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Resumen

El cancer es un problema de salud publica global; en Espana es la segunda causa de
muerte tras las enfermedades cardiovasculares. En los paises desarrollados, la
incidencia de enfermedades tumorales aumenta progresivamente por el
envejecimiento de la poblacién y por el estilo de vida asociado al cancer que incluye

habito tabaquico, alimentacién y vida sedentaria.

El adenocarcinoma pancreatico (PDAC) es uno de los tumores sdlidos mas letales con
indices de supervivencia a los 5 afios inferiores al 5%. Es un tumor de rapido
crecimiento y con elevada tendencia a invadir érganos adyacentes y metastatizar, es
extremadamente dificil de diagnosticar en fases precoces. El diagnostico se produce de
manera tardia por no existir método diagndstico adecuado. El Unico marcador tumoral
disponible en la practica clinica es el CA19.9 que carece de la sensibilidad vy la
especificidad deseables para el diagndstico temprano, ya que también aumenta en

patologias inflamatorias del tracto gastrointestinal como es la pancreatitis cronica (PC).

Es por ello que en este trabajo se evaluaran los niveles séricos de diversas moleculas
gue pueden estar asociadas a la fisiopatologia del PDAC, con el objetivo de determinar
su valor diagndstico, ya sea como marcadores independientes o en combinacion, y

compararlo con el del CA19.9.

Una de las caracteristicas de las células neoplasicas es la glicosilaciéon alterada de los
glicoconjugados de superficie celular y secretados; esto conlleva a una sobreexpresion
de antigenos sialilados como por ejemplo el sialil-Lewis* (sLe*) y sus derivados. Las
enzimas implicadas en las uUltimas etapas de la biosintesis de estas moléculas son las
sialiltransferasas y las fucosiltransferasas, que compiten por transferir acido sialico o

fucosa a los precursores de sLe* y sus derivados.

En trabajos previos de nuestro grupo se ha descrito la sobreexpresion de antigenos
Lewis sialilados, sialil-Lewis* y/o sialil-Lewis®, en lineas celulares de adenocarcinoma
pancreatico, en cuya sintesis estan implicadas sialiltransferasas como la ST3Gal Il y
ST3Gal IV. La sobreexpresion de ST3Gal Il y ST3Gal IV correlaciona con un aumento de
la expresion de sLe® en la superficie de células tumorales de adenocarcinoma

pancreatico, facilitando la adhesion celular, migracion y metastasis.
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Resumen

En 1994 fue reconocida la importancia de los acidos nucleicos circulantes en procesos
neoplasicos. A partir de este momento se valord la potencialidad de los acidos
nucleicos circulantes como marcadores tumorales. Se han estudiado varios tipos de
mMRNA, de genes asociado a tumores, y parece que la presencia de este mRNA en
suero, es un reflejo de lo que ocurre en las células cancerosas. También se ha

encontrado asociacion entre mRNA plasmatico y diversas variables clinicopatoldgicas.

Dado que el suero es uno de los fluidos mas faciles de obtener de forma no invasiva en
la practica clinica y que recientemente se ha descrito la presencia de mRNA libre en
plasma proveniente del tumor, la determinacion del mRNA de ST3Gal lll y Gal IV en
plasma podria ser un método que permitiese determinar cambios en la expresion de
estos enzimas en pacientes con adenocarcinoma pancreatico. Es por ello que en este
trabajo se han determinado los niveles de ST3Gal Il y ST3Gal IV. Los primeros permiten
diferenciar el grupo de pacientes con pancreatitis cronica del grupo de pacientes con
PDAC. También se han obtenido niveles inferiores de ST3Gal Ill en estadios iniciales de

PDAC comparados con estadios avanzados (p=0.032).

Desde el siglo XIX es conocida la asociacion entre cancer e inflamacion. En el
adenocarcinoma pancredtico es aceptado que la inflamacién, mediante la liberacion de
moléculas proinflamatorias, produce dafio en el DNA y por el acimulo de mutaciones
se llega a desarrollar el cancer. Se ha descrito que la presencia y magnitud de la
respuesta inflamatoria sistémica es un factor prondstico independiente en pacientes
con cancer avanzado. Para poder cuantificar esta respuesta inflamatoria en este
trabajo se ha utilizado la escala del Glasgow Prognostic Score que combina dos
marcadores de inflamacidon aguda: la proteina C reactiva y la albumina. Estos
marcadores se han cuantificado en los grupos de estudio: 21 pacientes PDAC, 15
pacientes con diferentes tumores del tracto gastrointestinal (ONEOS), 15 PC y 9
controles sanos (C). Se han obtenido diferencias estadisticamente significativas entre
controles versus PDAC (p=0.012) y entre controles versus ONEQOS (p=0.002). También
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre PC versus PDAC

(p=0.046) y también PC y ONEOS (p=0.000).
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Resumen

Los factores de crecimiento insulinoide (IGFs), son mediadores endocrinos de la
hormona del crecimiento en diversos tejidos tanto normales como neoplasicos. El IGF-I
tiene caracteristicas de hormona circulante y de factor de crecimiento tisular. La mayor
parte del IGF-I de la circulacidon sanguinea es sintetizado en el higado y esta regulada
por la hormona del crecimiento (GH) y por sefales relacionadas con el estado
nutricional. El crecimiento de los tumores es probable que inicialmente dependa de los
IGFs sintetizados en el higado, pero en fases mas avanzadas adquieran la capacidad de

producirlos ellos mismos de manera autocrina.

El eje IGF se ha relacionado con mayor riesgo de desarrollar distintas enfermedades
neoplasicas. Dada la relevancia del IGF-I y de la insulina como factores favorables para
el desarrollo del adenocarcinoma pancreatico, seria interesante poder evaluar en una
misma cohorte de pacientes si sus niveles séricos pueden tener valor diagnéstico o

prondstico.

Es por ello, que se ha determinado la concentracién de IGF-I en los grupos de
pacientes PDAC, PC, ONEOS y C. Encontramos valores disminuidos significativamente
en PDAC respecto a PC (p=0.001) y controles (p=0.002). También se encontraron
valores significativamente inferiores en ONEOS comparado con PC (p=0.005) y C
(p=0.029). Para poder explicar los niveles inferiores en pacientes con cancer se han
evaluado los niveles de la prealbimina ya que el estado nutricional influye
directamente en la secrecion de IGF-I. La prealbumina fue estadisiticamente inferior en
los procesos neoplasicos [PDAC (p=0.000); ONEOS (p=0.000)], y en este sentido el mal
estado nutricional de los pacientes con cancer podria explicar los bajos niveles de IGF-I.
Sin embargo en los pacientes con PC se observan valores significativamente inferiores
de prealbumina (p=0.002) que en este caso no afecta a los niveles de IGF-I, por tanto,
las diferencias en los niveles de IGF-I que se describen en PDAC no son debidas

Unicamente al estado nutricional también influyen otros factores.

Por los resultados previos se planted la determinacién de hormona de crecimiento
(GH) ya que en distintos tipos de cancer se ha descrito resistencia a GH. En los
pacientes del estudio, se observd resistencia en un 13% de los pacientes con PDACy en

el 7.7% de pacientes con ONEOS, mientras que en controles y pancreatitis crénica no
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se encontrd resistencia a GH en ningln paciente. Estos resultados pueden ayudar a

explicar parcialmente los bajos niveles de IGF-1 en PDAC.

Debido a que ninguno de los marcadores evaluados presentd valores minimos como
marcador diagndstico independiente, se planted la combinacion de las
sialiltransferasas con el CA19.9 y otros marcadores que se utilizan de manera rutinaria
en clinica, y se obtuvieron buenos resultados cuando se combiné CA 19.9, CEA, ST3Gal
IV, Glasgow Prognostic score con valores de sensibilidad de 90%, especificidad 86.4% y
AUC 0.963 cuando se evalud PDAC frente al grupo formado por controles, PC y ONEOS.
La asociacion de estos cuatro parametros proporciona una mejor herramienta
diagnostica que cuando se utiliza CA19.9 o la combinacion CA19.9+CEA. El Unico
inconveniente es que la metodologia utilizada para la determinacién de niveles de

expresion de sialiltransferasas es muy laboriosa.

Por esta razon se realizé una combinacién alternativa de pardmetros que incluyod IGF-I,
IGFBP3, CA 19.9 y CEA para mejorar su precision diagndstica en la diferenciacién de PC
y PDAC. Los mejores resultados se obtuvieron con la combinacion CA 19.9, CEA, IGF-|
con AUC de 0.959, sensibilidad de 87.8%, especificidad del 100%, cuando se comparan
PDAC y PC. La combinacion de estos tres marcadores parecen ser mejores predictores

gue el CA19.9 en solitario o combinado con CEA.

En el grupo de pacientes del estudio cuando se utilizé6 un cut-off de CA 19.9 de 36.3
U/ml se clasificaron de manera correcta 36/41 (87.8%) de los PDAC, 11/12 (91.65%)
PC, pero si ademas se incluyen los niveles de IGF-I y CEA en un modelo probabilistico
se clasificaron correctamente el 87.8% del los PDAC, y el 100% de las PC, con una
especificidad del 100% mejorando asi el diagndstico diferencial entre los pacientes de
PDAC y PC. Esta combinatoria de marcadores aplicada a siete nuevos pacientes

también supuso una clasificacion correcta de los mismos.

La combinacidn de los niveles séricos de CA 19.9, CEA y IGF-I podria ser utilizada en un
futuro como marcador para el diagndstico diferencial entre PDAC y PC aunque son

necesarios estudios con una mayor cohorte de pacientes.
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Resum

El cancer és un problema de salut publica global; en Espaiia és la segona causa de mort
despres de les malalties cardiovasculars. En els paisos desenvolupats la incidéncia de
malalties tumorals augmenta progressivament per I'envelliment de la poblacié i per

I’estil de vida associat al cancer com habit tabaquic, alimentacié i vida sedentaria.

L’adenocarcinoma pancreatic (PDAC) és un dels tumors solids més letals amb index de
supervivencia als 5 anys inferiors al 5%. Es un tumor de rapid creixement i amb
elevada tendéncia a envair organs adjacents i metastatitzar, és extremadament dificil
de diagnosticar en fases precoces. El diagnostic es produeix de manera tardana per no
existir metode diagnostic adient. L'Unic marcador tumoral disponible en la practica
clinica és el CA19.9 que no presenta la sensibilitat i la especificitat desitjables pel
diagnostic precog, ja que també augmenta en patologies inflamatories del tracte

gastrointestinal com és la pancreatitis cronica (PC).

Es per aixd que en aquest treball s’avaluaran els nivells sérics de diverses molecules
que puguin estar relacionades amb la fisiopatologia del PDAC, amb I'objectiu de
determinar el seu valor diagnostic, sigui com a marcadors independendents o en

combinacid, i comparar-lo amb el del CA19.9.

Una de les caracteristiques de les cél-lules neoplasiques és la glicosilacié alterada dels
glicoconjugats de superficie cel-lular i secretats; aix0 porta a terme una sobrepressio
de antigens sialilats como per exemple el sialil-Lewis* (sLe*) i els seus derivats. Els
enzims implicats en les Ultimes etapes de la biosintesis de aguestes molécules son les
sialiltransferases i les fucosiltransferases, que competeixen per transferir acid sialic o

fucosa als precursors de sLe” i els seus derivats.

En treballs previs del nostre grup s’ha descrit la sobrexpressié d’antigens Lewis sialilats,
sialil-Lewis™ i/o sialil-Lewis®, en linees cel-lulars d’adenocarcinoma pancreatic, en la
seva sintesis estan implicats sialiltransferases com la ST3Gal Ill i ST3Gal IV. L’expressio
de ST3Gal Il i ST3Gal IV correlacionen amb un augment de I'expressié de sLe* en la
superficie de cel-lules tumorals d’adenocarcinoma pancreatic, facilitant I'adhesio

cel-lular i migracié i per tant la formacié de metastasis.

A partir d’aquest moment es va valorar la potencialitat dels acids nucleics circulants

com marcadors tumorals. S’han estudiat diversos tipus de mRNA, de gens associats a

Xxiii



Resum

tumors, i pareix que la presencia d’aquest mRNA en serum, es un reflex del que es
produeix en les cél-lules canceroses. També s’ha trobat associacid entre mRNA

plasmatic i diverses variables clinicopatologiques.

Donat que el serum és un dels fluids més facils d’obtenir de forma no invasiva en la
practica clinica assistencial i que recentment s’ha descrit la presencia de mRNA lliure
en plasma procedent del tumor, la determinacié del mRNA de ST3Gal lll i Gal IV en
plasma podria ser una tecnica que permetés determinar possibles canvis en la
expressid d’aquestos enzims en pacients amb adenocarcinoma pancreatic. Per aquest
motiu en aquest treball s’Than determinat els nivells de ST3Gal Il i ST3Gal IV. Els
primers permetrien diferenciar el grup de pacients amb pancreatitis cronica del grup
de pacients PDAC. També s’han descrit menors nivells de ST3Gal Ill en estadis inicials

de PDAC comparats amb estats avangats.

Des de el segle XIX és coneguda l'associacié entre cancer e inflamacid. En
adenocarcinoma pancreatic és acceptat que la inflamacid, mitjancant l'alliberacié de
molecules proinflamatories, produeix dany en el DNA i per 'acimul de mutacions s’hi
arriba a desenvolupar el cancer. S’ha descrit que la presencia i magnitud de la
resposta inflamatoria sistemica es un factor pronostic independent en pacients amb
cancer avancat. Per poder quantificar aquesta resposta inflamatoria en aquest treball
s’ha utilitzat I'escala Glasgow Prognostic Score que combina dos marcadors de
inflamacié aguda: la proteina C reactiva i I'albiUmina. Aquests marcadors s’han
quantificat en els grups d’estudi: 21 pacients PDAC, 15 pacients amb diferents tumors
del tracte gastrointestinal (ONEOS), 15 PC i 9 controls sans (C). S’han obtingut
diferéncies estadisticament significatives entre controls versus PDAC (p=0.012) i entre
controls versus ONEOS (p=0.002). També s’han trobat diferencies estadisticament

significatives entre PC versus PDAC (p=0.046) i també PC i ONEOS (p=0.000).

Els factors de creixement insulinoide (IGFs), son mediadors endocrins de I’hormona del
creixement en diversos teixits tant normals com neoplasics. L'IGF-I té caracteristiques
d’hormona circulant i de factor de creixement tissular, la seva sintesis es realitza
fonamentalment en el fetge i esta regulada per ’hormona del creixement (GH) i per

senyals relacionades amb I'estat nutricional. Es probable que el creixement dels
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tumors durant la seva evolucid, i en les primers fases depengui dels IGF sintetitzats en
el fetge, pero en fases més avangades adquireixen la capacitat de produir-los ells
mateixos de manera autocrina. L'eix IGF s’ha relacionat amb major risc de
desenvolupar diferents malalties neoplasiques. Donada la rellevancia de I'IGF-1 i de la
insulina com factors favorables per el desenvolupament de I|'adenocarcinoma
pancreatic, seria interessant poder avaluar en una mateixa cohort de pacients si els

seus nivells serics poden tenir valor diagnostic o pronostic.

Es per aix0, que s’ha determinat la concentracio d’IGF-I en els diferents grups de
pacients PDAC, PC, ONEQOS i C, s’observen valors disminuits significativament en PDAC
respecte a PC (p=0.001) i controls (p=0.002). També es van observar valors

significativament inferiors en ONEOS comparat amb PC (p=0.005) i C (p=0.029).

La prealblimina va ser estadisticament inferior en los processos neoplasicos Per poder
explicar aquestos valors baixos s’ha avaluat els nivells de la prealbimina ja que I'estat
nutricional influeix en la secrecid6 d’ IGF-l. La prealbumina va ser més baixa en
processos neoplasics, i en aquest sentit el mal estat nutricional dels pacients amb
cancer podria explicar els nivells baixos d’IGF-I. La prealbumina va se estadisticament
inferior en els processos neoplasics [PDAC (p=0.000); ONEOS (p=0.000)], i en aquests
sentit el mal estat nutricional dels pacients amb cancer podria explicar els baixos
nivells d’IGF-l. En els pacients amb PC s’observen valors significativament inferiors
(p=0.002) de prealbumina que en aquest cas no afecta als nivells d’'IGF-I, per tant, les
diferencies en els nivells d’IGF-I obtinguts en PDAC no son a causa Unicament pel estat

nutricional també influeixen d’altres factors.

Per aquesta causa es va plantejar la determinacié d’hormona de creixement (GH) ja
gue en diferents tipus de cancer s’ha descrit resisténcia a GH. En els pacients de
I’estudi, es va observar resisténcia en un 13% dels pacients amb PDAC i en el 7.7% de
pacients amb altres neoplasies gastrointestinals, mentre que en controls i pancreatitis
cronica no es va trobar resistencia a GH en cap pacient. Aquests resultats poden

ajudar a explicar parcialment los nivells baixos d’IGF-I en PDAC.

Degut a que cap dels possibles marcadors avaluats va presentar valors minims per un

marcador diagnostic independent, es va plantejar la combinacid6 de les
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sialiltransferases amb el CA19.9 i altres marcadors que s’utilitzen de manera rutinaria
en clinica, i es van obtenir bons resultats quan es va combinar CA 19.9, CEA, ST3Gal IV,
Glasgow Prognostic score amb valors de sensibilitat de 90%, especificitat 86.4% i AUC
0.963 quan es va avaluar el PDAC en front el grup que combina controls, PC i ONEOS. L’
associacié d’aquests quatre parametres proporciona una millor eina diagnostica que

guan s’utilitza CA19.9 o la combinacié CA19.9+CEA.

L’Gnic inconvenient és que la metodologia utilitzada per la determinacio de nivells d’

expressio de sialiltransferases és molt laboriosa.

Per aguest motiu es va avaluar una combinacio alternativa de parametres que inclou
IGF-I, IGFBP3, CA 19.9 i CEA per millorar la seva precisio diagnostica en la diferenciacio
de pancreatitis cronica i adenocarcinoma ductal de pancrees. Els millors resultats es
van obtenir amb la combinacié CA 19.9, CEA, IGF-l amb AUC de 0.959, sensibilitat de
87.8%, especificitat del 100%, quan es comparen PDAC i PC. La combinacié d’aquests

tres marcadors pareixen ser millor predictors que el CA19.9 o la combinacié amb CEA.

En el grup de pacients de I'estudi quan es va utilitzar un cut-off de CA 19.9 de 36.3
U/ml es van classificar de manera correcta 36/41 (87.8%) dels PDAC, 11/12 (91.65%)
PC, pero si a més a més s’inclouen els nivells d’IGF-I1 i CEA en un model probabilistic es
van clasificar també correctament 36/41 (87.8%) dels adenocarninomes de pancrees, i
el 100% de les pancreatitis cronica. Aquesta combinacié de marcadors aplicada a set

nous pacients també va suposar una clasificacio correcta dels mateixos

La combinacid dels nivells serics de CA 19.9, CEA i IGF-I podrien ser utilitzats en un
futur com marcadors pel diagnostic diferencial entre PDAC i PC, malgrat cal ampliar

I’estudi amb una cohort major de pacients.
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Summary

Cancer is a global public health problem. In this sense, cancer is the second leading
cause of death after cardiovascular diseases in Spain. In economically developed
countries, the incidence of tumor diseases is progressively increasing as a result of
population aging and adoption of cancer-associated lifestyle including smoking,

physical inactivity and diet.

Pancreatic adenocarcinoma is one of the most deathly solid tumours and it has the
lowest 5-year survival rate, about 5%. It is difficult to diagnose at early stages and it is a
tumour of rapid growth and with high tendency to spread and form metastases in

early phases.

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) diagnostic usually arrives in advanced stages since
an available diagnosing method is not available. The unique tumour marker used in the
clinic is CA 19.9 which lacks of sensitivity and specificity for early diagnosis. Moreover,
CA19.9 is also raised in gastrointestinal inflammatory diseases such as chronic

pancreatitis (CP).

For that, the serum levels of several molecules associated to PDAC pathophysiology
will be evaluated in this work, in order to determine their diagnostic value, alone or in

combination, and compared it with that of CA19.9.

Neoplastic cells show altered glycosilation of their cell surface and secreted
glycoconjugates, such as an over-expression of sialyled antigens as sialyl-Lewis* (sLe”)
and their derivatives. The enzymes involved in the last steps of the biosynthesis of
these molecules are sialyltransferases and fucosyltrasnferases which compete to

transfer sialic acid or fucose to the terminal moieties of their glycan precursors.

In previous reports we described the presence of over-expressed sialyl-Lewis antigens
in pancreatic adenocarcinoma cell lines. ST3Gal Il and ST3Gal IV sialyltransferases
were involved in their synthesis; over-expression of ST3Gal lll and ST3Gal IV correlated
with an enhancement of sLe” expression at the surface of pancreatic adenocarcinoma,

cell, promoting cellular adhesion, migration and metastases.

In 1994 the importance of circulating nucleic acids in neoplasic diseases was
recognized. Since then blood nucleic acids have been considered as potential tumoral

markers. According to several studies, we can find several types of mRNA genes
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associated to tumours. It seems that the presence of these mRNAs reflects what
happens in the tumor cells. Other reports described the association between plasma
mRNA and different pathological parameters. Finally, there is an association between

the presence of mRNA and aggressiveness of the tumour.

Serum is obtained using a routinely non-invasive technique. Recently it has been
described the presence of free tumor mRNA in plasma. Then, the determination of
ST3Gal lll and Gal IV mRNA levels in plasma would be a technique that would allow us
to detect changes in the expression of these enzymes in patients with PDAC. In this
work, the levels of ST3Gal Il and ST3Gal IV were measured and ST3Gal Il could
differentiate between patients suffering from chronic pancreatitis and patients with
PDAC. Moreover, lower levels of ST3Gal Ill in early stages of PDAC compared with

PDAC advanced stages were reported (p=0.032).

The link between inflammation and development of cancer was first suggested in the
19" century. Nowadays it is accepted that inflammation and releasing of pro-
inflammatory mediators produce DNA damage and repeated mutations, which may
lead to cancer. The presence and magnitude of systemic inflammatory response have
been described as a prognostic independent factor for patients with advanced cancer.
In order to quantify the inflammatory response, we used the Glasgow Prognostic Score
that combines two inflammation markers: C-reactive protein and albumin. We
guantified these markers among the studied groups: 21 PDAC patients, 15 patients
with different gastrointestinal tumours (GIT), 15 CP and 9 healthy controls (HC). We
identified statistically significant differences between either PDAC versus HC (p=0.012)
and GIT versus HC (p=0.002). We also found statistically significant differences
between PDAC and CP groups (p=0.046), as well as between GIT and PC patients
(p=0.000).

The insulin-like growth factors (IGFs) are endocrine mediators of growth hormone (GH)
in both normal and neoplastic tissues. The IGF-1 shows the characteristics of a
circulating hormone and a tissue growth factor. Most of the IGF-1 found in blood
circulation is produced by the liver, and its production is regulated by GH and signals

related to nutritional status. The beginning of a tumour growth probably depends on
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the IGF-1 synthesized by the liver. Thereafter the tumour could be capable to produce

IGF-1 in an autocrine manner.

The IGF-1 axis has been correlated with increased risk to develop different neoplasic
processes. Given that elevated IGF-1 is considered a risk factor for PDAC development,
we decided to evaluate serum levels of this parameter within the same cohort of
patients. We hypothesized that IFG-1 could serve as PDAC diagnostic or prognostic

marker.

We determined IGF-1 serum levels in PDAC, GIT, PC and HC groups of patients. We
found statistically significant lower levels of IGF-1 in PDAC patients in comparison with
CP (p=0.001) and HC groups (p=0.002). We also reported statistically significant
reduced values of IGF-1 in GIT patients compared to CP (p=0.005) and HC cohorts
(p=0.029). In order to explain IGF-1 low levels in neoplastic groups of patients, we
determined prealbumin levels, since nutritional status directly affects IGF-1 secretion.
Prealbumin was statistically significant reduced in PDAC (p=0.000), GIT (p=0.000) and
PC (0.002)] in comparison with HC group. In this sense, deficient nutritional status in
cancer patients could explain IGF-1 low levels. However, IGF-1 level in CP patients was
not influenced by low prealbumin values. We concluded that other factors besides

nutritional status determine IFG-1 secretion in PDAC patients.

Then, we then decided to assess GH serum levels, considering the fact that resistance
to GH had been described in cancer and other pathologies. We reported resistance to
GH in 13% of PDAC patients and 7.7% of GIT patients, while no GH resistance was
detected in CP and HC cohorts. These results could partially explain the low levels of

IGF-1 detected in PDAC group.

None of the evaluated markers showed specificity or sensitivity values to be
considered independent tumour diagnostic markers. Therefore, we selected several
markers and combined them to evaluate their specificity and sensitivity. The
combination of CA 19.9, CEA, ST3Gal IV and Prognostic Glasgow score yielded an AUC
of 0.963, with 90% of sensitivity and 86.4% of specificity comparing PDAC patients with

GIT, CP and HC altogether. The association of these 4 parameters appeared to be a
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better diagnostic tool in comparison to CA19.9 alone or combined with CEA (higher

sensitivity, specificity and AUC).

However, the methodology used to measure sialyltransferase ST3Gal IV expression
levels is quite laborious and this is an important drawback to use the above

combination of markers.

For this reason, we evaluated an alternative combination of parameters including IGF-
1, IGFBP3, CA 19.9 and CEA with the aim to improve the differential diagnostic
between PDAC and CP. The best markers combination was found to be CA19.9, CEA
and IGF-1. We obtained an AUC of 0.959, sensitivity 87.8% and specificity 100%
comparing PDAC and CP patients. These 3 markers appeared to be better predictors

than CA19.9 alone or combined with CEA.

In this group of patients, when CA 19.9 was as a marker with a cut-off of 36.3 U/ml|,
87.8% of PDAC and 91.65% of CP patients classified correctly, but when using a
probabilistic model combining CA19.9, CEA and IGF-1, 87.8% of PDAC and 100% of PC
were classified correctly, thus improving the diferential diagnostic. When we applied
this combination of markers to new seven patients, the model classified all of

correctly.

The combination of IGF-1, CEA and CA19.9 serum levels arises as a potential future
marker to improve the differential diagnose between pancreatic cancer and chronic

pancreatitis, although further studies including more patients are required.
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Introduccion

1. PANCREAS
El pancreas es una glandula situada en el cuadrante superior de la cavidad
retroperitoneal del abdomen. Anatdmicamente se divide en cuatro regiones: cabeza,
cuello o istmo, cuerpo y cola (Fig. 1). Estd en contacto con estémago, duodeno, bazo,
colon transverso y rifién izquierdo. También presenta contacto directo con estructuras
vasculares como el tronco celiaco y los vasos mesentéricos superiores. Es importante
tener en cuenta la situacién anatémica del pancreas, sobre todo en el adenocarcinoma
pancreatico, ya que por la presencia del tumor se pueden afectar los érganos y

estructuras vasculares adyacentes.

Conducto
hepético comun

Estomago

Vesicula
Biliar

Conducto
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comun
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Porta

Pancreas

Piloro

Figura 1: Esquema anatdmico del pancreas. Extraido y adaptado de
http://emedicine.medscape.com/article/1948885-overview

El pancreas es un drgano secretor endocrino y exocrino. Los islotes de Langerghans son
los responsables de la secrecion endocrina, mientras que el sistema acinar-ductal es el
responsable de la secrecidn exocrina, secretando enzimas al tubo digestivo que

participan en el proceso de digestion de los alimentos.



Introduccion

El sistema de drenaje del pancreas se denomina sistema ductal pancredtico y esta
formado por los conductos principales de Wirsung y Santorini y los conductos intra e

interlobulillares

El 80% del parénquima pancreatico esta formado por células acinares, en las cuales se
localizan granulos que contienen secrecidon enzimatica compuesta por amilasa,
tripsina, antitripsina, quimo y antiquimotripsina. Las células pancreaticas son
potencialmente peligrosas para el propio organismo, ya que las enzimas que contienen
son proteoliticas. En condiciones normales, el organismo tiene mecanismos para
protegerse de la autodigestion. Estos mecanismos son la sintesis de los enzimas en
forma de precursores inactivos, la sintesis de inhibidores de proteasas y la
compartimentalizaciéon de los diferentes zimoégenos a lo largo de los procesos de

sintesis y transporte (Navarro, 2002; Capitulo 1).

1.1 PATOLOGIA INFLAMATORIA DEL PANCREAS

Las enfermedades inflamatorias del pancreas se clasifican en pancreatitis aguda vy
crénica. Esta clasificacidn se basa fundamentalmente en criterios clinicos. En el caso de
la pancreatitis aguda, después de un episodio se restablece la funcidn normal del

pancreas y en el caso de la pancreatitis créonica, queda una lesion residual permanente.

El estudio de los procesos inflamatorios del pancreas es importante, ya que existen
estudios que relacionan la inflamacién con el cancer. La inflamacién, podria ser una
etapa previa para el desarrollo del adenocarcinoma pancreatico, siendo los cambios

genéticos manifestaciones tardias del proceso inflamatorio sostenido (Farrow, 2002).

1.1.1. PANCREATITIS AGUDA

La pancreatitis aguda se inicia por activacidon prematura de los enzimas digestivos en
las células acinares, dando lugar a autodigestion de la glandula. Histoldgicamente se
produce necrosis de las células acinares e infiltrados inflamatorios del parénquima

(Vonlaufen, 2008).

Durante la pancreatitis aguda, tiene lugar un importante estrés oxidativo en la

glandula y los radicales libres formados pueden dafar estructuras celulares. Los
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radicales libres derivados de oxigeno actian como en cualquier proceso inflamatorio,

amplificando la lesién y realimentando el proceso inflamatorio.

La importancia de diferentes mediadores de la inflamacion se refleja en el incremento
de niveles séricos de diferentes citocinas proinflamatorias en pacientes con
pancreatitis aguda, asi como una correlacién directa entre estos niveles y la gravedad
de la pancreatitis. Entre las citocinas implicadas destacan el Factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), Interleucina 1 (IL-1) e Interleucina 6 (IL-6). Ademas, estas citocinas actian
induciendo la sintesis de mas citocinas, amplificando la respuesta inflamatoria tanto a

nivel local como sistémico (Navarro, 2002; Capitulo 12).

1.1.2. PANCREATITIS CRONICA

Se define como una enfermedad inflamatoria progresiva del pancreas y se caracteriza
por cambios morfoldgicos irreversibles asociados a dolor y/o permanente alteracion de
su funcidn. En la pancreatitis crénica, la glandula es anormal antes y/o después del

ataque (Steer, 1995; Witt, 2007)

Clinicamente la triada clasica se compone de
1) Calcificacién del sistema ductal pancreatico.
2) Esteatorrea.

3) Diabetes mellitus.

Esta clinica suele establecer el diagndstico de pancreatitis crdnica, pero el conjunto de
estos sintomas aparece en menos del 33% de los pacientes, por ello en ocasiones

puede ser dificil el diagndstico basado Unicamente en la clinica.

En la pancreatitis cronica, se producen cambios morfoldgicos agudos que incluyen:
edema, inflamacién aguda y necrosis; los cuales se superponen a cambios
morfoldgicos crdnicos que incluyen fibrosis, inflamacion y pérdida de tejido exocrino.
Tras una fase subclinica, se producen crisis recurrentes de dolor abdominal
apareciendo insuficiencia exocrina y/o endocrina. Se puede llegar a perder entre el 80
y 90% del tejido (exocrino y endocrino) antes de que se presenten sintomas de

malabsorcidon y diabetes.
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Histopatolégicamente los hechos clave son: fibrosis pancredtica, atrofia acinar,

inflamacidn crdnica y obstruccién de los ductos (Witt, 2007).

En el pancreas afecto de pancreatitis cronica, debido a los episodios repetidos de
inflamacidn, existe una reduccion gradual e incluso desaparicion de la masa de células
acinares, que van a ser sustituidas por matriz extracelular, dando lugar a una atrofia
glandular y fibrosis (Fibrosis: es un exceso de matriz extracelular que presenta
alteracion en su composicion cualitativa y que afecta a la comunicacion célula-célula y

célula-matriz.) (Navarro, 2002. Capitulo 12; Witt, 2007).

Como agentes causales de la pancreatitis cronica destacan: alcohol, dieta,
hipercalcemia, obstrucciones del conducto pancreatico, pancreatitis crénica
hereditaria, idiopatica y pancreatitis tropical. En los paises occidentales es el abuso en

el consumo de alcohol el principal agente etioldgico.

En la patogenia de la pancreatitis cronica se considera que existen 3 elementos

fundamentales implicados en el dafio pancreatico irreversible (Fig. 2).
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Figura 2: Concepto actual de la patogenia de pancreatitis crénica (Witt, 2007).

1) En funcion de la causa de la pancreatitis, las células acinares son susceptibles de
lesién por autodigestion, ya sea por el efecto del alcohol y sus metabolitos en los
organulos celulares, que implica un aumento del contenido de enzimas digestivas y

lisosomales y desestabilizacion de los lisosomas y los granulos de zimdgenos, o bien
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por el empeoramiento de los procesos de activacion/desactivacion de tripsindgeno. En

presencia del factor desencadenante se inicia el dafio de las células acinares.

2) Las células estrelladas pancreaticas, que son activadas por la liberacién de citocinas
durante la necroinflamacién pancreatica o por efecto directo del etanol, sus
metabolitos y estrés oxidativo, llevando a la produccidon excesiva de proteinas de la

matriz extracelular

3) Los ductos pancreaticos se bloquean por la precipitacion de proteinas que ademas

pueden facilitar la progresion de la enfermedad. (Witt, 2007)

1.2 INFLAMACION Y DESARROLLO DE CANCER

Durante muchos afios se ha intuido la posible relacion entre inflamacién y desarrollo
de cancer. Ya en 1863 Rudolf Virchow encontré leucocitos en tejido neoplasico,
sugiriendo que esto reflejaba el desarrollo del cancer en localizaciones en las cuales

existia inflamacion croénica (Balkwill, 2001).

En procesos de inflamacién crénica se produce liberacidn de citocinas y especies de
oxigeno reactivas -ROS- , produciendo dafo en las células del estroma, alteraciones en
el DNA, que pueden provocar mutaciones en los genes relacionados con el cancer.
Posteriormente, durante el proceso de curacion del dafio celular, las células dafiadas
estan expuestas a factores de crecimiento. Al combinarse dafo celular y proliferacion
se genera un microambiente en el cual se puede favorecer la expansiéon clonal de las

células transformadas (Fig. 3) (Farrow, 2002).
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Figura 3: Adenocarcinoma pancredtico: Inflamacién y la teoria “landscape” (Farrow and Evers, 2002).
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Recientemente se ha descrito otro mecanismo que relaciona el cdncer con la
inflamacidn. Se basa en que los mediadores inflamatorios (citocinas pro-inflamatorias,
ROS, etc.) son capaces de inducir inestabilidad genética, que genera la acumulacién de

alteraciones genéticas en las células cancerigenas (Colotta, 2009).

Existen diversos ejemplos que demuestran que un proceso inflamatorio prolongado
puede dar lugar a un proceso de malignizacion celular. En el carcinoma celular
escamoso, originado en pacientes con quemaduras en la piel, el tumor proviene de la
epidermis inflamada, quedando clara la correlacién entre inflamacion y malignidad
(Phillips, 1998). También se puede relacionar inflamacion y cancer en el cancer
gastrico, originado por inflamacion crénica por Helicobacter pilori y en el cancer de

colon, precedido de procesos de inflamacion intestinal (Farrow, 2002).

Es probable que los mediadores de la inflamacion que se liberan en la pancreatitis
cronica, produzcan cambios que finalmente lleguen a producir adenocarcinoma
pancreatico. De hecho, los pacientes con pancreatitis cronica tienen una probabilidad
superior de desarrollar adenocarcinoma pancreatico comparado con la de los
controles, lo que indica que la inflamacion crénica puede ser un factor que predispone
para el desarrollo del adenocarcinoma pancreatico (Lowensfels, 1993; Howes, 2002;

Malka 2002)

La inflamacidon pancredtica se asocia con la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), liberacién de citocinas como TNF-a, IL-6 y especialmente IL-8, y
desregulacién de factores de transcripcion pro-inflamatorios como el factor nuclear kB
(NF-kB). Estos mediadores pueden producir dano genético, proliferacion celular e

inhibicion de la apoptosis en células del pancreas (Farrows, 2002).

Histoldgicamente, en la pancreatitis crénica se desarrolla un estroma fibrético
alrededor de las células acinares, que contiene células inflamatorias, fibroblastos y
células estrelladas activadas. De manera similar, en el adenocarcinoma pancreatico, se
induce una reaccion desmoplastica y el estroma que se genera esta formado por los
mismos tipos celulares que en pancreatitis cronica. Este estroma provee en ambos
casos de mediadores de inflamacion (como citocinas y ROS) y factores de crecimiento

gue actlan favoreciendo el desarrollo y progresién, desde pancreatitis crénica hasta
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adenocarcinoma pancredtico y soportan el crecimiento del tumor y la metdstasis

(Dvorak, 1986).

1.2.1 Glasgow Prognostic Score

Se ha descrito que la presencia y magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica es un
factor pronéstico independiente en pacientes con cancer avanzado. En pacientes con
tumores inoperables, es importante saber cudl es su prondstico para seleccionar los
candidatos para los distintos tratamientos. (Ramsey 2006). La respuesta inflamatoria
se puede poner de manifiesto por la deteccién de elevadas concentraciones de
proteina C reactiva constituyendo un factor prondstico en pacientes con enfermedad
avanzada en distintos tipos de cancer (Falconer JS, 1995; O’Gorman, 2000; Ueno H,

2000; Scott, 2002; Engelken, FJ; Maltoni, 2005).

Forrest en 2003 utilizd la combinacion de proteina C reactiva y la hipoalbuminemia
(marcador de fase aguda negativo) para formar una escala prondstica en pacientes con
cancer inoperable de pulmodn; Glasgow Prognostic Score (GPS), con valor prondstico.
También se ha evaluado la utilidad de esta escala en pacientes con adenocarcinoma
pancreatico y se ha visto que en pacientes inoperables el GPS es un factor prondstico

independiente del estadio tumoral (TNM) (Glen 2006; Shimoda 2010).

El mecanismo por el cual la respuesta inflamatoria sistémica influye en la supervivencia
de los enfermos de cancer no esta claro, pero es posible que partiendo de una
situacion de inflamacion sistémica y un mal estado nutricional, los pacientes

respondan y toleren mal el tratamiento antineoplasico (Ramsey, 2006).

La utilizacién de este factor prondstico tiene gran importancia, ya que se basa en
parametros facilmente mesurables en laboratorios asistenciales por técnicas

estandarizadas.
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2. CANCER
El término cancer, agrupa un centenar de enfermedades, que se caracterizan por la
aparicion en un tejido de una serie de células con una capacidad de crecimiento
descontrolada. Estas células son capaces de invadir los tejidos vecinos, diseminarse y
colonizar otros drganos a distancia —metastasis-, pudiendo producir finalmente la

muerte del paciente.

Se define Tumor como una masa de células con crecimiento anormal. El proceso de
formaciéon de tumores engloba alteraciones en las sefiales intra e intercelulares,
produce la desregulacion del ciclo celular, facilita la proliferacidon celular y promueve
gue las células invasivas se separen del tumor y migren a través de la matriz
extracelular, que prolifere la vascularizacién de novo en los tejidos circundantes y que
se diseminen células a otros tejidos produciendo metastasis (Fuster y Esko, 2005) (Fig.
4). Existe gran variedad de tumores. La nomenclatura utilizada, une la terminacion -

oma, a la raiz del tejido de origen.

Los tumores malignos de origen epitelial se denominan genéricamente Carcinomas y
representan el tipo de cancer mas frecuente en humanos, probablemente porque la
proliferaciéon celular ocurre principalmente en el epitelio o porque los tejidos
epiteliales estdn mas frecuentemente expuestos a carcindgenos. Si estos carcinomas
provienen de epitelio glandular, y en especial si son secretores, se llaman
adenocarcinomas y son el principal tipo de cancer en tejidos de colon, pulmdn, ovario,

mama, prostata y pancreas entre otros.

El grado de diferenciaciéon de un tumor implica el nivel de semejanza morfoldgica y/o
funcional de un tumor con el tejido normal del que procede. Un tumor bien
diferenciado indica que es muy similar en apariencia al tejido del cual procede. El
grado de diferenciacién histolégica guarda relacién directa con el prondstico, que es

peor cuanto menos diferenciado sea.
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Célula transformada

© a) Proliferacian
b} Angiogénesis dal | células tumorales
tumor prirnario\:|» ¥ 3
- [
-
216 S

c) Disociacion de las
células tumorales e
invasion de la ECM

Linfocito

/" d) Intravasacién de células
P4 tumorales y agregados

o ' - Agregado de
=Ml ¢ ' células tumorales
y plaguetas

f) Proliferacion
y metastasis
en un tumor

metastasico €] Extravasacion de

celulas tumorales

Figura 4: Fases de progresion tumoral. (a) Proliferacidn celular es una etapa inicial en la progresion. (b)
Angiogénesis del tumor, necesaria para el crecimiento del tumor primario (c) Durante la invasion, las
células tumorales adquieren la capacidad de degradar y migrar a través de la membrana basal y matriz
extracelular (ECM) (d) Extravasasacion y diseminacidn de las células tumorales al torrente sanguineo y
formacién de agregados con células sanguineas (e) Las células tumorales mimetizan los linfocitos para
poder llevar a cabo su extravasacion (f) Tras la extravasacion las células tumorales proliferan y desarrollan
una red vascular, formando tumores secundarios (metdstasis). (Extraido y modificado de Fuster y Esko

(Fuster y Esko, 2005).

El cdncer presenta una historia natural caracteristica, consta de diferentes fases que
son el resultado de alteraciones genéticas que producen la alteracion progresiva de las
células normales, dotandolas de ventajas de crecimiento vy finalmente

transformdndolas en células malignas (Hanahan, 2000). En un tejido epitelial, ciertas
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células normales puede transformarse en displasicas mostrando ligeras anormalidades
gue sugieren el comienzo de la transformacion maligna. Los patdlogos denominan
estos cambios como neoplasia intraepitelial y se clasifican como bajo grado (leve) y
alto grado (de moderada a severa). Un mayor incremento de la proliferacién celular
conduce a carcinoma in situ, que corresponde al primer estadio maligno del cancer. El
tumor puede progresar invadiendo la membrana basal y a los tejidos circundantes,
ganando la capacidad de desprenderse del tumor primario, pueden alcanzar los vasos
linfaticos o sanguineos locales y diseminarse a los ganglios linfaticos regionales o
distantes y también a otros érganos (Fuster y Esko, 2005). Esta ultima etapa llamada
metastasis. La caracteristica biolégica mdas importante de los tumores malignos es su
capacidad de producir metastasis a distancia, es decir, la capacidad de las células
tumorales de diseminarse a otras partes del organismo. Las metdstasis son la causa del

90% de muerte por cancer (Fuster y Esko 2005).

En la pasada década Hanahan y Weinberg propusieron que todos los cdnceres
compartian seis alteraciones comunes y complementarias en la fisiologia celular que
desencadenan el crecimiento maligno (Hanahan, 2000). Posteriormente, en 2011
Hanahan y Weinberg han actualizado estas caracteristicas y las han ampliado
(Hanahan y Weinberg, 2011):

1. La autosuficiencia en las sefiales de crecimiento: diversas mutaciones activan
protooncogenes, permitiendo a las células tumorales generar sus propias
sefiales de crecimiento.

2. Lainsensibilidad a las sefiales de los inhibidores de crecimiento.

3. Laevasioén de la muerte celular programada (apoptosis) a través de mutaciones,
que inactivan genes supresores de tumores como el p53, o a través de
activacion de vias de supervivencia.

4. Potencial replicativo sin limites: han perdido su capacidad de limitar su
multiplicacién.

5. Angiogénesis sostenida o formacion de nuevos vasos sanguineos: las neoplasias
son capaces de mantener sus necesidades de oxigeno y nutritivas por
promocion de la angiogénesis. El proceso de neo vascularizacion se produce

por la expresion de agentes proangiogénicos como el factor de crecimiento

10
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endotelial vascular (VEGF) producido por las células tumorales o por la
represion de procesos antiangiogénicos.

6. Invasidon de tejidos y metastasis: células del tumor primario se desprenden del
sitio primario, invaden tejidos adyacentes y viajan a lugares distantes que
colonizaran y producirdn metdstasis en los canceres metastasicos.

7. Inflamacion: inflamacion puede contribuir favoreciendo la formacién de
tumores mediante la produccién de moléculas bioactivas. (Colotta 2009).

8. Metabolismo alterado: las células neopldsicas requieren ajustes en su
metabolismo para poder suministrar la energia necesaria para llevar a cabo su
crecimiento y division aumentados.

9. Interaccion con el estroma que rodea al tumor: las células mesenquimales que
rodean al tumor forman el estroma asociado al tumor y contribuyen a la

biologia del tumor.

2.1 INCIDENCIA DEL CANCER

El cadncer representa un problema de salud publica a nivel mundial, ya que es una de
las principales causas de mortalidad y morbilidad. Representa la tercera causa de
muerte en los paises desarrollados. Esta enfermedad es un importante problema,
porque su prevalencia aumenta cada aflo, o que implica un aumento en los costes
clinicos tanto a nivel de diagndstico como de tratamiento y seguimiento (Greenberg,

2010).

En EEUU se estima que en 2011 se diagnosticardn 1.596.670 nuevos casos y 571950
muertes por cancer (Siegel, 2011). Actualmente en EEUU una de cada cuatro muertes

es debida al cancer.

En Europa en el 2006 se estima que hubieron 3.191.600 nuevos casos y el nimero de

muertes por cancer se estima que fue de 1,7 millones (Ferlay, 2007).

En Espafia se diagnostican 150.000 casos de cancer cada afo segun estudios realizados
por el Area de Epidemiologia Ambiental y Cancer del Instituto de Salud Carlos IlI. El
cancer es la primera causa de muerte por enfermedad en hombres y la segunda en

mujeres (Lopez-Abente, 2003).

11
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Incidencia de cancer en la Regidn Sanitaria de Girona

Durante el afo 2006 se registraron en la regidn sanitaria de Girona, 3263 nuevos casos

de cancer, 2012 en hombres y 1251 en mujeres.

Esta incidencia presenta una relacidon importante con la edad, ya que un 62% de los
casos se diagnostican en edades superiores a los 62 afos. También se presenta mas
frecuentemente en hombres que en mujeres. Analizando los datos de incidencia
acumulada hasta los 74 anos de edad, se puede concluir que el riesgo de desarrollar
cancer hasta los 74 afios es en uno de cada tres hombres y uno de cada cinco mujeres

(CanGir, 2011) (Fig. 5).

En cuanto a la supervivencia observada a los 5 afos para todos los tumores, en el
periodo se observa un aumento, por ejemplo, el cancer de mama presenta una
supervivencia aproximada del 75%, esta mejora se ha producido fundamentalmente
porque se han aplicado métodos de screening que han favorecido el diagndstico
precoz y por tanto la posibilidad de tratamiento en etapas mas tempranas de la

enfermedad.
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Figura 5: Evolucion del nimero de casos en funcidn del sexo en la Regidn Sanitaria de Girona (CanGir, Marg 2009)
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2.2 MARCADORES TUMORALES EN EL DIAGNOSTICO DEL CANCER

El término Marcador tumoral engloba un amplio espectro de moléculas, de
caracteristicas muy variables, producidas por la célula neoplasica o inducidas por ésta,
qgue reflejen su crecimiento y/o actividad y que permitan conocer la presencia,

evolucién o respuesta terapéutica de un tumor maligno (Molina, 1994).

Diversas sustancias pueden ser consideradas como marcadores tumorales, incluyendo

enzimas, hormonas, proteinas y antigenos de superficie celular.
Un marcador tumoral ideal deberia cumplir los siguientes objetivos:

e Diagnostico precoz de la enfermedad neopldsica, incluso en pacientes

asintomaticos mediante estudios a la poblacion general.
e Valor prondstico de la enfermedad.
e Deteccion precoz de recidivas tras tratamiento.

La precisién o capacidad para distinguir la enfermedad de los marcadores tumorales
viene definido por su: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor

predictivo negativo.

Se considera sensibilidad a la capacidad de detectar la enfermedad cuando ésta esta
presente; es decir corresponde al porcentaje de pacientes portadores de un
determinado tumor, con valores de un determinado marcador fuera del intervalo de

referencia.

Se considera especificidad a la capacidad de diferenciar entre la patologia que se esta
evaluando y cualquier otra. Es el porcentaje de pacientes sin un tumor maligno, con

valores de un determinado marcador dentro del margen establecido como normal.

Valor predictivo positivo: es el porcentaje de personas que presentan el marcador
positivo (valor fuera del intervalo de referencia establecido como no patoldgico) y que

realmente tienen la enfermedad.

Valor predictivo negativo: es el porcentaje de personas que presentan el marcador
negativo (valor dentro del los margenes establecidos como normal) y que no tienen la

enfermedad.

13
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En base a su utilidad clinica, el marcador tumoral ideal seria aquel que sélo pudiera ser
detectado en pacientes con cancer (especificidad 100%) y que ademas esta deteccidn
pudiera llevarse a cabo en los estadios mas precoces de la enfermedad (sensibilidad

100%). (Tabla 1)

CANCER PRESENTE CANCER AUSENTE
MARCADOR POSITIVO Verdaderos positivos Falsos positivos
MARCADOR NEGATIVO Falsos negativos Verdaderos negativos

Tabla 1: Caracteristicas de un marcador tumoral ideal (en azul los pacientes que debe ser capaz de detectar)

Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) se utilizan usualmente para
establecer la precisiéon de un marcador tumoral determinado y para compararlo con
otros test diagndsticos o con otros marcadores. Estas graficas representan la
sensibilidad vs. (1-especificidad). El area bajo la curva ROC (AUC) se toma como una
medida de la precisiéon diagnodstica del test. El rango de valores puede ir de uno
(separacion perfecta de los valores del test en los dos grupos) a 0.5 (no se observa
diferencia aparente de los valores del método entre los dos grupos). Es posible
determinar si el test diagndstico es efectivo en diferenciar las dos poblaciones. El
rechazo de la hipdtesis de que el area tedrica de la curva es 0.5 da evidencia que el test
tiene la capacidad para distinguir entre los dos grupos (p<0.05) (Zweig y Campbell,

1993).

2.2.1. Clasificacion de los marcadores tumorales

En funcién de la sensibilidad y especificidad, los marcadores tumorales se pueden

clasificar en

e Marcadores tumorales de muy elevada especificidad y sensibilidad: aunque
pueden ser detectados en diversas situaciones fisioldgicas o en ausencia de
éstas o ante incrementos importantes, indican siempre la existencia de un

tumor maligno.

e Marcadores tumorales de especificidad y sensibilidad variables: son
marcadores tumorales con una de especificidad y sensibilidad baja en los

estadios iniciales, con valores séricos en la mayoria de casos indistinguibles de

14



Introduccion

los individuos sanos o en pacientes con enfermedades benignas. Por el
contrario, en los estadios avanzados, las concentraciones séricas de estos
marcadores permiten asegurar que se trata de un tumor maligno. Este grupo

incluye la mayoria de marcadores utilizados en la practica clinica.

e Marcadores tumorales de baja especificidad: marcadores con sensibilidad
dependiente del estadio, pero cuya especificidad es baja incluso en las fases

avanzadas de la enfermedad.

El problema es que los marcadores tumorales actuales presentan sensibilidad vy

especificidad limitadas.

2.2.2. Optimizacidon del uso de marcadores tumorales

Cuando se detectan valores elevados de cualquier marcador es importante diferenciar
si el aumento es debido o no a la presencia de una neoplasia para lo cual se utilizan

tres criterios (Molina 1994; Molina 1998)

e Concentraciones séricas del marcador: en general, el aumento de
concentracion sérica de los marcadores tumorales en ausencia de neoplasia
suele ser moderada y muy inferior a la que se detectan en caso de metastasis.
Cuanto mayor es la concentracién del marcador, mayor es la probabilidad de

tratarse de un tumor maligno.

e Descartar patologia benigna: para mejorar la especificidad es importante
conocer las causas ajenas al desarrollo del tumor que pueden causar elevacion

sérica del marcador (falsos positivos).

e Control evolutivo: el hallazgo de concentraciones elevadas de cualquier
marcador, de manera aislada, tiene un valor limitado. Es necesario realizar dos
o tres determinaciones seriadas con un intervalo superior a la semivida
plasmatica del marcador y estudiar en conjunto los resultados respecto al
tiempo. En general el plazo minimo que debe transcurrir entre las dos
determinaciones es de quince dias, y los incrementos o decrementos han de
superar el 20% para ser significativos, fuera del intervalo de referencia. Si las

cifras del marcador sufren un incremento continuo, se puede afirmar con
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relativa seguridad un origen tumoral, si los valores no se modifican o tienen

una tendencia a descender, el origen habra que buscarlo en otra patologia.

Actualmente se utilizan bastantes marcadores en la practica diaria de un laboratorio
clinico. En la Tabla 2 se indican los principales junto con los tipos de tumores a los que
se asocian y las causas de resultados falsos positivos (Molina, 2011).

Marcador Tumor asociado Falsos positivos

Carcinoma hepatocelular.
Tumores germinales de testiculo  Hepatopatias
u ovario. Cancer gastrico

AFP
(Alfa- fetoproteina)

Neoplasias epiteliales
CEA especialmente digestivas.
(Antigeno Carcinoembrionario) Cancer medular de tiroides,
mama, pulmoén....

Hepatopatias; insuficiencia
renal, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn

Tumores trofoblasticos y

B-hCG neoplasias germinales de

(Subunidad B de la hormona ; . Embarazo
" s . testiculo y ovario (no
gonadotrofina coridnica) .
seminomas)
Cancer medular de tiroides. Insuficiencia renal,
Calcitonina Cancer de pulmon. hipercalcemia,
Sindrome Zollinger-Ellison hipergastrinemia, sepsis.

Tiroiditis subaguda,
embarazo, adenoma téxico
tiroideo, sindrome de Goitier

Carcinoma diferenciado de

Tiroglobulina tiroides (folicular > papilar)

Derrames serosos;
Insuficiencia renal;
endometriosis

CA 125 Carcinomas ovaricos,
(Antigeno carbohidrato CA 125) pulmonares y de endometrio.

Neoplasias digestivas en
CA19.9 especial de Pancreas.
(Antigeno carbohidrato CA 19.9) Carcinomas mucinosos e
indiferenciados de ovario.

Pancreatitis, colestasis,
quistes mucinosos o
bronquiectasias.

CA15.3

(Antigeno carbohidrato CA 15.3) Carcinomas de mama y ovario Anemias megalobldsticas.
CA72.4 Carcinomas digestivos, ovaricos Tratamientos con AINES,
(Antigeno carbohidrato CA 72.4) y pulmonares. corticoides u omeprazol.
CIFRA 21-1 Neoplasias epiteliales, Cirrosis hepatica e

. . mesotelioma. . L
(Fragmento de la citokeratina 19) ) insuficiencia renal.
Linfomas y sarcomas

PSA . . Prostatitis; Hiperplasia
, Y - Cancer de Prostata . ,
(Antigeno prostatico especifico) benigna de prostata
Carcinoma microcitico de
NSE pulmén. Tumor carcinoide, Hemorragias cerebrales,
(Enolasa neuronal especifica) neuroblastomas y tumor de isquemia cerebral y hemdlisis
Wilms
scc L
. . . . Insuficiencia renal; Eccemas;
(Antigeno asociado a carcinomas Carcinomas escamosos . . .
Pénfigo, psoriasis
€scamosos)
Cancer de mama.
HER2/neu . ) ,
., Discretos incrementos en Hepatopatias
(Oncoproteina del gen c-erb B-2-neu) , .
prostata y pulmon.
5-HIAA Tumores carcinoides,

Factores alimenticios.

(5 Hidroxiindolacético) feocromocitoma.
Tabla 2: Principales marcadores tumorales, indicaciones y causas de falsos positivos. Adaptado de Molina
2011 (Molina, 2011)
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2.3 BIOMARCADORES

Actualmente, el concepto de marcador tumoral se ha ampliado al concepto
denominado Biomarcador; el National Institute of Health lo define como una
caracteristica que se mide y evallua de manera objetiva como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacéuticas a
intervenciones terapéuticas (Vénzala, 2007). El concepto de biomarcador incluye
estados fisiologicos, imagenes, moléculas especificas, alteraciones genéticas y perfiles

de expresion genética y proteica.

Jain en 2007 define biomarcador en cancer como cualquier alteracién molecular
especifica de las células cancerigenas o en los niveles de DNA o RNA como: mutacién
genética, amplificacion, inestabilidad de microsatélites o pérdida de heterozigosidad,
alteraciones del DNA mitocondrial, patrén de expresién alterado de mRNA o miRNA

(microRNAs) (Jain, 2007).

Los biomarcadores se pueden clasificar en: Marcadores basados en DNA, marcadores
basados en RNA, marcadores proteicos —incluyendo determinantes carbohidratados y
peptidoma sanguineo, e imagenes moleculares (Peracaula, 2008; Bensalah, 2007;

Petricoin, 2006, Okarvi, 2008).
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3. CANCER DE PANCREAS: Adenocarcinoma ductal de
pancreas
Dentro de los canceres de pancreas, la gran mayoria (el 90%) corresponden a
adenocarcinomas de origen ductal (PDAC). El adenocarcinoma pancreatico es un
tumor agresivo y de mal prondstico, ya que es dificil de predecir, detectar vy
diagnosticar en estadios iniciales, debido a su localizacién anatémica, a la
inespecificidad de su sintomatologia, asi como a la tendencia a diseminarse de forma
precoz a ganglios linfaticos e higado y a la afectacion de érganos vecinos. Es resistente
a todos los tratamientos actuales excepto la cirugia en etapas tempranas de la

enfermedad.

Es considerada una de las enfermedades malignas asociadas a mayor mortalidad ya

gue el ratio muerte: incidencia es aproximadamente de 0.99 (Lillemoe, 2000).

Desde 1920 hasta 1978 la incidencia ha aumentado 3 veces, pero en EEUU a partir de
1978 se ha estabilizado (9 casos por 100000 habitantes), mientras que en Europa sigue

aumentando.

La esperanza de vida de los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma pancreatico

es baja, debido a que:

e El adenocarcinoma pancreatico se disemina facilmente y muchas veces, cuando

se diagnostica, ya ha formado metdstasis.

e El progreso de la enfermedad estd asociado con importante morbilidad,

caracterizada por caquexia y astenia.

* Eladenocarcinoma pancreatico es muy resistente a los distintos tratamientos.

3.1 EPIDEMIOLOGIA

Dentro de los distintos tipos de carcinomas, el adenocarcinoma de pancreas es el que
tiene peor prondstico, con una supervivencia a los 2 afios de diagnodstico del 10%
(Mckema, 2003) y a los cinco afios inferior al 5%. Ello fundamentalmente debido a que

en el momento del diagndstico, mas de la mitad de los canceres de pancreas han
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metastatizado. Practicamente el 100% de los pacientes desarrollan metastasis y
mueren por los efectos debilitantes del cdncer y por su crecimiento descontrolado

(Lillemoe, 2000; Donghui, 2004).

El adenocarcinoma de pancreas es la cuarta causa de muerte por cancer en hombres y
mujeres en EEUU y constituye el 6% de todas las muertes relacionadas con el cancer.
En EEUU en 2011 se estima que habra 44030 nuevos casos en EEUU (22050 hombres y
21980 mujeres) (Figura 6) y que morirdan 37660 personas (19360 hombres y 18300
mujeres) (Siegel, 2011) (Figura 7).

Estimated New Cases*

Males Females

Prostate 240,890 29% Breast 230,480 30%

Lung & bronchus 115,060 14% Lung & bronchus 106,070 14%
Colon & rectum 71,850 9% Colon & rectum 69,360 9%
Urinary bladder 52,020 6% Uterine corpus 46,470 6%
Melanoma of the skin 40,010 5% Thyroid 36,550 5%
Kidney & renal pelvis 37,120 5% Non-Hodgkin lymphoma 30,300 4%
Non-Hodgkin lymphoma 36,060 4% Melanoma of the skin 30,220 4%
Oral cavity & pharynx 27,710 3% Kidney & renal pelvis 23,800 3%
Leukemia 25,320 3% Ovary 21,990 3%

| Pancreas 22,050 3% Pancreas 21,980 3%

All Sites 822,300 100% All Sites 774,370 100%

Figura 6: Estimacion de nuevos casos de cdncer en EEUU. (Extraido de Siegel, R. 2011)

A nivel mundial, el adenocarcinoma pancredtico ocupa la posicidon 13 en incidencia,

pero la octava como causa de muerte por cancer (Anderson, 2006).

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 85,600 28% Lung & bronchus 71,340 26%
Prostate 33,720 11% Breast 39,520 15%

Colon & rectum 25,250 8% Colon & rectum 24130 9%
Pancreas 19,360 6% Pancreas 18,300 %

Liver & intfrahepatic bile duct 13,260 4% Qvary 15,460 6%
Leukemia 12,740 4% Non-Hodgkin lymphoma 9,570 4%

Esophagus 11,910 4% Leukemia 9,040 3%

Urinary bladder 10,670 4% Uterine Corpus 8,120 3%
Non-Hodgkin lymphoma 9,750 3% Liver & intrahepatic bile duct 6,330 2%
Kidney & renal pelvis 8,270 3% Brain & other nervous system 5670 2%
All Sites 300,430 100% All Sites 271,520 100%

Figura 7: Estimacién de muertes por cancer en EEUU. (Extraido de Siegel, R. 2011)
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El 80% de los adenocarcinomas ductales pancreaticos se producen en la cabeza de la
glandula. El carcinoma de pancreas en cola y cuerpo se produce menos

frecuentemente, aproximadamente un 15% (Lygidakis, 2005).

Muchos de los carcinomas ductales infiltran los espacios vasculares, linfaticos vy
perineurales. Los pacientes que padecen invasion perineural, presentan menor
supervivencia que los que no la padecen. Algunas neoplasias metastatizan en los
nddulos linfaticos peripancreaticos. Ademas también en el momento de la muerte los

pacientes presentan metastasis en el higado, peritoneo, pulmén y glandulas adrenales.

3.2 ADENOCARCINOMA PANCREATICO EN LA REGION SANITARIA DE
GIRONA

Si se analizan los tumores mas frecuentes sin distinciéon de sexo, el adenocarcinoma
pancreatico ocupa el decimosegundo lugar en incidencia en la regién sanitaria de
Girona en el periodo 2006 (http://wwwdep.iarc.fr/). En ninguno de los sexos esta
presente entre las diez neoplasias con mayor incidencia. Los datos de incidencia segun
el sexo, en mujeres ocupa el puesto numero 14 en incidencia y en hombres ocupa el
numero 11. Segun los datos del Registre de Mortalitat de Catalunya (RMC) durante los
afios 2003-2004 murieron 2944 (26.9%) personas por tumor maligno. En el area de
Girona el numero de defunciones anuales en 2006 por adenocarcinoma pancreatico

fue de 58 (Fig. 8).

Homes Dones

Localitzacio n (%) ,"H_;] Localitzacié n (%)
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b | | '.r
Prostata 75 7.7 I!:..:" !I: |l Estdmac A7 9,7
- 1 . .
Bufeta urinaria 57 5.8 - _lz_.'. f". l-.' Traguea, bronguis i pulmo 31 6.4
! -1
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| { |
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Figura 8: Casos de defuncion anuales y frecuencia relativa para los 10 tumores mas frecuentes
en funcién del sexo. http://wwwdep.iarc.fr/
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Si se analiza la mortalidad por sexo, en hombres el adenocarcinoma pancredtico ocupa
el séptimo lugar con 40 defunciones anuales y en mujeres el octavo lugar con 18

muertes en el ano 2006.

Un tratamiento efectivo depende, en la mayoria de casos, de que el tumor se detecte
antes que el cancer esté extendido y haya formado metastasis. Por este motivo es
necesario encontrar marcadores indicativos del inicio del tumor, que permitan su

deteccidn precoz, y en consecuencia el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos.

3.3 FACTORES DE RIESGO
Debido a la gravedad del adenocarcinoma pancredtico, los factores de riesgo han sido
estudiados ampliamente y los Unicos que se han confirmado son la edad avanzada vy el

habito tabaquico (Donghui, 2004).

3.3.1. Demograficos

e Edad avanzada es el factor mds importante. El 80% de los casos estan
comprendidos en el rango de edad de 60-80 afios, siendo raros casos antes de
los 40 afios.

e Raza negra. La incidencia en afroamericanos es mayor que en poblacion blanca.
Probablemente debido a la diferencia racial en la capacidad de degradar
carcinégenos.

e Género masculino, probablemente debido a las diferencias en el habito
tabdaquico, aunque actualmente se estan igualando los casos en ambos sexos.

e La incidencia es mayor en paises industrializados que en paises en vias de
desarrollo, quizas debido a los habitos alimenticios y tabaquicos (Lillemoe,

2000).

3.3.2 Factores individuales

e Alteraciones genéticas
Las alteraciones genéticas son importantes en el desarrollo del
adenocarcinoma pancreatico, y existen 6 sindromes genéticos con mayor
incidencia que son: Cancer de colon No polipdsico hereditario, cancer de mama

familiar asociado con la mutacion del gen BRCA2, Sindrome de Peutz-Jeghers,
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Sindrome de ataxia-telangiectaxia, Sindrome familiar de melanoma multiple y
Pancreatitis hereditaria (Lillemoe, 2000).

Diabetes: existen estudios a favor y en contra de la de la relacién entre
Diabetes Mellitus y adenocarcinoma pancreatico. Pero si hay un inicio brusco
de diabetes en una persona sana, no obesa de mediana edad o mayor sin
antecedentes familiares de Diabetes Mellitus, es recomendable investigar la
posibilidad de desarrollar adenocarcinoma pancreatico (Lyguidakis, 2005).
Pancreatitis cronica: existe un riesgo 15 veces mayor en el desarrollo de
adenocarcinoma pancredtico en pacientes con pancreatitis crénica de larga
duracion (Lowenfels, 1993; Talamini, 1999).

Obesidad: existen estudios que muestran un riesgo incrementado de
desarrollar adenocarcinoma pancreatico con el aumento del indice de Masa
Corporal (Lyguidakis, 2005).

Grupo sanguineo: recientemente se ha observado mayor incidencia de
adenocarcinoma pancreatico en pacientes de los grupos sanguineos A, B'Y AB

comparados con los pacientes del grupo sanguineo O (Hidalgo, 2010).

3.3.3 Medioambientales

Tabaco.

Existe evidencia cientifica que el tabaco aumenta el riesgo de adenocarcinoma
pancreatico. Diversos estudios prospectivos han demostrado una asociacion
positiva entre fumar y el adenocarcinoma pancreatico, aumentando el riesgo
con el namero de cigarrillos. El riesgo de padecer adenocarcinoma pancreatico
es el doble en fumadores y ex-fumadores.

Estudios en animales demuestran que las nitrosaminas y el humo del tabaco
son carcinogénicos para el pancreas (Anderson, 1996).

Dieta y nutricién.

Existe una asociacion entre adenocarcinoma pancredtico y una dieta
hipercalérica con alto contenido en hidratos de carbono y grasas y con bajo
contenido en frutas y verduras. Se considera que una dieta rica en frutas y

verduras, tiene un papel protector del adenocarcinoma pancreatico (Li, 2004).
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* Factores ocupacionales.
Se ha observado un riesgo incrementado de padecer adenocarcinoma
pancreatico en trabajadores de la industria quimica, de la industria del metal y
del aluminio, industria textil y de tintes. No se conoce el mecanismo implicado
en esta relacion.
A pesar que clasicamente se habian considerado factores relacionados no existe
evidencia de la relacién del alcohol, café y radiaciones con el adenocarcinoma

pancreatico.

3.4 DIABETES Y CANCER DE PANCREAS

Uno de los posibles factores de riesgo del adenocarcinoma pancredtico es la
intolerancia a la glucosa y la diabetes mellitus tipo 2 (Huxley, 2005; Stolzenberg-
Solomon, 2005), aunque hay controversia sobre si la diabetes mellitus esta implicada
etiolégicamente en la carcinogénesis pancreatica o es un consecuencia subclinica de la
enfermedad. En estudios experimentales se ha demostrado el efecto promotor del
crecimiento y mitogénico de la insulina en células de adenocarcinoma pancreatico
(Kazakoff, 1996) y la presencia de hiperinsulinemia en fases tempranas de la
enfermedad (Wang, 2003). La insulina puede influir en el desarrollo del
adenocarcinoma pancredtico debido a sus efectos en la regulacion del crecimiento

(Kaaks, 2001).

La insulina es una hormona polipeptidica de peso molecular de 6000 daltons
compuesta por dos cadenas unidas entre si mediante dos puentes disulfuro. La
secrecidon de insulina se produce por respuesta directa a la glucosa exdgena, pero
también puede ser estimulada por muchos factores como la hiperglucemia, glucagon,
aminodacidos y mecanismos complejos en los que participan la hormona de crecimiento
o las catecolaminas (Travis, 1980). En el pancreas, en primer lugar se forma la
proinsulina que se separa enzimaticamente en insulina y péptido C, que corresponde a
una cadena de 31 aminodcidos con un peso molecular de 3020 daltons. Ambos se
secretan a la circulacion portal en concentraciones equimolares y es por ello que la
medida de péptido C puede ser un indice de la secrecion de insulina. Debido a que los

pacientes en tratamiento con insulina pueden desarrollar anticuerpos antiinsulina que
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interfieren con los ensayos de insulina, es importante la cuantificacién de péptido C

como medida indirecta de la secrecion de Insulina.

Estudios epidemiolégicos han mostrado que diabetes mellitus de larga duracion se
asocia con un riesgo aumentado de adenocarcinoma pancreatico. (Lin, 2004; Fisher,
2001). La diabetes asociada al adenocarcinoma pancredtico se caracteriza por
hiperinsulinemia y resistencia periférica a la insulina, mientras que la diabetes asociada
a la pancreatitis cronica se caracteriza por disminucién de los islotes pancreaticos
secretores de insulina, que conduce a una disminucién de su secrecién. (Meisterfeld,

2008)

La elevada exposicién a insulina puede promover el crecimiento in vitro de la mayoria
de carcinomas pancreaticos humanos (Lin, 2004). En este sentido se ha postulado la
secrecion de insulina como posible factor determinante en el riesgo de
adenocarcinoma pancreatico (McCarty, 2001). La insulina a altas concentraciones es
capaz de activar el receptor de IGF-I, promoviendo la proliferacion celular. Ademas, la
insulina aumenta la sintesis de factor de crecimiento insulinoide | (IGF-I) y la proteina
transportadora de factores de crecimiento insulinoide 3 (IGFBP3) por incremento de
los receptores de la hormona de crecimiento (Lin, 2004). También la insulina regula la
biodisponibilidad de IGF-I de manera aguda a través de la regulacion de la sintesis de

IGFBP en el higado (Macaulay, 1992).

3.5 MARCADORES MOLECULARES

El carcinoma de pancreas estd bien caracterizado a nivel genético, pero se desconoce
el mecanismo molecular que explique los cambios que se dan en el genoma con la
naturaleza agresiva de esta enfermedad. Es decir, se desconoce el mecanismo

molecular de como las distintas mutaciones, dan lugar a un cancer tan agresivo.

A nivel histopatoldgico (Fig. 9), existe progresion en el pancreas desde epitelio ductal
normal, a lesiones ductales hasta adenocarcinoma ductal invasivo, pasando por
precursores definidos histolégicamente llamados “neoplasia pancredtica intraepitelial”

(PanIN). Las alteraciones genéticas asociadas con el adenocarcinoma pancredtico se
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han identificado en PanIN. Existe una clara acumulacién de alteraciones genéticas
asociadas con la progresion histoldgica desde PanINs de grado bajo (1), intermedio (Il) y
elevado (lll) hasta carcinoma invasivo (Hruban, 2000; Maitra, 2006; Ghaneh, 2007;
Hruban 2008).

e = i?a_:;,\‘ e
— : o RER /g\/_,\‘;‘

e —

— Normal —||— Panl]\-ltlrg_-l l—‘

(=) -

IN2 —{—— " PpanIN-3

PanIN-1B 4 }— Pan
-«—— Her-2/neu » - plé »> - p53 ——»
K-ras DPC4
BRCA2

Figura 9: Modelo de progresion para el adenocarcinoma pancreatico. La progresidon desde histologia del epitelio
normal, hacia Pan IN, Pan IN de alto grado hasta carcinoma invasivo (izquierda a derecha del esquema) se asocia
con acumulacién de alteraciones genéticas especificas (Hruban, 2000).

A nivel genético, las principales alteraciones encontradas en el adenocarcinoma

pancreatico estan relacionada con la mutacion y/o sobreexpresion de protooncogenes
con ganancia de funcién (oncogenes) y la inactivacién de genes supresores de tumores
perdiendo su funcién supresora; asi como con anormalidades en los factores de
crecimiento y sus receptores, que afectan las distintas etapas relacionadas con el

crecimiento y diferenciacion.

En lesiones ductales pancredticas con minima atipia (PanIN 1) ya se presentan
mutaciones puntuales del gen k-ras y se sobreexpresa el gen Her2/neu, ambos
oncogenes (Fig. 10). La inactivacién del gen supresor de tumores p16 (INK4a) suele
ocurrir posteriormente, en etapas intermedias. La pérdida de los genes supresores de
tumores p53, DPC4/Smad4 y BRCA2 tiene lugar en etapas finales del desarrollo del
PDAC (PanIN IlI).
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Figura 10: Imdgenes histoldgicas de células benignas epiteliales ductales, lesiones progresivas PanIN y carcinoma
invasivo con las alteraciones genéticas asociadas (Ghaneh, 2007).

3.5.1. GENES

La presencia de oncogenes y pérdida de funcién de genes supresores de tumor en el
adenocarcinoma ductal de pancreas, todos ellos relacionados con el control de ciclo
celular (especialmente en la fase de transicion G1/S), explica la elevada capacidad
proliferativa de las células tumorales del PDAC (Maitra 2006 y Ghaneh 2007).
Practicamente todos los pacientes con adenocarcinoma de pancreas bien establecido

presentan de uno a mas de cuatro alteraciones genéticas (Maitra y Hruban, 2008).

A. GENES SUPRESORES DE TUMORES: p16, p53, DPC4

Son genes que controlan la proliferacion celular, frenando el paso de G1 a S.
Cuando estos genes sufren mutaciones, se produce pérdida de su accion
tanto regulacion anormal del crecimiento. En el

inhibidora y por

adenocarcinoma pancreatico ductal destacan los siguientes:

0 pl6 juega un papel fundamental en el punto de control G1 del ciclo
celular. El producto del gen INK4A, p16 (INK4A), se une a la quinasa
dependiente de ciclina 4/6 (CDK4/6) y evita la formacion del complejo
activo ciclina D-CDK4/6, que media la fosforilacion de la proteina del

retinoblastoma, pRb. Cuando pRb esta fosforilada libera factores de
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o

o

o

transcripcion como E2F que inducen la expresién de genes necesarios
para la sintesis de DNA, y la célula entra en la fase S. La accién de p16 es
pues la de frenar el inicio del ciclo celular. p16 se encuentra inactivado

en el 95% de PDACs (Hidalgo 2010).

p53 interviene en el control del ciclo celular deteniéndolo en G1, a
través de p21, y en la induccién de la apoptosis como respuesta al dafio
celular. Aparece inactivado en el 50-75% de cénceres de pancreas
(Hidalgo 2010). Su inactivacion se produce en etapas finales en la

tumorogénesis (Garcea, 2005).

SMAD4/DPC4 aparece inactivado en el 55% de los canceres de pancreas.
La pérdida de su funcion supone perder uno de los principales
componentes de la supresion del crecimiento. Su inactivacidon se

produce en etapas avanzadas de la formacion del tumor (Hahn, 1996).

p21 se induce por p53 y su funcion es la de inhibir CDK2, que al final de
G1 puede fosforilar la pRb. Estd inactivado en el 30-60% de los canceres

de pancreas.

B. ONCOGENES

Codifican proteinas, que cuando se activan por una mutacién o bien se

sobreexpresan, poseen propiedades mitogénicas. Algunos de los oncogenes

gue se encuentran mas ampliamente alterados en adenocarcinoma pancreatico

son:

0 K-ras: Mutaciones puntuales en k-ras inducen la activacién oncogénica.

El gen K-ras codifica por una proteina de membrana de 21 kDa de unién
a GTP (proteina Ras), que cuando estd activada es capaz de estimular
multitud de cascadas de sefializacion que conducen a la proliferacion
celular. Las mutaciones de k-ras provocan que la proteina Ras pierda su
actividad GTPasa y se mantenga unida a GTP, induciendo cascadas de

sefializacion celular con actividad mitogénica.
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Es la alteracion genética mas comun en el adenocarcinoma pancreatico;
se encuentra en el 80-90% de los casos (Garcea, 2005; Hidalgo 2010). Se
produce en etapas iniciales de la formaciéon del tumor y puede
encontrarse en precursores con elevado riesgo de adenocarcinoma
pancreatico. Estas mutaciones son faciles de detectar, por lo que en
principio se postuld su utilizacion como posibles candidatos a un test de
screening para el adenocarcinoma pancreatico, pero no se pudo aplicar
debido a que las mutaciones no se dan Unicamente en tumores
pancreaticos apareciendo también en hipertrofias mucinosas e

hiperplasia ductal papilar (Caldas, 1994).

0 Ciclina D1: Este gen regula la fase de transicién G1/S del ciclo celular. El
aumento de los niveles de la ciclina D1 reduce la dependencia de

mitdgenos externos y acorta la fase G1.

3.5.2 FACTORES DE CRECIMIENTO Y RECEPTORES

Son un grupo de moléculas que transmiten sefiales entre células y funcionan como
inductores de la division celular, diferenciaciéon y migracion. Diversos factores de
crecimiento y sus receptores intervienen en la regulacion del adenocarcinoma
pancreatico y pueden estar relacionados con la agresividad del mismo. La abundancia
de factores de crecimiento y la alteracidn de factores inhibidores del crecimiento en el
adenocarcinoma pancredtico lleva a la evasion de la apoptosis, induccion del

crecimiento, angiogénesis y metastasis (Garcea, 2005).
A. Factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su receptor (EGFR)

El EGF pertenece a la familia de factores de crecimiento que inducen la
proliferaciéon de tejido epidérmico. Inducen asimismo el crecimiento de las
células cancerigenas. Un aumento de su expresion correlaciona con etapas

avanzadas del cancer.
B. Factor de crecimiento transformante B (TGFB)

Superfamilia de factores de crecimiento que influyen en una gran variedad de
procesos tanto en células normales como tumorales. Funcionan como
inhibidores de la proliferacion de muchos tipos celulares, pero son
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estimuladoras del crecimiento de las células mesenquimales. Se expresan en el

pancreas normal.

Existe una hipdtesis que dice que su sobreexpresidon aumenta la agresividad del
tumor, por promover la angiogénesis del tumor, alterando varios componentes
de la matriz extracelular y aumentando la expresion de moléculas de adhesién

gue facilitan las metastasis del tumor. (Lillemoe, 2000)
C. Factor de crecimiento de fibroblastos (FGFS)

Son factores que estimulan la angiogénesis intensamente y también
intervienen en la diferenciacion celular, regeneracion de tejidos, reparacién y
migracion celular. Se han encontrado expresados a niveles elevados en
carcinomas pancreaticos humanos en un 50-60 % de los casos. Su expresion

correlaciona con estadios avanzados del tumor (Yamanaka, 1993)

Participan en el crecimiento de las células pancredticas y pueden participar en

interacciones anormales durante el crecimiento.

3.5.3 OTROS MARCADORES MOLECULARES

El mal prondstico del adenocarcinoma pancreatico es a causa de su elevada capacidad
invasiva y metastasica. La invasion por las células tumorales de los tejidos proximos es
debida a la pérdida de la adhesion celular, invasion de la membrana basal y rotura de
la estructura de la matriz extracelular; en este proceso son fundamentales las
colagenasas. Otro factor importante en la evolucién del adenocarcinoma pancreatico
es el incremento de la vascularizacion, que facilita la expansiéon del tumor y en el que

intervienen los factores angiogénicos.
A. COLAGENASAS O METALOPROTEASAS DE LA MATRIZ (MMPs)

Las MMPs constituyen una familia de enzimas proteoliticos capaces de
degradar diversos componentes de la matriz extracelular y de la membrana
basal. Una de las etapas iniciales en la invasion del cancer es la degradacién de
la membrana basal, formada fundamentalmente por Colageno tipo IV. Las dos

principales colagenasas IV son las metaloproteasas de matriz (MMP): MMP2 y
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MMP9. Un incremento de su expresidon correlaciona con peor pronéstico del

adenocarcinoma pancreatico (Garcea, 2005; Jones, 1999).
B. FACTORES ANGIOGENICOS

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es quimiotactico y
mitogeno para las células endoteliales, y actia incrementando la permeabilidad
del endotelio y favoreciendo la angiogénesis. Se encuentra expresado en el 90%

de los canceres de pancreas (Garcea, 2005).

3.6 FACTORES DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA (IGF) Y NEOPLASIA

Los factores de crecimiento tipo insulina (IGFs) son mediadores endocrinos de la
hormona del crecimiento, y también actian de manera autocrina y paracrina para
regular el crecimiento celular, diferenciacion y transformacion (Moschos, 2002) en
diversos tejidos, incluyendo el pancreas exocrino (Stolzenberg-Solomon, 2004). Los
IGFs actuan tanto en células normales como neoplasicas e intervienen por tanto en el

desarrollo y progresién de diversos tipos de cancer (Larsson, 2005).

El sistema IGF esta formado por dos ligandos: IGF-1 y IGF-II; los respectivos receptores:
IGF-IR v IGF-IIR; y las proteinas transportadoras de los IGFs, las IGFBP, de las cuales hay

6 tipos, la mds abundante en nuestro organismo es la IGFBP3.

El IGF-I tiene caracteristicas de hormona circulante y de factor de crecimiento tisular,
su sintesis se realiza fundamentalmente en el higado y esta regulada por la hormona
del crecimiento (GH) y por sefiales relacionadas con el estado nutricional (Burroughs
1999); una pequefia parte de sintesis se realiza en otros drganos por mecanismos
paracrinos y autocrinos (Fig. 11) (Pollak, 2004). IGF-I es una proteina de 70 residuos
con 3 enlaces disulfuro intramoleculares y presenta una masa molecular de 7649
daltons. Estructuralmente presenta un 62% de homologia con IGF-Il y proinsulina
(Daughaday, WH; Rotwein, 1989; Moshos, 2002). Su sintesis es estimulada in vitro por
la GH y por la ingestion de alimentos. (Lee, PD; Rosenfeld RG, 1987). Los niveles

plasmaticos de IGF-l son casi indetectables al nacer, aumentan gradualmente
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alcanzando un nivel maximo en la pubertad a partir de la cual va disminuyendo (Hall,

1980).

El IGF-Il también se sintetiza en higado y en otras localizaciones extrahepaticas, pero

su produccién no es tan dependiente de la hormona del crecimiento.

Tanto IGF-I como IGF-Il son ligandos del receptor IGF-IR que es un receptor de
superficie celular, se expresa de manera ubicua en todos los tejidos donde es
importante para el crecimiento tisular, mayoritariamente a través de la hormona del
crecimiento, la cual libera IGF-I que activa este receptor (Larsson, 2005). Su activacion
provoca la fosforilacién de sus residuos tirosina intracelulares, que activan la via de
sefalizacidn del Akt, lo que conduce a la proliferacion celular. La biodisponibilidad de
estos factores IGFs va a depender de sus proteinas transportadoras (Firth and Baxter,
2002). La IGFBP3 es la que presenta mayor capacidad de transporte en suero, ya que
es la forma predominante y aumenta la vida media de los IGFs circulantes. IGFBP3 es

una proteina de 264 aminoacidos con un peso molecular de 29 kDa (Daughaday, 1989).

Intarstitial
fluids

L Erdathelial el

Figura 11: Regulacién de los niveles circulantes y en tejidos de los IGFs (Extraido de Pollak 2004)

Entre el 80-90% del IGF-1 en sangre esta unido a IGFBP3 (Moschos y Mantzoros, 2002;

Wolpin, 2007) que inhibe su accién, ya que el IGF-I cuando esta unido a la proteina
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transportadora no se puede unir a los receptores de superficie celular para ejercer su

accion. Menos del 1% de IGF-I circulante se encuentra libre y es por tanto activo.

Ademas de factores nutricionales, la insulina tiene influencia en el eje IGF, variaciones
en la concentracion de insulina circulante es un factor importante en la bioactividad de

IGF-1. Giovanucci propone el modelo descrito en la Figura 12.

High Insulin
t GH Receptors | IGFBPs 1 & 2
Pituitary Growth Circulating
Hormone (GH) Y s IGF-{I Y—> Bioactive
Secretion ecretion IGF-1
I T
IGFBP3 A
y Y
Paracrine .
| .| Tissue Bioactive IGF
IGF-1 "1 Also influenced by
IGF receptors, IGF-2,
I IGFBP proteases,
IGFBP3 other hormones

Figura 12: Modelo propuesto por Giovanucci que interrelaciona insulina, IGF-I, IGFBP3 y IGF-I sérico y
tisular bioactivo (Extraido de Giovanucci 2003).

El sistema IGF estimula la proliferacién y prolonga la supervivencia de células en cultivo
celular. Diversos estudios experimentales han mostrado que la proliferacién y
metastasis de células cancerosas aumenta por activacion del receptor IGF-IR, ya sea
por presencia de elevados niveles circulantes de IGF-I o por la produccion autocrina de
ligandos por parte de las células neoplasicas. También existe evidencia de que los
IGFBPs tienen acciones reguladoras del crecimiento independiente de su capacidad de

unirse a los IGFs (Pollack, 2004).
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Es probable que el crecimiento de los tumores durante su evolucion, y en las primeras
fases dependa de los IGF sintetizados en el higado, pero en fases mds avanzadas
adquieran la capacidad de producirlos ellos mismos de manera autocrina, lo que se

asocia a un comportamiento mas agresivo del tumor (Wu, 2002; Pollak, 2004).

Estudios epidemiolégicos han asociado niveles elevados de IGF-I con mayor riesgo de
cancer de pulmdn, mama, colon, prdstata y pancreas (Yu, 1999; Hankinson, 1998; Ma,
1999; Chan, 1998; Douglas, 2010). Estos estudios muestran que niveles aumentados de
IGF-1, niveles disminuidos de IGFBP3 y/o niveles altos de IGF-I/IGFBP3 predicen riesgo

aumentado de cancer (Stolzenberg-Solomon, 2004).

Por otra parte, existen estudios que no encuentran esta asociacion entre niveles
elevados de IGF-1 y riesgo aumentado de cancer de prdstata (Woodson, 2003; Chen,
2005); cancer de colon (Max, 2008), cancer de pulmén (Chen, 2009) o adenocarcinoma

pancreatico (Stolzenberg-Solomon, 2004; Wolpin, 2007).

También existen diversos estudios que muestran la expresién aumentada del receptor
de IGF-I en distintos tipos de cancer: mama, colon, prdstata, pulmoén (Diamantopoulos,

2008) y pancreas (Bergman, 1995; Tomizawa, 2010).

3.7 IGF-1 Y ADENOCARCINOMA PANCREATICO

Como ya se ha dicho anteriormente el eje IGF se ha relacionado con mayor riesgo de
desarrollar distintas enfermedades neoplasicas. El IGF-I en tejido pancreatico normal
se expresa a baja concentracién, mientras que en tejido de adenocarcinoma
pancreatico el mRNA de IGF-I estad sobreexpresado, tanto en las células cancerosas
como en el tejido conectivo circundante, con aumento de la expresidon de sus

receptores (Bergmann, 1995).

Hay evidencia que IGF-l aumenta el crecimiento y supervivencia de lineas celulares de
carcinomas pancredticos humanos por mecanismos autocrinos y paracrinos
(Stolzenberg-Solomon, 2004). IGF-l y su receptor estan sobreexpresados en lineas

celulares de adenocarcinoma pancreatico, donde la iniciacién de senal intracelular se
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realiza a través del IGF-IR aumentando la proliferacién, invasién y expresidon de

mediadores de la angiogénesis (Ohmura, 1990; Bergmann, 1995; Wolpin, 2007).

La mayor parte de estudios que relaciona el eje IGF y adenocarcinoma de pdncreas
estudian la relacion entre los niveles de las distintas proteinas y el riesgo de desarrollar
adenocarcinoma pancredtico. Lin y colaboradores en 2004 realizaron un estudio de
casos anidados que muestra que niveles basales elevados de IGF-I e IGFBP3 en
pacientes con adenocarcinoma pancredtico se asocian positivamente a elevada
mortalidad. En 2007 otro estudio de casos anidados-control sugiere que niveles bajos
de IGFBP1 predice significativamente el riesgo de adenocarcinoma pancreatico
(Wolpin, 2007), pero no indican riesgo los niveles de IGF-I, IGF-Il e IGFBP3
(Stolzenberg-Solomon, 2004; Wolpin, 2007).

No existen demasiados estudios sobre la asociacion de niveles séricos de IGF-1 y este
tipo de cancer. Evans en 1997 en un estudio que incluyd 20 pacientes con
adenocarcinoma pancredtico y 20 controles; y Meggiato en un estudio posterior con
35 adenocarcinomas pancreaticos, 15 pancreatitis créonica (Meggiato, 1999), no
detectaron niveles elevados de IGF-1 e IGFBP3 en pacientes con adenocarcinoma
pancreatico. En cambio, Karna en 2002 mostrd niveles significativamente mas altos en
suero de IGF-l e IGFBP3 en pacientes con adenocarcinoma pancredatico (n=10),
comparado con pacientes control (n=10) y con pancreatitis (n=10). El problema de este

ultimo estudio es que incluye pocos pacientes.

Dada la relevancia del IGF-I y de la insulina (apartado 3.4) como factores favorables
para el desarrollo del adenocarcinoma pancreatico, seria interesante poder evaluar en
una misma cohorte de pacientes si sus niveles séricos pueden tener valor diagndstico o

prondstico.

3.8 CLINICA DEL ADENOCARCINOMA DE PANCREAS

Los sintomas del adenocarcinoma de pancreas son muy inespecificos, lo cual va a
retrasar el diagnostico. Los sintomas mas especificos se desarrollan en las etapas mas
avanzadas, cuando se produce obstruccion e invasion de las estructuras adyacentes,

como en el caso de cancer de cabeza y cuerpo de pancreas
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Muchos adenocarcinomas se producen en la cabeza del pancreas, produciendo

obstruccion del arbol biliar, que causara ictericia como sintoma de presentacion.

Los sintomas iniciales incluyen: anorexia, pérdida de peso, dolor abdominal y nduseas.
Otro de los sintomas es el dolor epigastrico que irradia la espalda. Este dolor es debido
a la invasion del tumor en el plexo esplénico y retroperitoneo, y por obstruccién del

ducto pancreatico.

Las neoplasias del cuerpo y en la cola del pancreas representan el 18% de los tumores
de pancreas, y como sintomas presentan dolor inespecifico y pérdida de peso. Es
menos probable que produzcan signos y sintomas de obstruccion, por lo que se

detectan cuando son de mayor tamafo.

3.9 DIAGNOSTICO
El diagndstico in vitro puede realizarse a través de parametros bioquimicos o de

marcadores tumorales

3.9.1 BlIoQUiMICO

En casos de cancer de cabeza de pancreas se producen niveles elevados en suero de
Bilirrubina total, fosfatasa alcalina y gamma glutamil transferasa, y niveles medios de
transaminasas. En casos de cdncer de cuerpo y cola de pancreas estos parametros al
principio pueden estar dentro del intervalo de referencia. Aunque existan valores
elevados, éstos aparecen cuando el tumor ya estd muy desarrollado y obstruye los

organos que le rodean.

3.9.2 MARCADORES TUMORALES

Durante los ultimos afos se han utilizado distintos tipos de marcadores tumorales para
el diagndstico del adenocarcinoma pancreatico, pero adn no se ha encontrado ninguno
suficientemente sensible y especifico. Se han probado enzimas pancreaticos,
inhibidores de proteasas, antigenos de grupo sanguineo, marcadores glicoproteicos y

antigenos oncofetales, como CA 19.9, CA 242, CA 50, CA 494, DUPAN 2, Span 1.

En los ultimos afios se han probado otros marcadores como MUC1 (Gold, 2006),
CEACAM1 (Simeone, 2007) o la citocina 1 inhibidora de macréfagos (MIC1)

(Koopmann, 2006); aunque alguno presenta una sensibilidad mayor a la del CA 19.9,
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todos presentan menor especificidad que el CA 19.9 en distinguir adenocarcinoma de

pancreas de pancreatitis crénica.

Sélo nos referiremos al CA 19.9, ya que es el Unico utilizado en la practica clinica.
Corresponde a un antigeno carbohidrato sialilado, del grupo sanguineo Lewis® (Le®):
lacto-N-fucopentosa Il, en concreto el sialil-Lewis®. Su expresién requiere la presencia
del enzima alfal-4 fucosil transferasa (codificado por el gen Lewis). Este marcador no
es util en los pacientes que sean Lewis negativos (5-10% de la poblacién) ya que no
podrdan sintetizar el CA 19.9, y en estos casos no se puede utilizar el CA 19.9 para su

monitorizacion.

Es el marcador de eleccion en el adenocarcinoma pancreatico, pero su sensibilidad y
especificidad son limitadas, sus valores se encuentran dentro del intervalo de
referencia en estadios iniciales del cancer y puede presentar valores elevados en otros
canceres gastrointestinales y en patologias no malignas como colangitis y pancreatitis
cronica. Estd elevado en el 80% de adenocarcinomas pancreaticos pero también en el
20% de pancreatitis créonica. Ademas la inflamacion de la pancreatitis cronica puede
ser mal diagnosticada como cancer y viceversa. Es por ello necesario encontrar un test

qgue diferencie adenocarcinoma pancredtico de pancreatitis crénica.

El CA 19.9 también es producido en cantidades significativas por células epiteliales no
malignas, las mucinas secretadas en el jugo pancreatico y en la bilis lo contienen. La
oclusién de los ductos eferentes en estos 6rganos produce la acumulacién y reflujo del
determinante en la circulacién general, lo cual produce falsos positivos en el
diagndstico. Estos falsos positivos se producen en pacientes con ictericia (Kannagi,

2007).

En una revision sobre la utilidad del CA 19.9, Steinbert encontré una sensibilidad del
81% (69%-93%) y una especificidad del 90% (76-99%), mas tarde Goonnetilleke en una
revision de 22 estudios encontré una sensibilidad del 79% (70-90%), si se usa como
linea de corte un valor de 37 U/ml. Cuando usan un punto de corte de 75 U/ml
obtienen sensibilidad del 79% en casos resecables y 91% en irresecables (Steinberg,
1990). Haglund y colaboradores detectan una sensibilidad de 84% en casos avanzados

y del 65 % en casos localizados. Los valores de sensibilidad varian dependiendo del
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estadio del tumor en el momento que se determina el CA 19.9, cuanto mas avanzada
esté la enfermedad en el momento del diagndstico mayor sensibilidad. Lo mismo
ocurre con la especificidad, Steinberg encontré un valor medio de 90% (76-99%) y

Goonnetilleke de 82% (68-91%).

Todos estos datos indican que el CA 19.9 no se puede usar como un test independiente
para el diagnéstico, pero si es Util para prondstico y seguimiento (Magnani, 2004), ya
gue niveles en ascenso indican progreso de la enfermedad, mientras que niveles
estabilizados o en descenso indican estabilidad del tumor, ausencia de recurrencias y
mejor prondstico. De hecho esta aprobado por la FDA (2005) para su utilizacion como
ayuda en la monitorizacion de pacientes diagnosticados de adenocarcinoma

pancreatico y que presentan valores elevados (Burtis, 2008; Capitulo 20).

Se ha visto que la combinacién de varios marcadores tumorales como CEA, CA 19.9 y
CA 242 puede mejorar la especificidad. Individualmente el CA 19.9 presenta una mayor
sensibilidad pero la especificidad es la mas baja para distinguir adenocarcinoma

pancreatico y colangiocarcinoma.

Es importante indicar que en muchos de los pacientes con adenocarcinoma
pancreatico la concentracién de CA 19.9 en el momento del diagndstico suele ser muy
elevada, superior a 1000 U/ml. Como la clinica suele ser inespecifica para hacer un
diagnéstico diferencial con otras neoplasias digestivas, segun la experiencia de Molina
y Cols., concentraciones de CA 19.9 superiores a 1000 U/ml y niveles de CEA negativos
o inferiores proporcionalmente al CA 19.9 (CA 19.9/CEA > 5) indican con elevada

probabilidad una neoplasia pancreatica (Molinay Filella, 2003).

3.9.3 ESTUDIOS RADIOLOGICOS

La ultrasonografia abdominal (US) es frecuentemente la primera técnica que se realiza
en pacientes con clinica abdominal inespecifica o con ictericia. Su sensibilidad para el

diagndstico es del 76% y la especificidad del 75% (Bipat, 2005).

Se considera que el papel de la US en el diagndstico de adenocarcinoma pancreatico es
como herramienta inicial de screening en pacientes con sospecha de adenocarcinoma
pancreatico por dilatacién de la via biliar, pero el diagnéstico definitivo va a tener que

completarse con otras técnicas de imagen.
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La tomografia computadorizada helicoidal (TCH) es la técnica mas utilizada en el
diagndstico y estadificacion del adenocarcinoma pancreatico. La sensibilidad publicada

en diferentes series oscila del 76 al 98% (Bipat, 2005; Lu 1996; Lehmann, 1998)

La TC multicorte (TCMC), supone una mejora sustancial en la calidad de la imagen y
ofrece multiples ventajas en el estudio de la patologia pancreatica (Schueller, 2006;

Ichikawa, 2006)

La ultrasonografia endoscépica (USE) proporciona una imagen de alta resolucion por
lo que permite detectar lesiones de muy pequefio tamafio, hasta de 2-3 mm (Rdsch,
2004). La USE ha demostrado un alto valor predictivo negativo, que llega a alcanzar el
100% en algunos estudios de forma que si no detecta masa en el pancreas el

diagndstico queda practicamente descartado.

3.9.4 ESTADIAIE

La clasificacién de adenocarcinoma pancreatico se realiza utilizando el sistema Tumor-
Nodulo-Metastasis (TNM), que clasifica los adenocarcinomas de pancreas en funcidn
del tamafio del tumor primario (Tabla 3a), extensién, presencia o ausencia de
metastasis en nddulos linfaticos regionales (Tabla 3b) y presencia o ausencia de
metadstasis a distancia (Tabla 3c). Estos parametros son los factores mds importantes

para la resectabilidad y prondstico del tumor (TNM 72 Edition).

Cuando el diagnodstico del tumor se efectia después del estudio histopatoloégico de la
lesion, la letra p se antepone a los parametros, dando lugar a una clasificacion de las

lesiones segun pT, pN, pM.

CLASIFICACION CARACTERISTICAS
TX Tumor primario no puede ser valorado
TO No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor < 2 cm limitado al pancreas
T2 Tumor > 2 cm limitado al pancreas
13 Tumor que se extien,de mas alla dc.el péncrgas pero sin, e.qfectacién del tronco
celiaco o la arteria superior mesentérica.
T4 Tumor que afecta a tronco celiaco o arteria superior mesentérica.

Tabla3a: Clasificacion del adenocarcinoma pancreatico en funcién del tamafio del tumor primario
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CLASIFICACION CARACTERISTICAS
Nx No pueden valorarse los ganglios linfaticos regionales
NO No hay metdstasis en ganglios linfaticos regionales
N1 Presencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales

Tabla3b: Clasificacion del adenocarcinoma pancredatico en funcion de la afectacidn de ganglios linfaticos regionales

CLASIFICACION CARACTERISTICAS
Mx No puede valorarse si existen metastasis a distancia
MO No hay metastasis a distancia
M1 Presencia de metdstasis a distancia

Tabla3c: Clasificacién del adenocarcinoma pancreatico en funcidn de la presencia o ausencia de metdstasis

pTNM Clasificacion patoldgica

Atendiendo a la descripcidn de la extensidon de la enfermedad basada en el TNM, se

utiliza un estadio clinico que agrupa los tumores por categorias de pronéstico (Tabla 4)

ESTADIO T N M
ESTADIO 0 Tin situ NO MO
ESTADIO IA T1 NO MO
ESTADIO IB T2 NO MO
ESTADIO IIA T3 NO MO
ESTADIO 11B T1-3 N1 MO
ESTADIO IlI T4 Cualquier N MO
ESTADIO IV Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 4: Clasificacion TNM del adenocarcinoma pancreatico. (Extraido de TNM classification of malignant tumours.
UICC (International Union Against Cancer).

3.10 TRATAMIENTO Y SUPERVIVENCIA
La cirugia es el uUnico tratamiento curativo, pero debido a que el adenocarcinoma
pancreatico tarda en diagnosticarse, menos del 20% de los pacientes presentan un

tumor resecable en el momento del diagndstico (McKenna, 2003).

El adenocarcinoma de pdncreas es menos sensible a la quimioterapia que otros
tumores sélidos, con unos indices de repuesta de menos del 10%. Los farmacos mas
utilizados son la Gemcitabina (familia de los andlogos de los nucleésidos y el 5-
Fluorouracilo (Familia de antimetabolitos). Estos farmacos se suelen combinar con

Radioterapia.

39



Introduccion

Si se realiza pancreaticoduodenonectomia, para carcinomas periampulares, la
supervivencia es dependiente de la localizacion del tumor. La supervivencia tras
reseccion de tumores del duodeno, ampolla de Vater o ducto biliar es mayor que en
carcinoma pancreatico. Los tumores periampulares tienen supervivencia a los 5 afios

de 30-50% mientras que los adenocarcinomas de cabeza de pancreas tienen 5%.

4. NUEVAS ESTRATEGIAS DIAGNOSTICAS

Para poder mejorar la supervivencia de los pacientes con adenocarcinoma pancreatico,
habria que desarrollar técnicas que detectasen la enfermedad en fases pre-
sintomaticas, ya que, como se ha comentado en el apartado 3.1, mas del 50% de los
pacientes presentan metastasis en el momento del diagndstico. Sohn en 2000 mostré
que la supervivencia mejora notablemente cuando se diagnostican los pacientes con
tumores de pequeno tamafio, con los margenes de reseccién negativos y cuando los
ganglios linfaticos no se halla afectados (Sohn, 2000). Debido a que los marcadores
tumorales de los que se dispone presentan baja sensibilidad y especificidad, para el
diagnostico de adenocarcinoma pancreatico, se sigue investigando para encontrar
nuevos marcadores que ayuden en el diagndstico, prondstico y seguimiento de este

adenocarcinoma tan agresivo.

Desde hace décadas, se sabe que es posible detectar acidos nucleicos libres en
suero/plasma humanos. El primer estudio en el que se describio la presencia de acidos
nucleicos libres en plasma data de 1948, utilizando un método de precipitacién
(Mandel y Metais, 1948). Posteriormente en 1972 se determind, por un método
fluorimétrico, la concentracion de DNA y RNA en plasma de personas sanas (Kamm,

1972).

4.1 DNA PLASMATICO COMO MARCADOR TUMORAL

La primera asociacion entre acidos nucleicos circulantes en sangre periférica vy
condiciones clinicas fue descrita en 1966 cuando se detectd DNA libre en el suero de
pacientes con Lupus eritematoso sistémico (Tan, 1966). En 1970 fue descrita la
presencia de DNA y RNA en plasma de pacientes con cancer (Leon, 1977; Shapiro,
1983) pero, no fue hasta 1994 cuando fue reconocida la importancia de los acidos

nucleicos circulantes en procesos neoplasicos, tras detectarse fragmentos de genes
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mutados RAS en la sangre de pacientes con cancer (Sorenson, 1994; Vasioukhin1994).
En 1996 se detectaron en pacientes con cancer alteraciones de microsatélites en el
DNA libre en plasma (Nawroz, 1996). A partir de este momento se valoré la

potencialidad de los acidos nucleicos circulantes como marcador tumoral.

Durante los ultimos afios ha aumentado el interés por el estudio de los dacidos
nucleicos libres en plasma/suero: DNA, mRNA y microRNAs (miRNA) que estan
presentes en sangre de pacientes con cancer. La deteccidén de acidos nucleicos libres
en plasma/suero podria servir como “Biopsia liquida” ya que podria ser util para
multiples aplicaciones diagndsticas pudiendo evitar la realizacion de numerosas
biopsias (Schwarzenbach, 2011), otra posible aplicacidn es su utilizacién como factores

prondsticos y factores predictivos (Goebel, 2005).

4.1.1 Niveles de DNA en sangre asociados a patologias

Diversos estudios demuestran que la mayoria de sujetos sanos tienen bajas
concentraciones de DNA libre en plasma si se compara con pacientes con cancer, pero
el aumento de DNA libre en plasma no sélo se produce en enfermedades malignas,
también se encuentra elevado en enfermedades premalignas, inflamacion, trauma,
tras ejercicio exhaustivo y en pacientes con edad avanzada que sufren enfermedades
agudas o cronicas (Atamaniuk, 2004; Fournie, 1995; Jiang, 2005; Laktionov, 2004; Lo,
2000; Marx, 2004).

Las patologias no neoplasicas a las que se ha asociado la presencia de DNA libre en
plasma son: artritis reumatoide, glomerulonefritis, pancreatitis, colelitiasis,
enfermedad inflamatoria intestinal, Ulcera péptica, hepatitis y esofagitis (Koffler, 1973;

Steinman, 1975; Rumore, 1990).

4.1.2 Niveles de DNA circulante en cancer

A pesar de que el DNA libre en plasma se puede detectar en diversas situaciones
clinicas, su determinacion, podria tener una aplicacion de gran importancia en el
diagndstico de enfermedades malignas. Varios estudios han encontrado elevadas
concentraciones de acidos nucleicos en plasma de pacientes con cancer, superiores a
las encontradas en controles sanos o en enfermedades no malignas (Stroun, 1987).

Estos hallazgos se han producido en: cancer de pulmdn (Sois, 2003) y en carcinoma
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nasofaringeo (Lo, 1999). Los mayores niveles de acidos nucleicos circulantes se asocian
con cancer metastdsico y disminuyen hasta un 90% en los pacientes sometidos a
radioterapia como respuesta al tratamiento, asi mismo valores persistentemente altos
o el aumento de los mismos indican una falta de respuesta al tratamiento (Shapiro,
1983). Gautschi en 2004 demostré en pacientes con cancer de pulmoén que los niveles
plasmaticos de DNA estaban asociados de manera significativa con el estadio del

tumor y estos niveles tenian valor pronéstico (Chan 2007).

La cuantificacién de manera aislada del DNA circulante en cancer no parece ser util en
el diagndstico ya que en ocasiones se pueden superponer pacientes sanos con
enfermos. El uso de las concentraciones de DNA tendria que combinarse con otros
biomarcadores sanguineos para mejorar su sensibilidad y especificidad para el
diagndstico del cdncer. Para este propdsito se ha utilizado la deteccién de alteraciones
genéticas especificas de tumor en el DNA plasmatico como mutaciones puntuales,
microsatélites, alteraciones epigenéticas, nucleosomas e integridad del DNA

(Schwarzenbach H, 2011) (Figura 13).

Timeline | Detection of various forms of cfDNA in patients with different types of cancer

* HBV DNA in # Ovarian cancer DNA integrity
* Melanoma and breast * Lung cancer hepatocaliulzr cancer * Lung cancer KRAS mutation and Nasopharyngeal
cancer microsatellite LOH microzatellite LOH COwvarian and cervical * Prostate cancer and melznoma BRAF mutation carcinoma and
# Breast cancer CpGisland = HPV DNAIn cancer CpGisland melanoma CpGisland # Oesophageal cancer CpG bladder cancer
methylation cervical cancer mathylstion methylation izland methylation DNA integrity

* Pancreatic cancer | | Detection of EBY DNA Colorectal cancer | | * Lung cancer CpGisland ¢ Hepatocellular cancer * Hepatocellular cancer and
KRAS mutation innasopharyngesl KRAS mutation methylation micrasatellite LOH neuroblastoma CpG island
* Breast cancer carcingma * Hepatocellular and ovarian * Braast cancer DNA integrity methylation
TP53 mutation cancer TP53 mutation # Lung cancer EGFR mutation # Prostate cancer
* Oral cancar micrasatellits LOH microsatellite LOH

The development of the detection of genetic and epigenetic alterations, as well as the measurement of DNA integrity and viral DNA, in blood from patients with different
tumour types over the past decade is shown. We show only significant. prognostic findings from >40 patients with serum, plasma or bodily fluid detection of cell-free DNA
(ctDNA) from individual cancers. This timeline is not meant to be comprehensive and is based on our own personal view of what have beenimportant clinical

translational events. EBV, Epstein—Barr virus; EGFR, epidermal growth factor receptor; HBV, hepatitis B virus; HPV, human papilloma virus; LOH, loss of heterozygosity.

Fig. 13: Evolucion de los estudios de las alteraciones del DNA libre en plasma. Mutaciones, metilaciones, integridad
del DNA, alteraciones de microsatélites y DNA viral se pueden detectar como DNA libre en sangre (Extraido de
Schwarzenbach H., 2011).
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Actualmente no se conoce totalmente la fisiologia del incremento de acidos nucleicos
en plasma en procesos neoplasicos pero el andlisis del DNA circulante permite la
deteccion de alteraciones epigenéticas y genéticas relacionadas con el desarrollo y

progresién del cancer.

4.1.3 Origen del DNA circulante.

En 1989 Stroun observd que el DNA circulante presentaba alteraciones genéticas
idénticas a las observadas en el tumor primario (Stroun, 1989). En 1996 Nawroz
detecta mutaciones en oncogenes, iguales a las ocurridas en el tumor primario. Estas
alteraciones presentes en el DNA circulante son descritas por distintos autores en
distintos tipos de cancer; colorrectal (Ander, 1997), mama (Silva, 1999; Chen, 1999). La
mutacion de los genes de la familia ras detectados en DNA plasmatico fueron las

primeras alteraciones genéticas relacionadas con tumores.

La liberacion de acidos nucleicos en el torrente sanguineo parece estar relacionado con
la apoptosis y necrosis de las células tumorales en las proximidades del tumor,
también se ha postulado la secrecién como potencial fuente de dacidos nucleicos

(Fleischhacker, 2007; Schwarzenbach H, 2011) (Figura 14).

Fig. 14: DNA libre en sangre. Mutaciones, metilaciones, integridad del DNA, alteraciones de microsatélites y DNA viral se pueden
detectar como DNA libre en plasma en sangre. El DNA libre que circula en sangre de pacientes con cancer puede ser liberado por
las células tumorales de diferentes formas y a distintos niveles. Puede ser liberado como doble hebra o hebra Unica. La liberacidn
por las células tumorales se puede realizar por apoptosis, necrosis y secrecién. (Extraido de Schwarzenbach H, 2011)
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4.1.4 Aplicacion de la determinacion de DNA circulante.

Una posible aplicacion de la determinacion de los acidos nucleicos libres en plasma,
ademas de marcador diagndstico, seria como marcador prondstico. De hecho, ya
existen estudios que asociacion del DNA plasmatico relacionado con el tumor y mal
prondstico (Dasi, 2001; Silva, 1999; Silva, 2002; Tabaco, 2001; Shao ,1999; Lo, 1999;
Fleischhacker, 2007).

A pesar que el incremento de DNAs no sea especifico de una enfermedad, un estudio
cuantitativo combinado con otros parametros clinicos podria ser util en la evaluacién

de la terapia (Fleischhacker, 2007).

4.2 RNA PLASMATICO COMO MARCADOR TUMORAL

4.2.1 Niveles de RNA en cancer

El RNA es mucho mas fragil que el DNA y susceptible a la degradacion por parte de las
enzimas ribonucleasas (RNasas). Es sabido desde hace tiempo que las RNAasas estan
aumentadas en suero/plasma de pacientes con cancer (Reddi, 1976), por ello resulta
sorprendente que en diversos estudios se encontrara RNA aumentado en distintos

tipos de cancer.

Probablemente la proteccién de los RNAs frente a las RNasas sea debida a que éstos se
encuentran dentro de cuerpos apoptdticos integrados por complejos de
nucleoproteinas y fosfolipidos (Haselman, 2001) o exosomas como microparticulas,
micovesiculas o multivesiculas que son liberadas por desde la superficie de las células
tumorales (Schwarzenbach H, 2011; Orozco AF, 2010). En los estudios iniciales de
expresion de RNA circulante se utilizaba indistintamente suero y plasma, pero se vio

gue cuando se utilizaba plasma el método era mas sensible y especifico (Silva, 2002).

El hecho que el RNA exista con suficiente integridad como para poder detectarlo por
gRT-PCR representa una nueva herramienta en el estudio de deteccién de acidos
nucleicos en plasma de pacientes con cancer, aunque la poca cantidad de RNA libre en

plasma, limita el uso generalizado de esta tecnologia.
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4.2.2 Deteccion de RNAs de genes especificos asociados al cancer

Se han detectado varios tipos de RNA mensajero de genes asociado a tumores: Lo y
colaboradores encontraron RNA asociado al Virus de Epstein Barr en pacientes con
carcinoma nasofaringeo; Kopreski encontré mRNA de tirosinasa -gen sobreexpresado
en el melanoma- en el suero de pacientes con melanoma (Kopreski, 1999), Chen
detectd RNA de telomerasa -enzima relacionada con el cancer- en cancer de mama en
etapas iniciales, sin metdstasis en los nddulos (Chen, 2000 Silva, 2001; Kopreski, 2001),
colorrectal (Silva, 2002; Lledo, 2004; Wong, 2004), carcinoma nasofaringeo (Lo, 1999),
pulmén (Kopreski, 2001; Dasi, 2001; Silva, 2002; Wong, 2004; Lo, 1999) y
hepatocarcinoma (Miura, 2005). Parece pues que la presencia de este mRNA en suero,

es un reflejo de lo que ocurre en las células cancerosas.

También se ha encontrado asociacién entre mRNA plasmatico y diversas variables
clinicopatoldgicas, asociandose la presencia de mRNA con mayor agresividad del tumor

(Silva, 2001; Silva, 2002; Wong, 2004).

Asi, Silva y colaboradores en 2001 estudiaron pacientes afectas de adenocarcinoma de
mama y encontraron asociacion entre la deteccion de mRNA circulante codificador de
los genes mamaglobina y CK19 y parametros clinico-patolégicos relacionados con mal

prondstico, como tamano del tumor e indice de proliferacion.

La presencia de mRNA en cdncer de colon se ha correlacionado con distintos
parametros patoldgicos compatibles con una mayor agresividad del tumor y la

presencia de células tumorales circulantes en estos pacientes (Silva, 2002).

Wong detecté mRNA de beta catenina en pacientes con cancer colorrectal y otros con
adenoma. Aunque el mRNA se encontrd en todos los grupos, los niveles fueron
significativamente superiores en pacientes con cdncer; ademas se observé correlacion
entre los niveles y el estadio del tumor y también se observd disminucién de los

niveles posterior a la eliminacion del tumor (Wong, 2004).

Los mismos resultados se obtienen cuando se determina la expresion de Bmi
(protooncogen) en cancer de mama (Silva, 2007) y el mismo grupo investigador
estudié el mRNA de Timidilato sintasa en pacientes con cancer de colon y detectaron

diferencias significativas en los niveles plasmaticos cuando compara pacientes con
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cancer y controles sanos, y estos niveles correlacionan con las metastasis en nddulos y

estadios avanzados del tumor (Garcia, 2006).

También estudiaron mRNA de LISCH7 (gen asociado a metdstasis) en pacientes con
cancer de colon y pacientes sanos, y este mMRNA debido a la especificidad de proceso
tumoral no se encontré en ningun control. Se encuentra asociaciéon entre mRNA,

metastasis en nédulos linfaticos e invasidn vascular (Garcia 2007).

Existen estudios en plasma de mRNA de factores relacionados con la angiogénesis
como el VEGF factor A (Garcia, 2008) que es estimulador de la proliferacion de células
endoteliales y de la formacién de vasos sanguineos. Estd desregulado en muchos
canceres y correlaciona con la invasividad, densidad vascular, recurrencia de la
enfermedad y menor supervivencia. Se estudié en pacientes con cancer de colon y se
encontraron diferencias significativas entre los pacientes con neoplasias y los
pacientes control. Asimismo los niveles de la proteina son superiores en los pacientes

con cancer.

Sin embargo, la presencia de mRNA y la correlaciéon con datos clinicos presenta
resultados contradictorios ya que también existen estudios en los que no se encuentra
correlacién entre el RNA y parametros clinicos: Sueoka y colaboradores estudiaron los
niveles de mRNA de Ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP) en pacientes
con cancer de pulmdén y no encontraron correlacién entre los niveles de mRNA de

hnRNP y parametros clinicos relacionados con el tumor (Sueoka, 2005).

Tampoco Dasi y colaboradores en 2001 han encontrado correlacién con variables
clinicopatologicas asociadas al tumor: en 2001 en céncer colorrectal y linfoma folicular,
ni Leelawat en 2006 encuentra relacion entre la expresién de telomerasa humana de
transcripcion inversa (hTERT mRNA) y parametros clinicos en pacientes con
colangiocarcinoma. Sin embargo en todos ellos, los niveles de mRNA si que diferencian

de manera significativa entre cancer y controles sanos.

A pesar de la existencia de gran cantidad de estudios todavia falta demostrar que el
estudio cuantitativo de los niveles de RNA de ciertos genes asociados al proceso

tumorogénico sirva para el diagnostico de un determinado tipo de cancer.
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5. GLICOCONJUGADOS
El término Glicobiologia se definié por primera vez en 1988 por Rademacher, Parekh y
Dwek. La Glicobiologia es la ciencia que se ocupa del estudio de la estructura,
biosintesis y funciones bioldgicas de los glicanos o azlcares. Tiene gran importancia, ya
gue mas del 1% del genoma de los vertebrados codifica por proteinas relacionadas con

la sintesis y reconocimiento de los glicanos o azucares.

Los glicoconjugados (Fig. 15) son compuestos con una o mas subunidades mono u
oligosacaridas (glicon o glicano), que se unen covalentemente a una parte no glucidica
(aglicén). Se encuentran ampliamente distribuidos en los seres vivos y se definen
segun la naturaleza de la parte no glucidica. Asi se distinguen: glicolipidos,

glicoproteinas, proteoglicanos y glicofosfolipidos de anclaje (Varki, 1999).
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Figura 15: Principales tipos de glicoconjugados (a y b: Glicoproteinas con N- y O- glicanos
respectivamente; c y d: Glicolipidos: Glicoesfingolipidos, y GPl de anclaje respectivamente; e y f:
Proteoglicanos. (Extraido de Fuster y Esko, 2005)

5.1 MONOSACARIDOS

Son las unidades mas sencillas de los hidratos de carbono. Corresponden a

carbohidratos que no se pueden hidrolizar a unidades mas simples. Quimicamente son
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polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas. Son las unidades basicas que se utilizan para

la sintesis de oligo y polisacaridos.
Los monosacaridos que forman parte de los oligosacdaridos son:

e Acidos sidlicos: familia de azlcares acidicos con 9 dtomos de carbono, el
representante principal es el Acido acetilneuraminico, que se suele denominar

NeuAc y es el precursor biosintético de todos los demas.

e Hexosas: azucares neutros de 6 atomos de carbono donde se incluyen: Glucosa

(Glc), Galactosa (Gal) y Manosa (Man).

* Hexosaminas: derivan de las hexosas en las cuales se sustituye un hidroxilo por
un grupo amino, se incluyen en este grupo: glucosamina y galactosamina.
Normalmente estan N-acetiladas como: N-acetilglucosamina (GIcNAc) o la N-

acetilgalactosamina (GalNAc).

* Desoxihexosas: azUcares neutros sin el grupo hidroxilo en posicidon 6, como la

Fucosas (Fuc).
e Pentosas: azucares de 5 carbonos como la Xilosa (Xyl)

e Acidos urdnicos: hexosas con un grupo carboxilo en posicidon 6. Acido

glucurénico (GlcA) y acido Idurénico (IdA).

5.2 GLICOSILACION
Es una de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes en las proteinas y
lipidos de secrecion y de membrana de la célula, pudiendo generar una gran diversidad

funcional.

Todas las células de mamiferos contienen un glicocalix formado por glicolipidos,
glicoproteinas, glicofosfolipidos y proteoglicanos que se encuentran en la membrana
plasmatica, nucleo, suero y otros fluidos bioldgicos (Varki, 1999). La localizacién de los
glicanos en la superficie celular externa y en macromoléculas secretadas por las células
les proporciona posicién para modular gran variedad de eventos en las interacciones

célula a célula, célula-matriz y célula-moléculas. (Varki, 2008)
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5.3 CLASIFICACION DE GLICOCONJUGADOS

Se clasifican en funcion de la naturaleza de la parte no glucidica.

e GLICOLIPIDOS: Estructuras glucidicas unidas a lipidos. Forman parte de las

membranas celulares.

* GLICOPROTEINAS: Glicoconjugados en el que la proteina lleva una o mas

cadenas oligosacaridas unidas covalentemente a la estructura polipeptidica,

normalmente por enlaces N- 6 O- glicosidicos.

N-Glicano: es un oligosacarido con unién covalente tipo N- sobre un residuo de
asparagina (Asn) de una cadena polipeptidica que contiene la secuencia
peptidica consenso Asn-X-Ser/Thr (donde X es cualquier aminoacido excepto la
prolina). Los N-Glicanos comparten una region central pentasacarida (core),
formada por dos N-Acetilglucosaminas y tres manosas. La unién a la asparagina
es a través de la N-Acetilglucosamina. Se pueden clasificar en 3 tipos

principales: ricos en manosa, tipo complejo e hibrido (Fig. 16).
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Figura 16: Clasificacion de Glicoproteinas: N-Glicanos y O-Glicanos (Extraido de Raman, 2005)

Las estructuras glucidicas hibridas y complejas, tienen en comun la
unién Galactosa- N-acetil glucosamina (Gal-GlcNAc) con enlaces B 1-3 o

B1-4, que generan las estructuras TIPO 1y TIPO 2 respectivamente (Fig.
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17). Estas estructuras son substratos para diversas modificaciones como
la adicidon de fucosa y acido sialico, dando lugar a antigenos tipo Lewis
que, segln la posicidn de estos residuos reciben el nombre de Lewis®
(Le®) y la forma sialilada (sLe®), Lewis® (Le®), Lewis® (Le*) y la forma

sialilada (sLe¥).

Estas estructuras se generan por la acciéon de genes, que codifican
glicosiltransferasas especificas responsables de la glicosilacion terminal

de las cadenas de carbohidratos (Kim y Varki, 1999; Fukuda, 1993).
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Figura 17: Antigenos glucidicos tipo 1y 2. R hace referencia a la cadena oligosacarida.

O-Glicano (Fig. 16): es un oligosacarido con unidn tipo O- (Serina, Treonina).
Normalmente esta unido al polipéptido via N-acetilgalactosamina (GalNAc)
a un residuo de serina o treonina. Los O-Glicanos son abundantes en
mucinas, y se dan también proteoglicanos y en glicoproteinas. Las cadenas
oligosacaridas de tipo O- son mucho mas complejas que las de tipo N-, ya
gue existen hasta 8 tipos de estructuras core a partir de los cuales se
produce la elongacién de la cadena oligosacarida. La estructura de las
cadenas carbohidratadas con uniones tipo O- varian en funcién del tipo
celular y el tejido estudiado. La primera reaccion de la O-glicosilacion,
adicién de GalNAc a la cadena peptidica forma el antigeno Tn (GalNAc-O-
Ser/Thr) (Fig. 18). A partir de esta estructura pueden formarse los
diferentes “core” mediante la accion de glicosiltransferasas especificas que
actuan de manera secuencial. Por ejemplo el core 1 se sintetiza por la
adicién a Tn de un residuo de galactosa unida por un enlace B1,3 a la
GalNAc. Esta estructura conocida también como antigeno TF o de Thomsen-

Friedehreich formard posteriormente el core 2 por accion de otra
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glicosiltransferasa que adiciona otra GalNAc con enlace 1,6 (Van den

Steen, 1998).
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Figura 18. Estructura y biosintesis del “core” de los O-glicanos. En color oscuro se indican los antigenos asociados a
tumor identificados hasta el presente. La primera etapa de la O-glicosilacion ocurre por la adicion de GalNAc a un
residuo de Thr o de Ser de la cadena polipeptidica. Esta reaccién es catalizada por una ppGalNAc-T (paso 1). Ocho
tipos diferentes de “core” de O-glicanos pueden luego formarse por la actividad de distintas glicosiltranferasas:
“core” 1 B3Gal-T (paso 2), “core” 2 B6GICNAC-T (paso 3), “core” 3 B3GIcNAC-T (paso 4), “core” 4 B6GIcNAC-T (paso
5), “core” 5 a3GalNAc-T (paso 6), “core” 6 B6GIcNAc-T (paso 7), “core” 7 a6GalNAc-T (paso 8) y “core” 8 a3Gal-T
(paso 9). Las estructuras sialil-Tn y sialil-TF se forman mediante sialilacion de los antigenos Tny TF, en reacciones
catalizadas por la a6-sialil-T (paso 10) o la a3sialil-T (paso 11), respectivamente. (Freire, 2002)

» GPI DE ANCLAJE O ANCLAJE TIPO GLICOFOSFOLIPIDO (Gllicosilfosfatidilinositol):

Formados por un enlace-puente oligosacdrido entre el fosfatidilinositol de
membrana y la fosfatidiletanolamina, la cual se une por enlace amida al
terminal carboxilo de una proteina. Este enlace sirve para anclar las proteinas a

la membrana plasmatica (Varki, 1999).

5.4 FUNCIONES DE LOS GLICOCONJUGADOS

Las principales funciones son de tipo estructural y modulador de funcion.

0 Funcién estructural de la pared celular y de la matriz extracelular.
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0 Modificacién de las propiedades de las proteinas a las cuales se unen:

solubilidad y estabilidad.
0 Mediadores y moduladores de la adhesién celular.

0 Mediadores y moduladores de senales extra e intracelulares.

5.5 SINTESIS DE GLICOCONJUGADOS

La biosintesis de estas cadenas glucidicas tiene lugar fundamentalmente en el reticulo
endoplasmatico y en el complejo de Golgi. En todo este proceso de sintesis estan
implicados: monosacdaridos activados (substratos), transportadores de azucares
especificos, glicosiltransferasas, glicosidasas y otras enzimas modificadoras de

glicanos.

Las glicosiltransferasas, catalizan la formacion de enlace glicosidico entre dos azucares.
Estas enzimas se nombran con el nombre del monosacdrido-nucledtido donador, la
naturaleza del aceptor y del enlace formado. Son enzimas muy especificas que sélo

adicionan un tipo de azucar en un enlace especifico.

5.5.1 SIALILTRANSFERASAS

Son las glicosiltransferasas, responsables de la transferencia de dacido sidlico a la
posicion terminal no reductora de cadenas de oligosacaridos, glicoproteinas, o
glicolipidos (Harduin-Lepers, 2001). Son altamente especificas. Se han caracterizado
mas de 20 sialiltransferasas humanas que difieren en: los pardmetros bioquimicos,
especificidad de substrato y expresion celular y tisular (Peracaula, 2005; Takashima,

1999).

Se pueden clasificar en cuatro familias en funcion del enlace que sintetizan

(Takashima, 1999; Wang, 2005).

e ST3Gal (a2,3-STs): transfieren residuos de Neu5Ac, formando un enlace a2,3-
en residuos terminales de Gal presentes en glicoproteinas y glicolipidos. Incluye

6 subfamilias I-VI

e ST6Gal (a2,6-STs): Comprende solo 2 subfamilias y ambas usan Gal B1
—>4GIcNACR como substrato aceptor. Catalizan la transferencia de residuos de
Neu5Ac, formando un enlace a2,6- en residuos de Gal.

52



Introduccion

e ST6GalNAc (a2,6-STs): Catalizan la transferencia de residuos de NeuS5Ac,
formando un enlace a2,6- en residuos de GalNAc de glicoproteinas o

glicolipidos. Comprende 6 subfamilias.

e ST8Sia (02,8-STs I-VI). Catalizan la transferencia de residuos de Neu5Ac,
formando un enlace a2,8- en residuos de Neu5Ac de glicoproteinas o

glicolipidos. Comprende 6 subfamilias.

Los niveles de acidos sialicos en la superficie celular dependen de los niveles de mRNA
de los genes de las sialiltransferasas. En humanos, las sialiltransferasas se expresan en
distintos tejidos a diferentes niveles. Ademas, el nivel de expresion de sialiltransferasas

cambia durante la transformacion maligna (Wang, 2005).

La expresion de los genes que codifican estas enzimas, se altera también en la
embriogénesis, lesiones e inflamacién dando lugar a patrones de glicanos alterados

(Varki, 2007).

6. GLICOSILACION Y CANCER
La glicosilacion alterada se produce en diversos estados patolégicos como pueden ser
los procesos inflamatorios y el cancer (Dube y Bertozzi, 2005). La primera
demostracion de que los glicanos de las células cancerosas difieren de los de células

sanas se realizé en 1969 por Meezan (Meezan, 1969).

La transformacién maligna de los tejidos produce una importante alteracion de los
procesos de glicosilacion celular, con cambios que varian en funcion del tipo de tejido.
Las alteraciones de la glicosilacion se manifestaran en la superficie celular con
alteracion en las cadenas de glicanos de las glicoproteinas o glicolipidos anclados a la
superficie celular. Estas alteraciones van a influir en las interacciones celulares (Orntoft
y Vestergaard, 1999) y afectaran a su capacidad para invadir y metastatizar (Aubert,
2000). La glicosilacién aberrante ocurre en todos los tipos de canceres humanos y
experimentales y muchos de los epitopos glicosilados constituyen los Ilamados

“antigenos carbohidrato asociados a tumores” (Hakomori, 2002; Wang, 2005).

Las alteraciones de la glicosilacion no sdlo se manifiestan en los glicanos de la

superficie celular, también las glicoproteinas secretadas por las células tumorales

53



Introduccion

pueden ser liberadas al torrente sanguineo. Este hecho puede tener gran importancia
en el diagndstico de tumores ya que estas glicoproteinas se podrian utilizar como

marcadores de cancer.

Las modificaciones de los glicanos en cancer, incluyen sobre- y baja- expresion de los
glicanos naturales asi como re-expresidon de glicanos restringidos a tejidos
embrionarios. Estos cambios normalmente se producen por alteraciones en los
enzimas que intervienen en la biosintesis de las cadenas de glicanos como:

glicosiltransferasas, glicosidasas y enzimas que modifican los monosacaridos.

Las alteraciones mas frecuentes en la Glicosilacién en cancer son: (Fig. 19)

Sialylation Legend

¥ 1-6 Antenna N\
6

Core Fucose

— B linkage
/C—CHZ— Asn - a linkage

g_¥; &D Lewis

antigens 1

SlLe? SLex \ /

Figura 19: Ejemplo de una estructura N-glicano conteniendo algunas de las alteraciones de carbohidratos
encontradas en tumores: incremento de la ramificacién B-1,6, incremento de la sialilacion, cambios en la proporcidn
de estructuras con fucosilacion core y cambios en la expresion de antigenos Lewis (Extraido de Peracaula 2008).

¢ |INCREMENTO DE LAS RAMIFICACIONES DE LAS CADENAS DE N-GLICANOS

El aumento de las ramificaciones de los N-glicanos es frecuente en la mayoria de
células malignas. Al aumentar el tamafio del glicano éste serd capaz de presentar mas
estructuras terminales susceptibles de ser sialidadas. El aumento de las ramificaciones

en la posicion B 1-6 de los glicanos (dando lugar a estructuras tetraantenarias) se
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produce por sobreexpresién de la GIcNAc transferasa V (MGAT5) (Orntoft y
Vestergaard, 1999; Dube y Bertozzi, 2005).

e EXPRESION DE ANTIGENOS TIPO LEWIS

Los determinantes antigénicos sialil-Lewis® (sLe*) vy sialil-Lewis® (sLe®), son

carbohidratos formados por 4 azlcares unidos de manera caracteristica entre ellos y
se suelen encontrar sobreexpresados en mucinas y otros glicoconjugados de células

tumorales de canceres epiteliales (Fig. 20).

Nomenclatrg  » Fucoze & N-acatyl neuraminic acid
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Figura 20: Estructura molecular de los antigenos tipo Lewis (Extraido de Varki y col, 2009).

» INCREMENTO DE LA SIALILACION

El aumento de la presencia de acido sidlico en la superficie celular puede ser debido a
un aumento de las sialiltransferasas o por un aumento de las ramificaciones de los N-

glicanos que aumentan los terminales que pueden ser sialidados (Kim y Varki, 1997).
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Debido al aumento del acido sialico en la superficie celular, se produce un aumento de
la carga negativa global del glicano, haciendo que la célula pierda su localizacion tisular

especifica lo que favorece su invasion (Fuster y Esko, 2005).
* REDUCCION DE ESTRUCTURAS CORE-2

Durante la transformacion maligna, uno de los cambios que ocurren en las cadenas de
O-glicanos es la formacién de estructuras de menor complejidad por reduccion del
numero de estructuras core 2 y por aumento de estructuras simples. Esto es debido a
la reduccion de la actividad de la core 2 B-1-6-GINAc transferasa y B (1-3)-

galactosiltransferasa (Orntoft y Vestergaard, 1999).

6.1 ANTIGENOS SIALILADOS EN CANCER

Los antigenos sialilados sLe® y sLe* se suelen encontrar aumentados en distintos
carcinomas. Estas estructuras son sintetizadas en las Ultimas etapas por
fucosiltransferasas y sialiltransferasas que adicionan moléculas de fucosa y dacido
sialico en residuos de GIcNAc o galactosa, respectivamente. En muchos tipos de cancer
la actividad de estas enzimas esta desregulada, como en el cancer de colon (Orntoft,

1991, Dube y Bertozzi, 2005).

El aumento de sialil-Lewis ? y sialil-Lewis ¥, se puede correlacionar con la progresién del
tumor, el potencial metastasico y mal prondstico, calificandose estos determinantes
antigénicos como antigenos tumorales (Kim y Varki, 1997; Orntoft y Vestergaard, 1999;

Fukuda, 1996).

La presencia de estos antigenos sialilados parece proporcionar mayor capacidad de
metastasis a las células tumorales por mimetizaciéon del proceso de extravasacién

leucocitaria en procesos inflamatorios (Orntoft, 1999; Kim, Varki, 1997; Fukuda, 1996).

La migracion de los linfocitos a un determinado tejido (extravasacidn leucocitaria) se
produce gracias a ciertas moléculas de adhesién en los linfocitos y de ligandos de estas
moléculas en las células endoteliales de los vasos. Estas moléculas que juegan un papel
clave en la adhesion celular, pertenecen a familia de las selectinas. Se expresan en
plaquetas activadas (P-selectina), leucocitos (L-selectina) y células endoteliales (E-

selectina). En muchos leucocitos se expresa constitutivamente la L-selectina que,
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reconoce ligandos sialilados en las células endoteliales. La E-selectina no se expresa de
manera constitutiva en células endoteliales, su expresion es inducida fuertemente por
estimulos inflamatorios, como TNFa, IL-la o IL-1B, intervenciones quirurgicas,

tratamiento con quimioterapia o radioterapia (Kannagi, 2004).

Los determinantes antigénicos sLe® y sLe™ son ligandos de la E-selectina y cuando se
expresan en las células tumorales permiten el primer paso de adhesion de éstas sobre
las células endoteliales activadas, que expresan E-selectina, facilitando asi su
extravasacion, proceso previo a la metastasis (Fig. 21). De hecho, la sobreexpresion de
sLe® y sLe® se correlaciona con el potencial metastdsico de las células tumorales.
Ademas, elevados niveles de E-selectina en sangre de pacientes con tumores sLe® y

sLe® positivos predicen alto riesgo de desarrollar metéstasis (Kannagi, 2004).

Vascular infiltration  Detachment of i ; Adhesion of - . o
of cancer cells - cancer cells C:]']‘illr“tlt’}% cancer cells to fnc:lnlie:ugf loutm()r
in primary tumor from primary tumor L‘ 2 endothelium it

Figura 21: Proceso de metdstasis hematogénico en cancer: se inicia con la intravasacidn de las células
cancerosas en el torrente sanguineo en la lesion tumoral primaria. Las células cancerosas viajan a través
del torrente sanguineo, donde interacttian con varias células sanguineas como leucocitos y plaquetas,
finalmente se adhieren a las células endoteliales en cualquier lugar de las paredes de los vasos periféricos.
La adhesidn celular es mediada por la interaccion de E-selectina en las células endoteliales y
determinantes sialil lewis * de las células cancerosas implicadas en esta etapa (Kannagi, 2004).

A nivel de expresidn tisular en tumores, el antigeno sialil Lewis® se detecta

frecuentemente en canceres de péncreas, tracto biliar, estdmago, colon y recto
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mientras que el sialil Lewis* se expresa de manera preferencial en cancer de pulmon,

ovario y mama (Kannagi, 2007).

6.2 SIALILTRANSFERASAS Y CANCER

Los acidos sialicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, como azucares
terminales de oligosacaridos unidos a proteinas o lipidos. Su presencia determinara la
vida media de las glicoproteinas, intervienen en la comunicacién célula a célula,
comunicacion con la matriz extracelular y en el reconocimiento molecular durante el

desarrollo del tumor, diferenciacidén y progresion.

Las células tumorales presentan a menudo distinto contenido en acido sialico en su
superficie respecto a las células normales, debido a la diferente expresion de
sialiltransferasas (enzimas que catalizan la transferencia de acido sialico a las cadenas
oligosacaridos) y a cambios en la actividad sialiltransferasa. También se altera el
contenido de acido sialico en glicoproteinas secretadas por el tumor como AFP,

ribonucleasa pancredtica o PSA (Dall’Olio y Chiricolo, 2003, Peracaula, 2005).

Existen evidencias que soportan el concepto de que la expresion aumentada en tejido
canceroso de ST6Gal tiene un papel importante en el desarrollo y progresion del
cancer: de mama, colon, hepatocelular y cancer cervical. (Wang, 2005). Como
confirmacién también se observa una inhibicién de la ST3Gal IV ya que compiten por el
mismo substrato, en cancer de ovario. En cancer de ovario también se observa un

aumento en la expresion de mRNA de ST6Gal I.

Las sialiltransferasas son importantes en cancer por varias razones (Dall’'Olio vy

Chiricolo, 2003):

1. Los acidos sidlicos pueden impedir las interacciones celulares debidos a fuerzas

de repulsidn, ya que confieren carga negativa.

2. Las estructuras sialiladas pueden unirse especificamente a moléculas de

adhesion celular como las selectinas.

3. Los acidos sidlicos pueden enmascarar las estructuras glucidicas, evitando el

reconocimiento por otras moléculas.
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4. Los elementos reguladores de los genes de sialiltransferasas pueden ser dianas
de las vias de sefializacion celular. La sobreregulacion de sialiltransferasas en
células de cancer puede indicar que una via de sefializacién especifica haya sido

activada.

6.3 ANTIGENOS SIALILADOS Y SIALILTRANSFERASAS EN CANCER DE
PANCREAS

ANTIGENOS SIALILADOS

En células de adenocarcinoma pancredtico las estructuras sLe® y sLe* son
predominantes (Kim, 1988; Sinn, 1992; Nakamori, 1999; Mas, 1998), hecho que no
ocurre en las células pancredticas normales. Le* y antigenos relacionados se expresan
frecuentemente y se pueden considerar antigenos asociados al adenocarcinoma

pancreatico.

SIALILTRANSFERASAS

Los cambios en la glicosilacidn en lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico, en
concreto el aumento en sialil-Lewis” se asocian con una disminucién en la actividad de
al,2-fucosiltransferasa (FUT) en concreto la FUT1 y ademds con un aumento en la
actividad al,3/4-fucosiltransferasa (FUT3) (Mas, 1998; Aubert, 2000). Como la al,2-
fucosiltransferasa y la a2,3-sialiltransferasa compiten por el mismo substrato, la
disminucion de la actividad de la al,2-fucosiltransferasa en lineas celulares de
adenocarcinoma pancreatico puede favorecer el aumento de actividad de la a2,3-
sialiltransferasa, produciendo el aumento de antigenos sialilados. También se ha
descrito que la actividad al,2FUT es inferior en adenocarcinoma pancredtico
metastdsico, aunque no existe correlacién con la expresion de FUT1 y FUT2 (Mas,

1998; Aubert, 2009).
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Figura 22: Biosintesis de los antigenos tipo Lewis. Glicosiltransferasas involucradas en la sintesis de antigenos tipo
Lewis. En las estructuras de tipo 1, el enlace es de una Gal unida 1,3 a GIcNAc. En las estructuras tipo 2, el enlace
es de una Gal unida 1,4 a GIcNAc (Extraido de Peracaula 2005).

La sintesis de sLe” y sLe® requiere la adicidn de acido sidlico en el parte externa de las
estructuras precursoras de tipo | y tipo Il por accién de las a2,3-sialiltransferasas
(ST3Gal IIl, IV y VI). Las alfa-2,3-sialiltransferasas, ST3Gal Il y ST3Gal IV, catalizan la
formaciéon de enlaces 02,3 en cadenas tipo | y tipo Il (Fig. 22). ST3Gal lll actua
preferentemente en cadenas tipo | (Gal B1-3GIcNAc) y es por tanto la que interviene
en la sintesis de sLe®. ST3Gal IV (y VI), utiliza glicoproteinas o glicolipidos que contienen

cadenas tipo Il (Gal B14GIcNAc) y genera el precursor del sLe”.
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En la década de los afios 70, se llevaron a cabo estudios sobre posibles cambios de
sialiltransferasas en pacientes con cancer, que se basaron en la determinacion de la
actividad general de sialiltransferasas utilizando fetuina desialidada como substrato
(Kessel, 1975) en suero y tejido tumoral en pacientes con diversos tipos de neoplasias,
pero no en adenocarcinoma pancreatico. Una revisidon de dichos trabajos por parte de
Weiser y Wiston en 1981 muestra que el aumento de actividad sialiltransferasa en
cancer correlaciona con el aumento de la carga tumoral y que en los diferentes
tumores las sialiltransferasas afectadas presentan diferentes especificidades de
substrato, pero que tiene poca utilidad en el diagndstico de procesos tumorales ya que
también se observa aumento de la actividad en procesos no neopldsicos como artritis
reumatoide y cirrosis hepatica. Sin embargo, la determinacion de la actividad
especifica de ciertas sialiltransferasas involucradas en la biosintesis de antigenos
asociados a tumor como sLe* y/o sLe® y que desempefian un rol determinante en
etapas clave de la tumorogénesis; si que podria ser util como marcadores del tumor,

por ejemplo en diagndstico o en la evaluacién de la efectividad de la terapia.

En trabajos previos de nuestro grupo se ha detectado sobreexpresién de antigenos
Lewis sialilados, sialil-Lewis* y/o sialil-Lewis®, en lineas celulares de adenocarcinoma
pancreatico en cuya sintesis estan implicadas sialiltransferasas como la ST3Gal Il y
ST3Gal IV (Peracaula 2005). La expresidon de ST3Gal lll y ST3Gal IV correlaciona con un
aumento de la expresion de sLe® en la superficie de células tumorales de
adenocarcinoma pancreatico, facilitando la adhesion celular y migracién y por tanto la
formacion de metdéstasis; siendo mayor estos efectos en células transfectadas con

ST3Gal lll que con ST3Gal IV (Pérez Garay 2010).

Es por ello que la determinacidn de la expresidn de ST3Gal Il y ST3Gal IV en muestras

clinicas podria ser util como marcadores del adenocarcinoma pancreatico.

Dado que el suero es uno de los fluidos mas faciles de obtener de forma no invasiva en
la practica clinica asistencial y que recientemente se ha descrito la presencia de mRNA
libre en plasma proveniente del tumor, la determinacion del mRNA de ST3Gal Il y Gal
IV en plasma podria ser una técnica que permitiese determinar posibles cambios en la

expresion de estos enzimas en pacientes con adenocarcinoma pancreatico.
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Objetivos

OBIJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de diferentes parametros séricos relacionados con la
fisiopatologia del adenocarcinoma pancredtico y con la inflamacion en pacientes con
adenocarcinoma pancredtico, pancreatitis cronica, pancreatitis aguda, otras neoplasias
gastrointestinales y controles sanos. Valorar la utilidad de estos parametros, asi como
las posibles combinaciones entre los mismos, para determinar el nivel de aplicaciéon
como test analitico en el diagndstico de pacientes con adenocarcinoma pancreatico, o

como diferenciacion respecto a los otros grupos de pacientes.

Objetivos especificos.

1. Analisis de los niveles séricos del mRNA de las a2,3 sialiltransferasas ST3Gal Il y
ST3Gal IV en los grupos de pacientes con adenocarcinoma pancreatico,
pancreatitis cronica, o con otras neoplasias gastrointestinales asi como en

pacientes sanos.

2. Analisis de los niveles de distintos marcadores de fase aguda y la relacion entre
ellos (Proteina C reactiva, alfa-1-glicoproteina acida (A1G), albumina y Glasgow

Prognostic Score) en los pacientes de los grupos descritos.

3. Analisis de los niveles de IGF-1, IGF-BP3, y el ratio molar IGF-1/ IGF-BP3 y de
péptido C en los grupos de pacientes con adenocarcinoma pancreatico,

pancreatitis cronica, otras neoplasias gastrointestinales y controles sanos.

4. Comparar la especificidad y sensibilidad de los distintos parametros analizados,
con los marcadores utilizados actualmente en la practica clinica para el
diagnodstico/prondstico del adenocarcinoma pancreatico, y evaluar si los

valores obtenidos permiten la diferenciacién entre los grupos de estudio

5. Combinar los parametros calculados y evaluar su sensibilidad y especificidad

para el diagndstico de adenocarcinoma pancreatico.
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Material y métodos

1. MATERIAL BASICO

Durante la realizacion de este trabajo se ha utilizado el material que se detalla en la

tabla 5. La utilizacion de equipamiento mas especifico se detalla en la explicacidon de

cada técnica en la cual se ha utilizado.

APARATO

MODELO

CASA COMERCIAL Y PAIS

Agitador horizontal
Agitador vortex
Agitador roller

Agitadores magnéticos

Aparatos de ultrafiltracion de agua

Autoclave
Balanzas
Bafio de agua refrigerado
Campana de flujo laminar
Bafio seco digital
Centrifuga de microtubos
Centrifuga de microtubos refrigerada
Congelador -202C/ Nevera 42C
Congelador -802C
Espectrofotometro
Fuente de alimentacion electroforesis
Microondas
Micropipetas
Minicentrifuga
pH-metro
Sistema de electroforesis

Separador magnético para tubos

microcentrifuga
Termociclador

Detector y amplificador de PCR a

tiempo real
Centrifuga placas PCR tiempo real

Rotamax/Spiramix
Genie 2
MOVIL-ROD

Agimatic-NM/ A-163

Milli-RO/ Milli-Q
Elix 10/Milli-Q
AE-75

FY-300; ER-120A/EK-410i
Tectron S-543
BIO 48M
Accublock™D1200
Mikro 12-24
5415R
ExpressCool/ KF 5850SD
Ultralow freezer

NanoDrop™'ND-1000

PowerPac300/EPS200/EPS3500XL

FM 1535E
Gilson/ Eppendorf
Sprout
MicropH2000

Mini Protean IlI

CS15000

My Cycler Thermal Cycler

7300 Real time PCR system

Centrifuge 5804R

Heildolf, Alemania
Scientific Industries, EEUU
P-Selecta, Espafia

Selecta, Espafia

Millipore, EEUU

Raypa, Espafia
Salter, Japén/ AND, Japon
P-Selecta, Espafia
Cultek, Espafia
Labnet internacional, NJ (EEUU)
Sigma, Espafia
Eppendorf, Alemania
LG Electronics/ Miele Alemania
Nuaire, Japén
Thermo Fisher Scientific, EEUU
BioRad, EEUU/ Pharmacia Biotch, Suecia
Moulinex, Francia
Gilson, Francia/ Eppendorf, Alemania
Heathrow Scientific, EEUU
Crison, Espaia

BioRad, EEUU

Invitrogen, EEUU

BioRad, EEUU

Applied Biosystem, EEUU

Eppendorf, Alemania

Tabla 5: Equipamiento bdasico utilizado
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2. SELECCION DE PACIENTES
El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario Dr. Josep Trueta de Girona. Se ha obtenido consentimiento informado de

los pacientes después de informarles del propdsito del estudio (Anexo 1).

Es un estudio prospectivo, los pacientes han sido seleccionados por el equipo de
Cirugia Hepatica y el equipo de Gastroenterologia del Hospital Universitario Dr. Josep
Trueta; también ha participado el equipo de Gastroenterologia del Hospital de Santa

Caterina de Salt (Girona).

Los controles han sido seleccionados de donantes sanos del Banco de Sangre y Tejidos
del Hospital Universitario Dr. Josep Trueta de Girona. Estos pacientes no estaban en

ayunas.

Un segundo grupo de controles se ha seleccionado de pacientes sanos, en ayunas, que
se han realizado una extraccion de control en el Laboratorio del Hospital Universitario

Dr. Josep Trueta de Girona.

La seleccidn de pacientes ha sido de manera consecutiva durante el periodo Febrero

2006-Julio 2011.

2.1 Grupos de estudio

En este estudio se distinguen dos grupos de pacientes, que se diferencian en cuanto a
numero de pacientes, aunque algunos de ellos son comunes a ambos grupos. En el
primer grupo de pacientes se ha focalizado el estudio en la expresidon de alfa 2,3-
sialiltransferasas entre otros parametros; y en el segundo grupo, se ha analizado IGF-1,
IGFBP3 y otros pardmetros relacionados, que requerian para su comparacion disponer

de pacientes con el mismo indice de masa corporal.

2.1.1 Grupo de pacientes de la primera parte del estudio.

Se han estudiado un total de 61 pacientes de ambos sexos y de edad superior a los 38

afos distribuidos en 5 grupos:

70



Material y métodos

0) Pacientes adultos sanos sin ninguna enfermedad pancreatica diagnosticada, del
mismo grupo de edad que los pacientes con adenocarcinoma de pancreas, no
es necesario que sean del mismo sexo. Seleccionados en el Banco de Sangre y

tejidos del Hospital Dr. Josep Trueta. (n=9)
La media de edad de este grupo ha sido 57 (50-64).

1) Pacientes con criterios clinicos diagndsticos de pancreatitis aguda. La media de

edad de este grupo ha sido 70 (42-84) ; (n=7)

2) Pacientes adultos diagnosticados de pancreatitis crénica. Las muestras de este
grupo se tomaron cuando no presentaban sintomas de brote agudo de la

enfermedad. La media de edad de este grupo ha sido 54 (38-79); (n=15)

3) Pacientes adultos diagnosticados de adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC). Se incluyeron pacientes que se encontraban en distintos estadios de la

enfermedad. La media de edad de este grupo ha sido 65 (45-93); (n=21)

En cuanto a los hallazgos quirdrgicos y clasificacion anatomopatoldgica
(Clasificacion TNM UICC) de los 21 pacientes diagnosticados de
adenocarcinoma pancreatico, no se obtuvo pieza quirurgica de 7 pacientes por
cardiopatia grave (1 paciente); presencia de metdstasis en 4 pacientes; 2
pancreas irresecables. De los 21 pacientes uno (4.8%) se encontraba en estadio
lIA, once (52.40%) en estadio IIB, tres (14.2%) en estadio Ill y seis (28.6%) en

estadio IV.

4) Otras neoplasias gastrointestinales. La media de edad de este grupo ha sido
65(44-84). Este grupo esta formado por pacientes con neoplasias del tracto
gastrointestinal; la mayoria de ellos (7/9) son tumores periampulares, un tumor

de recto y un tumor de klatskin (n=9).

Los tipos de tumores periampulares han sido:
¢ 3 ampulomas (adenocarcinoma de ampolla de Vater)
* 3 adenocarcinomas de duodeno

e 1 adenocarcinoma de colédoco intrapancreatico
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Se ha elegido este grupo de tumores para poder compararlos con los PDAC ya
gue se ubican en la misma regiéon anatdmica y ademas comparten ciertas
caracteristicas clinicas en su forma de presentacion y en ocasiones no se
pueden diferenciar durante el estudio preoperatorio con las técnicas de

imagen.

2.1.2 Grupo de pacientes de la segunda parte del estudio.

Se han estudiado un total de 81 pacientes de ambos sexos y de edad superior a los 38

afios distribuidos en 4 grupos:

0)

1)

2)

3)

Pacientes adultos sanos sin ninguna enfermedad pancreatica diagnosticada, del
mismo grupo de edad que los pacientes con adenocarcinoma de pancreas, no
es necesario que sean del mismo sexo. Seleccionados de pacientes que se han
realizado una analitica de control en el laboratorio del Hospital Dr. Josep Trueta

(n=15). La media de edad de este grupo ha sido 61 (44-75).

Pacientes adultos diagnosticados de pancreatitis cronica. Las muestras de este
grupo se tomaron cuando no presentaban sintomas de brote agudo de la

enfermedad. La media de edad de este grupo ha sido 60 (44-79); (n=12).

Pacientes adultos diagnosticados de adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC). Se incluyeron pacientes que se encontraban en distintos estadios de la

enfermedad. La media de edad de este grupo ha sido 64 (47-79); (n=41).

En cuanto los hallazgos quirdrgicos y clasificacion anatomopatoldgica
(Clasificacion  TNM UICC) de los 41 pacientes diagnosticados de
adenocarcinoma pancreatico, uno (2.4%) se encontraba en estadio IB, uno
(2.4%) en estadio IIA, veintiuno (51.3%) en estadio |IB, siete (17.1%) en estadio

lll'y once (26.8%) en estadio IV.

Otras neoplasias gastrointestinales. La media de edad de este grupo ha sido 64
(44-80). Este grupo esta formado por pacientes con neoplasias del tracto
gastrointestinal; la mayoria de ellos (11/13) son tumores periampulares, dos
neoplasias de pancreas no adenocarcinomas ductales (una neoplasia de células

acinares y un adenocarcinoma medular) (n=13).
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Se ha elegido este grupo de tumores para poder compararlos con los PDAC ya
gue se ubican en la misma regiéon anatdmica y ademas comparten ciertas
caracteristicas clinicas en su forma de presentacion y en ocasiones no se
pueden diferenciar durante el estudio preoperatorio con las técnicas de

imagen.

2.1.3. Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes con otras enfermedades malignas diagnosticadas o tratadas

en los ultimos cinco afos.

En los pacientes con pancreatitis cronica se excluyeron aquellos que se encuentren en

brote agudo de la enfermedad.

3. OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LA MUESTRA

Los tipos de muestra utilizados han sido: suero y plasma.

La obtencién de muestra de los pacientes con adenocarcinoma ductal de
pancreas y otras neoplasias, se realizd antes de la intervencion quirdrgica en el

dia de cirugia.

Las muestras de donantes sanos, se obtuvieron en el Banco de Sangre del

Hospital, antes de una donacién de sangre.

La muestra del segundo grupo de controles se obtuvo antes de una extraccion

de control en el laboratorio del Hospital.

Muestras de pacientes con pancreatitis crénica se obtuvieron aprovechando un

control analitico prescrito por el digestélogo.

Muestras de pacientes con pancreatitis aguda se obtuvieron durante su ingreso

en el hospital aprovechando una extraccion de control.

En todos los casos se obtuvieron 20-40 ml de sangre distribuidas en 3-4 tubos de 8 ml

con EDTA K3 como anticoagulante y 1 tubo de 8 ml con gel separador y un activador de

la coagulacidn.
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Las muestras con anticoagulante se centrifugaron rapidamente tras su obtencién y las
muestras de sangre para la obtencidén de suero se centrifugaron una vez producida la
retraccién del coagulo. La centrifugacidon de las muestras se realizé a 3500 rpm. A
continuacion se separo el plasma y el suero y se realizaron alicuotas que se congelaron
a -802C hasta su posterior procesamiento. Las muestras no se volvieron a congelar

después de su uso.

Para el analisis de la expresidon de alfa2,3-sialiltransferasas, el proceso seguido tras la
obtencién de la muestra fue: a) extraccion de mRNA que posteriormente b) se
retrotranscribié a cDNA, y finalmente c¢) se amplificd y cuantificd por PCR a tiempo real

para determinar la expresidn de las alfa-2,3-sialiltransferasas ST3Gal lll y ST3Gal IV.

4. EXTRACCION DE mRNA

4.1 Primer ensayo evaluado.

Inicialmente para la extraccion de mRNA plasmatico se ensayo el kit mRNA Isolation Kit
for Blood /Bone Marrow de Roche Diagnostics (Ref. 11 934 333 001), basado en la
tecnologia que utiliza particulas magnéticas. Indicado para aislar mRNA de sangre total
y de médula dsea después de afiadir reactivo estabilizante (Reagent for Blood/Bone

Marrow; Ref 1 934 317) de Roche Diagnostics.

El método de extraccién consta de dos etapas (Fig. 23): la primera consiste en la
preparacién de la fraccion de acidos nucleicos basandose en su capacidad para
adsorberse de manera no especifica a las superficies de silice, y en una segunda fase el
mRNA es purificado por su capacidad para hibridar a los oligo (dT) unidos a biotina y
capturado por particulas magnéticas unidas a estreptavidina, seguido de una

separacidon magnética.
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4.2 Segundo ensayo: Dynabeads®.

muestra, asegurando asi el aislamiento del mRNA intacto.

Suero+ Particulas magnéticas

L1

n AMAMAAAAAAA-MRNA

Figura 24: Esquema de la extraccion del mRNA por el kit de Dynabeads
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Figura 23: (1) Lisis y estabilizacién de los dcidos nucleicos con reactivo estabilizante; (2) Adicién de
particulas de silice magnéticas (MGPs) a la muestra con reactivo estabilizante, tanto DNA como RNA se
unen a las particulas durante el periodo de incubacién; (3) Separacidn de las particulas magnéticas y
eliminacion mediante lavados del material que no se ha unido. (4) Elucidn de los acidos nucleicos de las
particulas magnéticas. (5): Captura del mRNA de los acidos nucleicos totales con oligo(dT) unidos a biotina
y particulas magnéticas cubiertas por estreptavidina (SMPs). (6) Separacion de las SMP con separador
magnético y eliminacién por lavado del material no unido. (7) Elucion del mRNA mediante lavado

Como método definitivo se ha utilizado el kit de Dynabeads® mRNA Direct de

Invitrogen (Ref. 610.11), basado también en la formacién de pares de bases A-T (Fig.

Utiliza particulas magnéticas que llevan unidas covalentemente en su superficie Oligo
(dT)2s. En condiciones adecuadas la cola poliA del mRNA se unira a los oligo dT unidos a
las particulas magnéticas. Este método utiliza como paso previo la adicion de reactivo

de lisis a la muestra de plasma, para inactivar las posibles RNAsas contenidas en la
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4.2.1 Extraccion del mRNA plasmatico: PROTOCOLO.

El protocolo utilizado para la EXTRACCION DEL mRNA por el kit Dynabeads ®
mRNA Direct kit de, Invitrogen fue el siguiente:

Preparacion de Dynabeads Oligo (dT),s.

1.

Resuspender las Dynabeads Oligo (dT),s en un roller o agitador rotatorio antes
de su uso.

Poner en un separador magnético tantos tubos eppendorfs como muestras se
tienen. Poner en cada eppendorf 100 ul de las Dynabeads resuspendidas.

Esperar 2 minutos para su separacién. Eliminar el sobrenadante.

Afadir reactivo de lisis del kit (100 mM Tris-HCI, pH 7.5; 500 mM LiCl; 10 mM
EDTA pH 8; 1% LiDS; 5 mM ditiotreitol (DTT)) a cada tubo, lavar las particulas
por resuspension y mantener hasta su utilizacion.

Cuando la muestra esta preparada para combinarla con las particulas
magnéticas poner el tubo en el separador magnético y eliminar el
sobrenadante.

Preparacion de la muestra.

6.
7.

Descongelar las muestras 2 horas antes de su procesamiento a 2-82C.

Afnadir 3 ml de reactivo de lisis a cada ml de muestra.

Extraccion de mRNA.

8.
9.

10.

11.

12.

13.

14.

Eliminar el reactivo de lisis de las Dynabeads Oligo (dT)2 lavadas.
Afiadir las muestras con el reactivo de lisis.

Incubar con agitacidon continua en el agitador rotatorio o roller durante 10
minutos para permitir que las colas poliA del mRNA se unan a los oligo-dT de
las particulas magnéticas.

Poner en separador magnético 2 minutos y eliminar completamente el
sobrenadante. Hacerlo varias veces hasta separar toda la muestra.

Lavar 2 veces con 600 ul de solucion de lavado A del kit (10 mM Tris-HCI, pH
7.5; 0.15 M LiCl; 1 mM EDTA; 0.1% LiDS).

Lavar 3 veces con 300 pl solucion de lavado B del kit (10 mM Tris-HCI, pH 7.5;
0.15 M LiCl; 1 mM EDTA).

Resuspender el RNA procedente de un ml de muestra en 10 pl de agua DEPC
(dietil-pirocarbonato). Poner rapidamente en hielo.
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4.2.2 Modificaciones realizadas en el PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL mRNA
(Dynabeads® mRNA Direct kit, Invitrogen).

Debido a que la cantidad de mMRNA extraido era insuficiente para detectar
posteriormente los genes de interés por PCR y para mejorar la calidad y cantidad del
RNA extraido se utilizé el kit de Dynabeads® mRNA Direct (Invitrogen), realizando las

siguientes modificaciones:

A cada ml de plasma se le afiadieron 3 ml de Reactivo de Lisis y las muestras con las
particulas magnéticas se incubaron 15 minutos con 200 pL de Dynabeads Oligo (dT) a
temperatura ambiente en agitador “roller”; se realizaron 2 lavados con 600 pL de
tampon de lavado A y 3 lavados con 300 plL de tampdn de lavado B, al final de la
extraccion se eluyd el mRNA de las particulas con agua libre de RNAsas con una

proporcion del mRNA extraido en 2 ml de muestra inicial en 10 uL de agua DEPC.

5. RETROTRANSCRIPCION A cDNA.
Se ha utilizado el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit de Roche Diagnostics
(Ref. 04 896 866 001), con el enzima Transcriptor reverse transcriptase que presenta
un amplio rango de deteccidn, de un pequefio nimero a un elevado nimero de copias,
de RNA transcrito in vitro. El enzima es capaz de generar largas cadenas de cDNA
(hasta 14 kb) y puede usarse a temperaturas mayores de 652C. Se utilizé el cebador
anchored oligo-(dT);s que se une al principio de la cola de poliA del mRNA, evitando

gue se produzcan uniones en lugares internos de la cola de poliA.

Para poder amplificar y cuantificar mediante PCR, el mRNA extraido es necesario su
paso a cDNA ya que el mRNA es sensible a las temperaturas elevadas y no se puede
hacer PCR directamente desde mRNA. Por ello antes de realizar la amplificacién y
cuantificacion por PCR se realiza una transcripcidon reversa o retrotranscripcion (RT)

del RNA a DNA.

La transcripcidn reversa genera una copia de la hebra de RNA, pero esta copia es DNA
complementario (cDNA), el cual es estable al calor y puede ser amplificado por la Taq

polimerasa.
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5.1. Puesta a punto de la técnica de Retrotranscripcion.

El mRNA se retrotranscribié con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit
(Roche Diagnostics) utilizando el Procedimiento B descrito en el kit: sintesis de cDNA
con primers anchored-oligodT y random hexamer, y se desnaturalizd la mezcla 10

minutos a 652C. A continuacion se describe el protocolo utilizado:

5.1.1. Protocolo de transcripcion reversa de mRNA (Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis kit, Roche Diagnostics)

* En tubo estéril en hielo preparar la mezcla de muestra y cebador en el orden
siguiente: 10 pl de muestra de mRNA (1-100 ng poly(A)* RNA), 1 pl de cebador

Anchored-oligo(dT);sy 2 ul de cebador Random Hexamer.

e Desnaturalizar esta mezcla de template-cebador 10 minutos a 652C en bloque

térmico para desnaturalizar estructuras secundarias de RNA.
e Poner en hielo.

* Afadir los componentes de la RT mix: 4 pl de Buffer de reaccidén Transcriptor
reverse transcriptasa, 0.5 ul de Inhibidor de RNAsas, 2 pl de Mix de

Desoxinucledtidos y 0.5 ul de Transcriptasa reversa.
¢ Incubar la mezcla 10 minutos a 252C, 30 minutos de incubacién a 559C.
* Inactivar la transcriptasa reversa a 852C durante 5 minutos.
* Parar la reaccién poniendo el tubo en hielo.

e Guardar la muestra a -15—252C para su posterior uso.

6. PCR A TIEMPO REAL (real time PCR): EXPRESION DE
Sialiltransferasas
La Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction PCR), puesta a
punto por K. B. Mullis (Mullis y Faloona, 1987) es una técnica capaz de generar grandes
cantidades de un fragmento de DNA, a partir de cantidades minimas del mismo. Es un
método disefiado para producir la amplificacion selectiva en una magnitud de 10°, de
una determinada secuencia de DNA (DNA diana). La técnica requiere el uso de dos

cebadores oligonucleotidicos (primers) complementarios a las secuencias situadas en
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los extremos del fragmento de DNA que se desea amplificar. Se basa en el desarrollo
de ciclos repetidos de desnaturalizacion de la doble hebra de DNA por calor, la
hibridacién de los dos cebadores a sus secuencias complementarias y la sintesis de
DNA por la accién de una DNA polimerasa. Un ciclo esta formado por tres etapas:
desnaturalizacién (denaturation), hibridacion (annealing) y extension. El inconveniente

gue presenta la PCR clasica es que no es una técnica cuantitativa.

En la PCR a tiempo real se puede detectar y evaluar la progresion de la reaccion de
amplificacién en cada uno de los ciclos. Se fundamenta en la utilizacion de un
termociclador que incorpora un fluorimetro, que permite detectar la fluorescencia
emitida por sondas o componentes intercalantes unidos al DNA. La monitorizacién de
esta fluorescencia permite analizar la cinética de la PCR en cada ciclo (a mas moléculas
amplificadas mas fluorescencia detectada) (Fig. 25). La importancia radica en que es

una técnica cuantitativa.
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Figura 25: Curva de fluorescencia obtenida en una PCR a tiempo real en la que se representa el
incremento de sefial fluorescente frente al nimero de ciclos.
En la reaccion de PCR a tiempo real se distinguen 3 fases: una fase inicial donde la
sefal corresponde al ruido de fondo (background), una fase de crecimiento
exponencial (donde la fluorescencia es proporcional al logaritmo de la cantidad de

producto) y una ultima fase denominada plateau.

La primera fase dura hasta que la sefial del producto de la PCR aumenta por encima

del ruido de fondo de la reaccidn.
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La fase de crecimiento exponencial comienza cuando existe suficiente producto para
ser detectado por encima del ruido de fondo y finaliza cuando la eficiencia de la

reaccidon cae, comenzando la fase de saturacién o plateau.

La informacion cuantitativa se obtiene de la fase exponencial. Asi la fluorescencia es

proporcional a la cantidad del producto de la amplificacién.

Presenta una gran sensibilidad que permite la amplificacion y cuantificaciéon de
secuencias especificas de DNA, cDNA o RNA mediante la determinacion del primer
ciclo de la PCR en la que se detecta producto amplificado. Esta es la principal diferencia
con la PCR convencional donde la cuantificacion del DNA diana resulta complicada ya
que la eficacia va disminuyendo con el tiempo y la cantidad obtenida no suele guardar

mucha relacién con la concentracion inicial de DNA en la muestra.

En los ciclos iniciales no existen cambios en la sefial de fluorescencia y se define la
linea de base (baseline) para la curva de amplificacion. Cuando la fluorescencia
empieza a aumentar sobre la linea de base, esta indicando la deteccién del producto
acumulado de la PCR, lo que permite fijar el umbral de deteccién de fluorescencia
justo por encima de la linea base. El parametro Ct (threshold cycle) se define como el
ciclo de la PCR en el que la fluorescencia supera el umbral fijado y es inversamente
proporcional a la concentracion inicial de DNA diana presente en la muestra. En la PCR
cuantitativa, a cada muestra amplificada se le asigna un Ct determinado (primer ciclo

en el que se detecta fluorescencia) en funcion de la cantidad de DNA que contenga.

En la PCR a tiempo real la amplificacién y deteccidn por fluorescencia se realizan de
manera simultanea. La medicién de la cantidad de fluorescencia se realiza de forma
continua, proporcionando informacion dindmica en tiempo real. Asi se puede
establecer el ciclo umbral Ct, es decir, el nimero de ciclos necesarios para que la
cantidad de producto producido alcance el nivel de deteccién que se haya fijado, lo

gue a su vez correlaciona con la cantidad de DNA de la secuencia diana.
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Sondas de hibridacion fluorescentes especificas.

Son sondas especificas para cada secuencia diana que se quiera amplificar. Estan
marcadas con dos tipos de fluorocromos, uno en cada extremo, un emisor (reporter)
en el extremo 5’ y un extintor (quencher) en el extremo 3’. Mientras la sonda esta
intacta, en ausencia de la secuencia diana, la energia de excitacion producida por el
fluoréforo emisor es absorbida por el extintor impidiendo la generacion de
fluorescencia. Este sistema tiene una gran especificidad ya que para obtener sefial de
fluorescencia es necesario que exista hibridacién especifica entre la sonda y la

secuencia diana a amplificar.

Las sondas mas utilizadas fueron las sondas TagMan®. Se basan en la actividad 5’-
exonucleasa de la Taq polimerasa y en la amplificacién mediante PCR de una
determinada secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente especifica

(sonda TagMan®, FAM™) gue hibrida con la secuencia diana.

Durante la fase de anclaje (annealing) de la PCR, tanto la sonda como los cebadores
hibridan sobre la cadena complementaria, si ésta se halla presente. La sonda esta
disefiada para unirse a una secuencia especifica del DNA diana entre los cebadores

forwardy reverse. (Fig. 26)

A medida que se desarrolla la PCR y en la fase de extension, la actividad 5’ exonucleasa
de la Taq polimerasa hidroliza la sonda, desplazando el fluorocromo reporter (Fig. 26).
Al quedar lejos de la influencia del fluorocromo quencher, |la fluorescencia emitida por

el reporter se podrd detectar.

El proceso de degradacion de la sonda se produce en cada ciclo y no interfiere con la
acumulacién del producto de la PCR, por lo que se produce un incremento exponencial

de la senal de fluorescencia en cada ciclo de la reaccion.

La Taqg polimerasa no digiere la sonda libre, sélo la hibridada, y cuanto mayor es el
numero de moléculas mayor es la fluorescencia amplificada, mas fluorocromo reporter
se libera generando una mayor emision. La cantidad de sefial fluorescente emitida y de

luz detectada son directamente proporcionales a la cantidad de DNA amplificado.
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El incremento de la senfal de fluorescencia se detecta exclusivamente si existe
amplificacion de la regiéon complementaria a la sonda desplazada, es por tanto una

deteccion ampliamente especifica.

DESNATURALIZACION HIBRIDACION

Fluoréforo 9|-L‘}br‘rr: Quencher

\ﬁﬂT?Sonda
m

LELLLL A

K Polimerasa

EXTENSION FIN DEL PRIMER CICLO

Figura 26: Esquema de las distintas fases de la PCR a tiempo real utilizando sondas Tagman.

6.1 Cuantificacion mediante PCR a tiempo real.
Se puede cuantificar un gen de interés de manera absoluta o relativa. La cuantificaciéon
absoluta obtiene la cantidad absoluta del gen de interés o gen diana, expresada como

numero de copias y se utiliza cuando se dispone de muestra estandar.
En la relativa, la cantidad se expresa en relacién con una muestra base.

En ambos tipos de cuantificacion se amplifica también un gen de referencia o
enddgeno, un gen de expresion constitutiva (housekeeping gene), que permite

normalizar la cantidad de muestra.

Cuantificacion relativa.

En este trabajo como no se disponia de un estandar de concentracidon conocida, se ha
realizado cuantificacidn relativa de las sialiltransferasas ST3Gal Il y ST3Gal IV. Para ello
se determina la relacién entre la cantidad del gen problema y la de un gen de
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referencia que ha sido la B-actina, en cada una de las muestras problema. Se
amplifican ambos genes para cada muestra y el valor normalizado se compara con el
normalizado de una muestra estandar; se ha utilizado una muestra de un paciente con

elevada concentracion de mRNA libre en plasma como estandar.
Cuantificacion relativa con eficiencias de amplificacion diferentes.

Para realizar cuantificacidn relativa deben obtenerse curvas estandar tanto para el gen

diana como para el gen de referencia.

Se realizan una serie de diluciones del cDNA de una muestra control, se lleva a cabo la

la PCR a tiempo real y se determinan los valores de Ct

Se construyen por separado las curvas estandar del gen diana y del gen de referencia,
representando los valores de Ct (eje Y) y los del logaritmo de la muestra de partida o
dilucién (eje X). Asi se obtiene la ecuacidn de la recta con el valor de la pendiente para

cada curva.

Se determinan los valores de Ct para las muestras problema. Estos valores de Ct se
sustituyen por la incégnita y en la ecuacién de la recta correspondiente a cada gen. El
valor obtenido (x) es la cantidad inicial de la muestra problema. Este calculo se realiza
para ambos genes utilizando la recta correspondiente a cada gen. Para obtener el valor

normalizado, se divide la cantidad del gen diana por la del gen de referencia.

El protocolo térmico estandar utilizado fue para todas las PCRs: 95 °C durante 10

minutos; 40 ciclos de 95 °C de 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto.

Todos los datos fueron procesados y analizados con el Sofware 7300 SDS 1.3.1 (Applied
Biosystems). Para cada dilucion de muestra se obtuvo el incremento logaritmico de la
sefnal fluorescente (+Rn). El +Rn threshold se situé a 0.02 para obtener los
correspondientes valores de Ct (threshold cycle). La concentracién relativa del gen
diana y del gen de referencia fue calculada por interpolacién en las correspondientes
curvas estandar. El gen enddgeno (housekeeping) B-actina se usé para normalizar los
resultados. Para estimar la variabilidad intraensayo se realizaron 3 réplicas para cada
muestra y gen. Los resultados se expresaron como la media + SD de la abundancia

relativa de ST3Gal lll y IV transcrito normalizada con la B-actina correspondiente.
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6.2 Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real.

Las secuencias de cebadores y sondas para B-actina y ST3Gal Ill fueron de Custom
Tagman Gene Expression AssaysTM. Para ST3Gal IV (referencia Hs00920871_m1) se
utilizaron sondas y cebadores de Tagman Predesigned Gene expresion Assays ™ de
Applied Biosystems-Applera Hispania SA Spain. Los cebadores y sondas de ST3Gal |l
fueron disefiados especificamente en regiones altamente conservadas de humanos y

rata (posicion 318 o 330).

Todas las PCRs fueron realizadas en placas 6pticas de 96 pocillos con el ABI PRISM
7300 Sequence detector System en un volumen total de 20 pl conteniendo 9 pl de
cDNA diluido en agua libre de RNAsas, 10 pl de Tagman ®© Universal Master Mix No

Amperase® UNG y 1 ul de del correspondiente Tagman Gene Expression Assays.
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7. DETECCION DE OTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS E
INMUNOLOGICOS
Los pardametros que se indican a continuacién relacionados con los procesos

neopldsicos y procesos inflamatorios, han sido determinados en suero.

7.1. Antigeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9)
El antigeno carbohidrato CA 19.9 se ha determinado por el Inmumoensayo
automatizado tipo sandwich de electroquimioluminiscencia (ECLIA), (Ref. 11776193

122), en el Modular Analytics E170 de Roche Diagnostics.

El CA 19.9 es el Unico marcador tumoral que se utiliza actualmente en el seguimiento
de las neoplasias de pancreas y monitorizaciéon del tratamiento. No presentan una
sensibilidad y especificidad muy elevadas ya que también se eleva en otras patologias
gastrointestinales tanto neopladsicas como no neoplasicas. El inmunoensayo
electroquimioluminiscente (ECLIA), consiste en una técnica sandwich que utiliza un
anticuerpo monoclonal biotinilado especifico anti-CA 19.9 y otro anticuerpo
monoclonal especifico anti CA 19.9 (Fig. 27), marcado con un quelato de rutenio
formandose un complejo tipo sandwich, posteriormente se afiaden microparticulas
magnéticas recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida
por interaccion entre la biotina y la estreptavidina. Finalmente por una reaccién
electroquimioluminiscente se determina la cantidad de CA 19.9 presente en la

muestra.

Anti-CA 19-9-Ab-~Bi
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Anti-CA 19-9-Ab~Ru

Figura 27: Ensayo electroquimioluminiscente tipo sandwich para la determinacion del CA 19.9
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Este método presenta una precision con coeficientes de variacion inferiores al 10 % y

la sensibilidad del método es de 0.60 U/ml. Los valores de referencia son 0-37 U/ml

7.2 Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Para la determinacion del antigeno carcinoembrionario se ha utilizado un
Inmunoensayo tipo sandwich de electroquimioluminiscencia (ECLIA), (Ref.04491777

190), en el Modular Analytics E170 de Roche Diagnostics.

El inmunoensayo electroquimioluminiscente (ECLIA), consiste en una técnica sandwich
gue utiliza un anticuerpo monoclonal biotinilado especifico anti-CEA y otro anticuerpo
monoclonal especifico anti CEA marcado con un quelato de rutenio, formdndose un
complejo tipo sandwich. Posteriormente se afaden microparticulas magnéticas
recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sdlida por
interaccion entre la biotina y la estreptavidina. Finalmente por una reaccién

electroquimioluminscente se cuantifica la cantidad de CEA presente en la muestra.

Los valores de precision de este método son inferiores al 5 % y la sensibilidad del

método es de 0.20 ng/ml. Los valores de referencia son de 0.2-4.3 ng/ml.

7.3 ALBUMINA
La determinacién de la albumina se ha realizado por el método colorimétrico del verde
de bromocresol (Ref. 04995805 022) en el sistema automatico Cobas 711 (Roche

Diagnostics).

La albumina se considera un marcador negativo de fase aguda (Kushner, 2011). La
precision del ensayo presenta coeficientes de variacion inferiores a 1.5%, el limite de

deteccidn es de 0.6 g/dl. Los valores de referencia son de 3.5-5 g/dl.

7.4 PROTEINA C REACTIVA

La proteina C reactiva se ha determinado por un método inmunoturbidimétrico
potenciado con particulas de latex (Ref.04932676 022) en el sistema automatico Cobas
711 (Roche Diagnostics). La proteina C reactiva de la muestra se aglutina con las
particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-proteina C. El
precipitado se determina por turbidimetria. Las unidades con las que se expresan los

resultados son mg/dl.
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La PCR es una proteina de fase aguda. En el ensayo utilizado, la proteina C reactiva de
la muestra se aglutina con las particulas de l|atex recubiertas con anticuerpos
monoclonales anti-proteina C. El precipitado se determina por turbidimetria. Las
unidades con las que se expresan los resultados son mg/dl. La precision del ensayo
presenta coeficientes de variacién inferiores a 2.5 y una sensibilidad de 0.1 ng/ml. Los

valores de referencia son: 0.1-0.5 mg/dI.

7.5 ALFA 1 GLICOPROTEINA ACIDA (A1G)
La determinacién de la alfa 1 glicoproteina acida se ha realizado por nefelometria en el
Nefeldometro Immage de Beckman Coulter con el reactivo Alphal-Acid glicoprotein

(Ref. 447780).

La alfa 1 glicoproteina acida es una proteina altamente glicosilada, cada molécula
presenta 5 sitios de glicosilacion por lo que puede presentar distintas glicoformas con
distinto numero de ramificaciones glicosiladas y se eleva en distintos procesos
inflamatorios. El aumento de una glicoforma u otra serd en funcién de la patologia. Es

también una proteina de fase aguda. Los valores de referencia son: 51-117 mg/dI.

7.6 FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA 1 (IGF-I)
Para la determinacion del factor de crecimiento insulinoide se ha utilizado el ensayo
inmunométrico quimioluminiscente en fase sélida del analizador automatico Immulite

2000 (Fig. 28) (Ref. L2KGF2).

La medida de IGF-I en suero es compleja ya que circula unido a proteinas
transportadoras y a acidos labiles. (Daughaday WH, Rotwein P, 1989; Baxter, 1989).
Los ensayos para su cuantificacion requieren un tratamiento previo con dacido que
libere la molécula de IGF-I asegurando una cuantificacién exacta. (Daughaday WH,
Rotwein P, 1989). El método utilizado realiza el pretratamiento con acido en la fase de
dilucion automatica. Este ensayo presenta coeficientes de variacidn intra e interensayo
inferiores al 10% y la sensibilidad analitica es de 20 ng/ml. Los valores de referencia en

adultos segun la edad se encuentran en la tabla 6.
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IGF I

—_— . w’ Anticuerpo anti-IGF-l unido a @

fosfatasa alcalina

Y I

Anticuerpo anti-IGF-l unido a la fase sélida

Figura 28: Ensayo quimioluminiscente Immulite 2000: En el reactivo existen bolas unidas a anticuerpos anti-IGF-I, se
afiaden al tubo de reaccién, se afiade la muestra problema también se afiade otra parte del reactivo el IGF-I
presente en la muestra se une a los anticuerpos unidos a la bola y los anticuerpos unidos a fosfatasa alcalina se une
a otro epitopo de la molécula de IGF-I. Tras un lavado se elimina la fraccidon no unida, posteriormente se afiade
substrato quimioluminiscente, el cual por la accion de fosfatasa alcalina va a ser hidrolizado produciendo reaccion
luz, la cantidad de radiacién luminica serd proporcional a la cantidad de IGF-1 en la muestra.

Afos Mediana (ng/ml) Rango Central 95% en ng/ml
21-25 203 116 - 358
26 -30 196 117 - 329
31-35 188 115 - 307
36 - 40 176 109 - 284
41-45 164 101 - 267
46 - 50 154 94 - 525
51-55 144 87 -1238
56 — 60 135 81 -225
61 - 65 126 75-212
66 — 70 118 69 — 200
71-75 110 64— 188
76 — 80 102 59 - 177
81-85 95 55 - 166

Tabla 6: Rangos de referencia de IGF-1en adultos con el ensayo Immulite 2000 (ng/ml)
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7.7 PROTEINA TRANSPORTADORA 3 DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO
INSULINA (IGFBP-3)

Para la determinacién de la proteina transportadora del factor de crecimiento tipo
insulina se ha utilizado el ensayo inmunomeétrico quimioluminiscente en fase sélida
marcado enzimaticamente del analizador automatico Immulite 2000 (Fig. 28) (Ref.

L2KGB2).

Este ensayo presenta coeficientes de variacion intra e interensayo inferiores al 10% vy

la sensibilidad analitica es de 0.1 pg/ml.

Los margenes de referencia en los distintos rangos de edad para el ensayo immulite se

presentan en la tabla 7.

Afos Mediana (pg/ml) Rango Central 95% en ng/ml
21-25 5.1 3.4-7.8
26 -30 5.2 3.5-7.6
31-35 4.9 3.5-7.0
36 - 40 4.8 3.4-6.7
41-45 4.7 3.3-6.6
46 — 50 4.7 3.3-6.7
51 -55 4.8 3.4-6.8
56 — 60 4.8 3.4-6.9
61 -65 4.6 3.2-6.6
66 — 70 4.3 3.0-6.2
71-75 4.0 2.8-5.7
76 — 80 3.5 2.5-5.1
81-85 3.1 2.2-45

Tabla 7: Margenes de referencia de IGFBP3en adultos con el ensayo Immulite 2000 (ug/ml)

7.8 HORMONA DE CRECIMIENTO (GH)

La determinacion de la hormona de crecimiento se ha realizado mediante el ensayo
inmunométrico quimioluminiscente en fase sélida del Immulite 2000 (Fig. 28) (Ref.

L2KGRH2).
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La fase sélida (bola) estd recubierta con anticuerpo monoclonal de ratén anti-GH. La
fase liquida consiste en fosfatasa alcalina (de intestino bovino) conjugada con
anticuerpo monoclonal de conejo anti-GH. La muestra del paciente y el reactivo se
incuban junto a la bola recubierta. Durante este tiempo, la GH de la muestra forma
complejos tipo sandwich. El conjugado enzimdtico no unido se elimina mediante
lavados por centrifugacion. Finalmente, se afiade el sustrato quimioluminiscente al
tubo de reaccion que contiene la bola, generandose una sefial proporcional a la enzima

unida.

El ensayo presenta una sensibilidad analitica de 0.01 ng/ml, los coeficientes de

variacion intra e interensayo son inferiores al 7%.

Los valores de referencia de péptido C son 0-3 ng/ml en hombres y 0-8 ng/ml en

mujeres.

7.9 PEPTIDO C
El ensayo utilizado para la medida de péptido C ha sido un ensayo inmunométrico

guimioluminiscente en fase solida del Immulite 2000 (Fig. 28) (Ref. L2ZKPEP2)

La fase solida esta recubierta con anticuerpo monoclonal murino anti- Péptido-C. La
fase liquida consiste en fosfatasa alcalina (de intestino bovino) conjugada con
anticuerpo monoclonal murino anti-péptido-C en solucion tampdn. La muestra del
paciente y el reactivo se incuban junto a la bola recubierta. Durante este tiempo, el
péptido-C de la muestra forma complejos tipo sandwich con el anticuerpo monoclonal
murino anti-péptido-C de la bola y el enzima conjugado con anticuerpo monoclonal
murino anti-péptido-C del reactivo. Después, la muestra del paciente y el conjugado
enzimatico no unidos se eliminan mediante lavados por centrifugacién. Finalmente, se
afiade el sustrato quimioluminiscente al tubo de reaccion que contiene la bola

generandose una sefial proporcional a la enzima unida.

El ensayo presenta una sensibilidad analitica de 0.08 ng/ml, los coeficientes de

variacion intra e interensayo son inferiores al 5%.

Los valores de referencia de péptido C son 0.9 — 7.1 ng/ml.
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7.10 Glasgow Prognostic Score

El GPS se ha calculado como Forrest describid previamente (Forrest, 2003) utilizando
una escala con valores de 0, 1 y 2. Pacientes con Proteina C Reactiva elevada (superior
a 1 mg/dl) e hipoalbuminemia (inferior a 3.5 g/dl) se le asigna un valor de 2. Pacientes
en los cuales sélo uno de estos parametros este alterado se le asigna score de 1.

Pacientes en los cuales ninguno de estos valores esta alterado se le asigna valor de 0.

8. METODOLOGIA ESTADISTICA
8.1. Estadistica analitica

Para la comparacion de variables cuantitativas en primer lugar se evalud si
presentaban una distribucion normal. Al ser todas las variables cuantitativas del
estudio no normales, se ha utilizado el test estadistico no paramétrico test U de Mann-

Whitney para comparar medianas.

Se han utilizado diagramas de cajas para representar los niveles de las moléculas
estudiadas. En estos diagramas se representa la mediana de los valores, la parte el
percentil 75% vy el percentil 25%. Los bigotes de las cajas van desde el extremo superior
al valor maximo y desde el extremo inferior al valor minimo, lo que indica el grado de

dispersion de los valores.

En el caso de comparar dos variables cualitativas, se utilizo el test de Chi-Cuadrado.
Cuando el valor esperado era menor de 5 en alguna de las casillas de la tabla de

contingencia, fue necesario utilizar el test exacto de Fisher.
Se consideraron como significativos valores de p<0.05.

También se han utilizado las curvas ROC para el cdlculo de los parametros de los

posibles marcadores.

8.2. Procesos de datos

El proceso y andlisis de datos se realizé con el programa estadistico SPSS 15.0 para
Windows. Para el analisis de curvas ROC de los parametros individuales y combinados

se ha utilizado el paquete estadistico R versidon 2.10.1 y para el analisis de curvas ROC
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de marcadores individuales los valores del cut-off se han calculado con el programa

SPSS.

Los valores de sensibilidad, especificidad de marcadores individuales se ha calculado
con el programa SPSS mientras que cuando se combinaron distintos marcadores se

utilizo el programa estadistico R.
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CAPITULO I:
EXTRACCION DE mRNA LIBRE EN PLASMA Y ANALISIS DE LA
EXPRESION DE SIALILTRANSFERASAS

.1 Extraccion de mRNA

Para determinar los niveles de mRNA de las enzimas sialiltransferasas en sangre es
necesario realizar un paso previo de extraccion del mRNA libre del plasma, el cual se
encuentra en pequenas cantidades. Por ello, al comienzo de este trabajo se evalud qué

técnica utilizar, ya que no existen kits comerciales especificos para tal propdsito.

Primer ensayo evaluado

En primer lugar se evalud la eficiencia del Kit, mRNA Isolation for Blood/Bone Marrow
de Roche Applied Science, basado en la capacidad de los acidos nucleicos de
adsorberse de manera inespecifica a particulas de silice. En un segundo paso se realiz
una purificacion mediante hibridacion a oligo-dT marcados con biotina y captura
mediante particulas magnéticas cubiertas con estreptavidina seguido de una

separacidon magnética.

Se analizaron diversas muestras, después de la extraccibn de mRNA, éste se
retrotranscribié a cDNA y finalmente se realizé PCR tradicional y un gel para detectar la
amplificaciéon del gen de interés (ST3 Gal lll), pero sélo se obtuvo resultado para una

muestra y el proceso no presentd reproducibilidad.

Se realizaron nuevas extracciones, y para amplificar y detectar el gen de interés se
utilizd PCR a tiempo real. Se determiné la presencia de mRNA del gen constitutivo pero
a valores de Ct demasiado elevados (superiores a 35) que indicaban una baja cantidad
de mRNA plasmatico. Ello puede ser debido a que dicho kit, utiliza gran proporcién de
reactivo estabilizante, ya que esta ideado para extraer mRNA de muestras de sangre
total y médula dsea que contienen niveles sensiblemente mayores de mRNA que el

gue se encuentra libre en plasma.
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Segundo ensayo evaluado

Como con el método anterior no se obtuvo suficiente mRNA, se evalué un segundo
ensayo, el kit Dynabeads® mRNA Direct (Invitrogen), con el que se obtuvo suficiente
MRNA y de calidad adecuada para poder cuantificar posteriormente por PCR a tiempo
real. Los valores de Ct para el gen constitutivo eran del orden de 27-35, dependiendo

de la muestra.

Estos Ct elevados probablemente eran debidos a la poca cantidad de mRNA extraido.
Se evalud que tipo de muestra proporcionaba mejores resultados: suero o plasma; los
mejores resultados se obtuvieron con plasma EDTA, ya que la muestra se puede
centrifugar y congelar rapidamente tras la extraccién sanguinea, mientras que para la
obtencién del suero hay que esperar hasta la formacion del codgulo antes de la

centrifugacion.

Para intentar mejorar el rendimiento, el método se optimizd y en la etapa final de la
extraccion, se resuspendido el mRNA obtenido de dos extracciones de 1 ml en 10 pl,
obteniendo asi el mMRNA doblemente concentrado que en la extraccion inicial. De cada
muestra realizamos extraccion de 4 ml de plasma. Los valores de Ct para el gen

constitutivo fueron del orden de 19-34.

Este método con la optimizacidon posterior es el que se ha escogido para la obtenciony

cuantificacion de los genes de interés.

1.2 Reproducibilidad de la determinacidn de los niveles de mRNA en
plasma

Debido a que el proceso, desde la obtencién de la muestra hasta la determinacion de
la expresidn de los genes de interés por real-time PCR, consta de varias etapas:
extraccidon de mRNA, retrotranscripcién a cDNA, y cuantificacién por real time-PCR, se
determind la variabilidad intra e inter ensayo, para valorar la reproducibilidad del

método.

Para valorar la variabilidad intraensayo se analizaron las muestras por triplicado
dentro de un mismo ensayo. Las tres replicas no presentaban en general variabilidades

superiores al 10%, y el valor que se calculaba correspondia a la media de las tres. En el
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caso que una de ellas presentase una variabilidad superior al 10% respecto a las otras

dos se eliminaba del calculo.

Para la valoracién de la variabilidad interensayo se analizaron las muestras en dos
experimentos independientes que comprenden las etapas de extraccion del mRNA
plasmatico, retrotranscripcion y real time PCR. La variabilidad oscila entre el 1-15%
aproximadamente, siendo de valores entre el 0.3-1.5% para muestras con niveles
mayores de mRNA (Cts de 25 a 30) y entre el 5-15% para muestras con niveles
menores (Cts de 27-30). Se observa una variabilidad mayor en las muestras que

presentan menor cantidad de mRNA de las sialiltransferasas.

1.3 Curvas de cuantificacion relativa de la expresion de ST3GALII|,
ST3GAL IV y B-ACTINA

Se obtuvieron curvas estandar de R-Actina (Fig. 29), ST3Gal Il (Fig. 30) y ST3Gal IV (Fig.
31) a partir de la muestra de un paciente con elevados niveles de mRNA, para poder

realizar la cuantificacion relativa de los genes del estudio.

Se realizaron diluciones seriadas del cDNA de la muestra de dicho paciente, se efectud
la PCR a tiempo real y a partir de los valores de Ct obtenidos, se construyeron las
curvas por separado, representando los valores de Ct (eje Y) y los del logaritmo de la
muestra de partida o dilucion (eje X). Asi se obtuvo la ecuacidn de la recta con el valor

de la pendiente para cada curva.

y =-3,3469x + 35,459

ACTINA R =0,9983

34 1
32 1
30 1
28 1
26 1

Media Ct

24 1

22 A1

20 1

18 T T T T T T T T T 1

0,00 050 1,00 1,50 2,00 250 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
log cDNA

Figura 29: Curva estandar de R-Actina
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y=-3,2835x +41,579

ST3Gal lll R?=0,9979

35,00 1
34,00 1
33,00 1
32,00 1
31,00 1
30,00 1

Media Ct

29,00 1
28,00 1
27,00 1

26,00 T T T T J
2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00

log cDNA

Figura 30: Curva estandar de ST3Gal lll

y =-3,7085x + 45,946

ST3Gal IV Apents

Media Ct

28 1
27 L L L L}
3,00 3,50 4,00 4,50 5,00

log cDNA

Figura 31: Curva estandar de ST3Gal IV
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1.4 Determinacion de expresion de ST3GAL Ill y ST3GAL IV en plasma

La determinacion de los genes de las sialiltransferasas ST3Gal Il y ST3Gal IV, asi como
del gen constitutivo B-actina se realizd para los primeros 61 pacientes incorporados al
primer grupo del estudio y que correspondieron a 7 pancreatitis agudas, 15
pancreatitis crénicas, 21 adenocarcinomas pancreaticos (PDAC), 9 neoplasias

digestivas y 9 controles sanos. (Tabla 8)

De los 9 controles, ninguno presentd niveles detectables de los genes de las
sialiltransferasas. En seis se detectd el gen constitutivo (B-actina) pero no los genes
ST3Gal lll y ST3Gal IV, mientras que en tres no se detectd ninguno de los genes (Tabla

8).

De las 7 pancreatitis agudas, en cuatro se detecto la expresion del gen constitutivo, B-
actina, pero no los genes ST3Gal lll y ST3Gal IV, en dos se detectd B-actina, ST3Gal lll y
ST3Gal IV, y una presentd expresion de B-actina y ST3Gal Il pero no de ST3Gal IV.
(Tabla 8).

De las 15 pancreatitis cronicas, en nueve se detectd el gen constitutivo B-actina, pero
no los genes ST3Gal Il y ST3Gal IV, tres presentaron deteccién de B-actina, ST3Gal lll y
ST3Gal IV, y tres presentaron deteccion de B-actina y ST3Gal Il pero no de ST3Gal IV
(Tabla 8).

De los 21 adenocarcinomas pancreaticos (PDAC), tres presentaron mRNA libre en
plasma del gen constitutivo B-actina pero no de los genes ST3Gal lll y ST3Gal IV, trece
presentaron mRNA libre en plasma detectable de B-actina, ST3Gal Ill y ST3Gal IV y
cinco presentaron mRNA libre en plasma detectable de B-actina y ST3Gal Ill pero no de

ST3Gal IV (Tabla 8).

De las 9 neoplasias digestivas que no corresponden a adenocarcinomas pancreaticos,
una presentd mRNA libre en plasma, del gen constitutivo B-actina pero no de los genes
ST3Gal lll y ST3Gal IV, siete presentaron mRNA libre en plasma detectable de B-actina,
ST3Gal Il y ST3Gal IV y una presentd mRNA libre en plasma detectable de B-actina y
ST3Gal lll pero no de ST3Gal IV (Tabla 8).
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La presencia e integridad del RNA en plasma se confirma por la detecciéon de genes
constitutivos, por ello los casos en los cuales no se detectd mRNA del gen constitutivo
fueron eliminados del estudio (3 controles). La deteccidon de B-actina en el 66% de los
controles corresponde a un porcentaje mas bajo que los encontrados en la bibliografia
donde el gen constitutivo se detectd entre el 84 y 100%, de los controles (Wong, 2004;
Leelawat, 2006; Garcia, 2006; Garcia, 2008). En cambio en el resto de grupos de
pacientes el gen constitutivo se detectd en el 100% de los casos, valor similar al
descrito en otros estudios, donde el porcentaje es entre el 85-100% de los casos

(Wong, 2004; Leelawat, 2006; Garcia, 2006; Garcia, 2008).

1.4.1 Expresion cualitativa de mRNA de sialiltransferasas (Presencia/Ausencia)

Los controles sanos presentan niveles menores de expresion de mRNA en plasma y en
ningun caso se detectd la expresion de los genes de las sialiltransferasas. Estos genes
se expresaron en la gran mayoria de pacientes con cancer (62-89%), en mayor grado
ST3Gal Il (alrededor de un 90%) que ST3Gal IV (entre 62-78%). La expresién de estos
genes en las pancreatitis, ya sean agudas o crdnicas fue menor (20-40%), e igual que
en el caso anterior ST3Gal IV se detecté en menor nimero de pacientes (20-30 %)

respecto ST3Gal lll (40%) (Tabla 8).

mRNA B-actina mRNA ST3Gal lll mRNA ST3Gal IV
detectable en plasma detectable en plasma detectable en plasma

CONTROLES

s 6/9 (66%) 0/9 (0%) 0/9 (0%)
P. ‘:ﬁ;’DA 7/7 (100%) 2/7 (28.6%) 2/7 (28.6%)
vt 15/15 (100%) 6/15 (40%) 3/15 (20%)
PDAC
n=21 21/21 (100%) 18/21 (85.7%) 13/21 (61.9%)
OTRAS NEOS
n=9 9/9 (100%) 8/9 (88.9%) 7/9 (77.8%)

Tabla 8: Resumen de la deteccién de mRNA libre en plasma de los distintos genes en los grupos de estudio
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En lo que respecta a la expresion de mRNA en suero/plasma, hasta el momento no
existen estudios que detecten mRNA de genes asociados al adenocarcinoma
pancreatico, pero si en otros tipos de cancer como melanoma, cancer de mama,
cancer de colon, cancer de pulmdn, hepatocarcinoma, linfoma y cancer de tiroides. Se
han detectado diversos genes asociados a procesos tumorales como tirosinasa,
telomerasa, mamaglobina, CEA, CK 19, hnRNP-Bi, Bcatenina, Bmi-1, LISCH7, VEGF-A,
en proporciones que oscilan entre el 30-100 % de los pacientes con cancer mientras
que la expresidn en controles sanos a pesar de oscilar entre el 4-84 % siempre se

expresa en menor nivel que en los procesos tumorales.

En los grupos de pacientes del estudio como el mRNA de los genes de las
sialiltransferasas no se detecto en el plasma de controles sanos, la expresién de ST3Gal
Il y ST3Gal IV se evalué en primer lugar como presente o ausente, y en segundo lugar
se cuantificd la expresion de estas enzimas en plasma. En aquellas muestras en las que
se detecta el gen constitutivo pero no el mRNA de las sialiltransferasas, se les asigno

un valor de expresiéon de cero (Garcia, 2007).

Para evaluar si existen diferencias entre grupos a nivel de presencia o ausencia de
ST3Gal Il se utilizd el test estadistico de chi cuadrado (x?). Se obtuvieron diferencias
significativas entre los controles y las distintas patologias malignas estudiadas:
adenocarcinoma de pancreas (p=0.000; x?) y otras neoplasias del tracto
gastrointestinal (p=0.001; estadistico exacto de Fisher), ya que en los controles no se
detecta el gen estudiado, mientras que en las patologias malignas la presencia de estos
genes es del 86-89%. También existen diferencias significativas entre pancreatitis
crénica y las patologias malignas; adenocarcinoma de pancreas (p=0.004; x?), otras
neoplasias del tracto gastrointestinal (p=0.019; x2). Entre los demas grupos no existen

diferencias significativas.

En la Tabla 9 se describen las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes con
adenocarcinoma de pdancreas, edad, sexo; afectacion de ganglios linfaticos regionales
(LN), presencia o ausencia de metastasis y estadiaje de la neoplasia (TNM). Asimismo
se muestran los valores de CA19.9 que se analizaron de dos maneras: clasificando los

pacientes con un cut-off de 100 y con cut-off de 1000 (Molina vy Filella, 2003) y los
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valores de la albumina, que se analizd clasificando los pacientes con un cut-off de 3.5
gue corresponde al valor inferior de referencia en la metodologia utilizada. Las
caracteristicas anatomopatoldgicas del tumor de pancreas no se disponen de los 21,
no se obtuvo pieza quirdrgica en 7casos: en 2 de ellos el tumor fue irresecable, en uno
de los casos no se pudo llevar a cabo la intervencién por cardiopatia y en 4 pacientes

por presencia de metastasis hepaticas.

Se analizd si la presencia de ST3Gal lll y de ST3Gal IV se asociaba con las distintas
variables clinico patoldgicas de los pacientes con adenocarcinoma pancreatico y no se
observd ninguna asociacion significativa. Solo se observa diferencias significativas
cuando se comparan la presencia de ST3Gal lll con el estadio tumoral si se agrupan los
estadios iniciales (I+Il) frente al cancer metastasico (IV) (p=0.032; Prueba no

paramétrica de Mann Whitney).

Garcia ha publicado tres estudios en pacientes con cancer de colon determinando la
expresion de diferentes genes, en 2006 estudié la timidilato sintasa detectandola en el
47% de los casos cuyos niveles correlacionaron con la afectacion de ganglios linfaticos
regionales, en 2007 el estudio lo baso en la expresion del gen LISCH7 detectandolo en
el 30% de los casos los cuales presentaban asociacién con el estadio tumoral, la
invasion de ganglios linfaticos y la invasion vascular del cancer de colon y en 2008 el
VEGF-A lo detectd en el 95.8 % de los pacientes pero no presentd asociacion con
ninguna caracteristica clinico patoldgica del tumor. Los estudios en cancer de pulmédn
también se han realizado en gran variedad de genes. En primer lugar Kopreski en 2001
estudié el mRNA de 5T4 presente en el 43% de los pacientes. Sueoka en 2005 detecto
hnRNP-B1 en 45.5% de pacientes pero no encontrd correlacion con los pardametros
clinicos del cdncer de pulmén. Miura estudié en 2005 el mRNA de la telomerasa en el
carcinoma hepatocelular, encontrando mayores niveles en hepatocarcinoma que en el
resto de patologias hepaticas benignas y se obtuvo una correlacidon positiva con el
tamafio del tumor. La gran variedad entre los diferentes estudios puede ser debida a la
diferencia entre los marcadores utilizados y los métodos utilizados, seria importante el
establecimiento de un método de referencia para la deteccién de acidos nucleicos
libres en plasma para que los estudios resultaran comparables y establecer que genes

son los de mayor utilidad en cada tipo de cancer.
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mRNA + mRNA - mRNA + mRNA -
(%)ST3Gal Il | (%)ST3Gal llI (%)ST3Gal IV | (%)ST3Gal IV
PACIENTES PACIENTES
(n=21) (n=20)
<60 (8) 75 25 <60(7) 57.1 42.9
260 (13) 92.3 7.7 260 (13) | 69.2 30.8
HOMBRES (16) 81.2 18.8 HOMBRES(15) 30 40
MUJERES (5) 100 0 MUJERES (5) 100 0
Si (16) 93.8 6.2 Si(15) 66.7 33.3
NO (3) 100 0 NO (3) 100 0
Si (6) 100 0 S1 (6) 83.3 16.7
NO (15) | 80 20 NO (14) | 57.1 42.9
3(1) 100 0 3(1) 100 0
4(11) 81.8 18.2 4 (10) 50 50
5(3) 66.6 33.3 5(3) 66.7 33.3
6 (6) 100 0 6 (6) 83.3 16.7
<100 (5) 80 20 <100 (4) | 25 75
2100 (16) 93.8 6.2 2100 (16) | 75 25
<1000 (15) 93.3 6.7 <1000 (14) | 64.3 35.7
> 1000 (6) 83.3 16.7 >1000 (6) | 66.7 33.3
<3.5(11) 81.8 18.2 <3.5(10) | 70 30
23.5 (9) 88.9 11.1 23.5(9) | 55.6 44.4

Tabla 9: Asociacion entre caracteristicas clinico-patoldgicas en pacientes con adenocarcinoma pancreatico y
presencia de mRNAs de ST3Gal Il i ST3Gal IV en plasma
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1.5 Niveles de sialiltransferasas en los distintos grupos

1.5.1 Niveles de ST3Gal lli

Uno de los objetivos de este estudio es la determinacién de los niveles plasmaticos de
mRNA de las sialiltransferasas ST3Gal Il y ST3Gal IV. En la Figura 32 estan
representados mediante un diagrama de cajas las medianas de ST3Gal Il en las
distintas patologias estudiadas normalizados respecto al gen constitutivo B-actina
(ST3Gal IlI_ACTINA). En los andlisis de expresién, cuando no se detectd6 mRNA de las
sialiltransferasas pero si mRNA del gen constitutivo (B-actina), lo que indica la
presencia e integridad de mRNA en plasma, se asigné al nivel ST3Gal Ill un valor de
0.00. El valor de Ct de B-actina maximo admitido, fue de 32 que es el maximo valor de

la recta patrén (Figura 29).

Los valores obtenidos en cada grupo han sido: controles (0); pancreatitis aguda: media
0.12 (rango: 0 - 0.45); pancreatitis créonica: media 0.28 (rango: 0 - 0.89); PDAC: media

0.64 (rango: 0 - 1.76) y otras neoplasias gastrointestinales: media 0.62 (rango: 0 - 1.08).
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Figura 32: Niveles plasmaticos de ST3Gal Ill normalizado frente a B actina en distintas patologias
y en pacientes sanos. En los adenocarcinomas estan elevados de manera significativa cuando se
compararan con controles sanos (p=0.001); con las pancreatitis crénica (p=0.036) y con las
pancreatitis aguda (p=0.003); el grupo de otras neoplasias gastrointestinales también presentan
diferencias significativas respecto a los controles sanos (p=0.003) y frente a las pancreatitis
agudas (p=0.003) (Mann-Whitney U test).
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Como la expresidon de ST3Gal IlI_ACTINA no presenta una distribucidn normal, se
utilizo el test estadistico U de Mann—Whitney y se compararon los distintos grupos dos

a dos para evaluar si existen diferencias significativas entre ellos.

A pesar de que el numero de muestras no es elevado, los datos obtenidos indican que
existen diferencias significativas en los niveles de ST3Gal lll entre los tumores y los
controles (PDAC, p=0.001; otras neoplasias gastrointestinales, p=0.003; U de Mann-
Whitney), badsicamente debido a que en los controles no se detecta mRNA de ST3Gal
lll. También se observan diferencias significativas entre pancreatitis crénica vy
adenocarcinomas de pancreas (p=0.036; U de Mann-Whitney) pero no con el otro
grupo de neoplasias gastrointestinales (p=0.055; U de Mann-Whitney). Asi mismo
existen diferencias significativas entre pancreatitis aguda y procesos neoplasicos (PDAC

p=0.003; otras neoplasias gastrointestinales, p=0.003; U de Mann-Whitney).

En base al test estadistico no paramétrico U de Mann-Whitney, puede decirse que la
presencia en plasma de ST3Gal lll normalizado respecto a actina a valores superiores
de 0.19 de cDNA de (cut off) se asocia con adenocarcinoma de pancreas con una
sensibilidad del 85.7% y una especificidad del 53.3% (Tabla 10). Cuando se utilizaron
las curvas ROC para valorar la posible utilidad de ST3Gal Ill como marcador para
diferenciar los pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas del resto de grupos,
se obtuvieron unos valores VPP 56.2%, VPN 84.2% y AUC 0.670, valores inferiores a los
obtenidos con el CA 19.9 (Fig. 33). Si la diferenciacién se hace dos a dos, entre los
distintos grupos con los que es importante hacer diagnéstico diferencial, se obtienen

los valores de sensibilidad y especificidad indicados en la tabla 10.

ST3Gal lll Sensibilidad Especificidad AUC
PDAC vs RESTO GRUPOS 85.7% 53.3 0.670
PDAC vs PC 85.7 60 0.708

Tabla 10: Utilidad diagndstica de ST3Gal Il cuando se comparan los distintos grupos de pacientes.
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Figura 33: Curva ROC de CA 19.9 (azul) y ST3Gal Il (verde).
Se evalué también si los niveles de ST3Gal lll podia diferenciar los distintos estadios de

adenocarcinomas de pancreas [International Union Against Cancer (UICC)] (Fig. 34).
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Figura 34: Niveles plasmaticos de ST3Gal Ill normalizado frente a B actina en distintos estadios
del adenocarcinoma pancredtico. Pacientes con adenocarcinoma pancreatico metastasico
(Estadio IV) presentan diferencias significativas con los pacientes que se encuentran en estadios
iniciales del proceso neoplésico (Estadios I+ll) (p=0.032; Mann-Whitney U test).

Se encontraron diferencias significativas cuando se compararon estadios iniciales de la
enfermedad (l+1l) con estadios mas avanzados con metastasis (Estadio IV) (p=0.032
Mann-Whitney U test). Este resultado es importante, ya que en el momento del
diagnodstico aproximadamente tan solo un 20% de los pacientes con adenocarcinoma

pancreatico son considerados candidatos para cirugia, y de ellos sélo la mitad de los
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casos se puede realizar reseccion con éxito. (Benson, 2007). Como en el 80% de los
pacientes no se puede realizar estudio anatomopatoldgico del tumor para saber el
estadio en el cual se encuentra el paciente, valores de ST3Gal Ill superiores a 0.785
podrian ser indicativos de estadios avanzados con una sensibilidad de 60.0% vy
especificidad de 100%, obteniendo informacién complementaria a los estudios de
imagen; informacion que no proporciona en nuestro grupo de pacientes el CA19.9

(Figura 37).

1.5.2 Niveles de ST3Gal IV

En la Figura 35 estan representados los niveles medios de ST3Gal IV en las distintas
patologias estudiadas normalizados respecto a B-actina. Los valores medios obtenidos
en cada grupo han sido: controles (0), pancreatitis aguda, media 0.10 (rango 0 - 0.53);
pancreatitis cronica, media 0.24 (minimo 0 - maximo 0.81); PDAC, media 0.71 (rango 0

- 3.15); otras neoplasias gastrointestinales, media 0.53 (rango 0 - 1.34).

Para realizar la comparacién entre grupos, como la distribucion de ST3Gal IV_ACTINA
es no normal, se utilizd el test estadistico de Mann—Whitney y se compararon los

distintos grupos dos a dos.

Ilgual que en el caso anterior, y con el nUimero de muestras de que se dispone, se
observa, que existen diferencias entre los controles y los procesos neopldsicos
(adenocarcinoma pancreatico, p=0.016 y otras neoplasias gastrointestinales p=0.036)
ya que en los controles no se detecta mRNA de ST3Gal IV. También se observan
diferencias significativas entre pancreatitis aguda y adenocarcinoma de pancreas,

entre el resto de grupos no existen diferencias.
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Figura 35: Niveles plasmaticos de ST3Gal IV normalizado frente a B actina (ST3Gal
IV_ACTINA) en distintas patologias y en pacientes sanos. (Mann-Whitney U test).

El hecho que no se observen diferencias significativas entre pancreatitis crénica y
neoplasias en los niveles de ST3Gal IV y que no se detecte en controles parece indicar
gue la sobreexpresion de ST3Gal IV podria estar asociada a inflamacién sostenida,

carcteristica de ambas patologias.

Si se comparan pacientes con adenocarcinoma de pancreas con el resto de grupos,
utilizando como marcador ST3Gal IV, mediante curvas ROC se obtienen valores de

sensibilidad de 65%, especificidad del 62.5%, VPP 59.1%, VPN 68.2% y AUC 0.635.

1.6. Comparacion de niveles de CA 19.9 en los diferentes grupos

El CA 19.9 es el Unico marcador tumoral que se utiliza actualmente en el seguimientoy
monitorizacién del tratamiento de las neoplasias de pancreas. No presenta una
sensibilidad y especificidad muy elevadas ya que también se eleva en otras patologias
gastrointestinales, por ello la Sociedad Americana de Oncologia (ASCO) en sus guias
para el uso de marcadores tumorales y el grupo europeo de marcadores tumorales, no
recomiendan su utilizacidn como test de screening para el adenocarcinoma
pancreatico de manera aislada (Duffy, 2010). Los valores de referencia de este

marcador son de 0 a 37 U/ml.
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Se decidid evaluar su utilidad para diferenciar entre los grupos de pacientes. Los
analisis estadisticos muestran diferencias significativas cuando se compara el grupo de
pancreatitis crénica y los procesos neopldsicos [adenocarcinoma de pancreas
(p=0.000); otras neoplasias (p=0.025)] (Fig. 36). También existen diferencias entre
controles sanos y pacientes con procesos neopldsicosadenocarcinoma pancredtico
(p=0.002); otras neoplasias (p=0.036)] entre adenocarcinoma pancreatico y otras
neoplasias (p=0.022). Estos datos indican que el CA 19.9 en los grupos de pacientes si
es util para el diagndstico de adenocarcinoma pancreatico, ya que diferencia los
adenocarcinomas de pancreas de las pancreatitis cronicas, de los controles y de otras

neoplasias gastrointestinales.
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Figura 36: Logaritmo de los niveles séricos de CA 19.9 en los distintos grupos diagndsticos.
Existen diferencias significativas entre las neoplasias de pancreas con controles, pancreatitis
crdénica, pancreatitis aguda y otras neoplasias gastrointestinales. El grupo de otras neoplasias
gastrointestinales presenta diferencias con los controles y con las pancreatitis crénicas. (Mann-
Whitney U test).

A pesar que el CA19.9 discrimina entre el grupo de adenocarcinoma ductal de
pancreas y el grupo de pancreatitis cronica, otras neoplasias y controles, los valores de
sensibilidad (90.5%) y especificidad (80.0%) no son lo suficientemente elevados para su
uso en el diagndstico de adenocarcinoma pancreatico como test independiente y por
ello seria interesante combinarlo con otros pardmetros para poder aumentar su

sensibilidad y especificidad.
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No se observan diferencias significativas en los niveles séricos de CA 19.9 (Fig. 37)
entre los diferentes estadios de adenocarcinoma de pancreas. No se encontrd mejora
en la sensibilidad diagndstica en los pacientes en estadios mas avanzados del
adenocarcinoma pancreatico, a diferencia de lo descrito en las revisiones de Steinberg
1990 y Goonetilleke 2007). Como en nuestro grupo de pacientes con adenocarcimoma
pancreatico hay dos (1 estadio Ill, 1 estadio IV) que no expresan CA 199 y
probablemente se trate de pacientes con genotipo Lewis a-/ b -, se eliminaron estos
dos pacientes para ver si mejoraban los valores de sensibilidad y especificidad pero
tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre estadios mas iniciales y estadios

avanzados.
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Figura 37: Logaritmo de los niveles séricos de CA 19.9 en los distintos estadios de
adenocarcinoma pancreatico. En nuestro grupo no se encuentran diferencias significativas en los
niveles de CA 19.9 entre los distintos estadios del adenocarcinoma de pancreas. (Test estadistico
Mann-Whitney U test)
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CAPITULO II. ANALISIS DE MARCADORES DE FASE AGUDA

I1.1 Niveles séricos de marcadores de inflamacion

11.1.1 Proteina C reactiva

La proteina Creactiva, proteina de fase aguda, es un indicador sensible pero no
especifico de dafio agudo, infeccién bacteriana o inflamacion. Se utiliza como
marcador de inflamacién y de dafio tisular, tanto para la deteccién precoz como para
la monitorizacion de los procesos inflamatorios. (Jacobs Laboratory Test Handbook;

Pag. 523). Sus valores de referencia son de 0.1 a 0.5 mg/dI.

Como el desarrollo de cancer esta relacionado con la inflamacion, se evaluaron los
niveles séricos de proteina C reactiva y se compararon los distintos grupos de
pacientes (Fig. 38). Los pacientes con pancreatitis aguda presentan los valores mas
elevados presentando diferencias significativas con el resto de patologias
(adenocarcinoma ductal de pdncreas: p=0.000; otras neoplasias gastrointestinales:
p=0.000; pancreatitis créonica: p=0.000) y con los controles sanos (p= 0.001) (Test U no
paramétrico de Mann-Whitney), estos resultados eran previsibles ya que la proteina C
reactiva es un marcador de fase aguda y en la pancreatitis aguda se produce una gran

liberacion de reactantes de fase aguda.
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Figura 38: Valores de proteina C reactiva en los distintos grupos diagndsticos. Existen diferencias
significativas entre pancreatitis aguda y el resto de grupos. (Mann-Whitney U test).
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Existen diferencias entre controles y los procesos tumorales (PDAC: p=0.015; ONEOS:
p= 0.005). Este resultado también era esperado ya que en las neoplasias existe proceso
inflamatorio sostenido que puede aumentar los reactantes relacionados con la
inflamacidn. Los niveles de proteina C reactiva también diferencian entre pancreatitis
cronica y otras neoplasias gastrointestinales (p=0.010). En procesos que cursan con
inflamacién sostenida también se encuentran niveles por encima del limite superior

del intervalo de referencia, pero inferiores a los procesos agudos.

11.1.2 Alfa 1 Glicoproteina acida

La alfa 1 glicoproteina acida (A1G) también es una proteina de fase aguda que se eleva

en distintos procesos inflamatorios.

Se determinaron los niveles de alfa 1 glicoproteina acida para todos los pacientes (Fig.
39) y los datos obtenidos se analizaron para determinar si podian discriminar entre los
grupos de estudio. Los andlisis estadisticos correspondientes mostraron que existen
diferencias entre pancreatitis aguda y el resto de procesos: pancreatitis cronica
(p=0.000); adenocarcinoma pancreatico (p=0.000); otras neoplasias (p=0.000)
controles (p=0.001). Esto indica que la alfa-1-glicoproteina acida es un marcador de
procesos inflamatorios agudos y que no sirve para discriminar procesos inflamatorios
sostenidos. Estos resultados muestran que sélo con la proteina C reactiva o la alfa 1
glicoproteina acida, se pueden diferenciar procesos agudos y crénicos, por ello en las
comparaciones posteriores entre grupos de pacientes ya no se incluye el grupo de

pancreatitis aguda.
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Figura 39: Valores de Alfa 1 Glicoproteina acida en los distintos grupos diagndsticos. Existen
diferencias significativas entre pancreatitis aguda y el resto de grupos. (Mann-Whitney U test).

11.1.3 Glasgow Prognostic Score

Como ya se ha comentado en el apartado 1.2.1 de la introduccién, la presencia y
magnitud de una respuesta inflamatoria sistémica es un factor prondstico
independiente en pacientes con cancer avanzado. Para poder cuantificar esta
respuesta se puede utilizar la escala del Glasgow Prognostic Score que combina dos
marcadores de inflamacion aguda: la proteina C reactiva (marcador positivo de fase

aguda) y la albumina (marcador negativo de fase aguda).

Para saber si es util como ayuda en el diagndstico de pacientes con adenocarcinoma
pancreatico el Glasgow Prognostic Score se calculd, como se ha indicado en el Capitulo
lll apartado 7.10, en los diferentes grupos de pacientes. Cuando se compararon los
distintos grupos entre ellos (Fig. 40) se pudo diferenciar entre controles y procesos
neoplasicos: adenocarcinoma pancreatico (p=0.012); otras neoplasias
gastrointestinales (p=0.002). También diferencia entre la pancreatitis crénica y los
procesos neoplasicos [adenocarcinoma pancreatico (p=0.046); otras neoplasias

gastrointestinales (p=0.000)].
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Figura 40: Distribucién del Glasgow Prognostic Score (0, 1, 2) en los grupos diagndsticos: controles,
pancreatitis crénica, adenocarcinoma ductal de pancreas y otras neoplasias gastrointestinales.
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CAPITULO III: NIVELES DE IGF-I, IGFBP3, RATIO MOLAR IGF-
I/IGFBP3, HORMONA DE CRECIMIENTO (GH) Y PEPTIDO C

Para la valoracidn de estos pardmetros se escogid el segundo grupo de pacientes
formado por 81 pacientes y engloba los grupos de adenocarcinoma pancreatico, otros
canceres del tracto gastrointestinal, pancreatitis crénica y controles, del mismo rango
de edad e indice de masa corporal, ya que los niveles de IGF-1 en adultos disminuyen
con la edad, ademas sus niveles séricos dependen del estado nutricional (Thissen,

1994).

El grupo de pacientes diagnosticados de adenocarcinoma pancreatico corresponden a
41 pacientes, y segun la clasificaciéon tumor-ndédulo-metdstasis (TNM) uno presenta
estadio IB; uno estadio IIA; veintiuno estadio 1IB; siete estadio Ill y once estadio IV.
Estos pacientes se compararon con 15 controles sanos y con pacientes con patologias
cuyo diagnostico diferencial puede ser dificil ya que comparten ciertas caracteristicas
clinicas y forma de presentacion, por ello se incluyeron doce pacientes diagnosticados
de pancreatitis crénica y trece pacientes diagnosticados de otros tipos de neoplasias
gastrointestinales: once tumores periampulares y dos neoplasias de pancreas no

ductales (una de células acinares y una medular).

Tanto IGF-I como IGFBP-3 son regulados por la hormona de crecimiento (GH), pero
también son dependientes de la edad y estado nutricional, por ello se calculd la media
de edad y el indice de masa corporal [(Peso (Kg)/ (Altura m)?] entre los grupos de
estudio y se evalud que no existieran diferencias significativas entre ellos (Tabla 11),

por lo que se pudo comparar los niveles de IGF-l y de su proteina transportadora 3

(IGFBP3).
EDAD IMC SIGNIFICACION
(Respecto resto de grupos)
CONTROL (n=15) 60.87 (44-75) 25.26 (19.8-32) NS
P. CRONICA (n=12) 59.83 (44-79) 24.17 (18.2-29.7) NS
PDAC (n=41) 64.37 (47-79) 26.10(18.1-32.8) NS
ONEOS (n=13) 63.69 (44-80) 26.5 (22-31.2) NS

Tabla 11: Medias de edad e IMC, no se observan diferencias significativas entre los distintos grupos (U test de
Mann-Whitney).
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lll. 1 Analisis de los valores de IGF-1, IGFBP3, GH y ratio molar IGF-1/IGFBP3:

.1.1 I1GF-I

Los valores de IGF-1 en los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma pancreatico
presentan un valor medio de 79.3 ng/ml (minimo de 25 y maximo de 202), en el grupo
de pancreatitis cronica se obtiene una media de 152.2 ng/ml (rango 68.8-400), en el
grupo de otras neoplasias gastrointestinales la media es de 87.9 ng/ml (rango 36.5-
278) y en el grupo de controles sanos la media fue de 119.8 ng/ml (rango 62.6-193)
(Fig. 41). En el grupo control el 87% de los valores de IGF-1 se encuentran dentro del
rango de referencia, en el grupo de pancreatitis crénica un 75%, en el grupo de otras
neoplasias un 64% y en los adenocarcinomas pancreaticos un 46.3%. Se observa que

con la presencia de malignidad los valores de IGF-1 disminuyen.

Cuando se compararon los valores de IGF-1 entre los grupos diagndsticos aplicando el
test estadistico no paramétrico de U de Mann-Whitney, se observaron diferencias
significativas entre la pancreatitis cronica respecto a los procesos neopldsicos
[adenocarcinoma de pancreas (p=0.001); Otras neoplasias (p=0.005)]. También existen
diferencias significativas entre el grupo control y las neoplasias [adenocarcinoma de
pancreas (p=0.002) y otras neoplasias (p=0.029)]. No se observan diferencias cuando
se compararon los procesos neopldsicos entre ellos o los controles y pancreatitis

crénica.
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Figura 41: Valores de IGF-1 en controles, pancreatitis cronica, adenocarcinoma de pancreas y
otras neoplasias gastrointestinales.
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Sorprende encontrar niveles de IGF-1 mas elevados en controles y pancreatitis cronica,
ya que como se ha comentado en la introduccion niveles elevados de IGF-1 se asocian
a mayor riesgo de diversos tipos de cancer (Pollak, 2004; Yu, 1999; Hankinson, 1998;
Ma J, 1999; Chan, 1998; Douglas, 2010) aunque las conclusiones respecto al
adenocarcinoma pancreatico no han sido muy claras (Lin, 2004; Wolpin, 2007;
Stolzenberg-Solomon RZ, 2004; Douglas 2010). De cualquier modo se estan valorando
estados diferentes, ya que en los pacientes de nuestro estudio, el adenocarcinoma
pancreatico ya estd establecido y no se estd determinando el riesgo sino las
alteraciones de los niveles séricos de IGF-I en adenocarcinoma pancreatico. En los
escasos estudios previos que valoran IGF-I en adenocarcinoma pancredtico vya
establecido, se obtienen valores aumentados (Karna, 2002) o disminuidos pero sin

diferencias significativas (Evans, 1997).

Nuestros resultados concuerdan con el estudio de Evans que encuentra niveles séricos
bajos de IGF-1 en pacientes con adenocarcinoma pancreatico, pero en su estudio las
diferencias entre controles y adenocarcinoma pancreatico no fueron significativas,
mientras que en nuestro grupo de pacientes se ha obtenido una significacion de
p=0.002 (test U de Mann-Whitney). Hay evidencia que en los tumores de pdancreas
aumenta la produccion local de IGF-1 ejerciendo efectos autocrinos y paracrinos en el
crecimiento celular. Aunque en condiciones normales la mayoria de IGF-1 es producido
por el higado, cuando se produce la transformacién neoplasica, las células tumorales
adquieren la capacidad autocrina y paracrina para producir IGF-1 y su produccién a

nivel tumoral puede no depender de los niveles circulantes. (Golan, 2011).

En estudios en los que determinan los niveles séricos de IGF-I en otras neoplasias, se
observan resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio; Mazzoccoli en 1999
en pacientes con cancer de pulmoén encuentra niveles disminuidos, de manera
significativa, en pacientes con cancer en estadios avanzados respecto a controles
(Mazzoccoli, 1999). En este mismo tipo de cancer se han determinado los niveles en
suero y lavado broncoalveolar de IGF-1 e IGFBP3 obteniendo valores inferiores en
cancer que en controles pero las diferencias no son significativas en suero, pero si en
lavado broncoalveolar. Los niveles de IGF-I son significativamente inferiores en cancer

metastasico quizas debido a la afectacion hepatica por las metastasis (Unsal, 2004).
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Mattera en 2003 estudié IGF-l, IGFBP3 y el ratio molar en pacientes con cirrosis,
hepatocarcinoma mas cirrosis y controles, obteniendo valores superiores de IGF-1 'y
IGFBP3 en controles mientras que no observan diferencias entre cirrosis y cirrosis mas
hepatocarcinoma. En cambio encuentran que el molar ratio es superior en
hepatocarcinoma que en cirrosis y los niveles inferiores se encuentran en controles.
Consideran que la malignidad puede ser un nuevo factor que afecta la actividad de IGF-
| junto con otros factores como edad y estado del higado y proponen que el aumento
del ratio molar puede estar implicado en la progresiéon a hepatocarcinoma (Mattera,
2003); Su, también observa valores significativamente menores en hepatocarcinoma

comparado con controles (Su, 2010).

La pérdida de peso en pacientes con cancer, en ocasiones es un hecho infravalorado a
pesar de que se produce en dos tercios de los pacientes con tumores malignos. Un
importante mecanismo que interviene en la pérdida de peso es la activacion de la
respuesta de fase aguda que produce pérdida grasa y muscular. En pacientes con
adenocarcinoma pancreatico existe una alteracion de la cascada de fase aguda, se
acelera la pérdida de peso que lleva a acortamiento de la supervivencia (Bachmann,
2009). En el grupo de pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas se observa
correlacién inversa entre IGF-l1 y la proteina C reactiva indicativa de inflamacion
(Coeficiente de correlacion de Spearman r= -0.509, p=0.001), esta correlacién no se
observa en el resto de grupos. La desnutricion asociada al adenocarcinoma pancreatico
también se asocia a la ictericia obstructiva que produce la masa tumoral por
compresion de los conductos biliares. Debido a que los niveles plasmaticos de IGF-I
también estan ligados al estado nutricional (Bing, 2005), se determind la prealbimina
como marcador nutricional de estos pacientes y su posible influencia en los bajos
niveles de IGF-1 en pacientes con adenocarcinoma pancreatico. La prealbimina es un
buen marcador del estado nutricional porque no sélo depende de una nutricién
adecuada, sino que también depende de la sintesis hepatica (Parra, 2007). Se han
comparado los niveles de IGF-I y de prealbumina en los distintos grupos diagndsticos

(Fig. 42).
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Figura 42: Valores de (a) IGF-1, (b) prealbimina; en pancreatitis cronica, adenocarcinoma de pancreas y otras
neoplasias gastrointestinales.

Se observé que, mientras que el IGF-I presenta diferencias significativas entre
pancreatitis cronica y procesos neopldsicos, la prealbumina no presenta diferencias
significativas entre ellos, aunque se detecta una tendencia a la disminucién de

prealbimina en procesos neopldsicos.

Los niveles de IGF-I y prealbumina presentan correlacidn en el grupo de pacientes con
adenocarcinoma de pancreas (Coeficiente de correlacion de Spearman r=0.454,
p=0.005), mientras que en el resto de grupos no se observa esta correlacién, por lo

gue el estado de malnutricién podria explicar los menores niveles de IGF-1 en PDAC.

Los niveles de prealbumina son inferiores en procesos neoplasicos, y en este sentido el
mal estado nutricional de los pacientes con cancer podria explicar los bajos niveles de
IGF-I. Sin embargo, en los pacientes con pancreatitis cronica, se observan valores bajos
de prealbumina, que en este caso no afecta a los niveles de IGF-I, por tanto, las
diferencias en los niveles de IGF-I que se observan no son debidas Unicamente al
estado nutricional, también influyen otros factores. Es por ello que se planted la

determinacién de hormona de crecimiento (GH).
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111.1.2 HORMONA DE CRECIMIENTO (GH)

Se ha descrito que existen alteraciones hormonales aberrantes con excesiva
produccién de hormona de crecimiento (GH) y niveles circulantes bajos de IGF-I en
pacientes con diferentes patologias no neoplasicas como sepsis, quemados, fallo renal,
anorexia nerviosa; esta alteracion del eje GH-IGF-I, denominada “resistencia adquirida
a GH” (Fig. 43), se asocia a peor prondstico. Se produce en condiciones de catabolismo
severo y malnutricion en situaciones de sepsis, cirugia y enfermos criticos (Bentham,
1993; Ross, 1995). Recientemente se ha postulado la alteracién del eje GH-IGF-I en
pacientes con cancer que afecta a estado general de estos pacientes, observando un
peor estado con menores niveles de IGF-1 y IGFBP3 probablemente debido a una

resistencia adquirida a la accion de la GH sobre la sintesis hepatica de IGF-I (Okamoto,

2010).
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Figura 43: Diagrama del eje GH-IGF-I en personas sanas (lzquierda) y en personas con resistencia adquirida
a GH. En condiciones normales, la GH secretada por la hipofisis estimula la produccidén hepatica de IGF-I.
IGF-I produce feedback negativo. En la resistencia adquirida a GH el primer defecto es una disminucion de
la concentracion de IGF-I que lleva a un aumento de GH que no consiguen normalizar los niveles de IGF-I a
pesar de los elevados o normales niveles de GH (Extraido de Okamoto, 2010).

El defecto primario en esta resistencia es una disminucion de IGF-I, que
posteriormente lleva a un aumento de GH, pero el mecanismo compensatorio no
produce una normalizacion de los niveles de IGF-I. Es sabido que el estado nutricional

afecta la funcion del eje GH-IGF-I. La malnutricidn crénica lleva a niveles elevados de
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GH y disminuidos de IGF-I. Huang detecta resistencia adquirida a GH en pacientes
caquécticos con cancer de colon pero no en pacientes caquécticos con cancer gastrico,
propone que la resistencia a GH no es debida a la malnutricidn sino causada por el

mismo tumor ya que se corrige tras la extirpacion del tumor (Huang, 2005).

Se ha descrito en distintos tipos de cancer como pulmoén, gastrico y colorectal la
alteracion del eje Hormona de crecimiento GH-IGF-I, con presencia de niveles
elevados de GH pero bajos del factor de crecimiento insulinoide que en condiciones
normales aumenta al aumentar la hormona de crecimiento, ya que es su mediador
(Okamoto, 2010). No existen estudios que relacionen los niveles de IGF-lI en

adenocarcinoma pancreatico con la alteracion de este eje GH-IGF-I.

Se ha determinado los niveles de GH en los grupos de pacientes (Fig. 44) y no se
observan diferencias significativas entre los grupos, pero si que se observa resistencia
a la GH en 13% de los pacientes con PDAC y en el 7.7% de pacientes con otras
neoplasias, mientras que en controles y pancreatitis crénica no se encuentra

resistencia a GH en ningun paciente.
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Figura 44: Valores de GH en controles, pancreatitis crénica, adenocarcinoma de pancreas y otras

neoplasias gastrointestinales.
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Estos resultados pueden ayudar a explicar parcialmente por qué los niveles de IGF-I el

grupo de adenocarcinoma pancreatico y de otras neoplasias son menores.

Como se observé que en procesos malignos los niveles séricos de IGF-1 eran menores y
en otros tipos de cancer, se han observado menores niveles en estadios avanzados, se
evalud si existian diferencias en los niveles de IGF-1 en los distintos estadios tumorales
en los pacientes con adenocarcinoma de pancreas pero no se encontraron diferencias

significativas.

111.1.3. IGFBP3

Los niveles séricos de IGFBP-3 en los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma
pancreatico presentan un valor medio de 2.5 pg/ml (rango 0.5 - 4.8), en el grupo de
otras neoplasias gastrointestinales la media es de 2.3 pug/ml (rango 1 - 3.8), en el grupo
de pancreatitis cronica se obtiene una media de 3.4 pug/ml (rango 2 - 4.6) y en los

controles la media fue 4.3 pg/ml (2.9 - 5.7).

Cuando se comparé el IGFBP3 en los cuatro grupos (Fig. 45) se encontraron diferencias
significativas entre controles sanos y resto de grupos: pancreatitis créonica (p=0.032),
adenocarcinoma pancredtico (p=0.000), otras neoplasias (p=0.000) y entre pancreatitis
cronica y procesos tumorales [adenocarcinoma pancreatico (p=0.007); otras neoplasias

(p=0.007)].

De manera similar a lo descrito para el IGF-1, los niveles de IGFBP3 vy prealbumina
presentan correlacion significativa en el grupo de pacientes con adenocarcinoma de
pancreas (Coeficiente de correlacién de Spearman r=0.446, p=0.006), mientras que en

el resto de grupos diagndsticos no se observa esta correlacion.
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Figura 45: Valores de (a) IGFBP3 (b) prealbumina; en pancreatitis crénica, adenocarcinoma de pancreas y otras
neoplasias gastrointestinales.

Si se comparan los niveles de IGFBP3 separando los pacientes con o sin DM, en los
pacientes con diabetes mellitus se observan diferencias significativas entre pancreatitis
cronica y los procesos neopladsicos [adenocarcinoma pancredtico (p=0.047); otras
neoplasias gastrointestinales (p=0.044)] (Fig. 46a). En la comparacién en los pacientes
sin diabetes, se observan también diferencias significativas cuando se compara entre
pancreatitis cronica y los procesos neopldsicos [adenocarcinoma pancreatico
(p=0.031); otras neoplasias gastrointestinales (p=0.026)]; también se observan
diferencias entre controles y procesos neoplasicos [adenocarcinoma pancredtico
(p=0.000); otras neoplasias gastrointestinales (p=0.000)] (Fig. 46b). Por todo ello, se

puede concluir que la DM no influye en los niveles de IGFBP3.
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Figura 46: Valores de IGFBP3 en pancreatitis crénica, PDAC y otras neoplasias con DM (a) y sin DM (b).

111.1.4. Ratio molar IGF-1/IGFBP3
El ratio molar IGF-1/IGFBP3 nos indica IGF-I biolédgicamente activo (Arvat, 2000) y sus

valores en los diferentes grupos de pacientes fueron: en pancreatitis crénica, valor

medio de 0.17 (rango 0.09-0.37); en el grupo control, valor medio 0.10 (rango 0.07-

0.12); en adenocarcinoma pancreatico media de 0.12 (rango 0.05-0.24) y en el grupo

de otras neoplasias gastrointestinales, valor medio de 0.14 (0.07-0.27) (Fig. 47).

Cuando se comparan los cuatro grupos sélo se observan diferencias entre pancreatitis

cronica y adenocarcinoma pancredtico (p=0.035), y entre controles y pancreatitis

cronica (p=0.007; Test U no paramétrico de Mann-Whitney).
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Figura 47: Valores de molar ratio en los grupos de pancreatitis crénica, adenocarcinoma de
pancreas y otras neoplasias gastrointestinales.
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Se observa que, aunque en adenocarcinoma pancredtico los niveles de IGF-I estdn
disminuidos, el molar ratio que nos indica el IGF bioldgicamente activo, es similar en

adenocarcinoma pancreatico y en controles.

Cuando se compara el molar ratio en pacientes con diabetes o sin DM no se observan
diferencias significativas entre ninguno de los grupos, ni tampoco al comparar el molar

ratio en los distintos estadios del adenocarcinoma pancreatico.

Ill. 2 Analisis de los niveles de péptido C

El péptido C nos da una medida de la secrecion de insulina, por ello se determiné en
los grupos de estudio: en el grupo control la media es de 2.51 ng/ml (1.12-4.12); en
pancreatitis crénica 1.35 ng/ml (0.28-2.94), en adenocarcinoma de pancreas 1.59

ng/ml (0.01-4.75) y en el grupo de otras neoplasias 2.17 ng/ml (0.74-4.59).

Cuando se compararon los niveles de péptido C, se obtuvieron diferencias entre
controles y pancreatitis crénica (p=0.001) y entre controles y PDAC (p=0.002), (Fig. 48),
debido a que, tanto en pancreatitis créonica como en PDAC estd afectado el pancreas

donde se sintetiza el péptido C, y por ello sus valores estan disminuidos.
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Figura 48: Valores de péptido C en los distintos grupos diagndsticos.
Si se compara el péptido C sélo en pacientes con DM (no hay controles ya que todos
los controles del estudio son sanos no tienen DM), no existen diferencias entre grupos.
Si se compara el péptido C en pacientes sin DM hay diferencia entre control y PC
(0.027) y control y PDAC (0.009). En ambas patologias la afectacién del pancreas seria

responsable de los bajos niveles de insulina y péptido C.
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CAPITULO IV: COMPARACION DE LOS DISTINTOS PARAMETROS
EVALUADOS Y COMBINACION DE LOS MISMOS PARA MEJORAR
LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD EN EL DIAGNOSTICO DEL
ADENOCARCINOMA PANCREATICO.

IV.1 Utilidad de los niveles de ST3Gal lll y ST3Gal IV como marcadores
tumorales

Uno de los objetivos de este estudio es el posible uso de sialiltransferasas en sangre
periférica como marcadores tumorales. Para ello se ha calculado mediante curvas ROC:
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y area
bajo la curva (AUC), que nos indicaran si se estd ante un buen candidato para su uso
como marcador tumoral para el diagnéstico y/o prondstico del adenocarcinoma
pancreatico (Tabla 12). Estos mismos parametros se calcularon para el CA 19.9, que es
el marcador que actualmente se utiliza en la practica clinica para el seguimiento del
adenocarcinoma pancreatico. También se calculd el CEA, que se combina con el CA
19.9 como ayuda en el diagndéstico de adenocarcinoma de pancreas. Los calculos se
han realizado con el primer grupo de pacientes, en los que se llevdo a cabo la

determinacion de la expresion de sialiltransferasas.

Sensibilidad Especificidad VPP VPN AUC
CA 19.9 90.5 80 76 92.3 0.862
CEA 61.9 733 61.9 73.3 0.667
CEA + CA 19.9 81.0 90.0 85.0 87.1 0.889
ST3Gal il 85.7 53.3 56.2 84.2 0.670
ST3Gal IV 65.0 62.5 59.1 68.2 0.635

Tabla 12: Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de CA 19.9,
ST3Gal Il y ST3Gal IV cuando se comparé el grupo PDAC (n=21) con el resto de grupos del estudio (controles (n=9),
pancreatitis cronica (n=15) y otras neoplasias gastrointestinales (n=9)) en el primer grupo de pacientes del estudio.
Calculos realizados con el programa “R”.

De estos resultados se puede concluir que no se puede utilizar ni ST3Gal lll ni ST3Gal IV

como marcadores Unicos en el diagndstico de adenocarcinoma pancreatico.
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Si se comparan los valores de ST3Gal lll, ST3Gal IV y de CA 19.9 en los pacientes con

adenocarcinoma de pancreas, segun los estadios se obtienen las medias indicadas en

la tabla 13.
Estadio UICC ST3Gal lll CA 19.9 (U/ml) ST3Gal IV
Estadio I+l
Media 0.5 823 0.5
Rango 0-1.76 65.5-3245 0-2.21
Estadio Il
Media 0.5 985.4 1
Rango 0-0.75 0.6-2729 0-2.24
Estadio IV
Media 0.9 682.1 0.9
Rango 0.47-1.67 0.6-1945 0-3.15

Tabla 13: Valores séricos medios de ST3Gal Ill, ST3Gal IV y CA 19.9 en los distintos estadios de adenocarcinoma de
pancreas

En nuestros grupos de pacientes, el CA 19.9 presenta una sensibilidad de 90.5% que se
encuentra dentro del rango de valores obtenido por Steinberg que es del 81% (69-
93%) y con Goonnetilleke, que en una revision mas reciente de 22 estudios encontrd
una sensibilidad del 79% (70-90%). Los valores de sensibilidad varian dependiendo del
estadio del tumor en el momento que se determina el CA 19.9, cuanto mas avanzada
esté la enfermedad en el momento del diagndstico, mayor sensibilidad. Lo mismo
ocurre con la especificidad, en nuestro grupo se obtuvo un valor de 80%, Steinberg

encontrd un valor medio de 90% (76-99%) y Goonnetilleke de 82% (68-91%).

Los valores de sensibilidad obtenidos para la ST3Gal Il (85.7%), estan dentro del
intervalo de Steinberg para el CA 19.9, pero la especificidad es muy baja (53.3%),
inferior a los obtenidos por Steinberg y por Goonnetilleke para el CA 19.9. Por ello no
se puede utilizar como marcador tumoral Unico en el adenocarcinoma pancreatico.
Valores con menor sensibilidad (65 %) y especificidad un poco superior a ST3Gal |l

(62.5%), se observan para la ST3Gal IV.

IV.2 Combinacion con sialiltransferasas
Como los resultados obtenidos con la determinacién de ST3Gal Il y ST3Gal IV para su

utilizacion como marcadores tumorales independientes no cumplen los requisitos de
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un buen marcador por presentar sensibilidad y especificidad muy bajas, se planted su
posible utilidad como marcador combinandolos con otros parametros del paciente
(Koopman, 2006). Se ha utilizado el paquete estadistico R version 2.10.1 para combinar
las distintas variables que se disponen de los pacientes y evaluar su utilidad para la

diferenciacién de los pacientes con PDAC del resto de grupos.

Sensibilidad Especificidad VPP VPN AUC

CA19.9 90.5 80.0 76.0 923 0.862
CEA +CA 19.9 81.0 90.0 85.0 87.1 0.889
CA19.9 + CEA+ ST3Gal IlI 100 66.7 67.7 100 0.906
CA 19.9+ CEA + ST3Gal lll + Glasgow score 95.2 79.2 80 95 0.921
CA19.9 + CEA + ST3Gal IV 90.0 87.5 85.7 91.3 0.908
CA 19.9+ CEA + ST3Gal IV + Glasgow score 90.0 86.4 85.7 90.5 0.932
CA 19.9+ CEA + Glasgow score 90.5 79.2 79.2 90.5 0.871

Tabla 14: Caracteristicas como marcador para el diagndstico de pacientes con adenocarcinoma de pancreas del
resto de grupos cuando se utilizan las sialiltransferasas ST3Gal Ill y ST3Gal IV combinada con otros pardmetros
comparado con el CA 19.9 y CA 19.9+CEA.

No existe ninguna combinacién de los distintos parametros con valores tanto de

sensibilidad como de especificidad del 100%.

Cuando se combinan los dos marcadores utilizados actualmente en el diagndstico de
adenocarcinoma ductal de pancreas en la practica clinica (CEA y CA 19.9), con los
niveles de expresion en plasma de ST3Gal Il (Tabla 14), se obtiene una mejora en la
sensibilidad con valores 100% pero la especificidad no es idénea, ya que no alcanza el
70% (66.7%), inferior a la especificidad del CA 19.9 cuando se utiliza como marcador
Unico (80%) (Fig. 49). En este caso se obtiene un valor predictivo negativo del 100%,
por lo que esta combinacion de marcadores podria ser util para descartar
adenocarcinoma de pdncreas en pacientes con sospecha clinica. A esta combinacién
cuando se le afiade el Glasgow score disminuye la sensibilidad a 95.2% pero aumenta
la especificidad a 79.2% y mejora la precision diagndstica AUC 0.921 frente a 0.862 del
CA 19.9 (Fig. 49).
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Figura 49: Curvas ROC. CA 19.9 (Rojo) comparado con la combinacion de los parametros (CA
19.9+CEA+ST3Gal I+ Glasgow Prognostic Score (Azul) cuando se compara PDAC con el resto de grupos.

En cambio, cuando la combinacién utilizada es de la ST3Gal IV con CA 19.9 y CEA
(Tabla 14) se obtiene una mejora en los valores de especificidad 87.5%, pero la
sensibilidad es igual al CA 19.9 utilizado como marcador unico. Es destacable la mejora
de la precision diagnéstica, ya que el AUC es de 0.932 (Fig. 50), mientras con el CA 19.9
de manera aislada el AUC es de 0.862.
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Figura 50: Curvas ROC. CA 19.9 (Rojo) comparado con la combinacion de los pardmetros (CA
19.9+CEA+ST3Gal IV+ Glasgow Prognostic Score (Azul) cuando se compara PDAC con el resto de grupos.
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Lo que se observa en ambos casos es que cuando se incluye el Glasgow score en la
combinacion de parametros, se obtiene una mejora en la precisién diagndstica (AUC)

(Tabla 14).

El Unico inconveniente es que la metodologia utilizada para la determinacién de
niveles de expresion de sialiltransferasas es muy laboriosa y hay que tener mucha
precaucion en la recogida y mantenimiento de la muestra ya que el mRNA es muy labil
por la presencia de RNAsas del plasma y el método utilizado para su determinacion no

estd estandarizado.

Seria bueno encontrar un método automadatico de obtencion de mMRNA de
sialiltransferasas en plasma para poder mejorar el diagndstico de adenocarcinoma

pancreatico de manera rutinaria en los laboratorios asistenciales.

Debido a la complejidad de la obtencién de mRNA en plasma, se planteé la posibilidad
de obtener mejora diagndstica si a la combinacién con CEA, CA 19.9 se le afiade el
Glasgow score (Tabla 14), pero los valores obtenidos no mejoraron a la combinacién

CA 199y CEA.

IV.3 Combinacion con IGF-l e IGFBP3

Como se ha comentado en el Capitulo Ill se observan valores de IGF-1 e IGFBP3
disminuidos de manera significativa en adenocarcinoma pancreatico y en tumores de
la zona periampular respecto a controles y pancreatitis crénica. Por ello se planted
utilizar como herramienta diagndstica los valores de IGF-1, péptido C, IGFBP3
combinados con el marcador utilizado actualmente para el seguimiento, el CA 19-9.

Para ello se ha utilizado el grupo de pacientes de la segunda parte del estudio (n=81).

La comparacion de los niveles de IGF-I y IGFBP3 entre PDAC y el resto de grupos
muestra diferencias significativas (p=0.001). También existen diferencias entre
pancreatitis cronica y adenocarcinoma ductal de pancreas (p=0.000). Para valorar la

utilidad de estos tests se determiné el AUC como medida de la precisién diagnodstica.

Cuando se combind CA19.9, IGF1 e IGFBP3 de diversas maneras, para diferenciar
adenocarcinoma pancredtico y el resto de grupos, los valores obtenidos de sensibilidad

y especificidad fueron bajos, ya que en el grupo de otras neoplasias de la zona
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periampular los valores de IGF-l y IGFBP3 disminuyen al igual que en adenocarcinoma
de pancreas. Sin embargo como se muestra en la Tabla 15 realizando las
combinaciones de CA19.9; CEA e IGF1 se puede mejorar el diagndstico diferencial

entre pancreatitis cronica y adenocarcinoma pancreatico.

Sensibilidad Especificidad VPP VPN AUC

CA19.9 87.8 91.7 97.3 68.8 0.884
CEA+CA 19.9 90.2 91.7 97.4 73.3  0.923
CA19.9 + IGF-I 85.4 100 100 66.7 0.943
CA19.9 + IGF-1 + CEA 87.8 100 100 70.6  0.959
CA19.9 + IGFBP3 82.9 100 100 63.2 0.941
CA19.9 + IGFBP3 + CEA 85.4 100 100 66.7 0.951

Tabla 15: Caracteristicas como marcador para el diagndstico de pacientes con adenocarcinoma de pancreas
respecto pancreatitis cronica cuando se combina con IGF-I1 y IGFBP3 con otros parametros y comparado con CA 19.9
y CA 19.9+CEA.

En particular, los mejores valores para diferenciar entre adenocarcinoma pancreatico y
pancreatitis crénica se obtienen para la combinacién CA 19.9 +CEA+IGF-I: sensibilidad
del 87.8% vs. CA 19.9+CEA que es del 90.2, una especificidad del 100% vs. CA 19.9+CEA
que es de 91.7 y en cuanto a la precision diagndstica AUC 0.959 (CA 19.9+CEA= 0.923)
(Figura 51).
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Figura 51: Curvas ROC. CA 19.9 (Rojo) comparado con la combinacién de los pardmetros (CA 19.9 + CEA +
IGF-1) (Azul) cuando se compara PDAC con PC.
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Mediante el paquete informatico R con el cual se realizaron los calculos de curvas ROC
se estimd un modelo lineal generalizado (GLM), con respuesta binomial, que nos
diferencia entre pancreatitis crénica y cancer de pancreas. En este modelo se han
incluido los pacientes PC y PDAC del segundo grupo del estudio. En particular, a partir
del modelo se estimaron los siguientes cut-offs: IGF-1 127 ng/ml; CA 19.9 65.5 U/mly
CEA 2.4 ng/ml. A partir de ellos se puede calcular la probabilidad para nuevos
pacientes de ser diagnosticados de PC o PDAC. Si la probabilidad es mayor o igual a
81.9 (punto en el que se obtenia la maxima sensibilidad y la maxima especificidad) el
paciente se clasifica como PDAC con una sensibilidad de 87.8%, en cambio si la

probabilidad es inferior a 81.9% se clasifica como PC con un 100% de especificidad.
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MRNAS en plasma: alfa2,3-sialiltransferasas

Existen estudios que demuestran la presencia de acidos nucleicos libres detectables en
plasma y que estos dacidos nucleicos se encuentran en mayor concentracién en
pacientes con enfermedades malignas que en controles sanos (ver introduccién apart.
4). Estudios que se basan en la determinacion de DNA, en la deteccion de mRNA o en
la deteccién de microRNAs. Este prometedor campo de la oncologia ha ido creciendo
desde 1994, cuando se detectaron fragmentos mutados del gen RAS en sangre de
pacientes con cancer, hasta la actualidad, pudiéndose encontrar en numerosos tipos

de cancer (Schwarzenbach 2011).

Cuando se revisa la bibliografia relacionada con la presencia de acidos nucleicos libres
en plasma de pacientes oncoldgicos, se observa que el adenocarcinoma pancreatico es
el tipo de cancer que aparece en un menor numero de estudios. Este hecho puede
sorprender, ya que debido a la baja tasa de supervivencia y su mal prondstico, es
necesario obtener un marcador especifico que sirva para el screening de esta patologia

maligna.

Estudios existentes relacionados con el adenocarcinoma pancredtico detectan DNA
libre en plasma determinando: la integridad (Umetani, 2006); las mutaciones (Castells,
1999) o la metilacion (Melnikov, 2009; Liggett, 2010) del mismo, pero no existen

estudios que determinen la expresion de genes en plasma.

A pesar de los conocimientos previos que muestran que la glicosilacion alterada esta
asociada al cancer, y que la expresion de mRNA de las enzimas responsables de la
glicosilacion esta alterada en cancer (Dube y Bertozzi, 2005), no se ha encontrado
ningun estudio que evalule la expresién de glicosiltransferasas en plasma de pacientes
con adenocarcinoma pancreatico. Por ello, en esta Tesis se planted determinar la

expresion de los genes de las alfa2,3-sialiltransferasas ST3Gal lll y ST3Gal IV en plasma.

En la serie de 54 pacientes de la primera parte del estudio, cuando se valoré la
expresion de las alfa 2,3-sialitransferasas (como presente o ausente), no se detecto la
presencia de mRNA de ninguna de estas sialiltransferasas en plasma de controles
sanos, observandose diferencias significativas entre controles y adenocarcinomas

pancreaticos, al igual que ocurre con los respectivos genes y canceres analizados en los
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estudios de Kopreski 1999, Chen 2000, Fleishhaker 2001, Novakovic 2004, Leelawat
2006, Garcia 2007; Garcia 2009. En otros estudios en cambio, los genes estudiados si
se detectan en controles sanos, pero se expresan en menor proporcion que en cancer,
por ejemplo la B-Catenina en cancer de colon se expresa en el 84% de los controles
(Wong 2004); el Bmi-1 en el 55 % de los controles y en el 43.2% de los pacientes (Silva
2007); en cancer de colon se expresa el VEGF-A en el 45% de los controles sanos

(Garcia 2008).

Los resultados obtenidos indican que la ausencia de mRNA de sialiltransferasas
descartaria un proceso maligno con alta probabilidad, tanto de PDAC como de otros

canceres gastrointestinales.

Es interesante ademds destacar las diferencias significativas que se obtienen entre los
grupos que realmente nos interesan como diagndstico diferencial: pancreatitis cronica
y adenocarcinoma pancreatico (p=0.004), cuando se valora presencia o ausencia de
ST3Gal lll, ya que el 6% de pacientes que son intervenidos quirdrgicamente por
sospecha de adenocarcinoma pancreatico presentan lesiones focales de pancreatitis
cronica (Liggett 2010; van Gulik 1999), que no se pueden diferenciar por técnicas de
imagen. La diferenciacién entre patologias malignas y benignas en otros tipos de
cancer gastrointestinal, también se ha descrito mediante el analisis de los niveles de
expresion de telomerasa (MRNA en suero); en particular Leeelawat en 2006 en
colangiocarcinoma fente a enfermedades benignas del tracto biliar, Chen en el 2000 en
cancer de mama vs. controles y patologias benignas de la mama y Miura en 2005 en

hepatocarcinoma vs. patologias hepaticas cronicas.

Aunque es necesario estudiar las caracteristicas de sensibilidad y especificidad de los
niveles de ST3Gal Il y ampliar el estudio con mayor nimero de pacientes, los niveles
de ST3Gal Ill también diferencian de manera significativa entre pancreatitis cronica y
adenocarcinoma de pancreas (p=0.036). La presencia en plasma de ST3Gal llI
normalizado respecto a actina a valores superiores de 0.19 de cDNA se asocia a
adenocarcinoma de pancreas con una sensibilidad del 85.7% y una especificidad del
53.3%, aunque son valores que no permiten que pueda ser utilizado como marcador

diagndstico Unico del adenocarcinoma de pancreas.
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En cuanto a la asociacién de los niveles de los genes estudiados con los parametros
clinicos del grupo de pacientes con adenocarcinoma pancreatico, solo se encontraron
diferencias entre los niveles de mRNA de ST3Gal lll en estadios iniciales de la
enfermedad (I+Il) versus a estadios mas avanzados con metastasis (Estadio V). Este
resultado es importante, ya que en el momento del diagndstico aproximadamente tan
solo un 20% de los pacientes con adenocarcinoma pancreatico son considerados
candidatos para cirugia, y de ellos sélo a la mitad de los casos se les puede realizar
reseccion con éxito (Benson, 2007). Como en el 80% de los pacientes no se puede
realizar estudio anatomopatolédgico del tumor para saber el estadio en el cudl se
encuentra el paciente, valores de ST3Gal Il superiores a 0.785 podrian ser indicativos
de estadios avanzados con una sensibilidad de 60.0% y especificidad de 100%,
obteniendo informacién complementaria a los estudios de imagen. No obstante seria

necesario ampliar el estudio con mayor nimero de pacientes.

La determinacidon de los niveles de ST3Gal Il se podria utilizar en combinacién con los
marcadores que actualmente se utilizan en el seguimiento de pacientes con
adenocarcinoma pancreatico como el CA 19.9. Ello podria mejorar la capacidad como
marcador del CA19.9, ya que éste también aumenta sus niveles en patologias
inflamatorias benignas, fundamentalmente pancreatitis crdnica, lo que limita su
utilidad como marcador independiente. En este sentido, en los 54 pacientes de la
primera parte del estudio, la combinacion de CA19.9, CEA y ST3Gal Il supuso un
aumento de la precisién diagndstica para discriminar el grupo de PDAC del resto (AUC
de 0.906), asi como también la combinacién de CA19.9, CEA y ST3Gal IV (AUC 0.908),
frente a la combinacidon de CA19.9+ CEA (AUC de 0.889). Asi mismo, la determinacién
de otros parametros relacionados con la inflamacién permitié una mejora diagnodstica
cuando a las agrupaciones anteriores (CA19.9, CEA y ST3Gal Ill, y CA19.9, CEA y ST3Gal
IV) se les afiadid el Glasgow prognostic score. Se mejord la precision diagndstica AUC
que pasé a 0.921 y 0.932 respectivamente. Estos resultados son mejores a los
obtenidos por Koopman en 2004 cuando combind CA 19.9 y MIC-1 en los que obtuvo
una AUC de 0.87 (Koopman, 2004), aunque en este estudio el nimero de pacientes fue

mayor.
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Cuando se compara el grupo de pancreatitis créonica (n=15) y el de adenocarcinoma
pancreatico (n=21), que son las patologias que presentan dificultades para realizar un
diagndstico diferencial, los mejores resultados se obtienen cuando se combinan CA
19.9, CEA, ST3 Gal Il y Glasgow prognostic score con una sensibilidad de 90.5%,
especificidad de 100% y AUC 0.983; resultados que mejoran los obtenidos por
Koopman en 2006 cuando compara estas patologias, utilizando el marcador MIC-1 con
los que obtuvo sensibilidad de 90% especificidad de 44% y AUC 0.81 (Koopman, 2006),

aungue en este estudio la cohorte de pacientes fue también mayor.

Como el cédncer es un proceso multifactorial, las mejoras arriba descritas pueden ser
debidas a que con la combinacién de estos pardametros se valoran distintas
caracteristicas asociadas a las neoplasias como la inflamacién (Glasgow score),

glicosilacion alterada (genes de sialiltransferasas) y marcadores tumorales clasicos.

El Unico inconveniente que presenta la metodologia utilizada para la determinacién de
niveles de expresion de sialiltransferasas, es su complejidad-siendo necesaria mucha
precauciéon en la recogida y mantenimiento de la muestra, ya que el mRNA es muy
[abil. Seria bueno encontrar un método automatico para la obtencién de mRNA de
sialiltransferasas en plasma, para poder mejorar el diagndstico de adenocarcinoma

pancreatico de manera rutinaria en los laboratorios asistenciales.

IGF-1 e IGFBP3

La determinacidn de los niveles séricos del factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1) y
su proteina de unién en suero IGFBP3, mostré en el grupo de 81 pacientes de la
segunda parte del estudio, que los pacientes de neoplasias, tanto de pancreas (n=41)
como otras neoplasias gastrointestinales (n=13), presentaban valores de IGF-1 e
IGFBP3 significativamente inferiores a los de los controles (n=15) y a los de las
pancreatitis crénicas (n=12). Los niveles disminuidos de IGF-I en adenocarcinoma de
pancreas podrian explicarse por el bajo estado nutricional de estos pacientes (Bing,
2005), como se observo al detectar niveles inferiores de prealbimina. También se
describid correlacion entre IGF-1 y la proteina C-reactiva, ya que la activacion de la

fase aguda esta relacionada con el mecanismo que interviene en la pérdida de peso,
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producida en los estados catabdlicos como el cancer (Bachmann, 2009). En cambio, el
molar ratio que nos informa del IGF-I biolégicamente activo, es similar en
adenocarcinoma pancreatico respecto a controles sanos, lo que indica que, a pesar del
estado catabdlico del adenocarcinoma pancreatico con concentracion plasmatica

disminuida de IGF-I, un elevado porcentaje del IGF-I es biolégicamente activo.

El estudio de la utilizacion de IGF-I e IGFBP3 en combinacion con CA 19.9 y CEA para
mejorar la precision diagndstica en la diferenciacién de pancreatitis crénica vy
adenocarcinoma ductal de pancreas, mostré que la combinacion CA 19.9, CEA, IGF-I|
proporciona un AUC de 0.959, sensibilidad de 87.8, especificidad del 100%, valores
superiores al CA 19.9 (AUC 0.884, sensibilidad de 87,8, especificidad del 91,7%).

A partir del modelo lineal generalizado (GLM) que se obtuvo de la curva ROC
combinando CA 19.9, CEA, IGF-I y que permite clasificar los pacientes segun el valor de
probabilidad calculado por el modelo: por encima de 81.9 como PDAC , con una
sensibilidad de 87.8%, y por debajo de 81.9 como PC, con un 100% de especificidad;
éste se aplicd a nuevos pacientes incorporados recientemente al estudio. En particular,
de 7 pacientes de los cuales tres eran PC y cuatro PDAC, el GLM calculd unas
probabilidades de 72.5, 40.4 y 20.8 para las PC, con lo que se clasificaron
correctamente, y probabilidades de 100, 100, 100, 100, para los cuatro PDAC, con lo
gue también se clasificaron correctamente. Ello muestra que este modelo facilita el

diagnostico diferencial entre PDACy PC.

La combinatoria de marcadores utilizados de rutina en clinica, como son el IGF-1, CEA
y CA19.9, abre una via para mejorar el diagndstico diferencial entre el adenocarcinoma
pancreatico y la pancreatitis crénica, aunque el nimero limitado de pacientes requiere
una mayor cohorte para validar los resultados obtenidos y para verificar su utilidad

clinica.
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La expresion en plasma de las a2,3 sialiltransferasas ST3Gal Il y ST3Gal IV se
detectd en pacientes con cancer pero no en controles, por lo que éstas
determinaciones podrian ser utiles para la diferenciacion de estos dos grupos.
En cambio, no se pueden utilizar como marcadores independientes de
diagndstico de adenocarcinoma pancreatico, ya que también se detecté mRNA
de estas enzimas en pacientes con pancreatitis cronica y otras neoplasias del

tracto gastrointestinal.

Los marcadores de fase aguda estan aumentados en pancreatitis aguda, debido
a que en esta patologia la inflamacion es mas pronunciada que en el resto de
grupos en los que se observo inflamacion sostenida. Sin embargo, cuando se
valoré la respuesta inflamatoria sistémica mediante el Prognostic Glasgow
score, se encontraron diferencias entre PDAC y el resto de grupos: controles,

pancreatitis cronica y otras neoplasias gastrointestinales.

La combinatoria de los niveles de las a2,3 sialiltransferasas, Glasgow Pronostic
score, CA19.9 y CEA supuso una mejora en la precision diagndstica del PDAC
frente a los niveles de CA19.9, sélo o combinado con CEA. Sin embargo la
dificultad metodoldgica para aplicar la determinacion de las 2,3
sialiltransferasas de rutina en un laboratorio clinico dificulta el posible uso de

esta combinacion de marcadores.

En la determinacién en suero de marcadores relacionados con la insulina y el
eje GH-IGF se observaron niveles mas bajos de IGF-l y IGFBP3 en pacientes con
cancer debido probablemente a un proceso multifactorial como: resistencia a la
GH asociada a procesos catabdlicos, pérdida de peso asociada a la respuesta de
fase aguda sistémica, y al inicio de desnutricion de estos pacientes asociado a la

ictericia obstructiva.

La mejor combinacién de marcadores para mejorar el diagnodstico del
adenocarcinoma pancreatico versus pancreatitis cronica se obtuvo al combinar
el CA 19.9, el IGF-1 y el CEA, logrando una especificidad del 100% vy sensibilidad
del 87,8%, lo que perrmitié clasificar correctamente el 100% de las muestras de

pancreatitis cronicas analizadas.
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ANEXO 1
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DE ENZIMAS IMPLICADOS EN PROCESOS DE
INVASION Y METASTASIS EN CARCINOMAS HUMANOS.

HOSPITAL UNIVERSITARI Dr. JOSEP TRUETA DE GIRONA
NOMBRE DEL INVESTIGADOR: M2 JOSE FERRI IGLESIAS
TELEFONO DE CONTACTO: 972-940228 (Laboratorio Hospital Dr. Josep Trueta)

Estimado Sr.,

Su Doctor le ha solicitado participar en un estudio de un nuevo marcador para el

adenocarcinoma pancredtico que serviria para mejorar el diagndstico de ese tipo de tumor.

El siguiente formulario le informard de los procedimientos a seguir, si tiene cualquier pregunta

no dude en contactar con su Doctor.
Antecedentes

Actualmente existe un marcador para los canceres de origen gastrointestinal llamado antigeno
carbohidratado 19.9 o CA 19.9 que es facilmente detectable en suero. Sin embargo dicho
marcador no es suficientemente especifico ni sensible para el adenocarcinoma pancreatico y
no se detecta en etapas iniciales de la enfermedad (Warshaw y Fernandez Del Castillo, 1992),
lo que motiva la busqueda de nuevas sustancias que puedan ser Utiles en el diagndstico del

adenocarcinoma pancreatico

El objetivo de este estudio es mejorar el diagndstico del adenocarcinoma pancreatico, poder
detectarlo de manera precoz para poder aplicar el tratamiento adecuado lo antes posible. Para

ello se quiere detectar un nuevo marcador del adenocarcinoma pancreatico.

Se necesita suero de pacientes con adenocarcinoma de pancreas, de pacientes con
pancreatitis cronica y suero de pacientes control. Se compararan los resultados obtenidos del

marcador en los 3 grupos de pacientes.

A todos los pacientes que participen en el estudio se les realizard una extraccién de sangre

para evaluar el nuevo marcador.
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Si usted es seleccionado para participar en el estudio y decide participar, ayudara a comprobar si el
nuevo marcador en estudio puede ser efectivo, sensible y especifico para un diagndstico precoz y

poder distinguir de manera mds segura y facil una patologia benigna de una maligna

Usted podra ser seleccionado si cumple los criterios de inclusidon, que dependeran de la

evaluacion que su doctor efectuara de su historial clinico y de su propia decision de participar.

Riesgos v efectos secundarios:

No existe ningun riesgo para usted ni ningln efecto secundario, ya que sélo se le extraerd
sangre para poder realizar las analiticas correspondientes y validar la utilidad del marcador

tumoral.

Posibles beneficios de su participacidén en el estudio:

Usted no obtendra beneficios del estudio, pero en cualquier caso usted no se vera perjudicado
por participar. Su participacidon podra servir para desarrollar un nuevo método diagndstico y en

un futuro muchos otros pacientes podrian beneficiarse de los resultados.

Participacién voluntaria

Su participacién en el estudio es totalmente voluntaria. Usted puede decidir no participar sin
ninguna penalizacidn ni pérdida de beneficio al que tendria derecho en este centro. Si retira su
consentimiento de participacién en el estudio antes de que el investigador haya finalizado el

EStUdiO, no se procesarén Ssus muestras.

Tratamiento de la muestra:

Las muestras de sangre se guardaran a -802C hasta su posterior procesamiento.

Las muestras se identificaran con un ndmero, que se ird anadiendo secuencialmente

manteniendo el anonimato del paciente. SAlo se conocera a qué grupo pertenece.

lleva acento del Hospital Universitari Dr. Josep Trueta.

Si en cualquier momento usted decide que no quiere continuar participando en el estudio, se
podra poner en contacto con la investigadora principal del estudio, Sra Ferri, y se procedera a

la inmediata eliminacion de las muestras.
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Confidencialidad

Toda la informacion médica utilizada durante el estudio serd tratada con extrema

confidencialidad, sin desvelar en ningin momento su nombre y apellidos.

Sus datos serdn objeto de tratamiento disociado, de modo que la informacién que se obtenga
no pueda asociarse a persona identificada o identificable. Durante la realizacién del estudio, se
le garantiza el estricto cumplimiento de la Ley 15/1999, de 13 de diciembre de Proteccion de
Datos Personales. El investigador, cuando procese y trate sus datos, tomard las medidas
oportunas para protegerlos y evitar el acceso a los mismos de terceros no autorizados. A usted
solo se le identificard con un cédigo y con el nimero del estudio. Su nombre o identidad no

aparecera en ningun informe, resultado o publicacién relacionada con el estudio.

Retirada del estudio

Usted puede anular su participacién en el estudio en cualquier momento, a través de una
notificacidon por escrito al investigador principal. Si usted anula su consentimiento, su muestra
de sangre sin procesar serd eliminada por el investigador principal. Sin embargo, la anulacidon
del consentimiento no afectara a los usos ni divulgaciones previas y su informacion médica

previa, no sera eliminada de los registros del estudio.

El presente protocolo de estudio ha sido revisado por el Comité Etico del Hospital Universitario

Dr. J. Trueta de Girona.

Esperamos que después de leer este formulario, Usted estara suficientemente informado
sobre los procedimientos del estudio. Su médico le contestard a cualquier pregunta o duda

relacionada con este proyecto de investigacion.
Muchas gracias.

Firma del médico Fecha.
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ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DE ENZIMAS IMPLICADOS EN PROCESOS DE
INVASION Y METASTASIS EN CARCINOMAS HUMANOS.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

DON/DOM@ ettt eeeeeeee st eeeeeeeee s eeeeeeaessreeeeseea , manifiesta que ha sido informado
sobre los beneficios que podria suponer la extracciéon de un volumen adicional de mi
sangre para cubrir los objetivos del proyecto: ESTUDIO DE EXPRESION GENICA DE
ENZIMAS IMPLICADOS EN PROCESOS DE INVASION Y METASTASIS EN CARCINOMAS

HUMANOS. Para asi poder mejorar el diagndstico de enfermedades del pancreas.

He sido informado de los posibles efectos adversos que la extraccién de sangre puede

tener sobre mi salud y bienestar.

He sido informado que mis datos personales seran protegidos de acuerdo con la Ley

Organica Reguladora de esta materia y no serdn usados sin mi consentimiento previo.

Comprendo que podré retirar libremente mi consentimiento en cualquier momento, a

través de una notificacidn por escrito al investigador principal.

Comprendo que si anulo mi consentimiento, mi muestra de sangre sin procesar serd
eliminada por el investigador principal. Sin embargo, la anulacién del consentimiento
no afectara a los usos ni divulgaciones previas y su informacidon médica previano sera

eliminada de los registros del estudio.

Tomando esto en consideracion, Otorgo mi CONSENTIMIENTO a que esta extraccion

tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en este proyecto.
Presto libremente mi conformidad a participar en el estudio.

Girona, ...... de ... de 20..

Firma del participante
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