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Resumen

INTRODUCCION: Los tumores de pancreas y vias biliares en general se diagnostican en una etapa
avanzada, cuando las opciones curativas son escasas, lo cual se traduce a altas tasas de mortalidad. La
reseccion completa es la Unica cura, pero sélo un pequefio porcentaje de pacientes presentan enfermedad
en estadio temprano al diagndstico. Por otro lado, entre los pacientes que se someten a cirugia curativa,
tasas de recurrencia son extremadamente altas. En el momento actual no se dispone de un tratamiento
sistémico claramente efectivo mas all& de la primera linea y esto hace que nuevos estudios de investigacién
relacionados a la biologia molecular que pueda definir nuevas lineas de tratamiento dirigido sea una
necesidad de urgencia en este contexto.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de las diferentes alteraciones moleculares en tumores de via biliar y
pancreas y estudiar si existe relacién entre la mutacion hallada y la sobrevida de los pacientes.

Evaluar el factor prondstico de las variables de laboratorio al diagndstico.

MATERIAL Y METODOS: Estudio retrospectivo y descriptivo, en el que se incluyeron 110 pacientes con
diagndstico de tumores de vias biliares o pancreaticos, evaluados por el equipo de la unidad de tumores
digestivos del Hospital 12 de octubre entre febrero 2019 hasta el mes de julio del 2020.

RESULTADOS: Se incluyeron 64 pacientes con diagnostico de tumor de pancreas y 46 con tumores de
vias biliares, la edad media fue de 61 afios, el 43% de los pacientes se diagnosticé en estadio 1V de la
enfermedad, la sobrevida para los pacientes con tumores de pancreas en el periodo metastasico fue de 20
meses, 25 meses para los pacientes con tumores biliares. P53, K- ras, CDKN2A y SMAD fueron las
mutaciones mas frecuentemente encontradas en tumores de péancreas, ARID1A, FGFR e IDH en
colangiocarcinoma intrahepatico, P53 k-ras y CDKN2A en tumores extrahepaticos. Al investigar acerca de
factores prondsticos, la hemoglobina y albdmina alterada al diagnostico fueron parametros con resultados
estadisticamente significativos en relacion con la sobrevida.

CONCLUSIONES: Los avances recientes han aclarado las caracteristicas genéticas y moleculares de
tumores biliopancreéaticos y ofrecen el potencial para el diagndstico de base molecular de los mismos. Sin
embargo, la aplicabilidad clinica de la mayoria de los marcadores existentes es limitada debido a una falta
de sensibilidad y especificidad adecuadas; se requieren estudios adicionales para validar y confirmar la
utilidad clinica de algunos marcadores prometedores. Los valores de hemoglobina y albumina al
diagndstico podrian ser utilizados como factores prondsticos en pacientes con tumores pancreaticos.

Palabras claves: cancer de pancreas, colangiocarcinoma, mutaciones moleculares, factores
prondsticos.
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Abstract

INTRODUCTION: Pancreatic and bile duct tumors are generally diagnosed at an advanced stage, when
curative options are scarce, which translates into high mortality rates.

Complete resection is the only cure, but only a small percentage of patients have early- stage disease at the
time of diagnosis. Moreover, among patients who undergo curative surgery, recurrence rates are extremely
high. At present, there is no clearly effective systemic treatment beyond the first line and this makes new
research related to molecular biology that can define new lines of targeted treatment an urgent need in this
context.

OBJECTIVE: To determine the frequency of the different molecular alterations in tumors of the bile duct
and pancreas and to study if there is a relationship between the mutation and the survival of patients.
Additionally, to evaluate the prognostic factor of laboratory variables at diagnosis

MATERIAL AND METHODS: Retrospective and descriptive study, which included 110 patients with a
diagnosis of tumors of the bile duct or pancreas, evaluated by the team of the digestive tumors unit of
Hospital 12 de Octubre between February 2019 and July 2020.

RESULTS: 64 patients with diagnosis of pancreatic tumor and 46 with bile duct tumors were included, the
mean age was 61 years, 43% of the patients were diagnosed in stage 1V of the disease, the survival for
patients with pancreatic tumors in the metastatic period was 20 months, 25 months for patients with biliary
tumors. P53, K-ras, CDKN2A and SMAD were the most frequently found mutations in pancreatic tumors,
ARID1A, FGFR and IDH in intrahepatic cholangiocarcinoma, P53 k-ras and CDKN2A in extrahepatic
tumors. When investigating prognostic factors, abnormal hemoglobin and albumin at diagnosis were
parameters with statistically significant results in relation to survival.

CONCLUSIONS: Recent advances have clarified the genetic and molecular characteristics of
biliopancreatic tumors and offer the potential for their molecular- based diagnosis. However, the existing
markers have limited applicability due to a lack of adequate sensitivity and specificity; More studies are
required to validate and confirm the clinical utility of some promising markers. Hemoglobin and albumin
values at the moment of diagnosis could be used as prognostic factors in patients with pancreatic tumors.

Keywords: pancreatic cancer, cholangiocarcinoma, molecular mutations, prognostic factors.

Introduccién

Los tumores del tracto biliar incluyen un grupo curativa, las tasas de recurrencia son
heterogéneo de canceres, estos son el extremadamente altas. En el momento actual no
colangiocarcinoma intrahepatico CCIH, el se dispone de wun tratamiento sistémico

colangiocarcinoma hiliar y el colangiocarcinoma
extrahepatico CCEH, asi como también los
tumores que surgen de la vesicula biliar; mientras
gque anatdmicamente estos tumores estan
relacionados, cada uno de ellos tiene una
patologia molecular propia y esto hace que sean
un grupo con muchas variables que ain merecen
un estudio mas amplio.

Los tumores de péancreas, que actualmente
representan la cuarta causa de muerte relacionada
con céncer en nuestro pais, tienen ciertas
particularidades que comparten con los tumores
de vias biliares especialmente en cuanto al
diagndstico y evolucion.

Se trata de tumores que por lo general se
diagnostican en una etapa avanzada, cuando las
opciones curativas son escasas, lo cual se traduce
en altas tasas de mortalidad.

La reseccién completa es la Gnica cura, pero sélo
un pequefio porcentaje de pacientes presentan
enfermedad en estadio temprano al diagndstico®.
Ademas, entre pacientes que se someten a cirugia

claramente efectivo mas alla de la primera linea?,
esto hace que nuevos estudios de investigacion
relacionados a la biologia molecular que pueda
definir nuevas lineas de tratamiento sea una
necesidad de urgencia en este contexto.

El tratamiento quirdrgico se asocia con alta tasa
de complicaciones y el prondstico continla
siendo malo en los casos resecados, por lo que es
necesario seleccionar bien a los candidatos para
evitar intervenciones quirdrgicas innecesarias®*
La identificacion de factores pronéstico de forma
preoperatoria podria contribuir a mejorar el
tratamiento de estos pacientes, orientando hacia
pautas mas personalizadas en funcién de la
respuesta esperable.

Para pacientes con enfermedad irresecable se
utiliza la quimioterapia paliativa, que ha
demostrado mejorar la calidad de vida, asi como
también una mayor sobrevida en estos
pacientes®®, sin embargo, sabemos que una
minoria de ellos experimentan respuestas
favorables, y pocos logran sobrevivir a largo
plazo. Por lo tanto, el estudio de factores
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pronosticos y la identificacién de nuevos agentes
antitumorales en este contexto es una prioridad.
Las tasas de incidencia de tumores de
biliopancreas son heterogéneas a nivel mundial.
En nuestro pais la tasa de incidencia del cancer
de pancreas es de aproximadamente 4878 casos
anuales, siendo el noveno en frecuencia; por otro
lado, el cancer hepatico (incluyendo tumores
biliares) presenta una incidencia de 2343 casos
por afio. El cancer de pancreas es la cuarta causa
de muerte por cancer tanto en hombres como en
mujeres.

En Espafia’ el cancer de pancreas ocupa el octavo
lugar dentro de los canceres mas frecuentes con
8338 casos reportados en 2020, siendo la tercera
causa de muerte por cancer con 7120 muertes
publicadas en el Ultimo censo; mientras que se
registraron 6595 casos anuales de céncer de
higado, ocupando el noveno lugar en frecuencia,
y se informaron 2975 casos de tumores de
vesicula biliar®,

Para los pacientes con tumores de vias biliares y
de pancreas avanzados, la tasa de supervivencia
a los 5 afios es inferior al 10%; siendo la
supervivencia media menor a 11 meses en ambos
grupos, a pesar de haber recibido tratamiento con
quimioterapia®.

La incidencia aumenta con la edad, presentando
la mayoria de los pacientes edades comprendidas
entre los 50 — 70 afios, con un pico entre la
séptima y octava década de la vida y en relacion
al sexo, es ligeramente mas frecuente en los
varones que en las mujeres?®,

En los altimos afios el avance de la tecnologia ha
permitido un estudio mas amplio genoma lo que
proporciona una nueva vision de la comprension
molecular de tumores, identificando asi posibles
biomarcadores para uso clinico. Ademas,
considerando el limitado beneficio de Ila
quimioterapia convencional en el manejo de
tumores irresecables o metastasico en este
contexto, la identificacion de biomarcadores
especificos ayudard a guiar las terapias
emergentes dirigidas a moléculas y la medicina
personalizada.

La terapia dirigida tiene como objetivo mejorar
la eficacia terapéutica, especialmente en aquellos
pacientes  refractarios a  quimioterapia
convencional en primera linea. Los farmacos que
se utilizan son diferentes a los de la
quimioterapia  tradicional; Este tipo de
tratamiento actla dirigiéendose a dianas o
proteinas especificas que se encuentran en
células cancerosas o en células relacionadas con
el desarrollo del cancer, para ayudar a detenerlo
y evitar la propagacion de la enfermedad.

Entrectinib es un potente inhibidor de las
tirosinas quinasas codificadas por el gen
NTRK1, ROS1y ALK.

Los miembros de la familia de tirosinas quinasas
juegan un papel clave en el desarrollo y
diferenciacion normal de las células, regulando
la supervivencia (o la prevencion de la muerte
celular programada) y manteniendo la funcion de
células en todo el cuerpo. Las alteraciones de las
quinasas ocurren debido a mutaciones genéticas,
sobreexpresion, variantes de empalme vy
reordenamientos de genes, y estan asociados con
varios tipos de cancer en humanos.

Finalmente, estas mutaciones dan como
resultado una quinasa constitutivamente activa
que proporciona la fuerza impulsora para la
transformacion y progresion tumoral a través de
la transmision de sefiales de crecimiento y
supervivencial'-?2,

Objetivos

Determinar la frecuencia de las diferentes
alteraciones moleculares en tumores de via biliar
y pancreas.

Estudiar si existe relaciéon entre la mutacién
hallada y la sobrevida de los pacientes.

Objetivos secundarios
Evaluar el factor prondéstico de las variables de
laboratorio al diagnéstico.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio retrospectivo y descriptivo,
en el que se seleccionaron 110 pacientes con
diagndstico de tumores de vias biliares o
pancredticos, evaluados por el equipo de la
unidad de tumores digestivos del Hospital 12 de
Octubre en Madrid, Espafia.

El punto de partida ha sido el estudio GO40782
(RXDX-101-02) abierto, multicéntrico, global,
en fase 1l que evaluaba la eficacia de Entrectinib
para el tratamiento de pacientes con tumores
s6lidos localmente avanzados o metastasicos que
albergaran reordenamientos en los genes
NTRK1/2/3, ROS1 o ALK.

En todos los pacientes, tejido adicional (en el
momento de la progresién, si era clinicamente
factible y el paciente habia dado su
consentimiento para la biopsia) se utiliz6 para
identificar otros reordenamientos o alteraciones
moleculares que pudieran predecir la actividad
de Entrectinib 'y conocer los posibles
mecanismos de resistencia.

El estado mutacional de los genes NTRK1 / 2/3,
ROS1 y ALK, entre otros, se controlaron en
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acidos nucleicos aislados del plasma utilizando
secuenciacion de préxima generacion.

A partir de ello se ofreci6 a los pacientes
enrolarse para un estudio de secuenciacion
genética con el objetivo de conocer el perfil
genético completo de estos tumores, asi como si
presentaban algunas otras caracteristicas
relevantes como IMS (inestabilidad
microsatelital) y conocer el TMB  (tumor
mutational burden) de los mismos; se incluyeron
pacientes de otros hospitales que fueron referidos
a la instituciéon para evaluar si podrian
considerarse candidatos a ensayos clinicos que se
encontraran disponibles segln su patologia.
Segin la base de datos de pacientes que
accedieron a estudios de secuenciacion genética,
realizamos una revision de las historias clinicas
de aquellos que presentaron diagnéstico de
tumores  biliopancreéticos evaluados entre
febrero 2019 hasta el mes de julio del 2020.

A partir del relevamiento de estas variables se
procede a confeccionar una base de datos en una
planilla de Excel para su posterior analisis.

Para cada paciente se recogieron las siguientes
variables entre otras: genero, edad al momento
del diagnostico, estadio de la enfermedad segln
el sistema de estadificacion tumor, ganglio
linfatico, metéstasis (TNM), fecha del
diagnostico de la enfermedad, origen de la
muestra tumoral (primario vs metastasis), terapia
oncolégica aplicada y numero de lineas de
tratamiento, inclusién en un ensayo clinico,
respuesta obtenida a los tratamientos aplicados,
valores de laboratorio al diagnéstico y fecha de
defuncion o de ultima consulta.

Consideraciones éticas

El trabajo se condujo segln las buenas practicas
clinicas adheridos a los principios de enmienda
de la declaracién de Helsinski y Buenas Préacticas
Clinicas y de acuerdo con la Ley de la Provincia
de Cordoba (Argentina) sobre Investigacién en
seres humanos n°® 9694/09. Se garantizd la
confidencialidad de la informacién segln la Ley
Nacional de Proteccidn de datos personales n°
25326/00.

Andlisis estadistico

El analisis de los datos clinicos y demogréficos
fue expresado como medias y desviacion
estdndar para variables continuas o como
frecuencias 'y porcentajes para variables
categoricas.

Se realiza la descripcion de nuestra poblacion
estudiada mediante tablas y graficas de
frecuencias y porcentajes.

Se utiliz6 el software R-Medic'®. Se calcularon
media y desvio estandar para las variables
cuantitativas y porcentajes para las variables
categoricas.

Se aplico test t o test de Mann-Whitney para la
comparacion de dos grupos. Para analisis de
sobrevida, se calculé mediana y se aplicé Test de
Kaplan -Meier.

Los valores de p &lt; 0,05 fueron considerados
significativos.

Resultados

La poblacion en estudio estaba formada por 110
pacientes, 58 eran hombres y 52 mujeres, con una
media de edad de 61 afios (rango 37-82 afios). De
la totalidad de pacientes 64 tenian diagndstico de
cancer de pancreas, de ellos 35 (55%)
correspondian a tumores de la cabeza del
pancreas, 18 (28%) se localizaban en el cuerpo y
6 (9%) en la cola, de 5 (8%) pacientes no tuvimos
datos de la localizacién tumoral. De los 46
pacientes con diagndstico de tumor de vias
biliares la distribucién segun localizacion era de
CCIH en 25 pacientes (54%), CCEH en 17
(37%), y vesicula biliar en 4 (9%).

Un total de 43 pacientes fueron diagnosticados
en estadio 1V, de estos pacientes 33 eran tumores
de pancreas y 10 de vias biliares. Del total de
pacientes que realizaron tratamiento en etapa
avanzada: 29 (26%) recibieron 1 solo esquema,
24 (22%) pacientes realizaron 2 lineas de
tratamiento y 24 (22%) pacientes 3 lineas 0 mas.
No hay datos de 18 pacientes que siguieron su
tratamiento en otras instituciones. 14 pacientes
fueron incluidos en estudios de ensayo de
primera linea y 17 fueron incluidos a la recaida
en ensayos de segunda linea de tratamiento.

El resto de los datos se resumen en la (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes
incluidos en el estudio, cantidad de pacientes con
mutaciones de TMB y porcentaje de pacientes que
presentaban IMS.

(ref. SD: sin dato, NE: no estudiado.)
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Caracteristicas de la poblacién con
tumor de pancreas

Del total de pacientes solo cinco fueron elegibles
para realizar tratamiento neoadyuvante, en este
contexto el esquema mas utilizado fue
gemcitabina — abraxane en 4 pacientes y
folfirinox (&cido folinico, fluorouracilo 5-FU,
clorhidrato de irinotecan y oxaliplatino) en 1
paciente.

Por otra parte 30 pacientes fueron operados de su
tumor primario y de estos 24 realizaron
adyuvancia, de los cuales 22 presento recaida de
la enfermedad y fueron asignados a terapia de
primera linea de tumores avanzados, los
esquemas de tratamiento mas utilizados en este
escenario fueron folfirinox y gemcitabina-
abraxane.

Del total de pacientes ingresaron a primera linea
de tratamiento dentro de ensayos clinicos 9
pacientes.

Es interesante destacar que de los pacientes que
presentaron recaidas a primera linea, 14 de ellos
fueron asignados a ensayos clinicos y de los que
realizaron quimioterapia de segunda linea los
esquemas gemcitabina-abraxane, folfox (acido
folinico en combinacién con fluoruracilo y
oxaliplatino) 'y folfiri  (fluoruracilo en
combinacion con irinotecan) fueron los
tratamientos mas elegidos.

La cantidad de lineas que realizaron los pacientes
fue variable, la mitad de los pacientes alcanzo a
realizar por lo menos 2 lineas de tratamiento.

Caracteristicas de la poblacién con
tumor de vias biliares

Treinta pacientes de este grupo recibieron como
primera intencién de tratamiento una cirugia, de
estos pacientes solo 16 realizo adyuvancia; y del
total de pacientes operados 20 presento recaida
de la enfermedad dentro del primer afio y fueron
asignados a terapia de primera linea en tumores
avanzados, el esquema de tratamiento mas
utilizado fue platino con gemcitabina.

Del total de pacientes 5 realizaron ensayos
clinicos de primera linea.

De los que presentaron recaida a primera linea de
tratamiento ingresaron a ensayos clinicos de
segunda linea solo 3 pacientes y de los que se
sometieron a quimioterapia el esquema folfox
fue el mas utilizado.

La cantidad de lineas que realizaron los pacientes
fue variable, el 50% de los pacientes realizo 2
lineas de tratamiento.

Clasificaciobn molecular del cancer de
biliopancreas

Actualmente gracias a las nuevas técnicas de
secuenciacion se ha podido profundizar en el
conocimiento de la biologia molecular de los
tumores, y de los trastornos genéticos
acompafantes que originan alteracion del ciclo
celular, aumento de la supervivencia celular,
invasion y metéstasis.

Del total de pacientes estudiados, 65 presentaron
mutacion en el gen supresor de tumores TP53, 62
pacientes en el gen KRAS, 41 en el gen CDKN2
implicado en la regulacién del ciclo celular, 17
mutaciones en SMAD4 y finalmente 12
pacientes tuvieron alguna alteracién en el gen
que interviene en la regulacién de la cromatina
ARID1A. (Figura 1)

De los pacientes evaluados ninguno presento
reordenamientos en los genes estudiados,
NTRK1/2/3, ROS1 o ALK, pasibles de recibir
tratamiento con la droga de prueba
ENTRECTINIB.

mutaciones

TP53 WKRAS MCDKN2 MSMAD MARIDIA

Figura 1. Representacion en porcentaje de las
mutaciones mas frecuentes en tumores de
biliopancreas

Clasificacion molecular de cancer de
vias biliares

En las muestras correspondientes a tumores de
via biliar intrahepética, la alteracion molecular
mas frecuentemente fue la mutacion ARID1A (7
de 17 pacientes, lo que representa
aproximadamente un 40%), con la existencia de
un paciente con la misma mutacién en tumores
de via biliar extrahepético y ninguno en tumores
de vesicula biliar. Las isoformas fueron variadas
sin predominancia de alguna en particular, otras
alteraciones relevantes en este grupo fueron
TP53 que se encontr6 alterado en 5 pacientes,
luego FGFR en 4 pacientes y finalmente IDH en
3 de ellos.

En las muestras de tumores de vias biliares
extrahepéticas la alteracion molecular mas
frecuente fue la mutacion de TP53 en 10
pacientes, representando un 40% del total de
pacientes, luego KRAS en segundo lugar
encontrada en 8 pacientes con una
predominancia importante respecto a CCIH
donde solo 1 paciente tenia un KRAS mutado.
Hubo 7 pacientes con alteracion de genes
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implicados en la regulaciéon del ciclo celular
(5CDKN2A y 2 CDKNZ2B).

En genes relacionados con la reparacién del
ADN hubo 2 pacientes con BRCA mutado y 1
paciente con alteracion ATM.

En las muestras de VB, la alteracion molecular
mas frecuentemente observada fue la mutacion
TP53 en 3 pacientes y en segundo lugar FGFR
que afectaba a 2 pacientes de los 4 que pudimos
reclutar con este tumor (Tabla 2).

Tabla 2. Alteraciones moleculares halladas en
tumores de via biliar segin localizacion del tumor.

Alteracion molecular CCEH |CCH |V | Ntotal
B
Total de pacientes 25 17 4 |46
IDH 0 3 0|3
ARIDIA 1 7 0|8
FGFR 0 4 2|6
PI3K 2 0 0 (2
AKT 0 1 0 (1
PTEN 2 0 0|2
KRAS 8 1 0|9
NRAS 1 1 0 (2
BRAF 0 1 0 (1
MDM 1 0 1|2
REPARACION (BRCA2, ATM, MSH2, 2BRCA| 1ATM| 0 |3
MSHS)
TP53 10 5 3|18

El analisis gendémico muestra alteraciones
especificas en cada localizacion tumoral.

Clasificacion molecular de cancer de
pancreas

La evaluacion de los tumores de pancreas revelo
que la alteracién mas frecuente es la mutacion
KRAS , que se mostro alterada en 53 pacientes
de 64 estudiados , (83%), las isoformas mas
frecuentes fueron G12D en 25 pacientes, G12R
en 11 y G12V en 10 muestras; luego se
encontraron otras mutaciones que se describen a
continuacion en orden de frecuencia: mutacion
TP53 en 45 pacientes , CDKN2A alterado en 25
pacientes, 18 mutados y 7 los; SMAD se
encontro alterado en 11 pacientes sin importancia
significativa de la localizacion del tumor |,
CDKN2B en 7 pacientes, ARID1A se encontro
mutado en 4 pacientes con la misma
predominancia de la mutacion ERBB2, y
finalmente MUTYH en 3 pacientes con tumores
localizados en la cabeza del pancreas. (Tabla 3).

Tabla 3. Alteraciones moleculares halladas en
tumores de pancreas.

Alteracion maolecular CABE | CUERPO|COL (SD | N
ZA A fotal
Total de pacientes 36 17 6 5 64
IDH [1] 1] o 1] 1]
ARIDTA 3mut |0 1dup0 |4
FGFR 1 mut 1 ampl [i] [i] 3
1 mut
PI3K Tmut | 2mut 0 0 |3
M ampl T
AKT 1ampl | 2ampl |0 0 |3
KRAS 3 12 5 5 53
NOTCH K 0 o [0 |1
MET 1 1] o 1] 1
MDM 1ampl |0 0 o 1
REPARACION (BRCA2, ATM, | 1 brca 1 brea 1am| 0 4
MSH2, MSH8) 3am T
TP53 27 13 2 3 45

Resultados de sobrevida

La supervivencia global (SG) fue de 30 meses
para todos los pacientes. La mediana fue de 25
meses para los pacientes con tumores de
pancreas y de 34 meses para los tumores de vias
biliares. No se obtuvieron datos de sobrevida de
8 pacientes.

La supervivencia del periodo metastasico fue de
20 meses para todos los pacientes, 14 meses para
pacientes con tumores de pancreas y 25 meses
para colangiocarcinoma.

La sobrevida libre de progresion (SLP) a la
primera linea de quimioterapia fue de 4 meses
para todos los pacientes.

En tumores de vias biliares la SG en funcion de
la localizacion anatdmica fue la siguiente: 25
meses en el grupo de CCIH, 34 meses en el grupo
de pacientes con CCEH. La SG en relacién con
las mutaciones halladas no fue estadisticamente
significativa para los tumores de vias biliares.
En tumores de Pancreas se obtuvieron datos de
sobrevida de los pacientes en relacién con
mutaciones de KRAS y TP53 que fueron las mas
frecuentes, teniamos datos de 50 pacientes con
kras mutado entre los cuales hubo 22 pacientes
fallecidos (44%), con una mediana de sobrevida
de 25 meses. Entre los pacientes que no
presentaban esta mutacion solo el 28% habia
fallecido al informar los resultados de nuestro
trabajo. (Figura 2)

Analisis Kaplan-Meier

Probabilidad de Sobrevida

KRAS

— no mutado

T
20 40 80 80 mutado

Tiempo

Figura 2. Sobrevida de pacientes con KRAS mutado
en tumores de pancreas
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Respecto a los datos de sobrevida de pacientes
con cancer de pancreas y mutacion de tp53
teniamos datos de 42 pacientes, exactamente el
50% de los pacientes mutados habia fallecido,
con una mediana de sobrevida de 23 meses;
mientras que entre los 14 pacientes que no
presentaron la mutacion solo hubo 2 exitus
(14%) durante un seguimiento de 30 meses.
(Figura 3)

Analisis Kaplan-Meier

i A — o
si

Probabilidad de Sobrevida

P53

--no mutado

Tiempo --mutado

Figura 3. Grafico de sobrevida de los pacientes con
mutaciones de TP53 en tumores de pancreas.

Se analiz6 también el comportamiento de la
poblacion que presento mutacion ARID1A en
tumores de pancreas, donde obtuvimos 25
pacientes que tenian la mutacion y de los cuales,
11 fallecieron, que corresponderian a un 44% con
una mediana de sobrevida de 23 meses, sin
diferencia significativa con los pacientes que no
presentaron esta alteracion genética de los cuales
el 40% presento exitus con una mediana de
sobrevida de 25 meses.

Relacion entre valores de laboratorio al
diagnostico y su utilizacion como
factores pronésticos

Se analizaron valores de hemoglobina,
neutrdfilos, linfocitos, LDH, FAL, albumina y
bilirrubina, también se incorpord a estos datos los
valores de marcador tumoral CA

19.9 que tenian los pacientes al diagnostico y se
investigo si estas variables se relacionaban o no
con la sobrevida.

Respecto a los resultados que se obtuvieron
pudimos observar que en tumores de pancreas
cuando los pacientes tenian una hemoglobina
menor a 12 g/dl al diagnéstico presentaron una
sobrevida menor que aquellos que tenian
hemoglobina dentro de valores normales. El
valor de p 0.01. (Figura 4)

3mp 0,01

Hemoglobina
< 11g/dl

— 11-17g/d|

Analisis Kaplan-Meier

Fred i Sobrevels

Figura 4. Curva de supervivencia en relacion a la
hemoglobina

Otro hallazgo interesante fue relacionado con los
valores de albumina en la cual se analizdé la
sobrevida de aquellos que se encontraban dentro
del rango normal entre 3.4 a 5.4 g/dL o por
debajo de estos valores, y se encontré6 una
diferencia significativa respecto a la sobrevida de
ambos grupos, aquellos que tenian valores por
debajo de lo normal habian fallecido el 100% al
momento del andlisis, con un valor de p
significativo de 0.04. (Figura 5)

Andlisis Kaplan-Meier

S5G 16,2m vs 43,83m p 0,04

0.8

Albumina

06

JETS— - <3,4g/d|

04

————— 3,4-5,4g/dl

Probabilidad de Sobrevida

Tiempo.
Figura 5. Curva de supervivencia en relacion a la
albumina.

Valores de laboratorio y sobrevida en
tumores de vias biliares

En el anélisis de sobrevida de tumores de vias
biliares en relacién con pardmetros de laboratorio
al diagnéstico de la enfermedad, no se alcanzé la
mediana de sobrevida de los pacientes al realizar
el analisis final de este trabajo, por lo que en este
estudio no podemos concluir si estas variables
tendrian implicancias significativas en la
sobrevida.

Descripcién de la poblacion que
participo en ensayos clinicos

Del total de pacientes 31 participo en ensayos
clinicos para tratamiento de su enfermedad, 8 de
los pacientes que presentaban diagnéstico de
tumores de via biliar y 23 en ensayos para
pacientes con tumores de pancreas.
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En referencia a los pacientes con tumor de vias
biliares, se estudia principalmente la asociacion
de quimioterapia con inhibidores de TKI o
anticuerpos monoclonales.

En pacientes con tumores de pancreas, en
primera linea existen multiples trabajos en curso,
que estudian terapias dirigidas a claudinas,
STAT 3, mesotelinas como asi también se
encuentran en curso estudios con inhibidores de
ciclinas en combinacién con quimioterapia; en
segunda linea los estudios se dirigian a la
utilizacion de anticuerpos  monoclonales
asociados 0 no con quimioterapia.

Estrategias terapéuticas dirigidas contra
alteraciones moleculares especificas

Diferentes estudios han investigado la
combinacion de diferentes agentes
quimioterépicos con terapias moleculares, pero
lamentablemente gran parte de estos ensayos no
han sido exitoso, sin embargo, gracias a un
conocimiento mas profundo de las vias de
sefializacion involucradas en los tumores de
biliopancreas, en el momento actual estan en
desarrollo nuevos farmacos dirigidos con
resultados prometedores.

Discusién

El paradigma para el manejo del cancer de
pancreas metastasico no ha cambiado en las
Gltimas décadas y la quimioterapia citotdxica
sigue siendo el pilar del tratamiento. A pesar del
hecho de que la medicina de precision representa
un cambio potencial en la forma en que se tratan
los canceres, su uso esta limitado en el cancer de
pancreas y vias biliares por la baja frecuencia de
objetivos accionables asociados a este tipo de
tumores.

Hace mas de dos décadas, la gemcitabina fue
aprobado como terapia estandar para el cancer de
pancreas  metastdsico, con una  mejor
supervivencia general y beneficio clinico
(control del dolor local y un perfil de seguridad
favorable) en comparacion con el 5-FU. Es a
partir de 2011, cuando el panorama del
tratamiento cambié basado en el ensayo
ACCORD 11 en el que FOLFIRINOX fue
superior a gemcitabina sola (tasa de respuesta,
31,6% frente a 9,4%; mediana de supervivencia,
11,1 frente a 6,8 meses; tasa de supervivencia a
1 afio, 48,4% vs 20,6%), aunque a expensas de
una mayor toxicidad?®,

Luego un ensayo de fase Il llamado MPACT
evalu6  paclitaxel unido a albumina
(Nabpaclitaxel) méas gemcitabina frente a
gemcitabina en el adenocarcinoma metastésico

de péancreas, se publico en 2013 y demostrd un
beneficio de SG para la combinacion, con una
mejora significativa en la mediana de SG de 6,7
a 8,5 meses y en la tasa de respuesta del 7% al
23%?78,

La mediana de SG para pacientes con cancer de
pancreas metastasico se ha mantenido en
aproximadamente 1 afio durante la dltima
década, a pesar de todos los avances cientificos
que se han producido con los agentes
citotoxicos'’.

Varios ensayos han evaluado la monoterapia
como tratamiento de segunda linea y han
demostrado un aumento de la SG¥, La
combinacion de LV, 5-FU y oxaliplatino
(FOLFOX) o de LV, 5-FU e irinotecan
(FOLFIRI) se utiliza comlnmente para el
rescate?’. Sin embargo, los datos de alta calidad
para respaldar el uso de regimenes terapéuticos
estandar en el entorno de segunda linea fueron
limitados hasta la reciente aprobacion del
irinotecan nanoliposomal (nal-IRI). En el estudio
de fase 11l NAPOLI 1 la mediana del beneficio
de SG fue de 6,1 meses para la combinacién de
nal-IRl y 5-FU / LV en comparacién con 4,2
meses para el grupo de control de 5-FU / LV, con
un indice de riesgo de 0,68 que se tradujo en una
reduccion del 32% en el riesgo de mortalidad®?!.

En tumores biliares la quimioterapia estandar
continta siendo el tratamiento principal en el
escenario metastasico. El avance terapeutico mas
notable en este contexto fue la publicacion de
Valle et al?? del ensayo clinico de fase Il en el
que se compara cisplatino y gemcitabina con
gemcitabina  monoterapia, dicho estudio
demostré una SG de 11,7 meses vs 8,1 meses en
monoterapia, con un HR de 0,64. La mediana de
SLP fue superior en el brazo de la combinacién
8,0 meses vs 5,0 meses.

Las necesidades clinicas actuales en este
contexto se centran en la blsqueda de nuevas
herramientas para un diagnostico precoz y
adecuado, asi como novedosas opciones
terapéuticas basadas en los mecanismos
moleculares subyacentes de la tumorigénesis

Si analizamos la situacion en tumores de
pancreas, se ha demostrado en varios estudios,
una frecuencia de mutaciones de K-ras que ronda
entre el 75-95% de los tumores en los trabajos
publicados?*?4, lo que con lleva una activacion
por «aumento de funcién» con efectos
carcindgenos; ademas es el tumor humano que
presenta con mayor frecuencia una mutacion de
este gen®2,

Tada M. en un antiguo estudio del afio 1990
encontr6 que mutaciones del gen Ras estaban
presentes en el 100% de los adenocarcinomas de
pancreas estudiados por PCR para descubrir

Revista Methodo: Investigacion Aplicada a las Ciencias Biologicas. Universidad Catdlica de Cérdoba.
Jacinto Rios 571 B° Gral. Paz. X5004FXS. Coérdoba. Argentina. Tel.: (54) 351 4517299 / Correo:
methodo@ucc.edu.ar / Web: methodo.ucc.edu.ar]| ARTICULO ORIGINAL Rev. Methodo 2023;8(2):71-85.



Barroso G, Garcia Carbonero R, Jarchum G. Caracterizacién molecular de los tumores de pancreas y vias biliares.

frecuencia de mutaciones de este gen. Las
mutaciones se encontraron en todos en el codén
12 del gen K-ras?” con resultados similares a dos
estudios previos?®?°,

Ohashi et al* identificaron mutaciones de K-ras
en el 67% de los colangiocarcinomas
extrahepaticos, siendo mas prevalentes en esta
localizacion que en otras areas de la via biliar tal
como se menciond anteriormente.

En un estudio europeo realizado en el afio 2000
las mutaciones de K-ras estuvieron presentes en
el (33%) de las muestras de colangiocarcinoma y
fueron significativamente mas frecuentes en
mujeres®t.

Rashid et al*?, describen que las mutaciones de k-
ras influyen en los datos de supervivencia, pues
la media de supervivencia de pacientes con
carcinoma de vias biliares y mutacion del gen del
K- ras fue de 3,0+/- 2,2 meses; mientras que en
los pacientes que no tenian presente esa mutacién
la supervivencia fue del5,5+/- 12,5 meses con
fuerte significacion estadistica.

Si nos referimos al gen p53, hoy sabemos que
cerca del 75% de los tumores de pancreas
presentan algun tipo de inactivacion estructural
y/o funcional del mismo y asi lo demuestran
varios estudios®*%,

La sobreexpresion de p53 ha estado presente
entre el 19% y el 66% de los casos notificados de
colangiocarcinoma®-%, En un estudio llevado a
cabo en Japdén y Tailandia, la incidencia de
mutaciones de p53 fue similar en los dos grupos
de CC (33% y 35%, respectivamente)*°. Por otro
lado, esta asociado con una menor supervivencia
con independencia de otros factores clinico-
patoldgicos en el cancer de vias biliares*2,
Aparentemente el sitio del tumor puede
desempefiar un papel en la incidencia de
sobreexpresion de p53, siendo menor en tumores
intrahepéticos y mayor en canceres de vias
biliares distales*.

En un estudio realizado en Estados Unidos en el
afio 2018, se detectd6 acumulacién de proteina
p53 en (50%) de los colangiocarcinomas
estudiados. La supervivencia global en los
pacientes que presentaron mutaciones de p53
tuvieron una mediana de 9 meses, en contraste
con pacientes que no presentaban esta mutacion
y en quienes la SG fue de 29 meses; mientras que
en los pacientes que presentaron alteracion de k-
ras fue de 5 vs 24 meses para pacientes con K-ras
wild type*.

Diamantis et al*®  reportaron en
colangiocarcinomas una mediana de
supervivencia de 26 meses en pacientes con
tumores negativos para p53, versus s6lo 5 meses
en pacientes con tumores positivos para p534.
Sin embargo, otros investigadores no han

demostrado relacion entre la expresion de p53 'y
la supervivencia en este tipo d tumores*’.
Respecto a BRAF en la bibliografia se
encontraron  hasta en un 22% de
colangiocarcinomas, en contraste con nuestro
trabajo en que solo fue hallado en 1 paciente, de
todas formas, en estudios previos no pudo
observarse una correlacion entre esta mutacion y
el pronéstico de los pacientes*

Tanto los tumores de vias biliares como
pancreaticos comparten alteraciones genéticas en
los genes implicados en la regulacion del ciclo
celular (CDKN2A) y en la remodelacién de la
cromatina (ARID1A)*.

El colangiocarcinoma intrahepatico de forma
caracteristica  presenta translocaciones en
FGFR®°, mutaciones en IDH 1-2%%; Mientras que
los colangiocarcinomas extrahepaticos se
caracterizan por una mayor frecuencia de
mutaciones previamente mencionadas como lo
son K-ras y p53.

Las mutaciones en los genes de la isocitrato
deshidrogenasa (IDH 1-2) estan descritas con
mayor frecuencia en los colangiocarcinomas
intrahepaticos (entre 10- 45% de los casos) y mas
raramente en extrahepatico y de vesicula biliar®2,
Se ha observado que las mutaciones en IDH son
mutuamente excluyentes con las de K-ras®,

En un estudio realizado en Barcelona la
alteracion  molecular mas frecuentemente
observada en colangiocarcinomas Intrahepaticos
fue de IDH, en 21,8% de los pacientes, siendo
estadisticamente significativa; Otro hallazgo del
mismo estudio fue la alteracion FGFR en el 6%
de los pacientes y mutaciones de ARID1A en el
4%.

Estos autores encontraron en las muestras de
colangiocarcinomas extrahepéaticos que las
alteraciones mas frecuentes ocurrieron en K-ras,
coincidiendo con el resto de la bibliografia
estudiada, y en las muestras de vesicula biliar la
alteracion mas frecuente fue HER 2 en el 16% de
los pacientes con significancia estadistica,

La via FGFR esta implicada en varios procesos
celulares claves tales como la proliferacion
celular, supervivencia, migracion y
angiogénesis®*®, Las alteraciones genéticas de
esta via pueden iniciar tumorigénesis. El
hepatocarcinoma esta relacionado con la
sobreexpresion de  FGFR4%%.  En el
colangiocarcinoma intrahepdtico se  han
observado entre 13-14% de alteraciones de este
gen®®, siendo mas comunes en mujeres,
relacionado con una mejor supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global®.

Respecto a genes modificadores de la cromatina,
Jiao et al®°, llevaron a cabo la secuenciacion del
exoma en 32 casos de colangiocarcinomas
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Intrahepaticos y describieron por primera vez
mutaciones ARID1A en el 14 % de las muestras.
El gen CDKN2A presenta verdadera
importancia, ya que codifica pl6 (supresor de
tumores bien conocido debido a su papel en la
progresion a través del punto de control del ciclo
celular G185 evitando la fosforilacion de la
proteina del retinoblastoma, que produce una
inhibicion aguas abajo del factor de transcripcion
E2F) y ademéas tiene efectos reguladores
negativos sobre el crecimiento, ya que sirve para
estabilizar p53 que al ser activado interactta con
varios objetivos aguas abajo que pueden detener
las quinasas dependientes de ciclina en los
puntos de control G1 y G2, asi como iniciar la
apoptosis.

Fueron Lynch y Krush quienes lo observaron por
primera vez en 1968, y quienes describieron que
la incidencia de c&ncer de pancreas aumenta en
muchas familias afectadas por sindromes de
melanoma hereditario. En los andlisis genéticos
de estas familias, del 20 al 40% de la
susceptibilidad aumentada al melanoma
hereditaria se puede relacionar con mutaciones
del gen CDKN2A (p16 / Ink4) ubicado en el
cromosoma 9p2162-65,

Se ha informado que la expresion de CDKN2A
es aberrante en ~ 95% de los adenocarcinomas
pancredticos, y aproximadamente el 15% de
ellos® y el 24,6% en otro estudio® se atribuyeron
a hipermetilacion del promotor. EI gen CDKN2A
esta metilado de forma anormal en el 27% de las
lineas celulares de cancer de pancreas®. Ademas,
la mutacidon de CDKN2A ocurri6 el 11,8% de las
veces en pacientes con cancer de pancreas
hereditario®.

Muchos estudios han demostrado que la delecién
0 mutacion de SMAD4 es un factor pronostico
negativo para tumores pancreaticos’™.

Las mutaciones de TP53 y la pérdida de SMAD4
ocurren principalmente en tumores agresivos y
pueden ser marcadores de alto potencial
metastasico™ "2,

Tanto las deleciones como las mutaciones de
SMADA4 contribuyen a la inactivacion del mismo
y el papel de SMADA4 en la progresion del cancer
solo se ha informado parcialmente”™ 74, Algunos
investigadores han informado que la delecion de
SMAD4 es mas comdn en tumores tempranos o
resecables™.

En una revision sistemética llevada a cabo en el
afio 2020 que evaluaba el valor pronéstico de las
mutaciones conductoras en K-ras, CDKN2A /
P16, TP53 y SMADA4 en céncer de pancreas, se
demostré que todos estos genes alterados
tuvieron una supervivencia global mas pobre,
excepto en el grupo con afectacién de CDKN2A,;
lo cual respalda el uso de mutaciones impulsoras

en P53, SMAD4 y genes K-ras como marcadores
de pronostico del cancer de pancreas’®.

En los seres humanos se han identificado varios
genes (MLH1, MSH2, PMS1, MMS2, etc.)
cuyos productos proteicos actlan de manera
coordinada y secuencial en la reparacion del
ADN “desparejado”. El hallazgo de una elevada
inestabilidad de microsatélites (IMS) es una
posibilidad técnica que permite demostrar la
existencia de eventos mutacionales en los genes
reparadores de ADN. Por el momento son muy
escasos los estudios genéticos méas exhaustivos al
respecto, aunque se sospecha la perdida de
expresién de la proteina MLH1 en algunos
casos’8L,

En un estudio realizado en Madrid existio
correlacion estadisticamente significativa (p=
0.039) entre los niveles de hemoglobina al
diagndstico y la supervivencia global. Al
establecer un punto de corte en 12 g/dl, la
supervivencia global fue significativamente
menor en pacientes con valores de hemoglobina
menores a ese parametro (p = 0.0006).
Igualmente se observd una tendencia a la
relacion entre bajos niveles séricos de alblmina
y una menor supervivencia (p = 0.069), con
coeficiente de correlacion de 0.452. Con un
punto de corte en 2.8 g/dl (limite inferior del
intervalo de normalidad en nuestro laboratorio),
la supervivencia global fue significativamente
menor en pacientes con albumina inferior a ese
nivel (p = 0.021)%,

En la literatura pudimos encontrar algunos otros
trabajos que adjudican asociacién entre los
niveles de hemoglobina al diagnostico y la
supervivencia global y libre de enfermedad en el
cancer de pancreas®s.

Respecto a los valores de LDH y su relacion con
la sobrevida de los pacientes, un trabajo realizado
en Italia en el afio 2016 mostr6 una mejora
estadisticamente significativa de SLP y DCR en
pacientes con niveles bajos séricos de LDH
pretratamiento en comparaciéon con pacientes
con niveles elevados de LDH antes del
tratamiento®. Esto no pudo ser demostrado en
nuestro trabajo.

Conclusioén

El diagnéstico temprano es imperativo para
mejorar los resultados del paciente. Los avances
recientes han aclarado las caracteristicas
genéticas 'y  moleculares de  tumores
biliopancredticos y ofrecen el potencial para el
diagnostico de base molecular de los mismos.

Sin embargo, la aplicabilidad clinica de la
mayoria de los marcadores existentes es limitado
debido a una falta de sensibilidad y especificidad
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adecuadas; se requieren adicionales para validar
y confirmar la utilidad clinica de algunos
marcadores prometedores.

Aungue existen investigaciones recientes sobre
biomarcadores de prondstico para tumores
biliares y pancreéticos lo cual es alentador,
estudios futuros tienen la necesidad de seguir
centrandose en una mejor comprension de la
patogénesis molecular de estos tumores con la
esperanza de identificar nuevos biomarcadores
con mayor precision que puedan ser utilizados en
la practica diaria.

La identificacién de factores prondstico en el
cancer de pancreas, fundamentalmente los que
pueden ser determinados de forma preoperatoria,
pueden dar informacién sobre el curso de la
enfermedad y ayudar a elegir el tratamiento més
apropiado para cada enfermo de forma
individualizada, lo que resulta de gran
importancia en este tipo de patologias, donde el
prondstico es malo a pesar de la intencion de un
tratamiento quirdrgico curativo, que por su parte
esta agravado con elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad.
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