UNIVERSIDAD NACIONAL ¢
AUTONOMA DE MEXICO

.9

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD
HOSPITAL DE ONCOLOGIA

Cuantificaciéon de células tumorales circulantes y
su asociacidon con resecabilidad en pacientes con adenocarcinoma

ductal de pancreas.

TESIS
Para obtener el grado de especialista en:
Cirugia Oncolégica

Presenta:
Dra. Cinthya Jazmin Gonzalez Gardufio

Investigador responsable:
Dr. Rafael Medrano Guzman
Asesor Metodolégico:
Dr. Juan José Montesinos Montesinos

Ciudad de México, Octubre 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Responsable Técnico Sustituto:
Dr. Juan José Montesinos Montesinos(montesinosster@gmail.com).

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas. UMAE
Hospital de Oncologia. IMSS Siglo XXI. Tel 5523 15 6025.

Tutor:

Dr. Rafael Medrano Guzman (rafael.medrano66@prodiy.net.mx). Jefe del

Servicio de Sarcomas y tubo digestivo alto. UMAE Hospital de Oncologia.
IMSS Siglo XXI. Tel. 55 2653 6010.

Alumna:

Dra. Cinthya Jazmin Gonzalez Gardufio
(cinthya.gard@gmail.com).Residente de Cirugia Oncologica de UMAE
Hospital de Oncologia. IMSS Siglo XXI. Tel. 7445 88 4375.


mailto:rafael.medrano66@prodiy.net.mx

CONTENIDO

SR 0 =) VPPN 5
F N Lol cTa 1) oL DTN 7
1.- Cancer de pancreas (adenocarcinoma ductal de PANCIEAS). ...c.vwnerernseerserssrsssesssesssssssssssssssssssssssssseees 7
2.- Criterios de resecabilidad y protocolo prequirtrgiCo.. ... meensenssesssssssssssssssssssssees 10
3.- Metastasis: Células tumorales circulantes en adenocarcinoma ductal de pancreas.......c........ 12
JUSTIFTCACTON......oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssesesssessessssssssssssessesssssesesssssssssesesssssssseessssssssssssssesssssssssesessesssssssessssessssssssssssssssssssssseeees 15
Planteamiento del PTrODIEMA . ... . ceeeeeeseesseesssesssesssessssssssssssssssssssssssssssss st sssssssssssssssssssssssassssassssassasssssnees 16
PREGUNTA DE INVESTIGACION......ccocccceeessssseesseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssseee 16
ODJEEIVO GENETAL....couoeeeeecermseermeesseersssesssseesssssessssseess s s RS R AR ERRERRREeERnnE 17
ODJEtiVOS ESPECIFICOS ..uvrerurermeermseerseesssessseessssssssesssssessssssssssessssssssssssss s s ssssessssssssssssesssssesssssesssssesssssssees 17
HIDOTESTS cvvureeruseeermseersseessseesssessssseesssseesssses s ss s ss s £ RS S R R 18
MatEITal J IMEEOAOS ... eeeurreruseermseerseessssesesseesssssesssssesssssesss s ss s s s s AR RSt 19
DISETI0 AEI ESTUAIOc.uureeureeseerseesseesssessessssesssssss st sssses s s s R R R RS R 20
CaracteriStiCas Al ESTUAIO: ...ereerressssesssersseessssessssssess s ss s ss s sss s ss s s bbb bRt 20
Ubicacion eSPacio tEIMPOTAL......oeeeeeneeeesssesesssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 20

L DT o o N 21

08 Lc) g (0136 (TN =Y (=T oloh o ) o PP 21

08 g Lrc) o (o To3e (30 ol LT3 T ) o PP 21

B 08 9 10 9 TR 30 L= ol L3 T ) o LPE DT 21

3. Criterios de eliMINACION .. e eeesereseessseesseesssessesssssssssssssss s sss s ss s s s s s sssn s 21

0 Lc) o) o Uoh U ) o U 22
ASPECLOS EICOS..ovvvrsseussseeeseesssssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssessssssssssssesssssssssssessssssses 22
Consideraciones de la Norma e Instructivos InStitucionales ........eeneensesnmsessmsessesssesssssseeens 22
BIOSEZUITAAM ..vuveeeeereeeseeseeseie et ssesse s s bbb bbb 22
Recursos, Financiamiento y FActiDilidad .....c.ooeeneeneeneenernernsesneensessesssesssesssssssssssssssssssesssssssssssssssees 22
RECUISOS NUIMANOS c..vvueeeeeeeeseeseessesseesessesssessess s s s bbb s s s bbb b 23
Cronograma de ACtIVIAAAES. ... 25
RESULTADOS ..oeoeetseeueessseessesessessssessssssssssssssssssssssssssssassssassssassssassssesssssssssssssssssasssssssssassssassssasssssssssssssssssssssssassssasess 26
DISCUSTON w.evveeveeeeeesesessesessssessssessssessssessesssssessessssess s 5551555015550 5 808886880 33
CONCLUSIONES......coiteueeusseesseessessssessssesssssssssssssssssssssssassssassssassssassssesssssssssssssassssasssssssssassssassssasssssssssssssesssessssassssasess 35



Referencias BiDlIOGIAfICAS ... eeemeeeseeeseesseessessssessssessessssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssassssasssssssnses 36

AINEXOS eoeeeeeeeeuseeeessseessssesssssessessesssss e eess s es b b8 E 818 £ 81444 EE 2R 8 AEEE 8RR AR R AR E bR 42
Hoja de captura de recolecCion de datos....iiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 43
coNSeNtimiento INFOTMMAAO e nens 44



RESUMEN

Cuantificacion de células tumorales circulantes y su asociacion con

resecabilidad en pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas.

Antecedentes: El cancer de pancreas es un tumor con una letalidad del 92.5%. Y
solo el 20% de los pacientes son candidatos a cirugia. Una estrategia novedosa
para valorar la presencia de tumores in situ, es la identificacion de CTC’s en
adenocarcinoma ductal de pancreas en sangre periférica donde un numero
mayor de CTC’s podria estar asociado a la irresecabilidad. Objetivo: Evaluar la
asociacion entre la cuantificacion de células tumorales circulantes y la
resecabilidad en pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas. Material y
métodos: se trata de un estudio retrospectivo, que medira el numero de CTC’s;
procesamiento de la muestra: separadas por tamafio con un filtro de
nitrocelulosa de 0.8um e identificadas con pancitoqueratina, y posterior analisis
por un patdlogo experto para determinar si se trata de una célula tumoral.Se
realizara un andlisis clinico, mediante una prueba de Cox, si la presencia de
CTC es un factor dependiente para resecabilidad. Experiencia del grupo: En el
grupo multidisciplinario estan involucradosinvestigadores expertos como
bidlogos, oncdlogos y patélogos especializados para esta neoplasia; se tiene
una experiencia de 5 afios en el estudio de céncer de pancreas, en estudios
retrospectivos con una base de datos desde 2007 al 2012. Recursos e
infraestructura: Pertenece a un protocolo mayor con registro R-2016-3602-37
con la convocatoria 2016 del Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y
Seguridad Social (FOSISS) de Conacyt. Con el respaldado por el Laboratorio de
Células Troncales Mesenquimales de la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Oncolégicas perteneciente a la Coordinacion de Investigacion en
Salud y por el Servicio de Sarcomas y Tumores de Tubo digestivo de la UMAE
del Hospital de Oncologia, ambas del CMN SXXI, IMSS. Tiempo a
desarrollarse:Durante el periodo de febrero del 2017 a junio del 2018.

Resultados: Se encontraron un total de 12 pacientes con diagnostico de cancer



de pancreas, dentro de un total de aproximadamente 152 pacientes. Con
resecabilidad en un 20%, encontrandose méas CTC’s en aquellos que son
irresecables. Discusion: Los resultados al compararlos con la bibliografia entrar
en el porcentaje de resecabilidad, sin embargo al comparar el numero de
pacientes sometidos a exploracion quirdrgica con diagnostico final de cancer de
pancreas fue mucho menor a la bibliografia esto podria explicarse en el
supuesto de que el gran porcentaje de pacientes enviados a nuestro hospital
para manejo es en etapas avanzadas, los cuales Unicamente reciben tratamiento
de mejores cuidados de soporte sin completarse en muchas casos el
diagndstico. Conclusiones el cancer de pancreas es una neoplasia maligna de
alta letalidad, con bajo porcentaje de resecabilidad, este da pie para la
valoracion de cuantificacion de CTC’s en pacientes en otros estadios, para

demostrar su valor pronostico.



ANTECEDENTES.

1.- Cancer de pancreas (adenocarcinoma ductal de pancreas).

Uno de los principales problemas de salud a nivel mundial es el cancer. El
cancer es una de las principales causas de muerte tanto a nivel nacional como a
nivel mundial®. Tan sélo se le atribuyen cerca de 7.9 millones de defunciones
(13% a nivel mundial), se calcula que podria llegar a los 12 millones de
defunciones para el 2030. En México dentro de las tres principales causas de
mortalidad se encuentra el cancer en la tercera posicion solo por detras de la
diabetes en la segunda posicién y las enfermedades cardiovasculares en la
primera posiciéon.! Dentro de todos los tumores que se pueden generar en el
cuerpo humano, uno de los que tiene un alto indice de mortalidad es el cancer
de pancreas, si bien no es el méas frecuente comparado con otro tipo de tumores
como pulmén, estébmago, higado entre otros, ocupa la primer posicion en

letalidad a nivel nacional e internacional 23

El cancer de pancreasen Méxicotiene una tasa de mortalidad de 3.3 por cada
100,000 habitantes®.En el hospital de oncologia de Centro Médico Nacional
Siglo XXI perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) durante
el periodo comprendido entre el 2005 al 2012 se reportaron 1,588 casos nuevos
de céancer de pancreas, con una edad media de 63 afios, representando el 2.1%
del total de incidencias 4. Pese a ser un tumor poco frecuente, el cancer de

pancreas presenta una letalidad del 92.5% a nivel mundial y a nivel nacional 3.

Aungue la causa del cancer de pancreas es multifactorial y compleja, se ha
asociado a diferentes factores riesgo, dentro de los principales estan el
tabaquismo asociado en un 20% y los antecedentes familiares que se presentan
entre el 7 al 10% de los pacientes, con mutaciones en los
genes BRCA2 , PALB2 , CDKN2A , STK11y PRSS1y el sindrome de Lynch, y

otros menos claros como pancreatitis cronica, edad avanzada, sexo masculino,

7



etnia afroamericana, diabetes mellitus, obesidad, grupo sanguineo
O, exposiciones ocupacionales, dieta con alto contenido de grasa y carne y
bajas en vegetales y acido fdlico, infeccion por Helicobacter pylori y enfermedad

periodontal >°,

La fisiopatologia que describe a los adenocarcinomas ductales pancreaticos es
el desarrollo a través de lesiones precursoras no invasivas, mas tipicamente
neoplasias intraepiteliales pancreaticas adquiriendo alteraciones genéticas y
epigenéticas seleccionadas clonalmente en el camino, también pueden
evoluciona de neoplasias mucinosas papilares intraductales o quisticas

mucinosas®.

El cancer de pancreas en estadio temprano suele ser asintomatico y la
enfermedad se hace evidente después de que el tumor invade los tejidos
circundantes o hace metastasis a 6rganos distantes. Sintomas tipicos incluyen
dolor abdominal o de espalda media, ictericia obstructiva y pérdida de peso. La
pérdida de peso puede surgir de la anorexia, la mala digestion por la obstruccion
ductal pancreatica y la caquexia. Un 25 % pueden presentar diabetes mellitus al
diagnostico y un 40% intolerancia ala glucosa. La obstruccion del conducto
pancreatico puede provocar pancreatitis. Otros sintomas como trombosis venosa
profunda y superficial, obstruccién gastrica con nauseas y vomitos a veces

ocurre con una enfermedad mas avanzada®.

Segun las guias de la red internacional integral del cancer (“NCCN” por sus
siglas en inglés: NationalComprehensiveCancer Network)version 2019 de
adenocarcinoma de pancreas, una vez que se tiene la sospecha clinica, es
necesario realiza como primer estudio de imagen la tomografia trifasica
contrastada, con esta se valorar la extension y presencia de metastasis por un
grupo multidisciplinario. En caso de no haber evidencia de metastasis para
completar el protocolo puede ser necesario solicitar tomografia de torax y
abdomen contrastadas, considerar ultrasonido endoscoOpico, resonancia

magneética si es necesario para la evaluacion de lesiones hepéaticas



sospechosas, PET/CT en pacientes de alto riesgo, colocacién de stent
endoscépica, pruebas de funcion hepética y Ca 19-9 posterior al drenaje de la

via biliar.”
Estadificacion de cancer de pancreas segun NCCN 2019

Table 1. Definitions for T, N, M
American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM Staging of Pancreatic Cancer (8th ed., 2017)

T Primary Tumor N  Regional Lymph Nodes

™ Primary tumor cannot be assessed NX Regional lymph nodes cannot be assesseds

TO Mo evidence of primary tumor N0 No regional lymph node metastases

Tis Carcinoma in situ N1 Metastasis in one to three regional lymph nodes
This includes high-grade pancreatic intraepithelial neoplasia N2 Metastasis in four or more regional lymph nodes

(Panln-3), intraductal papillary mucinous neoplasm with high-
grade dysplasia, intraductal tubulopapillary neoplasm with

high-grade dysplasia, and mucinous cystic neoplasm with M Distant Metastasis
high-grade dy_splasm ) . M0 No distant metastases
™ Tumor £2 cm in greatest dimension M1 Distant metastasis
T1a Tumer =0.5 cm in greatest dimension
Tib  Tumor =0.5 cm and <1 cm in greatest dimension
Tic  Tumor 1-2 cm in greatest dimension Table 2. AJCC Prognostic Groups
T2 Tumor =2 ecm and =4 cm in greatest dimension T N M
T3 Tumer >4 em in greatest dimension Stage 0 Tis ND MO
T4 Tumor involves the ce_liac axis, supenor mesehlen'c artery, Stage 1A T NO MO
and/or common hepatic artery, regardless of size Stage IB T2 ND MO
Stage lIA T3 NO Mo
StagellB  T1,T2,T3 N1 Mo
Stagelll T1,T2, T3 N2 Mo
T4 Any N Mo
Stage IV Any T Any N M1

A pesar de que la cirugia es el tratamiento mas eficaz, pocos pacientes pueden
ser intervenidos quirargicamente debido a que la mayor parte de ellos (80%)
son detectados en estadios avanzados de la enfermedad (etapa clinica Il y
IV)>6, donde la invasién a vasos macroscépicos asi como la diseminacion a
distancia (metastasis) favorece que el tumor sea irresecable, o que impacta en

el mal prondéstico de los pacientes.?-10

Los pacientes con cancer de pancreas tienen una sobrevida del 5% a 5 afios,
inclusive aquellos que son candidatos a cirugia curativa (20%) tienen una tasa
de supervivencia de 20 % a 5 afios con una sobrevida media de 20
meses®81112 | os pacientes que presentan una mejor supervivencia después de
cirugia incluyen dentro de sus caracteristicas: ganglios linfaticos negativos, un
tamafo tumoral menor de 3 cm, y la reseccion completa del tumor con un

margen de al menos 1.5 mm 3,



Uno de los principales objetivos en la intervencion quirdrgica, son los bordes
quirdrgicos negativos a neoplasia, que se asocian con una mejor supervivencia.
Por ello es importante la reseccién completa del tumor sin bordes quirdrgicos.
Los bordes quirdrgicos con tumor se clasifican en: ausencia de tumor residual o
bordes sin tumor (RO); tumor residual microscéopico (R1); tumor residual

macroscopico (R2); el tumor residual no puede ser evaluado (RX)?*3

Cabe resaltar que la mayor parte de los tumores generados en el pancreas son
adenocarcinomas ductales (85%). Los adenocarcinomas ductales de pancreas
se originan en las células ductales epiteliales que recubren los conductos de
este 6rgano.? Este subtipo se caracteriza por presentar abundante matriz
extracelular y tejido fibrético, una caracteristica biolégica conocida como
desmoplasia, la cual se observa en el 95% de los adenocarcinomas ductales de
pancreas'* e inclusive se ha reportado que la desmoplasia favorece la
transformacion de células tumorales epiteliales a células tumorales
mesenquimatosas con mayor capacidad migratoria, las cuales pueden entrar a
la circulacion y por lo tanto generar metastasis. 1518 Hasta el momento se
conoce que existen células tumorales en la circulacion (CTC’s) venosa de
pacientes con adenocarcinoma de pancreas desde estadios tempranos de la
enfermedad!®, sin embargo se desconoce si el nimero de células tumorales

circulantes correlaciona con la resecabilidad del tumor.

2.- Criterios de resecabilidad y protocolo prequirurgico.

Las guias NCCN del 2019 refiere que los objetivos del manejo quirargico del
cancer pancreatico se centran en el logro de una reseccion RO, como ya se ha
comentado debido a que el margen positivo se asocia con una pobre
supervivencia a largo plazo. Como criterios de resecabilidad se establecen un
tumor sin infiltracion a tronco celiaco, arteria mesentérica superior, vena
mesentérica superior, arteria hepatica comdn y vena porta; asi como tumores
limitrofes para reseccion a nivel de la cabeza de péncreas y de proceso

uncinado, los cuales son tumores solidos en contacto con la arteria hepatica
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comun, pero sin extension al eje celiaco o a la bifurcacion de la arteria hepética
7

Los estudios de gabinete preoperatorios son indispensables como parte del
protocolo prequirdrgico en el cancer de pancreas,con el fin de seleccion a los
pacientes candidatos a cirugia y evitar las exploraciones quirdrgicas sin éxito; los
estudios de gabinete advierten a los cirujanos sobre la anatomia irregular del
organo afectado, por lo que son un arma fundamental para determinar la

resecabilidad y valorar la anatomia arterial aberrante.

Shrikhande y colaboradores, reportaron por medio de un metaanalisis que la
tomografia computarizada cuenta con una sensibilidad de 68-77% para lesiones
con un tamano de <2cm y del 77% para tumores >2cm. Este método de
deteccion incluso puede tener una sensibilidad del 98% en algunos casos,
similar a la resonancia magnética nuclear la cual es del 100%, esta Ultima
cuenta con una precision del 83% para la determinacion de resecabilidad, y del
del 87% y 95% en carcinomas de cabeza de pancreas para afectacion arterial y

venosa respectivamente.?0

El ultrasonido endoscépico se prefiere para afecciones <2cm con sensibilidad
cercana al 100% y especificidad mayor del 95%. En el trabajo de Shrikhande y
colaboradores se concluye que tanto la tomografia computarizada como la
resonancia magnética nuclear son comparables para el diagnostico y

estadificacion como la primera modalidad de imagen 2°.

Otro método de deteccion es la tomografia de emision de positrones que tiene
un limite de resolucién de 4-10mm, por lo que solo detecta el 50% de las

metastasis hepaticas %°.

Pese a todas a estas herramientas no existe un método totalmente eficiente para
determinar el nivel de resecabilidad de tumores en pacientes con cancer de
pancreas, por lo cual se han buscado estrategias que permitan la deteccion de

tumores pancreaticos en estadios tempranos los cuales puedan en conjunto con

11



las herramientas actuales de imagen mejorar la resecabilidad en los pacientes.
Una de esas posibles estrategias es la deteccién de CTC’s, las cuales se han
observado en pacientes diagnosticados para adenocarcinoma de pancreas en

estadios tempranos *°.

3.- Metastasis: Células tumorales circulantes en adenocarcinoma ductal de
pancreas.

La metastasis es un proceso complejo que ocurre en tumores de origen maligno,
donde la célula tumoral se desprende del tumor primario alterando su
microambiente, entrando a la circulacién y colonizando un érgano diferente al de
su origen?t,

Para que la metastasis ocurra, la célula tumoral requiere modificar su fenotipo,
esto lo hace a través de un proceso biolégico llamado: transicién epitelio
mesénguima (TEM).??Asi, en este proceso se pierden marcadores de epitelio
como E- cadherina y citoqueratinas, caracteristicas de su sitio de origen y se
expresan marcadores mesenquimatosos (vimentina, N-cadherina entre otros),
asi como factores de transcripcion que regulan esta transformacion en la célula
tumoral (snail, slug, ZEB1, ZEB2).10.17.22-30

Se sabe que las células que tiene su origen en el tumor primario y que presentan
la capacidad de intravasar a la circulacién, son las células tumorales circulantes
(CTC’s) %L Estas células son indetectables por imagenes clinicas y por lo tanto
inaccesibles en cirugia. Las CTC’s se han reportado en distintos tipos de cancer,
incluidos el cancer de préstata, pulmdn, colorrectal, mamay pancreas 3234

Las CTC’s pueden expresar marcadores tanto de epitelio como de mesénquima,
por la transicién en la que se encuentran y que las distinguen del sitio de origen
de donde se desprenden.30313335 5 |ocalizacion de las CTC’s indica la
presencia de tumores primarios in situ'®3¢ y se ha demostrado que impacta en la
sobrevida de los pacientes. Las CTC’s son una poblacién heterogénea que
expresan distintos marcadores como: EPCAM+;pancitoqueratina+; vimentina+ y
no expresan marcadores hematopoyéticos como CD4531:32.37-39,

Las células tumorales circulantes se han clasificado en dos fenotipos: el epitelial
y el mesenquimal asociado a TEM. En los adenocarcinomas ductales de
pancreas la presencia y el numero de CTC’'s se ha asociado a una baja
sobreviday regresion de la enfermedad en los pacientes.33"-*1Ademas en
modelos murinos inmunocomprometidos se ha demostrado que las células

12



tumorales circulantes son capaces de generar tumores.*?De hecho, a nivel
clinico, las células tumorales circulantes de adenocarcinoma ductal de pancreas
se han identificado desde estadios tempranos (I y Il), hasta estadios avanzados,
no asi en pacientes con enfermedades benignas de este 6rgano.194344

Por lo tanto, una estrategia novedosa para valorar la presencia de tumores in
situ, es la identificacion de CTC’s en adenocarcinoma ductal de pancreas en
sangre periférica donde el niumero mayor de CTC’s podria estar asociado a la
irresecabilidad de los pacientes que padecen esta enfermedad.

La toma de sangre venosa para la identificacion de CTC’s otorga varias
ventajas, ya que es un método no invasivo que permite el acceso al material
biolégico durante el curso de la enfermedad (previo y post tratamiento), su
presencia se ha propuesto como un biomarcador en cancer colorrectal %, de
prostata 46y de mama #’. Hay que sefialar que no en todos los casos las CTC’s
tendran la capacidad de hacer metastasis, ya que estas pueden permanecer
pocas horas en la circulacion , de hecho solo el 0.01% de las CTC’s pueden
generar metastasis®®*®° sin embargo la presencia de las CTC’s sélo se ha

reportado en pacientes con cancer no asi en sujetos sanos®..

En adenocarcinoma ductal de pancreas mas del 40% de los pacientes presentan
CTC’s durante el diagnéstico y se ha reportado la presencia entre 1 — 240 CTC

en 3 a 15 ml de sangre periférica 1051-53

Kuleman y colaboradores en el 2015 validaron una técnica para recuperacion de
CTC’s, utilizando una cohorte pequefia de 11 pacientes con diagnostico de
adenocarcinoma ductal de pancreas y 9 sujetos control. Mediante el sistema
Screeen Cell para aislamiento por filtrado de tamafiose observo una eficiencia
en la recuperacion deCTC sdel 73% mientras que en los sujetos control, no se
encontraron CTC’s. 32 por lo que la recuperacion de CTC’s por esta técnica hace
permisible incursionar en un estudio a nivel nacional en lo que se refiere a la

biusqueda de CTC’s en adenocarcinoma ductal de pancreas y su posible
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asociacion con respecto a la resecabilidad en pacientes diagnosticados para
esta enfermedad.
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JUSTIFICACION

El cancer de pancreas es un tumor agresivo, de progresion rapida, con tasa alta
de letalidad y periodo de sobrevida corto, que se detecta en la mayoria de los
casos en etapas avanzadas. El principal tratamiento es la reseccién quirdrgica.
Los métodos de imagen sonimprescindibles para valorar la reseccion quirdrgica,
pero no tienen una certeza del 100%. La resecabilidad tiene especial relevancia
en el prondstico y sobrevida, por lo que es importante implementar nuevos
métodos de apoyo en la toma de decisiones para determinar al candidato a
cirugia. El estudio en el numero de CTC’s es considerado un procedimiento no
invasivo, de menor costo en comparacion con la exploracion quirdrgica y ha sido
capaz de brindar informacion sobre si un paciente presenta un tumor en estadio
temprano o avanzado (en otras neoplasias), por lo que es importante estudiar la
asociacion entre el nimero de CTC sy la resecabilidad del tumor en el cancer de

pancreas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento se conoce que si el nimero de CTC’s en adenocarcinoma
ductal de pancreas se asocia a estadios avanzados y a una peor sobrevida. El
uso de nuevas metodologias para que puedan apoyar el diagnostico por imagen
y poder determinar la resecabilidad que es de suma importancia ya que implica
una mejora en la indicacion del posible tratamiento quirdrgico. Hasta el momento

se desconoce si el nUmero de CTC’s se asocian con la resecabilidad del tumor.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Hay asociacién entre el numero de células tumorales circulantes y la

resecabilidad en pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas?

16



OBJETIVO GENERAL

e Conocer si hay asociacién entre la cuantificacion de células tumorales
circulantes y la resecabilidad en pacientes con adenocarcinoma ductal de

pancreas.

Objetivos Especificos

1. Conocer el numero de células tumorales circulantes en los pacientes con
adenocarcinoma ductal de pancreas.

2. Conocer si hay asociacion entre el numero de células tumorales
circulantes con el estadio clinico.

3. Conocer si hay asociacion entre el numero de células tumorales
circulantes con caracteristicas clinicas de los pacientes como: T, N,

ictericia, pérdida ponderal, Ca 19-9.

17



HIPOTESIS

El nimero menor de células tumorales circulantes se asociara con mayor
resecabilidad del tumor en pacientes diagnosticados con adenocarcinoma ductal

de pancreas.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Establecer un grupo retrospectivo de pacientes diagnosticados con
cancer de pancreas que estaban programados para exploracién quirurgica
con intento de reseccion, a quienes se realizara la toma de sangre

periférica para cuantificacidon de células tumorales circulantes.

Con base en la libreta de programacion quirdrgica, se obtendrd los datos de los
pacientes programados para cirugia, posteriormente estos casos son
seleccionados durante la sesién de patologia del servicio de sarcomas con
diagnostico presuntivo de adenocarcinoma de pancreas o bien pueden tomarse
los datos directamente de la consulta externa de pacientes con diagndéstico de
adenocarcinoma de pancreas. Se realizardunabase de datos que contenga:
datos demograficos, histopatolégicos, de imagen y clinicos (ANEXO), los cuales
seran registrados en la hoja de captura, por medio de la revision del expediente
clinico. A estos pacientes se toma de forma preoperatoria la muestra de sangre

periférica.

2.- Procesamiento de muestra: Establecer un método de deteccién de
células tumorales circulantes en biopsias liquidas (sangre periférica)
mediante separacion por tamano a través de filtros e identificacion de
CTC's.

Se tomaran 10 ml de sangre periférica preoperatorio en tubos con heparina
(como maximo 5 horas previas al procedimiento y con procesamiento inmediato
de la muestra). Las células seran separadas por tamafo a través de un filtro de
nitrocelulosa de 0.8um. Las CTC’s seran identificadas con el anticuerpo
pancitoqueratina. La sangre se filtra con una bomba de eyeccion. Las células
atrapadas en el filtro son tefiidas, y evaluadas por un patdlogo experto en
adenocarcinoma ductal de pancreas utilizando un microscopio confocal,
posteriormente se escanearan y cuantificardn las muestras obtenidas en el

software Aperio.

19



3- Pruebas estadisticas

Una vez que se tenga a los pacientes y la cuantificacion del nimero de células
tumorales circulantes, se realizard un analisis clinico, en la que se probara
mediante una prueba de Cox, si la presencia de CTC es un factor dependiente

de resecabilidad.

Se trabajara con el software SPSS Statistics 21, Para comparar las variables
categoricas (sexo, estadio clinico, edad, si/no) sera utilizada la prueba de X2
Para comparar variables cuantificables y no cuantificables (categoricas) se
realizara mediante la prueba de t-student, anova de un factor. Para comparar
variables cuantificables se correréa la prueba de correlacién de Pearson.

DISENO DEL ESTUDIO

Caracteristicas del estudio:

e Por el objeto que se estudia: Descriptivo

e Por la participacion del investigador: Observacional

e Por latemporalidad del estudio: Transversal

e Por el momento de medicion del evento: Retrospectivo
e Por el sitio de captura de datos: Unicéntrico

e Por el tipo de poblacion: Heterodémico

Ubicacion espacio temporal

Este trabajo se desarrollard en la UMAE del hospital de oncologia de Centro
Médico Nacional Siglo XXI, perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro
Social, en un trabajo multidisciplinario de los departamentos de Sarcomas,

Patologia e Investigacion del hospital antes mencionado.
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Muestra

En este trabajo se estudiaran los expedientes de los pacientes en el periodo de
febrero del 2017 a junio del 2018, que hayan sido seleccionados segun los
criterios de inclusion del presente manuscrito y que también se obtenga biopsia
liguida para cuantificacion de células tumorales circulantes. El numero de
pacientes (11 como minimo) se baso en el articulo de Kuleman y colaboradores
del 2015 quienes utilizan la misma técnica para recuperacion de CTC’s. El
tamafio de muestra debe ser al menor de 11 casos segun lo establecido en la
bibliografia y por frecuencia de al menos 4 casos.

Criterios de Seleccion

Se incluirdn todos los pacientes recibidos en el servicio de sarcomas de la
UMAE H. de Oncologia, CMN Siglo XXI, IMSS, con diagnostico presuntivo de
cancer de pancreas, a partir de aprobado el proyecto y durante la vigencia de

este, que cumplan con los siguientes criterios:

1. Criterios de inclusion

a. Pacientes que acudan al servicio de Sarcomas dentro del periodo
de febrero del 2017 a junio del 2018.

Pacientes con diagndstico de adenocarcinoma de pancreas.
Derechohabientes del IMSS.

Pacientes que cuenten con material biol6gico (sangre periférica).

®© o o o

Pacientes a quienes se haya realizado el tratamiento quirtrgico en

esta unidad.

2. Criterios de exclusiéon

a. Pacientes con segundo primario.
b. Pacientesque hayan recibido tratamiento con quimioterapia

neoadyuvante.

3. Criterios de eliminacion

a. Insuficiente material biolégico.
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b. Pacientes de los que no se cuente con la informacion clinica y la

correspondiente a la resecabilidad.

Intervencion

No hay intervencién

Aspectos Eticos

Este estudio se ajusta a las normas éticas institucionales y a la Ley General de
Salud en materia de experimentaciébn en seres humanos, y asi como a la
declaracion de Helsinki, con modificacién en el congreso de Tokio, Japon en
1983. De acuerdo con el articulo 17 del reglamento de la Ley General de Salud
en materia de Investigacion para la Salud, es un estudio con riesgo minimo, al
tratarse de un estudio prospectivo y de toma de sangre venosa, en la que se
incluye la carta de consentimiento informado (de acuerdo al articulo 21 de la Ley
General de Salud en materia de Investigacion para la Salud y de las
recomendaciones emitidas por la Coordinacién de Investigacion en Salud, del
IMSS).

Consideraciones de la Norma e Instructivos Institucionales

Este estudio se ajusta a las normas e instructivos institucionales en materia de
investigacion cientifica, por lo tanto, se realizara hasta que haya sido aprobado
por el comité local de investigacion.

Bioseguridad

El proyecto involucra el manejo de material biol6gico de riesgo bajo.

Recursos, Financiamiento y Factibilidad

Recursos: Los recursos financieros para la cuantificacion de las células
tumorales circulantes fueron obtenidos mediante la Convocatoria 2016 del
Fondo Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social (FOSISS) de
Conacyt con el proyecto registrado con el nombre de “Deteccidon vy

caracterizacion genomica de células tumorales y troncales tumorales en biopsias
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liguidas como factor prondstico e identificacion de blancos terapéuticos en
cancer de pancreas como un modelo de tumor en etapa avanzada” la cual

cuenta con el numero de registro: R-2016-3602-37.

Experiencia  del grupo: En el grupo  multidisciplinario  estan
involucradosinvestigadores expertos como biélogos, oncélogos y patdlogos
especializados para esta neoplasia; se tiene una experiencia de 5 afios en el
estudio de cancer de pancreas, en estudios retrospectivos con una base de
datos desde 2007 al 2012.

Factibilidad: Este protocolo es parte de un proyecto mayor llamado “Deteccion y
caracterizacion gendémica de células tumorales y troncales tumorales en
biopsiasliquidas como factor prondstico e identificacion de blancos terapéuticos
en cancer de pancreas como un modelode tumor en etapa avanzada.” Que
solicita como resultados dos proyectos de tesis. Las muestran han sido
colectadas durante el periodo de febrero del 2017 a Junio del 2018 de acuerdo a
la aprobaciéon ética del proyecto R-2016-3602-37 por el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia, a cargo de la Dra. Eugenia Flores Figueroa vy
posteriormente del Dr. Juan José Montesinos Montesinos, investigadores
asociados a la Unidad Médica en Enfermedades Oncoldgicas.

Recursos humanos

Investigador:

Dra. Cinthya Jazmin Gonzalez Gardufio (cinthya.gard@gmail.com), residente de
cirugia oncologica, Hospital de Oncologia. IMSS Siglo XXI.

Tutor:

Dr. Rafael Medrano Guzman (rafael.medrano66@prodigy.net.mx), Jefe del
Servicio de sarcomas, tumores de tubo digestivo alto y primario no conocido,
Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE), Hospital de Oncologia. IMSS Siglo
XXI.
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Responsable Técnico:

Dr. Juan José Montesinos (montesinosster@gmail.com). Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Oncolégicas. UMAE Hospital de
Oncologia. IMSS Siglo XXI.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

I: Agosto 2016 - Enero 2017

I: Febrero 2017- Julio 2017

[II: Agosto 2017 — Enero 2018
IV: Febrero 2018- Julio 2018
V: Agosto 2018 — Enero 2019
VI: Febrero 2019- Julio 2019
VII: Julio 2019 — Octubre 2019

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Periodo

Recopilacion bibliogréafica
Elaboracion del proyecto
Desarrollo de investigacion
Captura de la informacién
Redaccion del proyecto
Aprobacion de enmienda

Analisis de datos

Vi Vi
X
X
X
X
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RESULTADOS
Edad de los pacientes con cancer de pancreas

A continuacion, se pondra en tabla y figura la edad de aquellos pacientes que
fueron sometidos a la exploracion quirdrgica en general, sin diagnostico
confirmado de cancer de pancreas

Tabla 1. Edad de los pacientes sometidos a exploracién de cancer de pancreas.

Edad de los pacientes exploracion quirurgica

80
70
60
50
40
30

20

10 6
0 N
<45 afios 45 a 50 afos 50 a 60 afios 60 a 70 afios

Fig. 1. Edad de los pacientes sometidos a exploracién quirdrgica.
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A continuacion, se describe en tabla y grafica el numero y la edad de los
pacientes que fueron sometidos a exploracién quirdrgica con diagnostico
definitivo de cancer de pancreas

Tabla 2. Edad de los pacientes con diagnostico final de cancer de pancreas.

Edad de los pacientes con Cancer de pancreas

1
1 -
0

<45 afios 45 a 50 afios 50 a 60 afios

Fig 2. Edad de los pacientes con diagnostico final de cancer de pancreas.
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Genero

A continuacion, se pondra en tabla y figura la edad de aquellos pacientes que
fueron sometidos a la exploracién quirtrgica en general, sin diagnostico
confirmado de cancer de pancreas

64

88
152
Tabla 3. Edad de los pacientes sometidos a exploracion quirudrgica.

Género de los pacientes sometidos a exploracion
quirurgica

® Mujeres

B Hombres

Fig. 3. Edad de los pacientes sometidos a exploracion quirurgica.
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Tabla 4. Genero de los pacientes con diagnostico final de cancer de pancreas.

Género de los pacientes con diagnostico de cancer de
pancreas

.

B Mujeres

" Hombres

Fig4. Genero de los pacientes con diagnostico final de cancer de pancreas.

Se encontraron un total de 12 pacientes con diagnostico de cancer de pancreas,
dentro de un total de aproximadamente 152 pacientes. Con resecabilidad en un
20%, encontrandose mas CTC’s en aquellos que son irresecables.
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Resecabilidad

Del total de pacientes que fueron progrmados para exploracion quirurgica
solamente en dos casos se logro la reseccion RO, en 2 R1 y en el resto de los
casos el tipo de cirugia fue exploracion y toma de biopsia por lo que se
catalogara como R2.

Tabla 4. Numero de pacientes que fueron resecables

Resecabilidad

m RO
HR1
mR2

Fig. 4. Porcentaje de pacientes que fueron resecables
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Células tumorales circulantes

Solamente en 3 de los pacientes se presentaron células tumorales circulantes,

en las siguiente tabal y figura se desglosa el numero y porcentaje de
presentacion de las mismas.

Tabla 5. Numero de células tumorales circulantes

Celulas tumorales circulantes

L

B menos de 10
B mas de 10

I no detectadas

Fig. 5. Porcentaje del numero de células tumorales circulantes
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Porcentaje de pacientes con cancer de pancreas

Del total de los 152 paciente con exploracion quirurgica con diagnostico
presuntivo de cancer de pancreasunicamente en 12 se confirmo el diagnostico

Tabla 5. Paciente con diagnostico confirmado de cancer de pancreas

Porcentaje de pacientes con cancer de pancreas

H Cancer de pancreas

B Otros diagnosticos

140, 92%

Fig. 5. Paciente con diagnostico confirmado de cancer de pancreas

32



DISCUSION

Zhang y colaboradores en el 2012 publicaron un meta-analisis en el cual
engloban a 49 estudios con 6,825 pacientes con cancer de mama, en donde se
concluy6 que la presencia de CTC estad asociado significativamente con una
supervivencia mas corta, un factor de pobre prondstico y un predictor de

metéstasis tempranas (11).

La toma de sangre venosa para la identificacion de CTC otorga varias
ventajas, ya que es un método no invasivo que permite el acceso al material
biolégico durante el curso de la enfermedad (previo y post tratamiento), estas
células permiten conocer la biologia de la metéstasis en el cancer (tanto a nivel
celular como gendmico) y la etapa clinica de la patologia, su presencia se ha
propuesto como un biomarcador en cancer colorrectal (12), de préstata (13) y
de mama (14). Hay que sefialar que no en todos los casos las CTC tendran la
capacidad de hacer metéstasis, ya que estas pueden permanecer pocas horas
en la circulacion (15).

Varias tecnologias de deteccion de CTC disponibles han expandido su
uso de marcadores de diagnostico simples a herramientas para evaluar la
supervivencia general, el riesgo de metastasis y la respuesta a la
terapia. Recientemente, utilizando el Veridex Cell SearchSystem, el (nico
método aprobado por la FDA para la enumeracion de CTC en sangre total,
Weissenstein et al., Encontré una fuerte correlacion entre la supervivencia global
media en pacientes con cancer de mama metastasico con <5 CTC / 7.5 ml frente
a aquellos con 25 CTC. En una revision de un estudio multicéntrico de 1.358
individuos, Miller et al. encontraron una mediana de supervivencia global
altamente significativa en los recuentos de CTC favorables en comparacién con
los recuentos de CTC desfavorables con cancer de mama metastasico, cancer
colorrectal metastasico y cancer de proéstata ( p<0.0001). Ademas, los pacientes
inscritos en terapias que disminuyeron los recuentos de CTC mostraron mejoras
en la supervivencia general, sefialando la utilidad que tiene el analisis de CTC
en la respuesta a los tratamientos contra el cancer. Los estudios también
muestran la correlacionentre la diseminaciéon del tumor y la etapa con el
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recuento de CTC. Hiraiwa et al. mostraron que los recuentos de CTC eran mas
altos en los pacientes metastasicos que en los canceres esofagicos, gastricos y
colorrectales no metastasicos y estaban significativamente correlacionados con
los estadios avanzados del tumor. El alto recuento de CTC, definido como 2 o
mas CTC por 7,5 ml en este estudio, se relacioné con la diseminacién pleural y
peritoneal (Hiraiwa et al., 2008). Ademas, la validacidbn en entornos clinicos
establecerd la deteccion de CTC como un marcador para el diagnéstico de
cancer sensible y no invasivo, la evaluacion del tratamiento y el pronéstico. (10)

Kulleman y colaboradores en el 2017 publicaron un estudio prospectivo
gue tuvo como objetivo valuar el impacto de los recuentos de CTC en la
supervivencia y las correlaciones de las mutaciones KRASen CTC vy las
muestras de tumores primarios correspondientes en pacientes con cancer de
pancreas, utilizaron el sistema Screeen Cell para aislamiento de CTC mediante
un microfiltro que permite la captura de CTC y posteriormente se realizo la
tincion con Giemsa para la evaluacién por citopatologopancreatico experto,
dividiendo observaros que los pacientes con> 3 CTC / ml tuvieron una tendencia

a una peor supervivencia global (SG) que los pacientes con 0,3-3 CTC / ml (9).

En base a los resultados y al compararlos con la bibliografia entrar en el
porcentaje de resecabilidad, sin embargo al comparar el nUmero de pacientes
sometidos a exploracion quirdrgica con diagnostico final de cancer de pancreas
fue mucho menor a la bibliografia esto podria explicarse en el supuesto de que
el gran porcentaje de pacientes enviados a nuestro hospital para manejo es en
etapas avanzadas, los cuales Unicamente reciben tratamiento de mejores

cuidados de soporte sin completarse en muchas casos el diagndstico.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5454071/#B35

CONCLUSIONES

El cancer de pancreas es una neoplasia maligna de alta letalidad.

el cancer de pancreas es una neoplasia maligna con bajo porcentaje de
resecabilidad, este da pie para la valoracion de cuantificacion de CTC’s en
pacientes en otros estadios, para demostrar su valor pronostico.
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HOJA DE CAPTURA DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha Identificacion:

Nombre Paciente NSS:

Teléfonos:

Género: ____Edad al diagnéstico: ____ Fecha de Nacimiento__/___/_ Diagndstico
Fecha de Ingreso al Protocolo: ___ /_ /

Cédigo del paciente: _____ Fecha de primeramuestra: __/__ /_

Antecedentes Patologicos: Tabaquismo: Si__ No__ Alcoholismo__Si_ No__Diabetes Si__ No__ Antecedente familiar de

adenocarcinoma Hereditario Si_ No__ Pancreatitis: Si__ No__ Enfermedad Croénica Degenerativa NO__ Si, ;Cudl, tiempo

de evolucidén y tratamiento?

Presentacion Clinica al Ingreso
Fecha de Inicio de padecimiento: Mes: Afo:
ECOG:

Dolor abdominal: Si__ No__Ictericia: Si__ No__ Pérdida de peso: Si__ No__

Tumor palpable: Si__No__

Laboratorios: Glucosa: _ CA19-9:_ ACE:___ FA:_  GGTP:____ BT:__ _BD:__ BL._
Localizaci(’)n:Amp. Vater: ___ Pdancreas: Cabeza___ Cola__ Cuerpo__ Tamafio tumor: ____cm Limitado Organo: _
Invasivo: Tejido Peripancredtico__ Vascular__ Metastasis: No___Si, ;donde?

T: N: M:__EC:

Histopatoldgico:

No. de RHP: No. Laminillas: Laminillas tumor primario Tipo Histolégico: PDAC: ___ AVAC:
Intestinal:____ Pancreatobiliar:___ Grado Dif: Patrén crecimiento: Papilar:__ Infiltrativo:___ Mixto:__
Desmoplasia: Si__No__ Letras Bloques Inmunohistoquimica: pT:__pN:____pM:_____

Tratamiento: Quirtrgico Tipo de resecciéon Qx Fecha Cirugia:

Estado Actual: Fecha ultima visita:

Defuncién: Fallecié por otra causa: No___ Si, especificar causa:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Nombre del estudio: Cuantificacion de células tumorales circulantes y su asociacién con
resecabilidad en pacientes con cancer de pancreas.

Lugar yFecha:

Numero deregistro:

Justificacion y objetivos del estudio: El objetivo del presente proyecto es analizar el numero de células
tumorales circulantes en sangre periferica y evaluarsuasociacion con resecabilidad,para entender
mejorsubiologia; para que con estos resultados en proyectos futuros se
puedandesarrollarnuevasestrategias para su deteccion y tratamiento.

Procedimientos:

1. Se tomara una muestra de 10ml de sangre periférica y un raspadobucal.

2. Unavezquelospatdlogosdelaunidadhospitalariahayanevaluadolapiezaquirirgica,losinvestigad
oresla analizaran en el laboratorio deinvestigacién.

Posibles riesgos y molestias: Riesqos y/o molestias propias de la toma de sangre y de

intervencion quirdrgica. Participacion o retiro: Tieneusted plena libertad para participar o no

en el estudio, en caso de que decida noparticipar, su atencién en el hospital no se vera

afectada.

PrivacidadyConfidencialidad:Lasmuestrasdelospacientesrecibirdnuncédigoparamantenerlaidentid
addelosparticipantes,deloscualesenningdnmomentoserareveladoopublicadosusnombresosusdato

spersonales.

Para la coleccion del material bioldgico:

No autorizo que se tome lamuestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para esteestudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudiosfuturos
En caso de dudas relacionadas con este estudio favor de dirigirse a:

Dra. Cinthya Jazmin Gonzalez Gardufio (cinthya.gard@gmail.com) Hospital de Oncologia CMN Siglo

XXI, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.

En caso de dudas o aclaraciones sobre susderechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°piso
Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55)
56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firmadelsujeto Nombre y firma de quienobtiene elconsentimiento
Testigol Testigo 2
Nombre, direccién, relacionyfirma Nombre, direccion, relacién yfirma

Clave: 2810-009-013
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