacion, como Luk en el estudio de YAP en
hepatocarcinomas (Xu M.Z.et al, 2009), Goode en carcinomas de ovario (Hall C.A. et al., 2010), Zhao en
el estudio del carcinoma gastrico (Hu X. et al, 2014), o Lee en el estudio ce cancer colo-rectal (Lee KW. et
al, 2014), en nuestra serie la sobreexpresion de YAP1 nuclear se comporta como un factor de mal
pronéstico, ya que se asocia a progresidn/desarrollo de metastasis hepaticas (p=0.028). Calculamos un

punto de corte que nos pudiese predecir la progresion hacia metastasis hepaticas, y dicho punto de corte
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se establece en nuestra serie en una expresion nuclear mayor o igual a 60, con un VPP del 88%, sin ser

un factor pronostico independiente a mutacion de KRAS y otras variables clinico-patolégicas (p=0.1968).

Pero la mayoria de los estudios que apoyan este papel de la via Hippo en el cancer han sido muy
recientes, y carecen de evidencias claras entre eventos de mutacion en los genes de dicha via y la
etiologia y/o progresion de los tumores. Aunque la existencia de mutaciones directas que afectan a la via
Hippo parecen ser poco frecuentes, se sabe que la actividad de la via Hippo se altera debido a la
interferencia con ofras vias de sefalizacién, que a menudo albergan mutaciones oncogénicas, en
especial a nivel de las oncoproteinas YAP y TAZ. Se han descrito diversas interacciones funcionales de la
via Hippo con otras vias que con frecuencia estdn mutadas en diferentes canceres humanos, como son
las vias Wnt/beta-catenina, transformig growth factor-beta (TGFbeta)-bone morphogenic protein (BMP),
Hedgehog (HH), Notch, IGFR-1 y mTOR (Konsavage W.M. Jr. et al., 2012; Wang Y. et al., 2013; Irvine
K.D., 2012; White B.D. et al., 2012; Bellam N. y Pashe B., 2010;). Varios estudios sugieren que
mutaciones somaticas en proteinas involucradas en estas vias de sefializacion causan hiperactivacién de
YAP y TAZ, aun en presencia de una red de la via Hippo Wild Type. A pesar de todo, en la actualidad, los

mecanismos que vinculan estas vias a la via Hippo siguen siendo poco conocidos.

Asimismo, se describe la asociacion entre la activacion de YAP1 y una baja respuesta al tratamiento con
Cetuximab en pacientes con cancer colo-rectal (Lee K-W. et al, 2014). Seria importante describir

biomarcadores predictivos para elaborar ensayos clinicos para terapias dirigidas sobre la via Hippo.

5.6. SUPERVIVENCIAS:

La supervivencia global en nuestra serie es de 13.60 meses, con una tasa de supervivencia al afio del
diagnéstico del 62'03% vy a los 5 afios del 33'40%, mayor que la descrita en la literatura a los 5 afios en
aquellos pacientes con neoplasia resecable (20-25%) (Cancer.net, revision Oct del 2013; Lim J.E. et al.,

2003; Conlon K.C. et al., 1996). La supervivencia libre de progresion en nuestra serie es de 13,40 meses.

Desde el punto de vista clinico, la mutacién de KRAS ha sido relacionada con peor supervivencia
(Kroorstra J.B.M. et al., 2008). En nuestra serie los casos WT muestran un tiempo medio de supervivencia
global mayor que los casos con mutacién de KRAS (p=0.0233), y lo mismo se repite con supoervivencia
libre de progresion (p=0.0312). En nuestra serie, si analizamos la influencia del tipo de mutacion sobre la
supervivencia global y libre de progresién, observamos que los casos WTmuestra un tiempo medio de
supervivencia global y libre de progresion mayor comparado con todos los tipos de mutaciones, aunque

estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.282 para SG y p=0.336 para SLP).
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En relacién a la expresion de proteinas observamos que la sobreexpresion de YAP nuclear se asocia a
peor supervivencia global, actuando como factor independiente a mutacion de KRAS y otras variables

clinico-patoldgicas (p=0.0320). El resto de proteinas estudiadas no muestra relacion significativa.

En cuanto a parametros clinico-patolégicos en nuestra serie observamos que los ADPs localizados en
cabeza tienen una ligera tendencia a presentar mayor supervivencia que los localizados en cuerpo y cola,
con 1360, 1293 y 12’30 meses de tiempo mediana respectivamente, aunque no se demuestran
diferencias estadisticamente significativas. Confirmamos que los ADPs localizados en cola muestran
supervivencia menor, coincidiendo con lo descrito en la literatura (Orr R.K., 2010; Fernandez-Cruz L. et
al., 2012).

Si analizamos la influencia del grado histologico sobre la supervivencia global a partir de curvas de
Kaplan-Meier, observamos que los ADPs bien diferenciados tienen tendencia a presentar mayor
supervivencia que los ADPs con diferenciacion moderada o poco diferenciados, aunque no se

demuestran diferencias estadisticamente significativas (p=0.1653).

En relacién a progresén, en nuestra serie observamos que los pacientes que progresan tienen una
supervivencia global ligeramente mayor que los que no progresan, 13.60 vs 13.33 respectivamente y esta
diferencia es estadisticamente significativa (p= 0.0103). Este resultado, contrario a lo que cabria esperar,
puedes ser debido a la mayor representacién en nuestra serie de pacientes que progresan (44 pacientes

que progresan vs 19 pacientes que no progresan).

En cuanto a pardmetros pronostico establecido, varios grupos de investigacion confirman, en estudios de
series largas y en revisiones bibliograficas, que el estadio y la afectacién del margen quirdrgico son los
factores prondstico mas importantes en pacientes sometidos a cirugia (Benassai G. et al., 2000; Han H. y

von Hoff D.D., 2013). En nuestra serie, el estadio tumoral se asocia a peor supervivencia global

(p=0.0014) y la afectacion del margen quirirgico (R1) se asocia tanto a peor supervivencia global
(p=0.0000) como peor supervivencia libre de progresion. Y ambas actlan como factor prondstico
independiente. Otros factores pronéstico incluyen el tamafio tumoral, la afectacién de vasos de gran
calibre y el grado de diferenciacién tumoral (Benassai G. et al., 2000; Gebhardt C. et al., 2000; Kuhlmann
K.F. et al., 2004; Lim J.E .et al., 2003). Los resultados de nuestra serie confirman que a medida que

aumenta el tamafio tumoral disminuye la supervivencia global (p=0.0251).

Otros indicadores de mal prondstico descritos en la literatura en pacientes con carcinomas de pancreas
resecados incluyen un indice mitdsico elevado, la invasion perineural y la invasion vascular (Hruban R.H.,
2007). Diversos estudios han evidenciado una correlacion significativa entre la expresion de Ki67, el
grado de malignidad y el prondstico en diversos tumores (Ross W., 1995; Hall P.A., 1990). En nuestra
serie se observa una asociacion significativa entre Ki67 con el grado de diferenciacion tumoral (p=0.039),

sin evidenciarse asociacién con otros pardmetros con valor prondstico, presencia de mutacién de KRAS,
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progresion o supervivencias. Con el resto de parametros con valor prondstico (invasion vascular, linfatica
o perineural), en nuestra serie no observamos una supervivencia global peor (invasién vascular
(p=0.553), linfatica (p=0.510) y perineural (p=0.601)) respecto a los que no la presentan. Lo mismo pasa

cuando valoramos la supervivencia libre de progresion (p=0.601, p=0.861 y p=0.826 respectivamente).

La presencia de metastasis hepatica es otro factor de mal pronéstico descrito en la literatura (Kim H.W. et
al, 2015). En nuestra serie, el hecho de evidenciar metastasis hepaticas implica una supervivencia global
mucho menor respecto a los pacientes que no presentan progresién o la presentan en otras

localizaciones diferentes (local, pulmonar, 6sea,...) (p=0.0259).

5.7. COMENTARIOS ADICIONALES:

Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, el ADP es un tumor muy agresivo y altamente
metastatizante y, en la mayoria de pacientes, el diagndstico se realiza en fases avanzadas de la
enfermedad. Incluso cuando el tumor se diagnostica en una etapa precoz y se realiza cirugia con
intencion curativa, sélo el 20% de los pacientes sobreviven a los 2 afios. Por ello, es necesario avanzar
en multiples frentes para reducir la mortalidad por ADP. Entre ellos cabe destacar la identificacion de

factores de riesgo y la caracterizacion del proceso de progresion tumoral.

Asimismo, se sabe que el ADP es resistente a todos los tratamientos actuales, excepto a la cirugia en
etapas tempranas de la enfermedad. El tratamiento estandar de primera linea utilizada es la Gemcitabina,
que prolonga la supervivencia en pocas semanas (Li D. et al., 2004) y, en combinacién con otros
farmacos, tiene resultados modestos; la resistencia innata o adquirida del ADP a los farmacos sigue
siendo el principal obstaculo para el éxito en su control (Adesso L. et al., 2013). Por ello, es necesario

encontrar nuevas y mas efectivas dianas terapéuticas para poder tratar esta enfermedad.

Las vias de sefializacion activadas por el oncogen KRAS son muy complejas y se caracterizan por la
activacion de varias vias efectoras, interconectadas entre si a distintos niveles de activacion y con
existencia de circuitos de retroalimentacién. EI conocimiento profundo de los requerimientos genéticos
para la iniciacién y progresion del ADP, asi como de estas interconexiones es esencial para la deteccién
especifica y el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas. El desarrollo de las mismas se necesita
con urgencia para mejorar el mal pronostico de los pacientes que sufren de cancer impulsado por KRAS.
En la dltima década ha aumentado el esfuerzo en caracterizar el EMT y el microambiente que rodea al
ADP (Whatcott C. et al., 2013), con descripcion de numerosos inductores de EMT en estudios de lineas
celulares cancerigenas (TGF-b, Wnt, Snail/slug, Twist y Six 1) (Zavadil J. y Bottinger E. P., 2005; Huber
M.A. et al., 2005; Savagner P. et al., 1997; Martinez-Alvarez C. et al., 2004), asi como dell microambiente
inflamatorio, demostrando que contribuye a un compromiso de la respuesta inmune antitumoral a través

de células T reguladoras de la inmunosupresion y de células supresoras derivadas de la médula
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(Pilayeva-Gupta Y. et al., 2011, Steele et al., 2013). Asimismo, este estimulo inflamatorio activa, a su vez,
células estrelladas y fibroblastos, que producen remodelacion fibrética del tejido pancreatico que, a su vez
promueve la activacion de de las vias de sefializacién oncogénicas dependientes de KRAS, ya descrito
en modelos murinos de Guerra y colaboradores (Guerra C. et al. ,2007) y por Pilayeva-Gupta (Pilayeva-
Gupta Y. etal, 2011).

Como reflexion global, tiene gran importancia aportar informacidn sobre parametros clinico-patolégicos y
moleculares de los ADPs, con el fin de mejorar el conocimiento sobre su comportamiento bioldgico,
necesario para describir nuevas dianas terapéuticas y desarrollar terapias dirigidas. Seguramente existan
otros factores, todavia no descritos, que influyan en el comportamiento bioldgico de los ADPs. El grupo de
tumores wild-type es especialmente interesante de cara a identificar otras eventuales alteraciones
moleculares a parte de KRAS y NRAS, con incidencia en el curso evolutivo de los ADPs. La intencién en
un futuro es ampliar la serie para conseguir resultados significativos que permitan obtener mas

conclusiones.
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CONCLUSIONES

1. En relacién con los parametros clinico-patoldgicos:
1.1. En nuestra serie se validan los criterios clinico-patolégicos establecidos como factores con
valor pronéstico: tamafio tumoral, margen quirtrgico afecto (R1), invasion vascular, invasion
linfatica, invasion perineural, metastasis hepaticas y estadios avanzados.
1.2. Los niveles de Ca19.9 en suero se correlacionan con grado de respuesta inflamatoria

asociada al tumor (p=0.021), no asi los niveles tisulares de Ca19.9 en ADP (p=0.325).

2. En relacion al modelo de progresion PanIN-ADP:
2.1. Exixte un aumento en la expresion de la gran mayoria de las proteinas estudiadas desde la
proliferacion ductal reactiva en pancreatitis crénica (PC) a la expresién en el ADP.
2.2 El valor de Ki67 = a 20% puede ser un biomarcador que ayude a la hora de discernir entre
proliferacion ductal reactiva / metaplasia acinar ductal (MAD) o ADP bien diferenciado en las

biopsias pequenas 0 en los margenes quirtrgicos de piezas de reseccion (p=0.000).

3. En relacion al estudio genético de RAS:
3.1 En nuestra serie ningun caso presenta mutacion para NRAS, y el 89% de los ADP presentan
mutaciones de KRAS.
3.2 La presencia de mutacién de KRAS se asocia a menor supervivencia global (p=0.0233) y

disminucion del tiempo libre de progresion (p=0.031).

4. En relacion con los factores de sefializacion celular en ADP:
4.1. La sobreexpresion nuclear de p4E-BP1 se asocia a invasion linfatica (p=0.003).
4.2. La sobreexpresion citoplasmatica de elF4E se asocia a invasion perineural (p=0.039).
4.3. La sobreexpresion de YAP1 nuclear se asocia a mayor incidencia de metastasis hepaticas
metacrénicas y a menor supervivenvia global, con significacién estadistica en el estudio
multivariante, como factor independiente (p=0.0322).
4.4, |a sobreexpresion de YAP1 nuclear, elF4E citoplasmatico y p4E-BP1 nuclear definen un
subgrupo de ADP de peor pronéstico
4.5. No existe relacion significativa entre la expresion de las proteinas estudiadas, implicadas en
las vias de sefializacion, con los parametros clinico-patolégicos relacionados con estroma

peritumoral (p16, desmoplasia, inflamacion).
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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL

El adenocarcinoma ductal pancredtico (ADP) constituye aproximadamente el 85% de los tumores del
pancreas. Es el tumor en el que menos avances clinicos se han producido en los ultimos 50 afios y sigue
teniendo un prondstico muy malo. Por ello, es necesaria la identificacién de factores de riesgo y la
caracterizacion del proceso de progresion tumoral, asi como la identificacion de nuevas dianas

terapéuticas.

En esta Tesis Doctoral estudiamos el estado de las vias de sefializacion celular en una serie de ADP
convencionales, asi como en ductos de pancreatitis crénicas (PC) y las lesiones precursoras asociadas
(PanIN). El objetivo principal del presente trabajo es el estudio inmunohistoquimico y molecular de
diversos factores implicados en las vias de sefializacion celular y de transicion epitelio-mesénquima (PI-
3K-AKT-mTOR, Ras-Raf-MAPK, Hippo, p53, N-cadherina y p16), con el objetivo de poder definir un
modelo de progresion desde lesiones de PanIN en PC a ADP infiltrante , asi como demostrar la relacién
de los niveles de expresién de dichos factores con una serie de parametros clinico-patolégicos con valor

prondstico, estado mutacional y supervivencias, en el ADP.

Los resultados del estudio de nuestra serie validan, por una parte, los criterios establecidos como factores
con valor pronéstico: tamafio tumoral, margen quirurgico afecto (R1), invasion vascular, invasién linfatica,
invasion perineural, metastasi hepaticas y estadios avanzados. En relaciéon al modelo de progresion
PanIN-ADP, demostramos que existe un aumento en la expresion de la gran mayoria de proteinas
estudiadas desde su expresion en ductos de PC y la expresidén en ADP. Asimismo, porponemos un valor
de Ki67 = a 20% como biomarcador util a la hora de discernir entre proliferacion ductular reactiva o ADP
bien diferenciado en las biopsias pequefias 0 en los margenes quirlrgicos de piezas de reseccion. En
relacion al estudio genético de RAS, confirmamos que ningln caso presenta mutacion para NRAS, a
diferencia del 89% de los ADP, que presentan mutaciones de KRAS, y que la presencia de dicha
mutacién implica peor prondstico. En cuanto a los factores de sefalizacién celular en ADP, se confirma
que la expresidn de algunas proteinas (p4E-BP1, elF4E y YAP1) se asocia a factores de mal pronédstico
y peor supervivencia. No evidenciamos en el estudio relacion significativa entre la expresion de las
proteinas estudiadas con parametros clinico-patolégicos relacionados con estroma peritumoral (p16,
desmoplasia, inflamacién).

Nuestros resultados concluyen que el estudio de los factores de las vias de sefializacion celular
complementan el estudio anatomopatoldgico de los ADP. La determinacién de Ki67 con un valor superior
a 20% permite discernir entre una proliferacién ductular reactiva/metaplasia acinar ductal y ADP bien
diferenciado y lo proponemos como marcador a la hora de valorar margen quirirgico de piezas de
reseccién y biopsias pequefias. La sobreexpresién de YAP1 nuclear, elF4E citoplasmatico y p4E-BP1

nuclear definen un perfil molecular de ADP de peor pronostico.
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