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"He vuelto a enamorarme de las cosas sencillas, vivir es abarcar al sol "

(Laura Ramirez Almanza, 1994)

Tears in heaven.

Would you know my name
If I saw you in heaven?
Would it be the same

If | saw you in heaven?

| must be strong
And carry on
'Cause | know, | don't belong

Here in heaven

Would you hold my hand
If | saw you in heaven?
Would you help me stand

If | saw you in heaven?

I'll find my way
Through night and day
‘Cause | know, | just can't stay

Here in heaven

Time can bring you down
Time can bend your knees
Time can break your heart
Have you begging please

Begging please

Beyond the door
There's peace, I'm sure
And | know there'll be no more

Tears in heaven.
Eric Clapton.

Para todas aquellas personas especiales en nuestra vida que nos han dejado, con carifio y amor.



1. RESUMEN

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC, por sus siglas en inglés pancreatic
ductal adenocarcinoma) es el tumor maligno con el mayor indice de letalidad a
nivel mundial. Si bien este tipo de cancer no es el mas frecuente en cuanto a
incidencia se refiere, es una enfermedad silenciosa que se detecta mayormente en
estadios clinicos avanzados, de rapida progresion, resistente al tratamiento
convencional (quimioterapia y radioterapia). En la mayoria de los casos el tumor
es irresecable, aun pacientes que son candidatos a cirugia (menos del 20%),
tienen una sobrevida de 20% a 5 afios. Todas estas caracteristicas en conjunto

hacen del PDAC un tumor intratable, con un prondstico desfavorable.

Sin embargo, a pesar de que el 80% de los casos de PDAC tienen una sobrevida
menor del 9%, se desconoce porque dentro de la poblacion diagnosticada con
esta enfermedad existen pacientes que pueden sobrevivir hasta 5 afios incluyendo
casos en estadios clinicos tempranos (I y Il) y estadios clinicos avanzados (Il y
IV). A pesar de que la TNM (tumor, nédulos linfaticos y metéstasis) y el grado de
diferenciacion son dos criterios clinicos utilizados para determinar la progresion de
la enfermedad por la AJCC (del inglés American Joint Committee on Cancer), hoy
en dia no se ha logrado resolver porque existe variabilidad en la sobrevida de los
pacientes diagnosticados con PDAC dentro de cada estadio clinico y grado de

diferenciacion.

El PDAC se caracteriza por la generacion de tejido conectivo fibrético, proteinas
de matriz extracelular alrededor del tejido tumoral, este proceso biologico es
llamado desmoplasia. Los fibroblastos asociados a cancer son los responsables
de la generacion del estroma desmoplasico y favorecen el desarrollo de tumores
mas agresivos en PDAC. Como resultado de esta interaccién celular se induce en
la célula tumoral el proceso de transicién epitelio mesénquima (TEM), lo cual
dentro del microambiente tumoral genera un fenotipo celular invasivo y con mayor
capacidad de generar metastasis. Dado que estudios previos han reportado que la

expresion de marcadores de estroma desmoplasico y de TEM de forma individual
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se han asociado con un menor tiempo de sobrevida y un peor pronéstico, en este
trabajo evaluamos la expresion conjunta de marcadores de ambas caracteristicas
y Su asociacién con variables clinicas en pacientes diagnosticados con PDAC,
ademas de su relevancia prondstica en la variacion de la sobrevida dentro de cada

etapa clinica y grado de diferenciacion del tumor.

Nosotros examinamos individualmente la expresion de los marcadores de estroma
desmoplasico a-SMA (actina de musculo liso alfa), fibronectina y vimentina, asi
como los marcadores de TEM EpCAM, pancitoqueratina y vimentina, por
inmunohistoquimica, utilizando un microarreglo de tejidos en bloque de parafina de
una cohorte retrospectiva de 25 pacientes diagnosticados con PDAC. Los
resultados fueron examinados para asociarlos con las caracteristicas clinicas,
sobrevida, estadio clinico, grado de diferenciacion y resecabilidad. Para la
asociacion con la sobrevida por estadio clinico (Il 'y llI/IV) y por grado de
diferenciacion tumoral (grados moderados y pobres) se asocio la expresion de los

marcadores de estroma desmoplasico y TEM.

La expresion alta de los marcadores vimentina (p = 0.041) a-SMA (p = 0.033) en el
core tumoral, EpCAM (p = 0.030) y pancitoqueratina (p = 0.050) en tejido tumoral
se asociaron con estadios clinicos avanzados y una menor sobrevida,
respectivamente. La expresion alta de a-SMA (p = 0.035) en tejido estromal se
asocio con grados de diferenciacion pobres. Finalmente, la expresion baja de
fibronectina (p = 0.026) en el core tumoral se asocio con resecabilidad positiva en

nuestra cohorte de 25 pacientes respectivamente.

La expresion alta de los marcadores de estroma desmoplasico a-SMA,
fibronectina y vimentina se asocid con una disminucion de la sobrevida en
estadios clinicos intermedios y avanzados (p = 0,006-0,03), asi como con grados
de diferenciacion del tumor pobre y moderadamente diferenciados (p=0,01-0,02).
Interesantemente, el mismo patron se observo para los marcadores de transicion
epitelio mesénquima, EpCAM, pancitoqueratina y vimentina (p = 0,00008-0,03). La
expresion alta de los marcadores de estroma desmoplasico y TEM dentro de cada

etapa clinica y el grado de diferenciacion tumoral se asociaron con una menor
10



sobrevida en pacientes diagnosticados con esta enfermedad. La evaluacion de
estos marcadores puede tener un impacto pronostico en la variacion del tiempo de

supervivencia en pacientes con PDAC.

2. INTRODUCCION

El cancer de pancreas es uno de los tumores mas agresivos que existen, a pesar
de su baja frecuencia en cuanto a incidencia de casos registrados. La tasa de
mortalidad que presenta este tumor es la mas elevada.l? Este tipo de cancer
ocupa la primer posicién en letalidad a nivel nacional e internacional (figura 1)
incluso por delante de tumores como higado, esoéfago, cerebro, pulmén y

estdbmago.l?

Letalidad. Tasa estandarizada por edad ambos sexos
0-79 afios (100,000 personas)

Céncer de pancreas Céncer de higado Cancer de eséfago ~ Cancer de SNC Céncer de pulmén Céncer de estémago
(Cerebro)

Tipo de cancer

Figura 1. Letalidad, relacion entre la incidencia de casos registrados por cancer y su mortalidad. Tasa

estandarizada por edad, ambos sexos 0-79 afios (100,000 personas). Tomado de Sung et al, 2021, (2).

El cancer de pancreas se divide principalmente en tres tipos: Adenocarcinoma
ductal de pancreas (PDAC), el mas comun (85% de los casos) el cual se origina
de las glandulas que pertenecen al tejido epitelial exocrino del pancreas (células
ductales que revisten los conductos pancreaticos y permiten el flujo de

macronutrientes al duodeno para la generacion de energia).®
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Los tumores neuroendocrinos pancreéaticos (Pan-NET) los cuales son menos
comunes (menos del 5%) y se desarrollan en el tejido epitelial enddcrino del
pancreas (células epiteliales endocrinas que tienen como funcion la regulaciéon de

las hormonas glucagén e insulina). 3

El resto (10%) corresponde a carcinomas acinares poco comunes que se originan
del tejido epitelial exocrino acinar* (células epiteliales acinares que se encargan de
sintetizar granulos de zimogeno que degradan macromoléculas provenientes de
los nutrientes de los alimentos, a esta secrecion se le conoce como jugo

pancreatico).®

El PDAC es principalmente el tumor que causa los altos indices de mortalidad
registrados por cancer en este Organo. La naturaleza silente del tumor, y
asintomatica, le confieren una clara ventaja, lo que favorece no poder detectar el
desarrollo del tumor en fases tempranas. Por lo tanto, el diagndstico es tardio,
esto sumado al hecho de que se genera invasion y metastasis temprana, asi como

resistencia a farmacos, lo que hace del PDAC una enfermedad mortal.3®

American Joint Committee on Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés) utiliza el
sistema de estadificacion TNM como la herramienta diagnéstica estandar por la
cual se determina el proceso de la enfermedad’® y las recomendaciones de
tratamiento.’  Mas aun, la AJCC ha incorporado el grado de diferenciacion (G)
como otro criterio que junto al TNM se ha observado determina el prondstico de

los pacientes.®

El criterio G categoriza al tumor en bien diferenciado (de bajo grado) a
indiferenciado (de alto grado); en cuanto mas indiferenciado sea el tumor mas
agresivo su comportamiento biolégico. En el caso de los PDAC el grado
histol6gico se basa en la extension de la diferenciaciéon glandular, categorizando
los tumores en grados de diferenciacion de bajo grado (bien diferenciados y
moderadamente diferenciados) y de alto grado (pobremente diferenciados e
indiferenciados).® Existen andlisis multivariados que han mostrado que el grado de

diferenciacion en cancer de pancreas es un importante indicador prondstico
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Proporcion de sobrevida

A NWwbs N ®O O

después de la reseccion tumoralt®-13, sin embargo, ambos criterios de la AJCC no
han logrado resolver la incégnita del porqué de la variabilidad en la sobrevida de
los pacientes con PDAC. Asi, el 80% de los pacientes con PDAC son
diagnosticados en estadios clinicos avanzados y con peor prondstico®*4, siendo la
tasa de supervivencia general a 5 afios del 9%.%1* Mas aln, aunque la mediana
de sobrevida para todos los estadios clinicos es de 8 meses'®, se desconoce por
que existen pacientes que pueden sobrevivir hasta 5 afios’ independientemente

del estadio clinico y grado de diferenciacion con que se diagnostiquen (figura
2)_7,13,15,16

S 00 -
" it < -\1 TNM Octava Edicion
Grado Histologico T 0~ |4 |
o | W 1]
5 80 M 1
s "! - IV
L
p<0.0001 S o L
= 1 hy
= ) . g_ 50 !-'-,
\Blio moderadamente diferenciado 3 i i
40 -
Qo L,
o t,
\ T 30 - n
\\u.\_‘-_ g -, =
-~ = 20 o oy
1 Pobre o indiferenciado g 10 . Moeop
T o s
5 Y y e J T T T T T
0 12 24 38 48 60 0 10 20 30 40 50 60
Meses Tiempo de sobrevida (meses)

Caracteristica

N= 2374

Pacientes

Tasa de supervivencia global (%)

TNM Octava Edicién

Ndmero/ (%),

lafio

2 afios

3 afios

598 (25.2)

79.7

56.9

43.4

976 (41.1)

71.3

41.6

29.2

681 (28.7)

63.8

329

22.8

36.8

16.7

7

v 119 (5.0)

<0.001

Figura 2. Variabilidad en la sobrevida de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC) por Grado Histoldgico (Izquierda) y estadio clinico (derecho). Modificado de Winter et al. 2006 (13) y
He et al. 2018 (16).

El PDAC se caracteriza por un estroma desmoplasico prominente definido por
tejido fibrético con abundante matriz extracelular alrededor del tejido tumoral.1’-1°
Las células que favorecen el desarrollo del estroma desmoplasico son los
fibroblastos asociados a cancer (CAFs).?° En la inflamacién y la carcinogénesis,

los CAFs se activan adquiriendo una morfologia tipo miofibroblasto y expresan
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proteinas como a-SMA, fibronectina y vimentina?!??, ademas de un exceso de

moléculas de matriz extracelular, citocinas y factores de crecimiento.®-21,23-30

Un estroma desmoplasico contribuye en la formacion de tumores mas agresivos,
con mayor capacidad de proliferacién, invasion y metastasis, asi como a la
resistencia a quimioterapia y radioterapia.?®3! Varios estudios in vitro e in vivo han
demostrado que las células tumorales de PDAC estimulan la proliferacion,
migracion, activacion y secrecion de proteinas de la matriz extracelular de los
CAFs'®2332 y g3 su vez, los CAFs estimulan la proliferacion, evasion de apoptosis,

migracion, invasion y metastasis de las células tumorales de PDAC.17:23.26.33

Resultado de esta interaccion celular entre el estroma desmoplasico y el tumor, se
ha observado que dentro del microambiente tumoral, se induce el proceso de
transicion epitelio mesénquima (TEM) de la célula neoplasica.?>242534 En la TEM
se pierden gradualmente marcadores epiteliales de la célula neoplasica como la
molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM)3® y citoqueratinas®*, asi como
también se expresan marcadores mesenquimales como vimentina.343% La
expresion de los marcadores mesenquimales favorece el desarrollo de un fenotipo
invasivo, donde la célula tumoral incrementa su migracion?® tanto en modelos in
vitro?*2% como en modelos in vivo.?333 Por lo tanto, la dinamica del microambiente

promueve el crecimiento tumoral y la invasion.

La estratificacion prondstica actual en PDAC basada en los criterios TNM y G no
discrimina eficientemente a los pacientes de diferentes estadios clinicos que
pueden sobrevivir un tiempo superior a la media, incluyendo a los de los estadios
clinicos Il y IV.%16 Por lo que es necesario la inclusién de nuevos parametros que
ayuden a discriminar eficientemente la sobrevida de los pacientes de PDAC dentro
de cada estadio clinico y grado de diferenciacion del tumor.

Dado que el PDAC se caracteriza por un estroma desmoplasico abundante y la
presencia de TEM, biomarcadores de ambas caracteristicas bioldgicas podrian
asociarse con la agresividad y el mal pronostico de pacientes con PDAC. Estudios

previos han asociado la expresion incrementada de marcadores de estroma
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desmoplasico como a-SMA3"28, fibronectina® o de TEM como EpCAM,
citoqueratinas y vimentina®®*4, con una sobrevida corta (1-2 afios) en pacientes
con PDAC. Sin embargo, la evaluacion de la expresion individual de marcadores
de ambas caracteristicas y su relevancia prondstica en la variacion de la sobrevida
dentro de grupos de estadio clinico (ll/lll y IV) y grado de diferenciacion
(moderado/pobre) en una cohorte de pacientes con PDAC se desconoce.
Nosotros hipotetizamos que la evaluacion cuantitativa de la expresion de
marcadores de estroma desmoplésico y TEM de forma individual, puede mejorar la
estratificacién actual y proporcionar un pronostico mas certero. Por lo tanto, en
este estudio evaluamos la expresion de marcadores de ambas caracteristicas y
analizamos su asociacion con variables clinicas en pacientes diagnosticados con
PDAC.

3. MARCO TEORICO

3.1 Adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC)

3.1.1 Descripcion de la enfermedad: Epidemiologia

El PDAC corresponde el 85% de los tumores que se generan en el pancreas.3*°
Los pacientes diagnosticados con PDAC, tienen un pronostico desfavorable
(sobrevida de 9% a 5 afios) debido a que el 80% de los casos de PDAC son
diagnosticados en estadios clinicos avanzados.®'4 Aln los casos que presentan
un tumor potencialmente resecable (menos del 20%) tienen una sobrevida de 20%
a 5 afios.513204647 | os examenes de diagndstico disponibles no son especificos y
la mayor parte de los pacientes en estadios tempranos, no pueden ser

detectados.46
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El PDAC es un tumor complejo de naturaleza silente, rapida progresion, resistente
a quimioterapia y radioterapia, estas caracteristicas hacen del PDAC un tumor
intratable.®® GLOBOCAN 2018 ha posicionado al cancer de pancreas en el
doceavo lugar en incidencia, con 458,918 casos y en el séptimo lugar en
mortalidad con 432,242 casos a nivel mundial (4.4% de todas las muertes
causadas por cancer).%*® Los datos de incidencia y mortalidad son practicamente
idénticos en México en cuanto a posicion se refiere.! Sin embargo, en Estados
Unidos el cancer de pancreas ocupa la tercer causa de muerte por cancer y se
estima que para antes del afio 2030 ocupe la segunda posicidn.*%-52

3.1.2 Descripcion de la enfermedad: Histologia y carcinogénesis

El PDAC se origina de las células ductales que revisten los conductos
pancreaticos®:. En la literatura se ha mencionado que el PDAC también puede
originarse de células centro-acinares, este proceso es conocido como metaplasia
acinar-ductal.?® En lo que se refiere a los cambios en la histologia normal del
pancreas y el desarrollo de PDAC se ha establecido que el ducto epitelial sano
progresa a un adenocarcinoma invasivo, a través de tres lesiones precursoras:
neoplasias pancreaticas intraepiteliales (PanIN), neoplasias mucinosas papilares
intraductales y neoplasias mucinosas quisticas.*>°* Sin embargo, la mayoria de

los PDAC se desarrollan a partir de una PanlIN.

Las PanIN estan clasificadas en cuatro etapas, PanIN 1A, 1B, (bajo grado) 2 y 3
(alto grado) 455355 En una serie de autopsias de pacientes diagnosticados con
PDAC se han detectado lesiones de bajo grado en zonas del pancreas donde no
se observa presencia de tumor, mientras que las lesiones de alto grado se
encontraron adyacentes al tumor, inclusive las lesiones de alto grado se han

observado en el pancreas de pacientes con predisposicion genética de PDAC.53
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Las lesiones de bajo grado tienen una estructura celular plana (1A) o papilar (1B) y
se caracterizan por la presencia de atipia y polaridad nucleares retenida, mientras
qgue las lesiones de alto grado 2 tienen caracteristicas micropapilares, con atipia
nuclear y una tasa baja de mitosis. Las lesiones de alto grado 3
(carcinoma in situ ) tienen pérdida generalizada de polaridad, atipia nuclear y una

alta tasa de mitosis.>®

Las lesiones precursoras necesitan de alteraciones genéticas que propicien el
desarrollo del PDAC. KRAS es un oncogén que tiene como funcion principal
regular sefiales para receptores de crecimiento en la célula sana, sin embargo,
cuando esta mutado resulta en una ganancia constitutiva de funcién lo que permite
la proliferacién, la evasién de apoptosis y la supervivencia celular.t’” KRAS en su
forma mutada es un oncogén que se ha localizado desde el desarrollo temprano
de los tumores en las PanIN y que de hecho se encuentra en mas del 90% de los
PDAC en el cromosoma 12p, principalmente en el codén 12, aunque la mutacion
también se puede localizar en los codones 13 y 61 aunque de forma menos

frecuente.53:5555

La sobre expresion de oncogenes (KRAS y HER2/neu) sumada a la inactivacion
mutacional de los genes supresores de tumor, CDKN2A, P53, P16, SMAD4/DPC4,
BRCA2 es detectada con frecuencia en las lesiones de alto grado (2 y 3).2%%3 La
mutacion de KRAS en el cromosoma 12p en el codén 12 es un parteaguas que
junto a la inactivacion de los genes supresores de tumor constituyen eventos
genéticos que contribuyen el desarrollo del PDAC desde lesiones precursoras
(figura 3).5355
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Figura 3. Modelo de progresién adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC). Tejido normal (izquierda),
carcinoma (derecha), la progresién histolégica estd asociada con la acumulacién de alteraciones genéticas
especificas; genes supresores de tumor (p53, Smad4/Dpc4), oncogenes (BRCA2, KRAS), y genes de
mantenimiento del genoma ademas de proteinas de ciclo celular (p16, ciclina D1) de proliferacion celular (Ki-
67, topoisomerasa Il a), mucinas epiteliales (mucina 1, mucina 5) y nuevos genes descritos en un microarreglo
de tejidos como diferencialmente regulados en cancer de pancreas invasivo (mesotelina, PSCA , fascinay 14-
3-30), el hecho de que estos eventos genéticos no ocurran hacen que se conserve la estructura normal del
tejido epitelial pancreatico y la terapia blanco busca hacer reversibles estos eventos al punto inicial
(bidireccionalidad de las flechas),.Modificado de Koorstra et al. 2008 (54).

3.1.3 Patologia de la enfermedad: Signos, sintomas y causas

La mayor parte de los pacientes diagnosticados con PDAC son asintomaticos
desde el inicio de la enfermedad lo que permite el crecimiento y el desarrollo del
tumor.32945 | os pacientes que presentan sintomas generalmente se encuentran
en etapas clinicas avanzadas.®?°4> El PDAC debido a su localizaciéon anatémica

invade frecuentemente vasos vitales (aorta y vena mesentérica) complicando la
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intervencién quirargica (figura 4)°3, favoreciendo la diseminacién temprana de las
células tumorales (metastasis), y el mal pronéstico de los pacientes.??°6-%8 | os
sintomas mas comunes en pacientes diagnosticados con PDAC en etapas clinicas
avanzadas son: astenia, anorexia, pérdida de peso, ictericia, nduseas y dolor

abdominal.59.60

La etiologia del PDAC ha sido estudiada exhaustivamente y ha sido sujeta a
numerosos metaanalisis, debido a que no se ha descrito un tratamiento efectivo,
se piensa que el estudio de las causas que desarrollan el PDAC pueda prevenir la
enfermedad.®*® En PDAC se han identificado distintos factores de riesgo, los
cuales se han dividido en dos categorias: Factores de riesgo modificables y
factores de riesgo no modificables.?%! Los factores de riesgo modificables son el
tabaquismo, el alcoholismo, el sobrepeso, la dieta y la exposicion a sustancias
toxicas. Los factores de riesgo no modificables son el género, la edad, la etnia, la
diabetes mellitus, los antecedentes familiares de cancer de pancreas, los factores

genéticos, las infecciones crénicas, el tipo sanguineo y la pancreatitis cronica. 361

Irresecable

Metastasis distante
A

R : Vena portal
evestimiento arteria < e
(tronco celiaco, arteria superior Arteria hepatica

mesentérica o hepatica)

Afectacion arterial
(tronco celiaco, arteria superior
mesentérica o hepatica)

?’_"/’)«-« .
o
” ' fzcreas

Revestimiento venoso
(vena mesentérica superior o
portal)

Afectacion venosa
(vena mesentérica superior o
portal)

Unido a otros 6rganos

i} Sin afectacion arterial ni venosa

rteria y vena superior mesentérica
Resecable .

Figura 4. Localizacion anatomica del pancreas, resecabilidad e irresecabilidad. Debido a la localizacion del
pancreas y a la progresion rapida del tumor, los vasos sanguineos mayores son invadidos con facilidad lo que

imposibilita la cirugia favoreciendo el mal pronéstico de los pacientes. Modificado de Ryan et al. 2014 (52).
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El tabaquismo es uno de los factores predisponentes mas importantes en PDAC®?,
cerca del 20-25% de los casos de PDAC son atribuidos al tabaquismo.?° En la
literatura se menciona que el tiempo de exposicion y el numero de cigarrillos al dia
incrementan el riesgo de desarrollar PDAC, aun el riesgo persiste después de diez
afios de dejar el consumo del tabaco inclusive los fumadores pasivos tienen un
riesgo elevado (50%) de desarrollar PDAC.5364 El exceso en el consumo de
alcohol basado en licor (més de tres bebidas diarias) favorece en un 14.5% el
riesgo de desarrollar PDAC.55%7 Asi mismo se ha reportado que el vino y la

cerveza no tienen asociacion con esta patologia.®®

El consumo de tabaco y el alcohol basado en licor (desde minimas cantidades)
incrementan aun mas el riesgo de desarrollar PDAC. De hecho existe un aumento
en el riesgo de cancer de pancreas entre el tabaquismo asociado con el consumo
de alcohol (ligero, moderado y fuerte); esto fue estadisticamente significativo a
partir de 1 a 3 bebidas alcohdlicas a la semana (cociente de probabilidades
ajustado por edad (AOR) = 2.31, 95% CI: 1.03, 5.20).%°

La inactividad fisica y el exceso de grasa corporal (sobrepeso) durante la edad
adulta predisponen el desarrollo de PDAC.”®’! Una dieta alta en grasas, carne roja
(cocinada a altas temperaturas), alimentos procesados y ricos en nitrosaminas,
colesterol, comida frita, también es un factor que aumenta el riesgo en un 30 al
50% de desarrollar PDAC. Por otra parte el consumo alto de vegetales y frutas
(ricos en citricos y antioxidantes), tienen una accién protectora decreciendo el

riesgo de desarrollar PDAC en un 38%.3:68.72-77

La exposicidn a sustancias toxicas (trabajo con metales y pesticidas) desencadena
mecanismos carcinogénicos como la metilacion del ADN, la inhibicion en la
reparacion del ADN, la induccion de apoptosis a través de la generacion de
especies reactivas de oxigeno, la inestabilidad gendmica, la activacion de
oncogenes, asi como la inactivacion mutacional de genes supresores de tumor. La

exposicion ocupacional a niquel, cadmio, arsénico, incluyendo selenio en altas
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cantidades (micronutriente esencial), han sido los elementos quimicos mas

estudiados como factores de riesgo para desarrollar PDAC.78-111

El PDAC es mas comun en hombres que en mujeres. Globocan reporta que la
incidencia de PDAC es de 5.5 por cada 10,000 hombres y de 4 por cada 10,000
mujeres.! Es probable que ocurra mas en hombres debido al tipo de trabajo y a los
malos habitos como el consumo excesivo de tabaco y el alcohol. Sin embargo, no
se descarta que esto se deba también a factores genéticos aun no descubiertos
que repercutan en la incidencia y mortalidad por cancer en hombres y mujeres. El
PDAC es una enfermedad que afecta mas a adultos mayores que a jovenes.''? La
mayor parte de los pacientes diagnosticados con PDAC son mayores a 50 afos.
De hecho, el riesgo de desarrollar PDAC incrementa con la edad, con el pico mas

alto entre los 60 y los 80 afios.113-11°

Los estudios poblacionales han reportado que existen diferencias en la incidencia
de PDAC dependiendo de la etnia, esto se atribuye al tipo de dieta, al tipo de
trabajo, al consumo de alcohol, al consumo de tabaco y a la insuficiencia de
vitamina D.3116-118 Ademas de ello, la incidencia de PDAC depende de la genética
poblacional (mutaciones, habilidad de detoxificar el tabaco, expresion de
biomarcadores inmunes).11%120 En PDAC mutaciones puntuales en oncogenes y
genes supresores de tumor como KRAS y P53, son diferentes en cada etnia,
sugiriendo que cada raza tiene diversidad molecular y genética que puede afectar

la incidencia de la enfermedad.t2%:122

La diabetes es una enfermedad en el pancreas que afecta la produccion de
insulina en la sangre, por lo cual los niveles de azucar en la sangre son elevados.
Aunque so6lo el 10% de los pacientes diagnosticados con PDAC tienen
antecedentes clinicos de diabetes mellitus'?® no significa que no se pueda
desarrollar esta enfermedad, de hecho el riesgo persiste después de 20 afios de
diagnosticada la diabetes mellitus.’** Los antecedentes familiares de PDAC han
sido reportados de acuerdo a distintos metaanalisis, en los cuales se menciona

que el riesgo de desarrollar este tipo de tumor se ve incrementado hasta nueve
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veces con respecto a la poblacion en general, incluso este riesgo se incrementa al

doble si al menos dos familiares directos tuvieron PDAC.125126

Aproximadamente el 10% de los pacientes con PDAC tienen predisposicion
genética, es decir mutaciones en los genes que incrementan el riesgo de
desarrollar PDAC. Las mutaciones involucradas en la forma hereditaria de PDAC
se encuentran comunmente en los genes BRCALl, BRCA2, PALB2, ATM,
CDKN2A, APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PRSS1, STK11.°4'27 E| PDAC
también esta relacionado con sindromes familiares asociados a cancer como la
poliposis hereditaria de cancer de colon (sindrome de Lynch), el sindrome familiar
de melanoma multiple atipico, el sindrome hereditario de cancer de mama, el
sindrome hereditario de cancer de ovario, el sindrome de poliposis adenomatosa
familiar y el sindrome de Li-Fraumeni.® Las mutaciones hereditarias en los genes
KRAS, P53 y SMAD4 incrementan el riesgo de padecer PDAC.1%8

Los factores infecciosos mas importantes reportados en PDAC son: Infeccién por
Helicobacter pylori (4-25%)73129, hepatitis B, virus de la hepatitis C.13° En algunos
estudios no han encontrado correlacion entre el desarrollo de PDAC vy la infeccion
por Helicobacter pylori 13! por lo que aun estd en debate su participacion en
PDAC. El tipo de sangre esta asociado al riesgo de desarrollar cancer, incluyendo
el PDAC.132-1%6 Se ha descrito en la literatura que pacientes con tipo de sangre By
O negativo son mas propensos a desarrollar PDAC.130.137-140 pacientes infectados
por Helicobacter pylori y positivos a tipo de sangre O negativo han mostrado

mayor riesgo de desarrollar PDAC en comparacion a otros grupos sanguineos.??

La pancreatitis es un proceso de inflamacion en el pancreas el cual puede ser
agudo o croénico. La activacion de enzimas digestivas ocurre antes que sean
liberadas al intestino delgado, ocasionando que las enzimas digestivas ataquen al
pancreas.®14! El proceso inflamatorio genera un dafio recurrente en las glandulas
por lo que son afectadas las funciones principales del 6rgano, generando una

mala absorcion de nutrientes, asi como diabetes mellitus.3.141
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Diversos estudios han acumulado evidencia acerca de la relacion entre la
pancreatitis cronica y el PDAC, sin embargo, soélo el 1.8% de los pacientes con
pancreatitis cronica pueden desarrollar PDAC 10 afios después del diagndstico y

4% después de 20 afios después del diagndstico.4?-147

A nivel genético los pacientes diagnosticados con pancreatitis cronica hereditaria
asociada a la mutacion del gen de tripsindgeno catiénico (PRSS1) y al gen kazal
tipo 1 del inhibidor de proteasa serina tienen un riesgo mayor de desarrollar PDAC

que pacientes diagnosticados con otros tipos de pancreatitis.14®

3.1.4 Diagndstico y terapia

La Union Internacional para Control del Cancer (UICC, por sus siglas en inglés) y
la AJCC han determinado al TNM como el sistema de estadificacion mediante el
cual se determina el proceso de la enfermedad al momento del diagnostico en
pacientes con cancer. El sistema de estadificacion TNM clasifica la extension de la
enfermedad y es la determinante mas importante para las recomendaciones de
tratamiento, asi como de prondstico. El sistema de estadificacion TNM clasifica al
cancer por el tamafio y alcance del tumor primario en cm (T), por la presencia o no
de metastasis en ganglios linfaticos (N), y la presencia o ausencia de metastasis a

distancia (M).%14°

La estadificacion clinica en PDAC se divide en estadios clinicos tempranos y
avanzados. Los estadios clinicos tempranos son: estadio clinico | donde se
observa un tumor resecable menor a 2 cm limitado al pancreas (lA), los tumores
mayores a 2 cm, pero menores a 4 cm corresponden al estadio clinico (IB);
estadio clinico Il (diseminacion local o resecable en el limite del borde), el tumor es

mayor a 4 cm limitado al pancreas, y se propaga a los nodulos linfaticos cercanos.
46,150,151

Los estadios clinicos avanzados son: estadio clinico Il donde el tumor se extiende
mas all4 del pancreas, son tumores mayores a 5 cm, irresecables localizandose

en vasos grandes y cercano a los nervios, pero no han hecho metastasis a
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organos lejanos; estadio clinico IV el tumor se ha diseminado a uno o mas

6rganos (figura 5).46.150.151

Adenocarcinoma ductal de pancreas estadio 1A

Adenocarcinoma ductal de pancreas estadio 1A

Ad cinoma ductal de p3a estadio Ill

Adenocarcinoma ductal de pancreas
estadio IB

Adenocarcinoma ductal de pancreas estadio IV

Figura 5. Estadio clinico, TNM (tumor, nédulos linfaticos, metéstasis) en adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC). Extensién del tumor, estadios clinicos tempranos, intermedios y avanzados. Modificado de Instituto
Nacional del Cancer 2019 (149).

Debido a que los estadios clinicos Il y IV son predominantes en PDAC (80-90%),
son pocos los pacientes que tienen una sobrevida mayor al 20% a 5 afios.34°46.54
La mayor parte de los pacientes en estadios tempranos son asintomaticos, por lo
que se necesitan de herramientas que puedan detectar al PDAC antes que
desarrolle invasion y metastasis en los pacientes.*>4% Actualmente los métodos de
deteccién que existen son por imagen, de los cuales los mas utilizados son: la
ultrasonografia abdominal trifasica para protocolo de pancreas (estandar para
estadificacion y diagnostico), resonancia magnética, y aspiracion con aguja fina
guiada por ultrasonido endoscépico para diagndstico citoldégico (técnicas con

sensibilidad del 80%).46:54.152-155
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En pacientes con sintomas se ha utilizado el antigeno de cancer (CA19-9) para
confirmar el diagnéstico y predecir el prondstico después de la reseccion y la
recurrencia, sin embargo el CA19-9 no se puede utilizar como un método de
deteccion temprana debido a que no es especifico para la deteccién de tumor y

puede encontrarse elevado por otras causas no asociadas a cancer.1%6:157

La AJCC integra otro criterio que junto al estadio clinico (TNM) se ha utilizado para
determinar el prondstico de los pacientes con cancer, el grado de diferenciacion
(G).° G es una medida que se utiliza para evaluar la diferenciacién del tumor. La
diferenciacion se refiere a la semejanza funcional y morfoldgica entre las células
tumorales y las células normales del mismo tejido. Las neoplasias malignas se
categorizan en bien diferenciadas (de bajo grado) a indiferenciadas (de alto
grado), en cuanto mas indiferenciado sea el tumor mas agresivo Su
comportamiento biolégico. En el caso de los adenocarcinomas pancreéticos el
grado histologico se basa en la extension de la diferenciacion glandular. Si mas
del 95% del tumor estd compuesto de glandulas se clasifican en bien
diferenciados; del 50-95% son moderadamente diferenciados y menos del 50%

son clasificados como pobremente diferenciados.®

Ademas de la TNM y el G, la AJCC también integra el criterio de invasion
linfovascular (LVI) en el diagndstico de los pacientes con PDAC. Este criterio se
categoriza de la siguiente manera: invasion vascular linfatica no presente, invasion
vascular linfatica presente, invasion vascular por via venosa no presente, invasion

vascular por via venosa presente, no aplicable e indeterminada.'4°

La reseccion quirdrgica es el tratamiento estandar y la Unica terapia
potencialmente curativa en PDAC %8, sin embargo solo el 10 % de los pacientes
con PDAC tienen un tumor resecable al momento del diagnostico. De hecho, mas
del 90% de los pacientes sometidos a cirugia fallece debido a la recurrencia local

0 a la metastasis a distancia.®%-161

La reseccion quirurgica en PDAC se basa en tres criterios importantes conocidos

como margenes de reseccién, estos criterios se clasifican en: RO cuando no se
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observan células tumorales dentro de un radio de 1 mm en el borde de la
reseccion (microscopicamente); R1 cuando se observan una o dos células en un
radio de 1 mm cercano al borde de la reseccion y R2 donde la reseccion es
macroscopicamente incompletal®16l a pesar de que en PDAC existen pacientes
en RO donde lo esperado es que vivan mas tiempo, su sobrevida es poco mas

longeva que aquellos en R1.162-164

Debido a la baja tasa de sobrevida pese a la reseccion quirdrgica, se ha
implementado la terapia adyuvante (radio y quimioterapia) en pacientes
diagnosticados con PDAC con la finalidad de reforzar el tratamiento quirdrgico.5%-
168] a terapia neoadyuvante tiene como funcién principal reducir el tamafio del
tumor en pacientes que presentan enfermedad localmente avanzada (invasion a
vasos macroscopicos) con la finalidad de facilitar la intervencién quirdrgica, sin
embargo, la terapia neoadyuvante no ofrece una ventaja en la sobrevida de
aquellos tumores de PDAC potencialmente resecables, adn con terapia
adyuvante.15%-161169 | os farmacos mayormente empleados son gemcitabina,

folfirinox, acido folinico, oxaliplatino, paclitaxel y 5 fluorouracilo. 45170-173

Pacientes con enfermedad metastasica son tratados de forma paliativa con la
finalidad de aliviar los malestares e incrementar el tiempo de sobrevida, pese a
esto no hay un tratamiento efectivo y la mayor parte de los casos tienen un
periodo corto de vida.®® Gemcitabina es el tratamiento estandar para pacientes en
etapas clinicas IV debido al efecto en la disminucion de los sintomas y un perfil de

toxicidad favorable.174

Existen reportes donde se ha utilizado la combinacion de farmacos como
oxilaplatino con gemcitabina, folfirinox con gemcitabina, capecitabina con
gemcitabina, paclitaxel y folfirinox con gemcitabina mejorando el tiempo de
sobrevida, aunado a ello estos esquemas de tratamiento suelen ser muy agresivos
para los pacientes deteriorando su calidad de vida.l’?175-187 E| desarrollo de
terapias efectivas y la busqueda de marcadores pronostico es crucial en PDAC,

este sigue siendo un reto primordial junto con el diagndstico temprano de la
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enfermedad para mejorar la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes

diagnosticados con PDAC.%

3.2 ESTRATIFICACION PRONOSTICA Y SU ASOCIACION CON LA
SOBREVIDA DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON PDAC

3.2.1 Estadio clinico

El cancer de pancreas es uno de los tumores con peor prondstico que existen,
ocupando la primera posicion en letalidad a nivel mundial.! La letalidad observada
en los tumores pancreéticos esta principalmente asociada al PDAC, debido a que
este subtipo corresponde a la mayor parte de los tumores que se originan en el
pancreas (85%)3 y ademas por la biologia tumoral compleja que lo caracteriza. La
biologia tumoral favorece la invasion local y la diseminacion sistémica temprana
de las células tumorales (metastasis)?%'® por ende, usualmente el PDAC es
diagnosticado en estadios clinicos avanzados (80%)3, donde inclusive aquellos
pacientes que pueden ser intervenidos quirdrgicamente (20%) tienen una mediana

de sobrevida de tan solo 21 meses.20

No obstante, aunque la mediana de sobrevida para todos los estadios clinicos es
de 8 meses'® se desconoce por que existen pacientes que pueden sobrevivir
hasta 5 afios®’ independientemente del estadio clinico en el que se
diagnostiquen”!® y que sean candidatos o no a reseccién quirdrgica.”® Los
ensayos clinicos dependen de la estadificacion clinica para la estratificacion
adecuada de los pacientes, sobre lo cual la medicion precisa del estudio de un
tratamiento puede ser realizado.® El estadio clinico por lo tanto ha sido la

herramienta diagndstica estandar por la cual se le da seguimiento al proceso de la
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enfermedad en los pacientes con cancer y por la cual se determina la sobrevida y
el prondstico de los pacientes.” Sin embargo, debido a que la sobrevida dentro de
un estadio clinico particular es muy variable en PDAC se necesita mejorar la
prediccion de la probabilidad de sobrevida (prondéstico) de este tipo de enfermedad

con o sin la reseccién quirtrgica a la que son sometidos los pacientes.®

3.2.2 Grado histolégico de diferenciacion

Existen parametros adicionales que se han incluido como parte complementaria
de la TNM en la guia de la AJCC. Debido a que la sobrevida en cada estadio
clinico es altamente variable, se han realizado estudios que permiten incorporar
mas parametros que ayuden a mejorar la estratificacion prondstica de los
pacientes con PDAC. ElI Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC)
ubicado en Estados Unidos desarroll6 una interpretacion grafica de datos
obtenidos de pacientes con PDAC conocida como nomograma. El nomograma se
utilizé con el fin de predecir mejor la probabilidad de sobrevida especifica de la
enfermedad en pacientes candidatos a reseccion quirirgica en PDAC. Este
nomograma incorporé factores adicionales dentro del modelo predictivo que no
estaban incluidos en la estadificacion basada en la TNM por la AJCC, uno de los
cuales corresponde al grado de diferenciacion del tumor (G). Las predicciones
realizadas por esta interpretacion gréafica lograron discriminar mejor que la
estadificacion tradicional (TNM), lo que sugiri6 que la incorporacién de variables
adicionales podria mejorar la precision de la estratificacion prondstica.® Este
nomograma fue validado de manera independiente por un grupo en el hospital
general de Massachusetts en una cohorte de 424 pacientes.*®°

Existen multiples estudios que han asociado el grado de diferenciacion como un
factor pronéstico importante en pacientes con cancer de pancreas sometidos a
reseccion quirtrgica para todos los estadios clinicos!3168.190-193 de hecho, se ha

demostrado que los pacientes con diagnostico de PDAC que presentan grado de
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diferenciacion de bien a moderado, tienen un mejor pronostico que aquellos

pacientes con tumores que presentan grado de diferenciaciéon pobre.*3

En una cohorte de 1175 pacientes con diagnéstico de PDAC, se observo que soélo
una minoria de la cohorte (5%) que correspondia a pacientes intervenidos
quirargicamente, tenian caracteristicas patoldgicas favorables. El grado de
diferenciacion del tumor (bien y moderado), junto con el tamafio del tumor (menor
a 3 cm), los nodulos linfaticos y los margenes del tumor negativos, incrementaron
el tiempo de sobrevida de este grupo de pacientes a 5 afios en un 43%.'2 En este
estudio, sin embargo, cuando se consideré el total de los pacientes intervenidos o
no quirargicamente la sobrevida a 5 afios fue del 18%'3, por lo que la
estratificacion prondstica de los pacientes es la suma de un conjunto de variables,

dado que el estudio de la sobrevida de los pacientes con PDAC es multifactorial.

Estos parametros (grado de diferenciacion, tamafio del tumor, ndédulos linfaticos y
margenes del tumor positivos) estan involucrados directamente con la biologia

compleja de este tipo de tumor y con el pronéstico de los pacientes con PDAC.

El grado de diferenciacion hasta el momento habia sido considerado como un
parametro independiente para determinar el prondstico que, si bien define tiempos
de sobrevida menores en tumores pobremente diferenciados, aun no habia
logrado esclarecer por qué existe variabilidad en la sobrevida de pacientes con
PDAC, para cada estadio clinico. Sin embargo, un estudio del 2010 report6 que en
parte la variabilidad en la sobrevida de los pacientes con PDAC categorizados en
estadio clinico, es el resultado de diferencias en el grado de diferenciacion del
tumor. En este estudio se encontré que el separar a los pacientes por estadio
clinico y por grado de diferenciacion basado en la categoria de alto grado (tumores
pobremente diferenciados e indiferenciados), predecia un menor tiempo de
sobrevida en comparacion con la categoria de bajo grado (tumores bien y
moderadamente diferenciados). Otros parametros clinicos que fungieron como

predictores independientes de resultado adverso en este estudio fueron la edad, el
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sexo masculino, el tamafio del tumor mayor a dos centimetros, y los nodulos

linfaticos positivos.?

Ademas, en este trabajo afiadieron el parametro G a la estadificacion estandar
basada en la TNM, utilizando una nueva estadificacion denominada TNMG en una
cohorte de estudio de 6862 pacientes. Esta clasificacion es diferente de la
propuesta por la AJCC por la inclusion del G que estratifica a los pacientes en un
estadio mas avanzado en presencia de un tumor categorizado de alto grado. Un
tumor en estadio clinico IIA de alto grado en el sistema de estadificacion TNM
pasa a ser un estadio clinico IIB en el nuevo sistema TNMG, con una mejora de
dos meses en la mediana de supervivencia entre estos estadios clinicos. El afadir
el pardmetro G en la estadificacion estandar, es factible para mejorar la
estratificacion prondstica basado en esta propuesta, que incluso se observa en
cada estadio clinico y se mantiene estable en un periodo de 5 afios.® No obstante
a pesar de estos hallazgos, esta nueva estadificacion no ha sido aplicada en la
guia de la AJCC y aunque ha sido reproducida por otros grupos de
investigacion'®12, si bien ayuda en el entendimiento de la variabilidad de la
sobrevida de los pacientes con PDAC, no logra explicar cual es la funcién de la
biologia del tumor que favorece un menor o mayor tiempo de sobrevida con base

al grado de diferenciacion del tumor.

El trabajo realizado por Ren y colaboradores en 2020 menciona ademas que
existen limitaciones en esta estadificacion que incluye al parametro G, las cuales
no deben ser ignoradas. Primero a pesar de presentar un rendimiento superior
comparado con la estadificacion pronéstica actual, la adicion del pardmetro G crea
un sistema mas complicado que el actual que forma parte de la octava edicion de
la AJCC. En segundo lugar, los estudios estan limitados a la uniformidad de los
estudios preoperatorios (técnicas radiograficas) y las terapias adyuvantes
posoperatorias en los pacientes. En tercer lugar, no se puede eliminar la Inter-
institucionalidad y la variacion entre observadores en los protocolos para la
evaluacion patolégica del parametro G. Finalmente, la discriminacién en la
sobrevida con este sistema mejora moderadamente la estadificacion actual, lo que
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se debe a la inclusion insuficiente de todos los factores predictivos necesarios
para la prediccion absoluta, los cuales no se incluyen en la SEER (The
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program, por sus siglas en inglés).
Los factores prondstico-validados son el nivel de CA 19-9, los margenes de
reseccion tumoral, la invasion linfovascular, invasion a nervios, quimioterapia

adyuvante.'?

3.3 CELULAS ESTROMALES Y SU FUNCION EN EL
MICROAMBIENTE TUMORAL DE PANCREAS.

3.3.1 Desmoplasia

El PDAC se caracteriza diferencialmente de otros tipos de cancer en el pancreas y
otros oOrganos por la acumulacion excesiva de tejido fibrotico y de matriz
extracelular rica en fibronectina, colagena |, lll, IV, periostina y laminina que rodea
a las células tumorales.1’-1° Esta caracteristica se conoce como desmoplasia y
ocupa mas del 80% del volumen tumoral en el pancreas.?® El microambiente
tumoral en PDAC esta conformado por la activaciéon y el reclutamiento de células
estromales que intervienen en el desarrollo del tumor y la desmoplasia tales como
los fibroblastos asociados a cancer (CAF, por sus siglas en inglés), células
inflamatorias  (linfocitos, macréfagos, mastocitos, granulocitos), células
endoteliales, matriz extracelular, citocinas y factores de crecimiento

(figura 6).17:20.23.24,194

Estudios han reportado que la desmoplasia en PDAC promueve la proliferacion, la
invasion y la metastasis de las células tumorales, asi como la quimio resistencia.
La desmoplasia es uno de los retos de mayor complejidad en el tratamiento para
PDAC.3!
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Microambiente Tumoral en PDAC.
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Figura 6. El desarrollo de desmoplasia en el microambiente tumoral de los adenocarcinomas ductales en pancreas. Representacion grafica de la histologia normal

del pancreas sano (Izquierda). Representacion simplificada de la interaccion entre las células tumorales, células estromales y células del sistema inmune en

PDAC (derecha).
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3.3.2 Células estromales que ocasionan la desmoplasia

Las células que ocasionan la desmoplasia son las CAF. Las CAF en pancreas se
originan de cuatro subpoblaciones: células estelares pancreaticas (PSC’s)?3,
fibroblastos provenientes de la médula 6sea (BMDCs)?°, fibroblastos residentes
del mismo 6érgano?* e inclusive células troncales mesenquimales (MSC)'’. Estas
cuatro subpoblaciones que se encuentran normalmente en pancreas sano en una
baja proporcién, se activan en procesos relacionados a enfermedades benignas

(pancreatitis), o por la generacion de tumores en el érgano (figura 7)17:20.23.24,

Médula 6sea

PSC’'s

Fibroblasto Residente

Figura 7. Diferentes tipos de células que originan a los fibroblastos asociados a cancer (CAF). Las células
estelares pancreaticas (PSC’s) representan la fuente principal de CAFs en el adenocarcinoma ductal de
pancreas (PDAC), de manera normal las PSC’s tienen una localizacién periacinar y cuando son activadas por
citocinas y estrés oxidativo, desarrollan un fenotipo tipo miofibroblasto. Fibroblastos residentes e interlobulares
también pueden contribuir a la poblacién de CAFs. Ademas, diversos estudios han sugerido que los
fibroblastos provenientes de la médula 6sea (BMDCs) son reclutados durante procesos de dafio en el tejido
pancreatico y llegan a tener propiedades tipo CAFs. Un udltimo hallazgo ha sugerido que las células troncales

mesenquimales (MSC) también dan origen a los CAFs. Modificado de Nielsen et al, 2016 (20).
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Las CAF en pancreas se caracterizan por compartir una morfologia tipo
miofibroblasto, (células alargadas en forma de huso) por expresar el marcador de
superficie actina de musculo liso alfa (a-SMA) y por secretar una variedad de

moléculas de la matriz extracelular y citocinas (colagena |, IL-6, PDGF).2%:23-29

Células estelares pancreaticas (PSC’s)

Las PSC’s son consideradas la fuente mas importante de los CAF debido a que
son el principal efector en la formacion de tejido fibrético y matriz extracelular en
PDAC y otras patologias en el érgano como la pancreatitis crénica.3?3? El estudio
de esta subpoblacion de CAF en pancreas proviene de otro tipo de célula con
caracteristicas morfologicas y funciones similares llamada célula estelar hepética
(HSC’s), descubierta anteriormente.®® Las PSC’s en su estado inactivo contienen
vesiculas lipidicas en el citoplasma, tienen morfologia estrellada, sirven como
reservorio de vitamina A y tienen como funcién principal la remodelacién de la
matriz extracelular que mantiene la arquitectura normal del tejido
pancreatico?130.19 g través de la secreciéon de metaloproteinasas e inhibidores de

metaloproteinasas. 30196197

Las PSC’s se encuentran localizadas en el espacio periacinar del pancreas y
comprenden del 4 al 7% del total del 6érgano.'% En afecciones al pancreas se ha
reportado que las PSC’s son activadas y se transdiferencian en células con una
morfologia tipo miofibroblasto, perdiendo todas las caracteristicas morfolégicas de
su estado inactivo, teniendo como caracteristica principal de su estado activo la
expresion del marcador de superficie a-SMA y la secrecion de moléculas de la
matriz extracelular como colagena | y fibronectina.?1321% La expresién de otros
marcadores de superficie como vimentina, desmina, proteina acida fibrilar glial,

nestina, marcadores neuroectodermales entre otros, han sido reportados en las
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PSC’s, sin embargo, la mayor parte de los marcadores no son especificos y han

sido reportados en modelos animales.?%:30

Los procesos inflamatorios en el pancreas (inducidos por el abuso de alcohol), los
factores de crecimiento, las citocinas, el estrés oxidante, la compresién mecanica
del pancreas que favorece el estrés sdlido (hipoxia) en pancreatitis y en cancer
pancredtico, asi como las células tumorales favorecen la activacion de las
PSC'S.ZS‘SO’SZ

Los factores de crecimiento que activan las PSC’s son: el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y las citocinas IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10
entre otros.’®®201 Una vez activada la PSC es capaz de generar de forma
autocrina  PDGF, TGF-B, IL-1, IL6, TRAIL (ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF) y moléculas proinflamatorias como COX-2 de manera
constante, lo cual permite la activacion y proliferaciéon de PSC’s de forma cronica

en PDAC, aun en ausencia de los factores desencadenantes iniciales (figura
8)_19,20,30,202

Las PSC’s han tenido un fuerte impacto en el estudio del microambiente tumoral
en pancreas desde que se aislaron y cultivaron en 1998.291% Se han realizado
estudios protedmicos en donde se ha demostrado la participacion de estas células
en el desarrollo del tumor (proliferacién, invasibn y metastasis de células
tumorales en PDAC).20:30
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Células vecinas.
Células tumorales pancréaticas,
células ductales o acinares, células
inflamatorias y células endoteliales

Sefales paracrinas
Factores de crecimiento

TGF-g-1, PDGF
Citocinas inflamatorias Sefiales autocrinas
TNF-q, IL-1,IL-6, IL-8 , IL-10 TGF-B-1, CTGF, PDGF,

Otras periostina, COX-2,IL-1, IL-6
EMMPRIN, ET-1, Angiotensina ll , SHH l

~/

@ i U mmmmm—) FIBROSIS

ACTIVACION .r, t Produccién de matriz extracelular
. 1 proliferaciéon

t Migracion

PSC’s inactivas (fenotipo con

PSC’s activadas (fenotipo tipo
almacenamiento de vitamina A).

miofibroblasto).

Figura 8. Mecanismos de activacion de las células estelares pancreéticas (PSC’s). Una caracteristica principal
de las PSC’s es la transformacion de su estado inactivo (fenotipo de almacenamiento de vesiculas lipidicas) a
un estado activo (fenotipo tipo miofibroblasto). Factores de crecimiento y citocinas pro-inflamatorias son
liberadas por células vecinas (células tumorales, acinares, ductales, inflamatorias y endoteliales) e inducen la
transformacion de las PSC’s. Las PSC’s activadas pueden perpetuar su estado activado secretando estos
factores de forma autocrina permitiendo el incremento en la proliferacion, migracion y produccién de matriz
extracelular en exceso. En el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) la activacion de las PSC’s permite
la produccion de fibrosis extensa la cual a su vez contribuye en la progresion de la enfermedad, metéstasis y
quimioresistencia. Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), ciclooxigenasa-2 (COX-2), inductor de
metaloproteinasa de matriz extracelular (EMMPRIN), endotelina 1 (ET-1), interleucinas (IL), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante Beta (TGF-B), factor de
necrosis tumoral (TNF-a), ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF, Sonic Hedgehog. Modificado de
McCarroll et al, 2014 (200).
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Fibroblastos provenientes de la médula 6sea

Los CAF se pueden originar de células troncales que provienen de la médula
O0sea. Los BMDC’s, ( Bone Marrow Derived Cells por sus siglas en inglés) se han
reportado en modelos murinos a los cuales se les ha inducido pancreatitis cronica
y PDAC.?8:29,196,203.204 yngp de esos estudios reporté que los BMDC’s provenientes
de un modelo murino hembra al ser transplantados en un modelo murino macho
con pancreatitis cronica formaron parte de la poblaciéon de PSC’s en su estado
activo expresando los marcadores a-SMA y desmina.?® Los BMDC's injertados en
el pancreas del modelo murino fueron el 5% del total de las PSC’s contribuyendo
en la reparacion del tejido.?® En PDAC se ha reportado que los BMDC's injertados
también forman parte de la poblacion de PSC’s que genera areas fibroticas en el
pancreas murino.?® Los BMDC’s tienen un precursor con el fenotipo CD45+,
coldgena 1+ el cual se encuentra circulando en la sangre periférica antes de

formar parte de las areas fibréticas del pancreas.?%*

Fibroblastos residentes del pancreas

Los fibroblastos residentes del pancreas pueden dar origen a los CAF de distintos
tipos de tumores.?%5206 Estos fibroblastos se encuentran en gran proporciéon en
tejido conectivo de distintos 6rganos (higado, intestino, riidn, pulmon, bazo, Utero)
producen moléculas de la matriz extracelular y contribuyen en la homeostasis del
tejido conectivo.?%’ Los fibroblastos residentes del pancreas tienen un origen
mesodermal y se caracterizan por su morfologia alargada, sin embargo, carecen
de marcadores moleculares especificos que los distinga de otras subpoblaciones

celulares en distintos tejidos.205:208

FSP-1, (Fibroblast-specific protein 1 por sus siglas en inglés) en modelos murinos
de pancreas, es el marcador mas comun reportado en los fibroblastos residentes

del pancreas, sin embargo, también se puede expresar en células dendriticas y
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PSC’s en su estado activo.??® En PDAC, FSP-1 se ha localizado expresado en
CAFs de humanos y de ratén.?% Las células tumorales de pancreas en humanos
también expresan FSP-1, por lo que este marcador no es especifico de esta
subpoblacion.?%21 No obstante, existen reportes donde se ha estudiado la
coexpresion de a-SMA con FSP-1, demostrando que los fibroblastos residentes

del pancreas forman parte de la poblacién de los CAF en PDAC.2%

Un estimulo que activa a los fibroblastos residentes del pancreas es el dafio
tisular, como consecuencia la apoptosis y la necrosis celular permiten la liberacion
de factores de crecimiento como TGF-B y PDGF, citocinas de células infamatorias
locales, células endoteliales y células mesenquimales, que permiten la
proliferacion y diferenciacion de miofibroblastos que forman parte de las
CAF?12213 sin embargo este proceso aun no ha sido documentado en PDAC,

donde las PSC’s son por mucho la principal fuente de las CAF.?!4

Células Troncales Mesenquimales

Estudios recientes han reportado que existe una nueva subpoblacién dentro de las
CAF, esta subpoblacién corresponde a las células troncales mesenquimales
(MSCs por sus siglas en inglés, Mesenchymal Stem Cells). Las MSCs se han
localizado en el estroma de tumores epiteliales, incluyendo tumores
gastrointestinales, tumores de ovario, tumores de colébn y tumores de

pancreas.!’ 215217

La subpoblacion de MSCs en el estroma de tumores epiteliales reportada en estos
trabajos expresa los marcadores de superficie CD13, CD14, CD29, CD44, CD49q,
CD90, CD73, CD105, CD166 que se encuentran en las MSCs de médula 6sea y
no expresa los marcadores de superficie hematopoyéticos CD34, CD38, CD45,
CD133 y CD14, asi como tampoco expresa los marcadores de superficie

endoteliales como CD31.17.215-217 Ademas, las MSCs en el estroma de tumores
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epiteliales son capaces de dar origen a los tres linajes celulares: adipocitos,
condrocitos y osteocitos reportados en las MSCs de médula ésea. 17215-217 Estos
reportes a su vez han demostrado que las MSCs en el estroma de tumores
epiteliales expresan el marcador de superficie que distingue a las CAF, a-
SMA.17'215

El estudio de las MSCs en el estroma de PDAC ha permitido encontrar una nueva
subpoblacion con morfologia fibroblastoide que expresa los marcadores
mesenquimales reportados en médula 6sea con la capacidad de generar los tres
linajes distintivos de las MSCs. 17215217 | as MSCs en el estroma de PDAC se
encuentran localizadas de manera periacinar y periglandular en el tejido tumoral
de pancreas, expresando el marcador a-SMA, esta subpoblacién ha sido aislada
del componente estromal que corresponde a pancreas desmoplasico tumoral y del
componente estromal que corresponde a tumores epiteliales.*® La subpoblacion
de MSCs en el estroma de tumores epiteliales posee una mayor capacidad de
proliferaciéon que las MSCs de médula 6sea?!®, y son capaces de secretar
colagena I, una proteina importante en la desmoplasia observada en PDAC asi

como de expresar otro marcador reportado en las CAF, FSP-1.17

El estudio de las CAF es complejo debido al origen de cada una de las
subpoblaciones que las conforman. Sin embargo, cada una de las subpoblaciones
de CAF en PDAC al activarse expresan a-SMA, secretan proteinas de matriz
extracelular (fibronectina y colagena |) y factores de crecimiento que mantienen la
activacion constante de las CAF de manera autocrina. Esto ocasiona la
generacion de desmoplasia en el tejido tumoral. Las CAF secretan factores de
crecimiento y citocinas que son reguladores clave en el desarrollo del tumor.
Inclusive las MSCs recién descubiertas como parte de esta subpoblacién, son
capaces de ayudar al tumor a incrementar la proliferacibn y metastasis de las

células tumorales.l’

39



3.3.3 Matriz extracelular: factores secretados por los fibroblastos
asociados a cancer y las células tumorales y su papel en el desarrollo

del tumor

Las CAF son células que se encargan de la produccion de proteinas de la matriz
extracelular y tejido fibrético, proceso llamado desmoplasia.?*1% Se ha descrito en
la literatura que la desmoplasia promueve el desarrollo del tumor.1832 Esto se debe
principalmente a los factores secretados por las CAF, que ademas de inducir la
generacion de desmoplasia, a la vez participan en procesos que regulan la
proliferacion, evasion de apoptosis, invasion y migracion de las células tumorales
en PDAC.17:23.26

Existe una interaccion dual entre las células tumorales de PDAC y las CAF, la cual
ha sido estudiada desde inicios del siglo XXI.3! Esta interaccioén beneficia a ambas
poblaciones (figura 9)%. Estos estudios se han llevado a cabo en modelos in vitro
e in vivo de PDAC.17233234 En uno de esos estudios se utilizd6 medio condicionado
de lineas celulares de PDAC (MIAPACA2, PANC-1, SW850) para evaluar el efecto
en la proliferaciéon de las CAF y los factores secretados por las células tumorales
que regulan este proceso biolégico.®? El medio condicionado de células tumorales
en PDAC incrementa la proliferacion de las CAF a través de PDGF.%? Otros
estudios han evaluado la capacidad migratoria de las CAF en modelos in vitro, por
el contacto con células tumorales de PDAC.?® Estos estudios han reportado que
existe un incremento en la capacidad migratoria de las CAF cuando se cocultivan
con células tumorales de PDAC?® o medio condicionado de PDAC, Ademas la

migracion de las CAF es regulada a través de PDGF.33

En contacto con las células tumorales de PDAC las CAF se activan expresando a-
SMA.*8 El medio condicionado de lineas tumorales de PDAC, también incrementa
en las CAF la secrecion de proteinas de la matriz extracelular como fibronectina,
colagena | y periostina.’® Periostina inclusive es capaz de incrementar de forma

autocrina la capacidad de la CAF de secretar continuamente proteinas de la matriz
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extracelular.'® La secrecion de proteinas de la matriz extracelular y la activacion
de las CAF (a-SMA) es regulado por factores de crecimiento como TGF-1, Factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), PDGF y proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-
2).1® Los tumores se benefician de la produccién de proteinas de la matriz
extracelular, se ha reportado que la secrecion de fibronectina, colagena I-4 y
laminina, protege a las células tumorales de agentes quimioterapéuticos como 5

fluorouracilo, cisplatino y doxorrubicina.®

La proliferacion de células tumorales de PDAC es regulada por factores de
crecimiento que secretan las CAF.":23 Existen reportes donde se ha observado el
incremento en la proliferacién de lineas tumorales (MIAPACA-2, PANC-1) y de
células tumorales aisladas de pacientes, principalmente cuando estan en contacto
con el medio condicionado de las CAF o en cocultivo. Esto se debe principalmente
a que las células tumorales tienen receptores para los factores de crecimiento que
secretan las CAF, entre ellos PDGF y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GMCSF)17:23, La evasion de apoptosis también se ha
reportado en modelos in vitro. Uno de estos estudios reportd en lineas celulares
tumorales (MIAPACA-2, PANC-1) que al inducir apoptosis con H202 (peréxido de
hidrogeno), el medio condicionado de las CAF disminuia el nimero de células
tumorales apoptoticas.??

La evasion de la apoptosis de las células tumorales en contacto con las CAF es a
través de la interaccidon de la accion directa de las proteinas de la matriz
extracelular.’® Los efectos de supervivencia de las proteinas de matriz
extracelular, laminina y fibronectina son regulados a través de sus receptores de
integrinas, que son expresados por las células tumorales. Ademas, los efectos anti
apoptéticos de fibronectina parecen estar regulados por la transactivacion del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1). 1° Todas estas interacciones

conducen a la activacion de sefiales de supervivencia y la evasién de apoptosis.*®
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Figura 9. Relacion dual entre las células tumorales y los fibroblastos asociados a cancer (CAF) en
adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC). Dentro del microambiente tumoral ambas poblaciones se
benefician y favorecen el desarrollo del tumor. Tomado de Apte et.al, 2012 (30).

Dentro del microambiente tumoral, se ha observado la participacion de las CAF
con respecto a la transformacién mesenquimatosa de la célula neoplasica, lo cual
modifica el epitelio permitiendo la invasion y migracién de las células tumorales.
22242534 También se ha descrito que en el desarrollo tumoral la presencia
aumentada de las CAF comprime y distorsiona la vasculatura, generando un
ambiente hipdxico.?2218-220 E| ambiente hipdxico influye directamente en la
generacion de desmoplasia, asi como en la capacidad migratoria de las células

tumorales. 22.218-220

La célula tumoral debe modificar su fenotipo, morfologia, asi como también
modificar el microambiente, particularmente el estroma, ello con la finalidad de que
se secreten metaloproteinasas que permitan degradar la matriz extracelular para
finalmente poder desplazarse, invadir y salir a la circulacién??t. Para poder
ejemplificar los fendmenos de invasién y migracion de las células tumorales en

PDAC en contacto con las CAF, se han realizado estudios in vitro. 242534 Estos
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estudios han demostrado que al co-cultivar células tumorales de PDAC con las
CAF, la célula tumoral expresa marcadores mesenquimales como vimentina, snalil,
twistl y pierde marcadores epiteliales como e- cadherina, y citoqueratinas lo que

favorece el desarrollo de la TEM (figura 10). 17:27:34.36

Célula epitelial Célula mesenquimatosa

ofole] =—= S

Forma fusiforme (alargada)

* Forma columnar/poliglonal

« Polarizacion apical-b Polarizacion anterior- posterior

« Adhesion célula- célula fuerte

Contacto célula-célula focal

« Potencial limitado para migrar

Potencial de migracion fuerte

« Marcadores: « Marcadores:
*EPCAM * VIMENTINA, SNAIL, TWIST1
*PANCITOQUERATINA

(CK1; CK3;CK4;CK5;CK6;CK7; CK8;CK10;
CK13;CK14;CK15;CK16;CK17;CK18;CK19).

Figura 10. Caracteristicas de la transicion epitelio mesénquima (TEM) en adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC). Las células tumorales son capaces de transformarse de un fenotipo epitelial a uno mesenquimatoso,
este proceso llamado TEM involucra la perdida de marcadores epiteliales y la ganancia de marcadores
mesenquimatosos, como factores de transcripcion (snail, twistl), este fendmeno bioldgico es reversible, una
vez que salen las células salen a la circulacion y llegan a un 6rgano secundario son capaces de transformarse
en células epiteliales y proliferar. Transicion epitelio mesénquima (TEM). Transicion mesénquima epitelio
(TME). Modificado de Maier et.al. 2010 (36).

Las CAF son capaces de secretar metaloproteinasas (MMP3, MMP2, MMP9) que
participan en la degradacion de la matriz extracelular??2° lo que permite la invasion

de las células tumorales.?2?2

Modelos in vitro han reportado que las células tumorales de PDAC aumentan la
capacidad de migrar e invadir al estar en contacto con co-cutivos de CAF o con
medio condicionado (figura 11)172334 en condiciones normdxicas y en condiciones
hipoxicas.??2% Estudios han reportado que inclusive el medio condicionado o el co-

cultivo de CAF con deficiencia de oxigeno, incrementan la capacidad de migracion
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de la célula tumoral??, lo cual sugiere que la secrecién de una matriz rica en
fibronectina por parte de las CAF en condiciones hipoxicas, induce una alteracion
topografica en el alineamiento paralelo de las fibras en la matriz extracelular
estromal y se favorece una mayor capacidad de movimiento en las células
tumorales de PDAC (figura 12).?°> Ademas, se ha reportado que el medio
condicionado de CAF irradiadas o co-cultivos con CAF irradiadas promueve aun
mas la migracion e invasion de las células tumorales cuando se compara con
aquellas células tumorales de las cuales se ocup6 el medio sin irradiar de las
CAF_18,27
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Figura 11. Estudio de la transicion epitelio mesénquima en un modelo de co-cultivo indirecto con células
estromales (PSC’s) y células tumorales de la linea de cancer pancreatico Panc-1 (lzquierda). El co-cultivo
favorece la transformacion mesenquimatosa de las células tumorales que van perdiendo gradualmente los
marcadores epiteliales E-cad y CK19, y expresando los marcadores mesenquimatosos vimentina y el factor de
transcripciéon Snail-1 (PCR en tiempo real). (Derecha) co-cultivo por ensayo de herida (A) mono-cultivo (MC)
de células tumorales, donde se observa que la linea celular Panc-1 no es capaz de cerrar la herida por medio
de la migracién celular. B) Co-cultivo (CC) de células tumorales de Panc-1y PSC’s, la linea celular de Panc-1
es capaz de cerrar la herida por medio de la migracion celular al haber estado en contacto con las células
estromales. Para verificar la migracién celular, se utilizé mitomicina ¢ para inhibir la proliferacion celular.
Modificado de Kikuta et.al. 2010 (34).
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Esta transformacion en la célula tumoral es regulada por factores secretados por
las CAF como: el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)?%3; el factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF)??; la citocina inhibitoria de macréfagos 1
(MIC-1) que pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento transformante
(TGFB)?4; la quimiocina CXCL12?%"; asi como la interleucina 62 y el factor

estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF).Y’

A) B)
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Figura 12. Las CAF secretan proteinas de matriz extracelular. Se ha reportado que las CAF secretan
proteinas de matriz extracelular como fibronectina en condiciones hipdxicas y normdxicas, lo cual permite el
desplazamiento de las células tumorales en modelos in vitro (A) Sin embargo en condiciones hipoxicas el
acomodo de las fibras favorece aiin méas el movimiento de las células tumorales, incrementando la distancia,

velocidad y direccionalidad de la migraciéon tumoral (B). Modificado de Sada et.al. 2016 (25).

Estudios in vivo han reportado la participaciéon de las CAF en el desarrollo de
metastasis. Uno de esos estudios reportdé en modelos ortotdpicos murinos que el
co-trasplantar CAF que provienen de tejido sano de pancreas con células
tumorales de PDAC, incrementan el numero de lesiones metastasicas. Esto se
observd en comparacion con aquellos murinos a los cuales solo se les
trasplantaron células tumorales. Ademas el nimero de lesiones se incrementé aun

mas cuando se cotrasplantan células tumorales con CAF provenientes de tumores
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de PDAC (figura 13).22 Otros estudios han reforzado la participaciéon de las CAF en
la generacion de lesiones metastasicas, donde se ha observado que la metastasis
es regulada a través de GM-CSF producida por las CAFY’. En este estudio se
utilizé un knockdown para GM-CSF en las CAF de origen tumoral co-trasplantadas
con células tumorales de PDAC y se bloqued por completo la actividad
metastasica en un modelo ortotépico de PDAC .1” Ambos procesos biolégicos de
migracion e invasion, son fundamentales en una de las caracteristicas que mas

impactan en la sobrevida de los pacientes con PDAC: la metastasis?%-°6-58,

Cultivo células a-SMA
/ X 1millén de células tumorales
= Q“<\S millén de células a-SMA
* N
/ = //,'.,_, \ @

— s

Cultivo células tumorales Modelo ortotépico
Sitios metastasicos Incidencia de metéstasis ( Nomero de animales con metdstasis)

AsPC-1 AsPC-1 + CAhPSCs* AsPC-1 AsPC-1 + NhPSCs'

(n=14) (n =14) (n=8) (n=28)
Higado 5 12 3 7
Mesenterio 3 8 3 5
Rifién 0 7 0 4
Diafragma 1 5 1 4
Mediastino 3 6 1 3
Pulmon 0 0 0 1

Figura 13. Modelo ortotépico de ratén en donde se inocularon células tumorales de una linea de metastasis
para cancer de pancreas (AsPC-1) y CAF (células a-SMA). El indice de metastasis se encontré mas elevado
en los murinos donde se inocularon células tumorales y CAF provenientes de pacientes con cancer de
pancreas (CAhPSC’s). NhPSC’s (condiciones benignas). Modificado de Xu et. al.2010 (33).
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3.4 MARCADORES DE ESTROMA DESMOPLASICO Y DE
TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA (TEM) EN PDAC

3.4.1 a-SMA, fibronectina y vimentina como marcadores de estroma

desmoplasico y su asociacién clinica con PDAC

La participacion de los CAF en el microambiente tumoral de los PDAC esta
involucrada en el desarrollo de células tumorales con una alta capacidad de
proliferacion, migracién e invasion. Es por ello por lo que se han estudiado los
marcadores que expresan los CAF en los tumores desmoplasicos y su asociacion
con caracteristicas clinicas que estén relacionadas con el prondstico de los
pacientes con PDAC. Fujita y colaboradores en el 2010 investigaron la correlacion
entre la expresion de a-SMA y el prondstico de una cohorte de 109 pacientes
intervenidos quirdrgicamente con diagnéstico de PDAC. En dicho trabajo se hizo
un punto de corte para la evaluacién de la expresion del mensajero de a-SMA
categorizada en alta y baja expresion, donde la expresion alta del mensajero de
a-SMA se encontré asociado a un menor tiempo de sobrevida para todos los
estadios clinicos, independientemente de que los pacientes fueran tratados o no
con quimioterapia adyuvante. La expresién alta del mensajero de a-SMA se asoci6
con tumores mas grandes y se encontré6 como un factor prondstico independiente,
junto con el grado de diferenciacién, el estadio clinico, nédulos linfaticos, tumor

residual, invasion vascular positiva y quimioterapia adyuvante.??

En otro estudio realizado por Sinn y colaboradores se reportd que la expresion
baja de a-SMA por inmunohistoquimica se asocié a un mayor tiempo de sobrevida
en una cohorte de 162 pacientes intervenidos quirargicamente con diagndstico de
PDAC. La expresion de a-SMA por inmunohistoquimica no se asocio con el grado
de diferenciacion, tamafio del tumor, presencia de nodulos linfaticos y margenes

quirdrgicos.®” Haerberle y colaboradores reportaron en una cohorte de 198
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pacientes intervenidos quirGrgicamente con diagndstico de PDAC, que la
expresion alta de a-SMA por inmunohistoquimica se asocié a un menor tiempo de
sobrevida. Sin embargo, en dicha cohorte solo el estadio clinico, los margenes
quirargicos y la metastasis fueron factores prondsticos independientes en la
sobrevida general de los pacientes.38

Otro de los marcadores que se han propuesto para identificar CAF asociados al
proceso de desmoplasia es fibronectina. La alta rigidez fibrotica del microambiente
tumoral comprime los vasos sanguineos y la perfusion, lo que impide la
administracion de farmacos en las células tumorales. Fibronectina es el
constituyente principal de la matriz extracelular dentro del microambiente tumoral,
ademas de ser producido por las CAF. Ademas, las células tumorales son
capaces de secretar esta proteina de matriz extracelular. De manera normal
fibronectina funciona como soporte de las interacciones entre la célula y la matriz
extracelular, siendo esencial para la cicatrizacion de heridas, desarrollo y
homeostasis celular. La union de fibronectina a sus receptores (integrinas de
superficie celular) desencadena vias de sefalizacion en las células tumorales
pancreaticas, promoviendo la supervivencia del tumor, quimioresistencia
(encapsulando el tumor, evitando la difusion del farmaco), invasion celular,
metastasis y angiogénesis. Los CAF son la fuente principal de fibronectina y
estudios inmunohistoquimicos han confirmado que esta proteina se expresa
principalmente en el estroma de PDAC.3° Hu y colaboradores reportaron en un
estudio de 138 pacientes intervenidos quirdrgicamente con diagnéstico de PDAC,
gue la expresion alta de fibronectina por inmunohistoquimica se asocié a tumores
mas grandes, a nodulos linfaticos positivos y a estadios clinicos mas avanzados.
En este estudio fibronectina y el estadio clinico no fueron factores prondstico-
independientes y no se asociaron con la sobrevida de pacientes de PDAC. ¥
Leppanen y colaboradores reportaron que la expresion de fibronectina por
inmunohistoquimica se restringid al componente estromal del tumor y sélo se

asocié a tumores de mayor tamafio.?2
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Si bien a-SMA y fibronectina han sido dos marcadores del estroma desmoplasico
que se han asociado con caracteristicas clinicas como tamafio del tumor, nédulos
linfaticos, estadios clinicos avanzados e inclusive sobrevida. Estos resultados no
han mostrado ser homogéneos entre cada cohorte de estudio y por cada
marcador. Esto quizds se deba a los criterios que se han utilizado en la
metodologia donde los analisis son semicuantitativos y podrian repercutir en

resultados tan diferentes entre si.

Sumado al hecho que esta informacién no ha podido concluir aun cual es la
posible causa por la que existen pacientes que pueden superar la media de
sobrevida e inclusive sobrevivir un periodo de tiempo mas prolongado,
independientemente del grado de diferenciacion y el estadio clinico en el que se
diagnosticaron. Los estudios in vitro??2° e in vivo3 funcionalmente han demostrado
que la interaccion de las células estromales que generan la desmoplasia
favorecen un comportamiento mas agresivo en los tumores, por lo que es
interesante saber si los niveles de expresion de estos marcadores se asocian con
una menor sobrevida de los pacientes, por grupos de grado de diferenciacion
(moderado/pobre) y estadios clinicos (intermedios y avanzados), evaluandolos de
forma independiente.

Vimentina es una proteina citoplasmética que se expresa en los CAF que forman
parte de la desmoplasia en los tumores de PDAC. Eguchi y colaboradores
reportaron la expresién de vimentina en modelos in vitro de CAF sometidas a
condiciones hipdxicas??, aunque también existen otros reportes donde se ha
reportado la expresion de vimentina en condiciones normoxicas.?* Las CAF que
expresan vimentina son capaces de incrementar la capacidad de invasion de las
células tumorales de PDAC.?? Actualmente no existe un estudio que evalué la
expresion de vimentina en el estroma desmoplasico y su asociacién con
caracteristicas clinicas en pacientes diagnosticados con PDAC. Dhayat y
colaboradores en el 2018 hicieron un estudio donde se evaluaron marcadores de

TEM por inmunohistoquimica. Este grupo de trabajo hace énfasis en que, si bien
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vimentina es un marcador de TEM, también se encuentra expresado en células
estromales que rodean a las glandulas tumorales en PDAC, sin embargo este
estudio no asocia la expresiéon de vimentina en el estroma con caracteristicas

clinicas.2?6

3.4.2 EpCAM, Pancitoqueratina y vimentina como marcadores de TEM

y su asociacion clinica con PDAC

La molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM) se expresa en la mayoria de
los tejidos epiteliales sanos y en un grupo de carcinomas humanos.®® En el
proceso de la TEM los marcadores epiteliales aun se pueden expresar, mientras
se comienzan a ganar marcadores mesenquimatosos. La mayoria de los trabajos
gue han estudiado la expresiéon de EpCAM en células tumorales de PDAC, han
evaluado la TEM en células tumorales circulantes (CTC’s) de esta enfermedad??’
y de otro tipo de tumores s6lidos.3® En estos trabajos se ha descrito que las CTC’s
comienzan a perder la expresion de EpCAM mientras aumenta la expresion de

marcadores mesenguimatosos.

Hyu y colaboradores describieron en un modelo in vitro de cancer de mama, que
en el cultivo de mamoesferas (cultivos para enriquecimiento de células troncales y
de TEM) generado a partir de la linea celular MCF7, las células que son capaces
de formar esferoides expresan marcadores de TEM (snail, twist, slug, N-
Cadherina) y reducen la expresion de marcadores de adhesion celular (E-
Cadherina). Los investigadores midieron dichos marcadores a través de un ensayo
de expresion del RNA mensajero por PCR y lo confirmaron en un western blot en

el lisado de las células tumorales de mama. 3°

En este mismo estudio cuando se realizé la tincion de inmunofluorescencia en las
células tumorales de las mamoesferas, se localiz6 una baja expresion para
EpCAM vy fue corroborado por el RNA mensajero para EpCAM por PCR. Estos

datos indicaron que la TEM podria favorecer un decremento de este marcador, el
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cual es un fuerte indicador de la perdida de la morfologia epitelial por la

transformacion mesenquimatosa. 3°

Zhao y colaboradores reportaron en un estudio de CTC’s de PDAC que la
expresion de EpCAM vy citoqueratinas aun puede ser localizada en las células
tumorales. Ellos encontraron la expresion de CTC’s mesenquimatosas (vimentina
twist positivas) y epiteliales (EpCAM, citoqueratina (8/18/19) positivas) por
fluorescencia, sin embargo, también reportan una subpoblacién hibrida que
compartia tanto marcadores epiteliales (EpCAM, citoqueratinas) como
mesenquimatosos (vimentina, twist). En el proceso de TEM los marcadores
epiteliales se pueden conservar, aunque los marcadores mesenquimatosos se
comiencen a expresar.??’ EpCAM es un marcador clave en la identificacién de la
transformacién de la célula tumoral, que define con su baja expresién o ausencia

un fenotipo mesenquimatoso potencial.

La expresion de EpCAM por inmunohistoquimica ha sido descrita en tumores
pancreaticos. En un estudio realizado por Fong y colaboradores en el 2007, se
describié por primera vez que las células tumorales de PDAC expresaban el
marcador EpCAM. La expresion de EpCAM fue débil a moderada en la membrana
de células de pancreas sano, no obstante, en los tumores de PDAC la expresion
en la membrana se observd de moderada a fuerte. En este estudio sélo la edad y
el estadio clinico fueron factores prondsticos, mientras que el sexo, el grado
histolégico y la sobreexpresion de EpCAM no fueron relevantes como factores
prondsticos. Sin embargo, en el subgrupo de pacientes con enfermedad en
estadios avanzados la sobreexpresiéon de EpCAM se asocié a un menor tiempo de

sobrevida.4°

En el proceso de la TEM EpCAM aun puede conservarse, lo que no limita
encontrar CTC’s con la expresion de este marcador en sangre periférica de
pacientes con PDAC??’, probablemente otros factores (snail, twist, slug, N-
Cadherina) dentro de la célula tumoral estén llevando a cabo la transformacion a
una célula con caracteristicas mesenquimatosas y los marcadores epiteliales

EpCAM, E-Cadherina y citoqueratinas sean los ultimos en perderse o reducir su
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expresion??’, por lo que inclusive se han reportado subpoblaciones de CTC’s con
expresion de marcadores epiteliales, mesenquimatosos e hibridas. %2’ en el
articulo de Fong y colaboradores no se descarta que la alta expresion de EpCAM
en estas células tumorales favorezca la salida a la circulacion, lo cual incremente
la migracion de células tumorales, la invasion y metéstasis a 6rganos distantes,
incluso se menciona que esto probablemente se deba a un antagonismo con E-

cadherina.*0

Los filamentos intermedios son proteinas citoesqueléticas que tienen un tamafio
intermedio entre actina y tubulina (7 a 11 nm de diametro), encontrandose en el
citoplasma de la mayoria de las células. Dentro de los filamentos intermedios se
incluyen a las citoqueratinas, las cuales son localizadas en tejidos epiteliales. Las
citoqueratinas son divididas en dos subfamilias: tipo 1 citoqueratinas &cidas y tipo
2 citoqueratinas basicas. Los tejidos epiteliales expresan diversos patrones de
citoqueratinas, las cuales son generalmente preservadas en sus correspondientes
tumores epiteliales. Las citoqueratinas han sido propuestas como marcadores

utiles de la diferenciacion epitelial en los carcinomas.??®

Raffie y colaboradores reportaron la expresion de citoqueratinas en tumores
epiteliales en lineas tumorales de pancreas. La expresion de las citoqueratinas
7,8,16,18 y 19 fueron localizadas en lineas tumorales con grado de diferenciacion
bien y moderado (AsPC-1, CAPAN-2, SW1990) y la expresion de las
citoqueratinas 8,16, 18 y 19 fueron localizadas en lineas tumorales con grado de
diferenciacion pobre (MIA PaCa-2, Panc-1). Pancitoqueratina es un marcador que
contiene un panel de citoqueratinas epiteliales (CK 7,8,9,17,18,19) el cual ha sido

utilizado para detectar células tumorales epiteliales en pancreas??8.

Karamitopoulou y colaboradores reportaron la expresion de pancitoqueratina en
grupos pequeios de ceélulas tumorales desdiferenciadas dispersas en el estroma
en el frente del tumor invasivo (tumor buddings, llamada en espafiol como

desdiferenciacion focal) en una cohorte de 117 pacientes con diagnéstico de
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PDAC. La desdiferenciacion focal marcada con pancitoqueratina se asocié con
tumores mas grandes, con la invasion linfovascular y con un menor tiempo de

sobrevida.#!

Karamitopoulou y colaboradores reportaron que la presencia de desdiferenciacion
focal es un factor prondstico independiente en esta enfermedad.*’ Esta
desdiferenciacion focal representada por un grupo de méas de 5 células, tienen
mayor capacidad de salir a la circulaciéon*!, por ende la expresion elevada de este
marcador que tifie la desdiferenciacién focal podria estar asociada a una menor

sobrevida en pacientes con PDAC.

De hecho Karamitopoulou y colaboradores mencionan en su estudio que la
estratificacion prondéstica basada en parametros biolégicos podria conducir a una
mejor toma de decisiones en la clinica y los tratamientos a los pacientes con
PDAC.# La inclusién de la expresion aumentada de citoqueratinas en PDAC ha
validado un menor tiempo de sobrevida en pacientes con PDAC,*?** sin embargo
se desconoce si la sobreexpresion de pancitoqueratina esta asociada a una menor

sobrevida entre grupos de grados de diferenciacion y estadio clinico.

La TEM ha sido estudiada tanto en modelos in vitro** como en modelos in vivo®?
sin embargo, también se ha estudiado la expresion de marcadores de tejido
tumoral en TEM, en cohortes de pacientes de PDAC. Vimentina ademas de
expresarse en tejido estromal de PDAC?%%, se ha localizado en tejido tumoral en
TEM de tumores sdlidos.

Myoteri y colaboradores reportaron en una cohorte de 53 pacientes intervenidos
quirdrgicamente con diagnéstico de PDAC que la expresion de vimentina por
inmunohistoquimica se asocio a tumores con grado de diferenciacion pobre, y a un
menor tiempo de sobrevida, siendo un factor pronéstico independiente junto con el
tamafio del tumor, el grado de diferenciacion, los nddulos linfaticos y los margenes

quirdrgicos*3.

Javle y colaboradores por otro lado reportaron en una cohorte de 34 pacientes

intervenidos quirargicamente con diagnostico de PDAC que la expresion de
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vimentina se asocié al grado de diferenciaciéon del tumor, observando una
sobreexpresion de este marcador sélo en tumores pobremente diferenciados no
asi en tumores bien diferenciados. La expresion alta de vimentina se asocio a un
menor tiempo de sobrevida y se observé como un factor prondstico independiente

junto con el grado de diferenciacion del tumor.22°

En otro estudio Wang y colaboradores reportaron en una cohorte de 120 pacientes
intervenidos quirdrgicamente con diagnostico de PDAC vy tratados con
quimioterapia neoadyuvante que la expresion de vimentina fue un factor
prondéstico independiente que se asocié a un menor tiempo de sobrevida y a

tumores pobremente diferenciados.?3°

Dado que vimentina es un marcador de células mesenquimatosas o que estén en
TEM, se espera que la alta expresion de este marcador defina periodos mas
cortos de sobrevida en pacientes con PDAC en estadio clinicos intermedios y
avanzados, asi como en grados de diferenciacion moderados y pobres.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el PDAC es uno de los tumores mas letales que existen, esto debido
a su naturaleza silente y a la rapida progresion de la enfermedad que, en conjunto
con la resistencia a los tratamientos de quimioterapia y radioterapia, lo hacen
intratable. Se sabe que el 80% de los pacientes con PDAC son diagnosticados en
estadios clinicos avanzados con un pronoéstico desfavorable y que la mediana de
sobrevida para todos los estadios clinicos es de 8 meses. Sin embargo, se
desconoce si la expresion baja de los marcadores de estroma desmoplasico y de
TEM repercute en por que existen pacientes que pueden sobrevivir hasta 5 afos,
independientemente del estadio clinico y el grado de diferenciacion en el que se
diagnostiquen. Asimismo, a la fecha no se conoce si las diferencias en la
variabilidad de la sobrevida en pacientes diagnosticados con PDAC se deban a
caracteristicas biolégicas como el estroma desmoplasico y la transicion epitelio
mesénquima que participan en el desarrollo de tumores agresivos en ensayos in
vitro e in vivo. Diversos estudios en PDAC han reportado la expresion de
marcadores de estroma desmoplasico como a-SMA, fibronectina y vimentina, asi
como marcadores de TEM como EpCAM, pancitoqueratina y vimentina en
ensayos clinicos dénde se les ha asociado con un menor tiempo de sobrevida. Sin
embargo, se desconoce si la evaluacion cuantitativa de ambas caracteristicas se
asocia a la variabilidad de sobrevida dentro de grupos definidos en estadio clinico
(Il'y 1I/IV) y grado de diferenciacion del tumor (Moderado/pobre). Por lo tanto, en
este estudio evaluamos la expresion individual de marcadores del estroma
desmoplasico y de TEM para analizar su asociacién con variables clinicas en

pacientes diagnosticados con PDAC.
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5. JUSTIFICACION

El cancer de pancreas es uno de los tumores con peor prondstico que existen,
este tipo de cancer no es el mas frecuente en cuanto a incidencia se refiere, sin
embargo, la tasa de mortalidad que presenta es la mas elevada, ocupando la
primera posicion en letalidad a nivel mundial. El PDAC corresponde al subtipo
tumoral mas frecuente registrando el 85% de los tumores que se generan en el
pancreas, donde la sobrevida general es del 9% a 5 afios. Si bien la mayor parte
de los pacientes tienen un pronéstico desfavorable, la estratificacion prondstica
actual no ha logrado esclarecer porque el tiempo de sobrevida en algunos de ellos
muestra una amplia variacion y sigue siendo impredecible, independientemente
del estadio clinico y grado de diferenciacion en el que se diagnostiquen. Los
parametros biolégicos como el estroma desmoplésico y la TEM son caracteristicas
gue se han descrito en el PDAC y que ayudan en el desarrollo del tumor, por lo
gue es necesario estudiar si existe una asociacion entre la expresion de los
marcadores de estroma desmoplasico y de TEM con respecto a la variabilidad de
la sobrevida de esta enfermedad dentro de cada estadio clinico y grado de

diferenciacion.

6. HIPOTESIS

La expresion elevada de los marcadores de estroma desmoplasico (a-SMA,
fibronectina y vimentina) y de TEM (EpCAM, pancitoqueratina y vimentina), se
asociaran con una sobrevida menor independientemente del estadio clinico y del

grado de diferenciacion.
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7. OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la asociacion entre la expresion de marcadores de tejido estromal
desmoplasico y tejido tumoral en transicidn epitelio mesénquima por estadio
clinico y grado de diferenciacién con respecto a la variabilidad en la sobrevida de

pacientes con PDAC.

Objetivos particulares:

1.-Evaluar mediante inmunohistoquimica el nivel de expresion de los marcadores
a-SMA, fibronectina y vimentina en tejido estromal desmoplasico de cortes
histoldgicos de pacientes con PDAC y su asociacion respecto a las caracteristicas
clinicopatolégicas estadio clinico, grado de diferenciacion, resecabilidad y

sobrevida.

2.-Evaluar mediante inmunohistoquimica el nivel de expresion de los marcadores
vimentina, EpCAM y pancitoqueratina en tejido tumoral en transicion epitelio
mesénquima de cortes histolégicos de pacientes con PDAC respecto a las
caracteristicas clinicopatologicas estadio clinico, grado de diferenciacion,

resecabilidad y sobrevida.

3.-Establecer la relacion entre la expresion de marcadores de tejido estromal
desmoplasico, asi como la expresion de marcadores de tejido tumoral en
transicion epitelio mesénquima, dentro de cada estadio clinico y grado de
diferenciacion con la variabilidad en la sobrevida de pacientes con PDAC.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Pacientes y muestras.

Todos los pacientes de este estudio fueron diagnosticados con PDAC y se
sometieron a procedimiento de reseccion pancreatica y toma de biopsia en el
Hospital de Oncologia Centro Médico Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), en la Ciudad de México. Debido a que el PDAC no es tan frecuente
como otros tumores en nuestro hospital, asi como en otros centros médicos
internacionales, decidimos hacer un primer acercamiento en el estudio de estos
marcadores, como un estudio piloto*!3, Se ha sugerido que el nimero minimo de
muestras sea calculado de acuerdo con los datos de la férmula de Cochran?3!
basado en i) el nivel de a=0.001; ii) error de margen bajo = 3%; vy iii) la baja
frecuencia de la enfermedad = 0.0014. En total en nuestro estudio 25 muestras
fueron obtenidas y analizadas en un periodo de tiempo comprendido del 2007 al
2018. Los datos clinico-patolégicos se obtuvieron de una base de datos generada
a partir de los expedientes clinicos del departamento de archivo clinico del hospital
de oncologia, estos incluyeron género, edad, estadio T, estadio N, estadio M,
estadio clinico (TNM), grado de diferenciacion, sobrevida general, tiempo de
evolucion, tiempo de seguimiento de la primer a la ultima consulta médica, tiempo
de seguimiento del inicio de la enfermedad a la Ultima visita, desmoplasia y tipo de
cirugia. Las muestras fueron fijadas en formaldehido y subsecuentemente
embebidas en parafina para utilizarse en la construccion de un microarreglo de
tejidos (TMA). El uso de muestras humanas fue aprobado por el comité de
investigacion y ética en investigacion en salud del Hospital de Oncologia, Centro
Médico Siglo XXI, perteneciente al IMSS y registrado con el niumero de protocolo
R-2016-3602-37.
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Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

Casos de adenocarcinoma ductal de origen ductal, confirmados por un
patologo experto en PDAC, provenientes del servicio de patologia del
Instituto Mexicano del Seguro Social, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
UMAE (Unidad Médica de Alta Especialidad). Hospital de Oncologia.
Numero de cédula y nombre completo del paciente.

Expediente con informacion clinica del paciente (fisico o electrénico).
Biopsias y resecciones que correspondieran al tumor primario en bloque de
parafina.

Bloques de parafina (biopsias y resecciones) con suficiente material
bioldgico.

Casos de PDAC que tuvieran laminillas con tincion de hematoxilina y

eosina, que coincidieran con el bloque de parafina.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

Casos de adenocarcinoma de pancreas no ductales de origen mucinoso,
adenoescamoso, papilar, acinar, pancreatoblastoma, colangiocarcinoma,
cistadenocarcinoma, cistadenoma, tumores neuroendocrinos.

Casos que no tuvieran informacion clinica del paciente.

Biopsias y resecciones que no correspondieran al tumor primario en blogue
de parafina (metastasis a ganglios, metastasis a otros sitios), aquellos que
no coincidieran con la laminilla tefiida de hematoxilina y eosina, fueron
descartados.

Bloques de parafina (biopsias y resecciones) sin suficiente material
bioldgico

Casos de PDAC gue no tuvieran laminillas con tincion de hematoxilina y

eosina.
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8.2 Diseio del microarreglo de tejidos (TMA) para PDAC.

Con la finalidad de minimizar la variabilidad experimental y obtener
reproducibilidad en las tinciones, se utilizé la tecnologia de TMA en tejidos
embebidos en parafina.?®? Para corroborar el diagnostico de las muestras de tumor
de pancreas, las tinciones de hematoxilina y eosina fueron reevaluadas por dos
patologos expertos en PDAC de acuerdo con la clasificacion del 2010 por la
Organizacion Mundial de la Salud. En las muestras tumorales se seleccionaron
tres repeticiones con un diametro de 1mm (core tumoral), los cuales fueron
marcados por nuestro patélogo y seleccionadas en zonas con tejido tumoral y
tejido desmoplasico estromal para ser trasladadas a un bloque en blanco de
parafina utilizando un microarreglador (Chemicon international California USA).
Una vez construidos los TMA, se cortaron en secciones seriadas de 3 ym. La
laminilla del microarreglo de tejidos contenia alrededor de 75 cores que
correspondieron a las muestras tumorales de 25 pacientes con tres repeticiones

cada uno (de cada muestra).
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Nosotros establecimos un control de calidad en el disefio y uso del TMA, el cual
debia contener al menos un control positivo y negativo a los marcadores utilizados
de estroma desmoplasico (a-SMA, fibronectina y vimentina) y TEM (EpCAM,
pancitoqueratina y vimentina) ademas fue necesario corroborar la zona y
presencia de los cores utilizados, asi como la calidad del core, solo se

consideraron los cores que conservaran al menos el 50% del tejido (Figura 14).

1.- controles positivos y negativos 2.- corroborar zona y presencia del core

CE LT

Controles positivosy v Revisado
negativos al marcador de
interés

Corroborarzonay v Revisado
presencla del core

Al mencsel 50% delcore v Revisado
paraser considerado

El core no debe tener v Revisado
artefactos

Figura 14. Control de calidad de los microarreglos de tejido (TMA). En cada uno de los microarreglos
utilizados, se establecieron criterios de calidad en el disefio y uso de los TMA, que correspondia a visualizar
controles positivos y negativos para cada marcador utilizado, corroborar zona y presencia del spot, asi como
la calidad del core y la eliminacion de artefactos.

Se decidié trabajar con dos tejidos control en el disefio del TMA, pancreas sano y
colon debido a que la expresion de los marcadores de estroma desmoplasico solo
marcarian el estroma de ambos tejidos y los marcadores de TEM a su vez
marcarian solo tejido epitelial, sin embargo, debido a que, en la mayoria de los
TMA (mas de la mitad), el tejido control de pancreas se perdié por el proceso
inmunohistoquimico, decidimos utilizar el tejido control colén que si se conservo y
que ademas servia como control positivo y negativo de cada uno de los

marcadores utilizados.
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8.3 Deteccion de los marcadores a-SMA, fibronectina, vimentina,
EpCAM y pancitoqueratina en los TMAs de PDAC por

inmunohistoquimica (IHC)

Los microarreglos de tejidos se tifieron con anti-a-SMA policlonal recombinante en
cabra (dilucion 1:250; Abcam, Cambridge, UK); anti-fibronectina policlonal
recombinante en conejo (diluciéon 1:1000; Abcam, Cambridge, UK); anti-vimentina
monoclonal recombinante en ratén (dilucién 1:1000; NSJ Bioreagents, San Diego,
Calif ); anti-EpCAM monoclonal recombinante en raton (dilucion 1:500; Biolegend,
San Diego, Calif): anti-pancitoqueratina (cOctel de citoqueratinas epiteliales CK
7,8,9,17,18,19) monoclonal recombinante en raton (diluciéon 1:500; NSJ
Bioreagents, San Diego, Calif ). Las laminillas fueron desparafinadas a una
temperatura de 60°C por 30 min, inmediatamente se lavaron en bafos con
detergente EZ PREP 1X (Roche, Basilea Suiza) por 5 min para quitar el
remanente de parafina de las laminillas. Posteriormente para la recuperacion
antigénica de las muestras se sumergieron en un buffer de citratos pH6 (Trisodium
citrate dihydrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), precalentado por 5 min en un
horno de microondas. Las laminillas fueron calentadas por 10 min en una olla de
presioén para microondas (Nordic Ware, St. Louis Park, Minnesota) hasta alcanzar
una temperatura de 120°C. Una vez que las muestras se encontraron a
temperatura ambiente, las laminillas fueron sumergidas en agua destilada por 10
min. Inmediatamente las laminillas se sumergieron en PBS (HyClone, Logan,
Utah) con tween al 10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) por 5 min.
Subsecuentemente la peroxidasa endégena y la proteina (tincién de fondo) fueron
blogueadas con Bloxall (Vector Labs, Burlingame, Calif) por 20 min y suero normal
de caballo al 2.5% (Vector Labs, Burlingame, Calif) por 20 min a temperatura
ambiente. Después de remover cuidadosamente el suero de caballo al 2.5%, se
incubaron los anticuerpos primarios utilizando diluyente de anticuerpo (Leyca
Biosystems, Wetzlar, Alemania) a 4°C toda la noche. Al dia siguiente las muestras

se revelaron con el kit de deteccion INnmPRESS® horseradish peroxidase (HRP)
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de acuerdo con el anticuerpo primario empleado se utilizaron los kits de deteccion
de polimero IgG anti-cabra, anti-conejo, anti-raton por peroxidasa hecho en
caballo (Vector Laboratories, Burlingame, Calif) para los anticuerpos a-SMA,
fibronectina, vimentina, EpCAM y pancitoqueratina respectivamente. Todos los
anticuerpos secundarios se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Una vez
que se lavo el anticuerpo secundario, las muestras fueron cubiertas por el
cromogeno diaminobencidina (Abcam, Cambridge, UK) por 5 min, seguido
inmediatamente por dos lavados con PBS (HyClone, Logan, Utah) para inhibir la
reaccion del cromogeno, posteriormente las laminillas fueron sumergidas en agua
destilada por 5 min. Finalmente, las laminillas fueron cubiertas por hematoxilina de
Harris (Golden Bell, Guadalajara, México) por 30 s y rapidamente se hicieron
lavados con agua corriente, por 5 min, enseguida se viraron las muestras utilizado
carbonato de litio (Golden Bell, Guadalajara, México) y se lavaron las laminillas
nuevamente en agua corriente por 5 min. Por altimo, se utilizé alcohol isopropilico
(ICR, Ciudad de México, México), para secar las laminillas y se montaron
inmediatamente con resina entellan (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). En
nuestros experimentos se generaron duplicados por cada tincién
inmunohistoquimica realizada. En las tinciones realizadas se utilizé tejido de colon
libre de enfermedad proveniente de una autopsia humana como control de los
marcadores inmunohistoquimicos en todas las tinciones. De hecho, las células
estromales y epiteliales de este tejido se ocuparon como control negativo y
positivo para los marcadores de estroma desmoplasico y de TEM

respectivamente.
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8.4 Procedimiento de Evaluacion de Inmunohistoquimica

Con la finalidad de evitar la subjetividad en la evaluacibn de la tincidn
inmunohistoquimica se realiz6 un analisis cuantitativo de imagen asistido por
computadora, utilizando el software Aperio ePathology Solutions (Leica
Biosystems Imaging Inc, Wetzlar, Germany). Las imagenes digitales de las
laminillas fueron adquiridas utilizando el escaner digital de ScanScope, (Aperio
ePathology Solutions). Las imagenes adquiridas fueron observadas, y organizadas
utilizando el visor ImageScope, finalmente se utilizo el sistema administrador de
laminillas Spectrum (Aperio ePathology Solutions) para realizar la cuantificacion de

los marcadores de estroma desmoplasico y TEM.

En el presente estudio se calcul6 el porcentaje de expresién en pixeles (area
positiva de tincion), utilizando el algoritmo de conteo de pixeles positivos V9 de
acuerdo con el andlisis inmunohistoquimico de cada marcador utilizado.?33 Un
patdlogo experto en PDAC, se encargé de seleccionar todo el core tumoral
(expresion total para cada anticuerpo) y seleccionar zonas en el TMA
correspondiente a tejido estromal desmoplasico y tejido tumoral (figura 15).

Figura 15. Seleccion de zonas de tejido estromal desmoplasico y tejido tumoral. En las muestras de pacientes

diagnosticados con adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) un patélogo selecciond los cores y zonas de
tejido estromal desmopléasico y de tejido tumoral para realizar el andlisis cuantitativo en el software Aperio

correspondiente al porcentaje de expresion en pixeles de cada marcador utilizado.
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En la seleccion de cores y zonas se quitaron artefactos (dobleces del tejido) que
pudieran afectar el andlisis realizado. Para calcular el porcentaje de expresion en
pixeles, se ocuparon los parametros del software Aperio, expresion de pixeles
moderada: Np (Number of positive pixels), expresion de pixeles fuertes Nsp
(Number of strong positive pixels), expresion de pixeles negativos Nn (Number of
negative pixels) y expresion de pixeles totales, Nt (Number of total pixels, positive
+ negative). La formula para calcular el porcentaje de expresion en pixeles fue
Np+Nsp/Nt x 100. 233234 Cada core tumoral y zona de tejido se promedié de
acuerdo con el numero de muestras obtenidas por paciente (triplicados), la
cuantificacion obtenida fue el nimero neto para cada muestra (en el andlisis so6lo

fueron considerados los cores que contenian al menos el 50% de la muestra).

8.5 Analisis estadisticos

Para una visualizacibn comparativa del patron de porcentaje de expresion de
proteinas entre cada estadio clinico, grado de diferenciacion y sobrevida
analizada, se realiz6 la creacién del mapa de calor del valor de puntuacién Z de
acuerdo con estudios previos. 231 Nosotros disefiamos un mapa de calor basado
en los grupos de jerarquia de los niveles de expresion de cada marcador usando
la normalizacién de los datos de la distribucion Z (diferencia entre el valor inicial
menos el promedio entre la desviacion estandar) con ello ordenamos los datos de

acuerdo al estadio clinico, grado de diferenciacion y sobrevida.

Los valores se clasificaron de acuerdo con la banda de la puntuacion Z en
expresion alta (colores rosados a rojos), si los datos de cada marcador se
encontraban arriba del promedio y en expresion baja (colores azul claro a oscuro),
si los datos de cada marcador se encontraban por abajo del promedio. Los datos

de cada anticuerpo que se encontraron en el promedio fueron marcados en color
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blanco, mientras que los datos que no se pudieron obtener de cada anticuerpo se

marcaron en color negro.

El software SPSS (IBM. SPSS Statistics for Windows. Version 21.0. Armonk, New
York) fue utilizado para realizar las pruebas estadisticas. La prueba de Chi
cuadrada fue utilizada para determinar la asociacion entre el estadio clinico, el

grado de diferenciacion, la sobrevida y la resecabilidad (pardmetros categéricos) y

la expresibn de los marcadores para "core tumoral', "tejido estromal
desmoplasico" y "tejido tumoral” fueron clasificados en alta y baja expresion a
partir del valor del promedio para cada uno de los valores (por ejemplo, para cada
variable, los valores abajo del promedio fueron considerados como "baja
expresion" y los valores iguales o arriba del promedio fueron considerados como
"alta expresion"). Los datos de los marcadores fueron clasificados como
pardmetros categéricos de la siguiente manera: 0 (baja expresion), 1 (alta
expresion). Los datos se consideraron significativos cuando el valor de p era <
0.05.

La sobrevida global se calculé como el tiempo transcurrido desde la fecha del
diagnéstico en patologia hasta la fecha de la muerte o la fecha del ultimo
seguimiento si no se produjo la muerte. El andlisis de Kaplan-Meier se utilizo para
evaluar la relacion entre el nivel de expresion de las proteinas analizadas con el
tiempo de sobrevida general. Las muestras se clasificaron en alta y baja expresion
y se consideré como punto de corte el promedio de cada marcador. Ademas de la
expresion global de cada proteina se hicieron subclasificaciones considerando el
estadio clinico de los pacientes y el grado de diferenciacion del tumor. La prueba
de Log-rank se uso para evaluar la importancia de las diferencias en las curvas de
supervivencia para las muestras con alta o baja expresion del marcador.?3® Se us6
el programa estadistico Origin 8 (OriginLab, Northampton, Massachusetts). Los
datos se consideraron significativos cuando el valor de p era < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Hallazgos histopatologicos

Los datos clinico-patoldgicos se recuperaron de una base de datos generada a
partir de los expedientes clinicos del departamento correspondiente al Archivo
Médico del Hospital de Oncologia. El estadio TNM se generd de acuerdo con la
clasificacion TNM, que se determiné a partir de los hallazgos de imagen
preoperatorios, los hallazgos intraoperatorios y los hallazgos patoldgicos
postoperatorios®. Nuestro estudio recopilé datos de 15 hombres (60%) y 10
mujeres (40%) pacientes con PDAC, con una edad media al momento del
diagnéstico de 63 afios (rango de 41 a 82 afios). Encontramos en el momento del
diagnoéstico que la mayoria de los pacientes estaban clasificados en el estadio
avanzado T y N (84%), sin embargo, en el estadio M encontramos que la mayoria
eran MO (76%).

El estadio clinico Il fue predominante aproximadamente en 56% de los casos,
mientras que los estadios clinicos Il y IV correspondieron al 44% restante. En
cuanto al grado de diferenciacién, la mayoria de los pacientes se diferenciaron
moderadamente (64%). El tiempo de evolucién oscilé entre 0 y 32 meses, el
tiempo de seguimiento de la primera y la Ultima consulta médica oscilé entre 1y
33 meses y el tiempo de seguimiento del inicio de la enfermedad en la Ultima visita
oscilo entre 0 y 39 meses. En nuestra cohorte de estudio, la supervivencia global
media fue de 5 meses (rango, 1-31 meses). Todos los casos fueron positivos para
desmoplasia y el tipo de cirugia predominante fue el procedimiento de Whipple
(44%). Los datos clinico-patologicos de los pacientes con PDAC se resumen en la
tabla 1.
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Parametro Total {(n=25)
exo 25 (100%)
Masculino/Femenino 15/10 (60%/40%)
Media de edad al tiempo de cirugia en afios (rango) 63 (41-82)
Etapa T 25 (100%)
r2 4 (16 %)
T3 12 (48%)
T4 9 (36%)
Etapa N 25 (100%)
NO 4 (16%)
N1 14 (56%)
N2 7 (28%)
Etapa M 25 (100%)
MO 19 (76%)
M1 6 (24%)
Estadio AJCC 25 (100%)
I 0 (0%)
Il 14 (56%)
11 5 (20%)
v 6 (24%)
\Grado de diferenciacion 25(100%)
Bien diferenciado 0(0%)
Moderadamente diferenciado 16 (64%)
Pobremente diferenciado 9 (36%)
Tiempo de evolucion 24 (96%)
Mediana de tiempo de evolucion en meses (rango) 1(0-32)
Tiempo de seguimiento de la primer a la dltima consulta médica 21 (84%)
Mediana (rango) 8 (1-33)
Tiempo de seguimiento del inicio de la enfermedad a la ultima visita 24 (96%)
Mediana (rango) 12 (0-39)
Sobrevida 22 (88%)
Mediana de sobrevida en meses (rango) 5 (1-31)
Desmoplasia 25 (100%)
Tipo de cirugia 20 (80%)
\Whipple 11 (44%)
Lape 3 (12%)
Pancreatectomia Subtotal con Esplenectomia 1 (4%)
Reseccion Multiestructural 1 (4%)
"WHIPPLE Y LAPE" 2 (8%)
Pancreatectomia 2 (8%)

Tabla 1. Datos clinico-patolégicos de los pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC). Los
datos incluidos en la cohorte retrospectiva del microarreglo de tejidos fueron recopilados del Archivo Médico
del Hospital de Oncologia, se incluyeron caracteristicas clinicas e histopatoldgicas como parte del analisis de
este estudio.
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9.2 Expresién de los marcadores de estroma desmoplasico y de TEM

en muestras de PDAC

En este estudio se analizaron 75 muestras con tejido tumoral y tejido estromal
desmoplasico provenientes de una cohorte de 25 pacientes diagnosticados con
PDAC para detectar los marcadores de estroma desmoplédsico (a-SMA,
fibronectina y vimentina) y de TEM (EpCAM, pancitoqueratina y vimentina), esto
debido a que se ha sugerido que su expresion podria impactar en el prondstico de

los pacientes 1°.

Los marcadores de nuestro estudio fueron validados en una muestra de tejido
control de colon. Los marcadores a-SMA (figura 16 A), fibronectina (figura 16 B) y
vimentina (figura 16 C) se expresaron en el citoplasma de células estromales que
rodean a las glandulas epiteliales de colon, esto se conoce como tincién peri
glandular (figura 17 B), su expresion fue negativa en el tejido epitelial de colon.
Los marcadores pancitoqueratina (figura 17 A) y EpCAM (figura 17 B) se
expresaron en la membrana y en el citoplasma de células epiteliales de colon
siendo una tincién glandular, respectivamente. Su expresion fue negativa en el tejido
estromal de colon. EIl tejido control colon fue utilizado para todos los marcadores
(Figura 18).
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Figura 16. Expresion de los marcadores a-SMA, fibronectina y vimentina en tejido control colén. Los marcadores a-SMA (A) , fibronectina (B) y vimentina (C) se
expresaron en el citoplasma de células estromales del tejido colén, que rodea a las glandulas epiteliales. Las flechas cafés pequefias indican tincién positiva en
células estromales, las flechas cafés alargadas indican tincion perilesional que rodea a las glandulas epiteliales (B). Acercamiento 20X. Barra de escala 200 p.

| ot i) ' SN - B E _

Figura 17. Expresion de los marcadores pancitoqueratina y EpCAM en tejido control col6n. Los marcadores pancitoqueratina A), y EpCAM (B) se expresaron en la
membrana y citoplasma de células epiteliales del tejido colén, Las flechas azules indican tincion positiva en células epiteliales. Acercamiento 20X. Barra de escala
200 p.
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Tejido control Colén Estadio Il /PD Estadio IlI/MD Estadio IV

T

a-SMA

Fibronectina

Vimentina

Pancitoqueratina

EpCAM

Figura 18. Andlisis inmunohistoquimico de los marcadores de estroma desmoplasico y de transicién epitelio mesénquima TEM en tejido control de colén y PDAC. Microfotografias representativas
de tejido de coldn, utilizado como control (A, E, I, M, Q). Tincién peri glandular de células estromales positivas para a SMA (A). Tincion peri glandular de células estromales positivas para fibronectina (E).
Tincion peri glandular de células estromales positivas para vimentina (1). Tincién en glandulas epiteliales positivas para EpCAM (M). Tincién en glandulas epiteliales positivas para pancitoqueratina (Q). Las
flechas negras indican tincién positiva en estroma (A, E, I). Las flechas negras indican tincién positiva en las glandulas (M,Q). Casos representativos de muestras provenientes de pacientes con PDAC (B, C, D,
F,G,H, J, K L N,O, P, R, S,T). Estadio clinico Il (B, F, J, N, R), Estadio clinico Il (C, G, K, O, S), Estadio clinico IV (D, H, L, P, T). Las flechas negras indican tincién perilesional de a SMA (B-D), fibronectina
(F-H) y vimentina en el estroma tumoral (J,K). Las flechas negras indican tincién de vimentina (L), pancitoqueratina (N-P) y EpCAM (R-S) en células tumorales. Las flechas blancas indican tincién negativa de
EpCAM en células tumorales (T). PD (Pobremente diferenciado) MD (Moderadamente diferenciado). Todas las tinciones se contra tifieron con hematoxilina. Acercamiento 20X. Barra de escala 200 p.
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En las muestras de tumor se observaron regiones de desarrollo de estroma
desmoplasico en el tejido estromal (tabla 1). No encontramos estadios clinicos | en
nuestro estudio (tabla 1), por lo que se evalud la expresion de marcadores de
estroma desmoplasico en estadios Il, 1l y IV. Los marcadores estromales a SMA,
fibronectina y vimentina se localizaron rodeando a las glandulas y células

tumorales (tincidn perilesional) en los tumores (figura 18, B-D; F-H y J, K).

La tincion positiva de a SMA se pudo observar en 22 casos (88%), de los cuales
13 fueron estadio clinico Il (52%; figura 18 B), 4 estadio clinico Ill (16%; figura 18
C) y 5 estadio clinico IV (20%; figura 18 D). La tincién positiva de a SMA se
localiz6 en el 56% de los casos con grado de diferenciacion moderado (figura 16

C), asi como en el 32% con grado de diferenciacion pobre (figuras 18 By 18 D).

La tincion positiva de fibronectina se pudo observar en 21 casos (84%), de los
cuales 13 fueron estadio clinico Il (52%; figura 18 F), 4 estadio clinico Il (16%;
figura 18 G) y 4 estadio clinico IV (16%; figura 18 H). La tincidon positiva de
fibronectina se localiz6 en el 52% de los casos con grado de diferenciacién
moderado (figura 18 G), asi como en el 32% con grado de diferenciacion pobre
(figuras 18 F y 18 H).

La expresion de los marcadores de TEM fue evaluada también en el tejido tumoral
(vimentina, pancitoqueratina y EpCAM: figuras 18 J-L, N-P, R-T). La expresion
positiva de vimentina fue localizada en 24 casos (96%), 13 de los cuales se
encontraban en estadio clinico Il (52%), 5 en estadio clinico Il (20%) y 6 en
estadio clinico IV (24%). La expresion positiva de vimentina fue localizada en el
60% de los casos con grado de diferenciacion moderado, pero la tincion fue tenue
en la mayoria de los casos (figura 19) y negativa en glandulas tumorales (figuras
18, J, K). La expresioén positiva de vimentina fue localizada en el 36% de los casos
con grado de diferenciacion pobre (figura 18 L). En ambas caracteristicas estroma
desmoplasico y TEM, la expresion de vimentina se observd en el mismo

porcentaje para estadio clinico y grado de diferenciacion.
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Figura 19. Inmunohistoquimica en tejido tumoral de adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) para

el marcador vimentina. Las flechas cafés indican tincién positiva tenue de vimentina en células tumorales de
un caso moderadamente diferenciado (A), y fuerte en dos casos pobremente diferenciados (B y C), las flechas
azules indican tincion negativa en glandulas tumorales. La tinciébn se contra tifidé con hematoxilina.
Acercamiento 20X. Barra de escala 200 p.

La tincion positiva de pancitoqueratina se pudo observar en 24 casos (96%), de
los cuales 14 fueron estadio clinico Il (56%; figura 18 N), 5 estadio clinico Il (20%;
figura 18 O) y 5 estadio clinico IV (20%; figura 18 P). La tincidn positiva de
pancitoqueratina se localizé en el 60 % de los casos con grado de diferenciacion
moderado (figura 18 O) y en el 36 % con grado de diferenciacién pobre (figura 18
Ny 18 P).

La tincién positiva de EpCAM se localizé en 25 de los casos (100%), de los cuales
14 fueron estadio clinico Il (56%; figura 18 R), 5 estadio clinico Il (20%; figura 18
S) y 6 estadio clinico IV (24%; figura 18 T). La tincidon positiva de EpCAM se
localiz6 en el 64% de los casos con grado de diferenciacion moderado, marcando
glandulas tumorales (figura 18 S) y en el 36% con grado de diferenciacién pobre,
donde se observd una tincion difusa del marcador (figura 18 R), sin embargo,
también existieron casos donde se observaron zonas negativas a EpCAM en

células tumorales disgregadas (figura 18 T).
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Las microfotografias de vimentina (figura 18 L), de pancitoqueratina (figura 18 P) y
de EpCAM (figura 18 T) provienen de un caso seriado con grado de diferenciacion
pobre donde sdélo se observo tincion positiva para vimentina y pancitoqueratina no
asi para EpCAM. Todos los marcadores de estroma desmoplésico y TEM fueron
positivos en nuestra cohorte de estudio.

9.3 Variables clinico-patoldgicas y su asociacion con los marcadores

de estroma desmoplasico y de TEM.

Una vez identificada la expresion de los marcadores, decidimos conocer si existia
asociacion entre el estroma desmoplésico y la TEM con las variables clinico-
patolégicas de nuestra cohorte de estudio, para ello identificamos si existian
diferentes niveles de expresion entre cada uno de los marcadores. En esta
evaluacion, se realizé un andlisis visual multivariado y se construyé un mapa de
calor para las puntuaciones z (Figura 20). Este método mostr6é heterogeneidad en
la expresion de los pixeles para cada marcador de estudio entre los 25 casos de
nuestra cohorte incluidos estadio AJCC, grado de diferenciacién y sobrevida
(Figura 20); por esta razon, cada marcador se separ0 usando la expresion
promedio en pixeles como referencia y clasificamos cada marcador como

expresion baja o alta en pixeles.
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Figura 20. Mapa de calor de las puntuaciones Z. Los niveles bajos de tincion se indican mediante valores que
van de -1 a -3 (color azul). Los niveles altos de tincion se indican mediante valores que van de 1 a 3 (color
rojo). Las celdas sin valores se indican en negro y las que corresponden a los niveles de expresion medios se
indican en blanco. Grado de diferenciacién (GD): moderadamente diferenciado (MD) y pobremente
diferenciado (PD). La sobrevida esta indicada en meses.

La alta expresion de vimentina en el core tumoral se asocié con los estadios

clinicos lll y IV (p = 0.041). La alta expresion de a-SMA en el core tumoral (p =
0.033), EpCAM (p

asocié con una menor sobrevida clasificada en menor a 5 meses. La baja

0.030) y pancitoqueratina (p = 0.050) en el tejido tumoral se

expresion de fibronectina en el core tumoral se asocié con resecabilidad positiva
(p = 0.026). La alta expresion de a-SMA en el tejido estromal se asocid con el
grado de diferenciacion pobre (p = 0.035). Estos resultados se resumen en las
tablas 2y 3.
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) o o Marcadores en el Core Tumoral
Variable Clinicopatoldgica
o S Fibronectina Vimentina EPCAM Pancitogueratina
Alto Bajo p Alto Bajo p Alto Bajo p Alto Bajo ) Alto Bajo p

Estadio Clinico Il [ G [ a 4 9 4 10 7 7

0.545 0.145 0.041 0.673 0.625
Estadio Clinico 1l y IV & 3 [ 2 & 3 4 T 4 g
Moderadamente diferenciado & G 3 L [ 9 4 12 [ 9

0.505 0.745 0.205 0.317 0.458
Pobremente diferenciado 5 3 4 4 L 3 4 5 5 4
Tiempa de sobrevida < 5 meses 9 1 [ 4 T 4 2 L 3 G

0.033 0.845 0.528 0170 0.801
Tiempo de sobrevida = 5 meses 4 2 =] 4 5 5 2 a9 4 G
Resecabilidad Negativa 5 1 5 ] T 1 3 5 1 B

0.394 0.025 0.061 0.550 0.061
Reszecabilidad Positiva [ 4 2 T 3 [ 3 9 7 3

Tabla 2. Asociacién de caracteristicas clinico-patoldgicas con marcadores en core tumoral. Se evaluaron las caracteristicas clinico-patolégicas estadio clinico,
grado de diferenciacion, sobrevida y resecabilidad para los marcadores de estroma desmoplasico (a SMA, fibronectina y vimentina) y de transicion epitelio

mesénquima (EpCAM, pancitoqueratina y vimentina) en el core tumoral.
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Variable Clinicopatoldgica

Marcadores en Tejido Estromal y Tejido Tumoral

a SMA (Estromal)

Fibronectina (Estromal)

Yimentina (Estromal)

EPCAM {Tumaor)

Pancitoqueratinal Tumor)

Vimentina (Tumor)

Alto Eajo p Alto Eajo p Alto Bajo p Alto Bajo +] Alta Eajo P Alto | Bajo p

Estadio Clinico Il [ 7 7 & & 7 o2 9 7 T 3 10

0.937 0.468 0.1838 0.822 1.000 0.247
Estadio Clinico [l y IV 4 5 3 3 & 3 3 G 5 3 5 6
Moderadamente diferenciado 4 10 3 ] T a [ 10 T o 3 12

0.035 0.254 0.134 0.734 0673 0.074
Pobremente diferenciado [ 2 5 3 T 2 4 5 5 4 5 4
Tiempao de sobrevida <= 5 meses [ 4 B 5 a 3 Fi 4 ] 3 3 a

0.493 0.250 0.254 0.030 0.050 0254
Tiempo de sobrevida = 5 meses 4 5 2 ] 5 5 2 9 3 T 5 5
Resecabilidad Megativa 2 4 2 3 5 3 5 3 5 2 4 4

0232 0.859 0.940 0.094 0.10% 0.552
Resecabilidad Positiva 7 4 4 7 T 4 3 9 4 4 4 T

Tabla 3. Asociacién de caracteristicas clinico-patolégicas con marcadores en tejido estromal y tumoral. Se evaluaron las caracteristicas clinico-patoldgicas estadio

clinico, grado de diferenciacion, sobrevida y resecabilidad para los marcadores de estroma desmoplasico (a SMA, fibronectina y vimentina) y de transicién epitelio

mesénquima (EpCAM, pancitoqueratina y vimentina) en tejido estromal y tejido tumoral.
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Probabilidad de supervivencia

9.4 La expresion alta de marcadores de estroma desmoplasico y TEM
se asocian con una menor sobrevida por estadio clinico y grado de

diferenciacion.

Se realiz6 el analisis de sobrevida con la estratificacion pronéstica actual (figura 21
Ay 21 B) y no encontramos asociacion entre la sobrevida y el estadio clinico
(p=0.54), asi como con el grado de diferenciacion (p=0.40). Posteriormente,
decidimos identificar subgrupos para predecir una menor tasa de sobrevida en los
diferentes estadios clinicos y grados de diferenciacién segun la expresion de los
marcadores de estroma desmoplasico y TEM en el core tumoral, tejido estromal y
tejido tumoral. Con base a nuestro analisis multivariado previamente utilizado con
las variables clinico-patoldgicas, clasificamos cada marcador en baja o alta
expresion codificado en pixeles codificados por colores para cada estadio clinico y

grado de diferenciacion.

A Estadio Clinico B

Estadio Clinico Il
Estadie Clinice lll
Estadie Clinice IV

Grado de diferenciacion

—— Moderadamente diferenciado
—— Pobremente diferenciado

]
P=0.54097 P=0.40851
A RN S S—

0 5 10 15 20 % 30 o 5 10 15 20 25 0

Meses Meses

Probabilidad de supervivencia

Figura 21. Estratificacion prondstica actual y sobrevida de pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAC) (A — B). Anélisis de Kaplan-Meier de la sobrevida general de los pacientes y el estadio clinico. Las
muestras estan marcadas en negro para el estadio clinico Il, en rojo para el estadio clinico 11l y en verde para
el estadio clinico IV (A). Analisis de Kaplan-Meier de la sobrevida global de los pacientes y grado de
diferenciacion. Las muestras con grado de diferenciacion moderado se marcan en negro y las muestras con

grado de diferenciacion pobre se marcan en rojo (B).
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La expresion alta de a-SMA (p = 0.03618), vimentina Il (p = 0.00683), en el estadio
clinico Il, asi como fibronectina (p = 0.01554) y vimentina (p = 0.03735) en los
estadios clinicos Il y IV en el tejido estromal se asociaron con una menor
sobrevida. La expresion alta del marcador pancitoqueratina (p = 0.0393) en el
estadio clinico Il de core tumoral y tejido tumoral (p = 0.00014) en el estadio clinico
lll'y IV se asociéo con una menor sobrevida. Vimentina (p = 0.03735) en core
tumoral se asocié con una menor sobrevida en estadios clinicos Il y IV. Los
niveles de expresién altos de los marcadores de estroma desmoplasico y de TEM
se asociaron con una menor sobrevida en los estadios clinicos Il, lll y IV (figura
23).

La expresioén alta de los marcadores a-SMA, fibronectina y vimentina se asociaron
con una menor sobrevida para los grados de diferenciacién moderado (a-SMA p =
0.02/ vimentina p = 0.012) y pobre (fibronectina p = 0.01) en el tejido estromal. La
expresion alta de los marcadores pancitoqueratina y EpCAM se asociaron con una
menor sobrevida para grado de diferenciacion pobre (pan-citoqueratina p =
0.00185; EpCAM p = 0,000085,) en tejido tumoral. La expresion alta de
pancitoqueratina (p = 0.00977) en el core tumoral se asoci6 con una menor
sobrevida para el grado de diferenciacion moderado. Los niveles de expresion
altos de los marcadores de estroma desmoplasico y de TEM se asociaron con una
menor sobrevida en tumores con grado de diferenciacion pobre y moderado (figura
24).

Todos los analisis de sobrevida que se observan en las figuras 23 y 24, se
presentan en la tabla 4. Los analisis de sobrevida que no fueron diferentes para
estadio clinico y grado de diferenciacién se presentan en las tablas 5, 6, 7 y 8
respectivamente. Nosotros también realizamos el andlisis de sobrevida general en
core tumoral, tejido estromal y tejido tumoral, sin embargo, en los analisis de
sobrevida no encontramos diferencia entre los grupos con alta y baja expresion de

todos los marcadores evaluados (tabla 9).
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Figura 23. Asociacién de marcadores de estroma desmoplasico (E.D) y de transicién epitelio mesénquima (TEM) con la sobrevida por estadios clinicos intermedios y avanzados (Il, 11l/IV) en adenocarcinoma
ductal de pancreas (PDAC). La expresion de los marcadores de E.D y de TEM fue cuantificada y asociada con la sobrevida general de pacientes utilizando el andlisis de Kaplan-Meier por estadios clinicos
intermedios y avanzados (A-G). El analisis de sobrevida de los marcadores a SMA (n=10; A), vimentina (n=10; C) en tejido estromal y pancitoqueratina en el core tumoral (n=11; E) fueron identificados en el
estadio clinico II. El analisis de sobrevida de los marcadores fibronectina (n=8; B), y vimentina en tejido estromal (n=11; D), pancitoqueratina en tejido tumoral (n=10; F) y vimentina en core tumoral (n=11; G)
fueron identificados en estadios clinicos Ill y IV. Para los estadios clinicos (ll, 1ll/IV), las muestras con baja expresion estdn marcadas en azul y las muestras con alta expresion estan marcadas en rojo. De

manera similar, se muestran los valores medios de sobrevida y los intervalos de confianza (IC) del 95%, se muestran los valores p de la prueba de log rank.
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Figura 24. Asociacion de marcadores de estroma desmoplasico (E.D) y de transicion epitelio mesénquima (TEM) con la sobrevida por grado de diferenciacién (moderado y pobre) en adenocarcinoma ductal de
pancreas (PDAC). El andlisis de sobrevida de los marcadores a SMA (n=13; I), vimentina (n=15; J) en tejido estromal y pancitoqueratina en core tumoral (n=14; M) fueron identificados en grados de
diferenciacion moderados. El andlisis de sobrevida de los marcadores fibronectina (n=8; H) en tejido estromal, pancitoqueratina (n=9; K) y EpCAM (n=9; L) en tejido tumoral fueron identificados en grados de
diferenciacion pobres. Para los grados de diferenciacion (moderado y pobre), las muestras con baja expresion estan marcadas en azul y las muestras con alta expresion estan marcadas en rojo. De manera
similar, se muestran los valores medios de sobrevida y los intervalos de confianza (IC) del 95%, se muestran los valores p de la prueba de log rank.
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Caracteristica Clinica N Tipo de tejido Marcador niveles de porcentaje de Sobrevida en P
expresion en pixeles (Rango) meses
Grado de diferenciacion 13 Tejido estromal o SMA alta expresion (21-36) 5.8 0.02092
moderado
o SMA baja expresién (8-19) 14
Grado de diferenciacién 15 Tejido estromal Vimentina alta expresion (56-72) 5.7 0.012
moderado
Vimentina baja expresién (10-53) 12.8
Grado de diferenciacién pobre 8 Tejido estromal Fibronectina alta expresidn (79-85) 6 0.01617
Fibronectina baja expresién (61-74) 10
Grado de diferenciacion 14 Core tumoral Pancitoqueratina alta expresion (25-44) 5 0.00977
moderado
Pancitoqueratina baja expresion (8-23) 11.1
Grado de diferenciacion pobre 9 Tejido tumoral EpCAM alta expresién (52-79) 2.5 0.000085
EpCAM baja expresion (12-42) 10.2
Grado de diferenciacion pobre 9 Tejido tumoral Pancitoqueratina alta expresién (80-86) 4.4 0.00185
Pancitoqueratina baja expresion (60-74) 9.8
Estadio clinico Il 10 Tejido estromal o SMA alta expresion (24-36) 6.8 0.03618
o SMA baja expresién (8-19) 16.5
Estadio clinico Il 10 Tejido estromal Vimentina alta expresion (56-89) 5.4 0.00683
Vimentina baja expresién (10-53) 12.8
Estadio clinico 1 Y IV 8 Tejido estromal Fibronectina alta expresién (77-85) 4 0.01554
Fibronectina baja expresién (61-73) 7.2
Estadio clinico Il Y IV 11 Tejido estromal Vimentina alta expresion (56-77) 5.8 0.03735
Vimentina baja expresién (25-47) 12.8
Estadio clinico Il 11 Core tumoral Pancitoqueratina alta expresion (25-48) 6.8 0.0393
Pancitoqueratina baja expresion (8-23) 13.5
Estadio clinico Il Y IV 11 Core tumoral Vimentina alta expresion (44-70) 5.8 0.03735
Vimentina baja expresién (20-37) 11.3
Estadio clinico Il Y IV 10 Tejido tumoral Pancitoqueratina alta expresion (81-91) 2 0.00014
Pancitoqueratina baja expresion (60-75) 9

Tabla 4. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral por grado de diferenciacion y estadio clinico.
Asociacién de la expresion de marcadores de estroma desmoplasico y de transicion epitelio
mesénquima (TEM) con estadios clinicos intermedios y avanzados, grado de diferenciacién moderado
y pobre con la sobrevida de pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas.
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Caracteristica Clinica Tipo de tejido Marcador'r’uveles .de porcentaje de Sobrevida P
expresion en pixeles (Rango) en meses
a-SMA alta expresion (14-32) 13.6
Core tumoral 0.51912
a-SMA baja expresion (3-12) 27.5
Fibronectina alta expresién (56-72) 12
Core tumoral 0.92278
Fibronectina baja expresion (28-54) 19.4
Fibronectina alta expresion (77-88) 13.1
Tejido Estromal 0.911182
Fibronectina baja expresién (63-76) 13.6
. L Vimentina alta expresién (43-70) 13
Gra;io dde diferenciacion Core Tumoral 0.91095
moderado Vimentina baja expresion (8-40) 18.5
EpCAM alta expresion (19-56) 13.8
Core Tumoral 0.77227
EpCAM baja expresion (3-18) 20.4
EpCAM alta expresion (44-85) 13.3
Tejido tumoral 0.67626
EpCAM baja expresion (7-43) 16.3
PANK alta expresion (78-91) 12.8
Tejido tumoral 0.81933
PANK baja expresién (70-73) 13.9

Tabla 5. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral para grado de diferenciacion moderado. Resultados
negativos de la expresion de marcadores de estroma desmoplasico y de transicion epitelio
mesénquima (TEM) con el grado de diferenciacion moderado respecto a la sobrevida de pacientes con
adenocarcinoma ductal de pancreas.
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Caracteristica Clinica Tipo de tejido Marcac.i?r nlve!es de porcentaje de Sobrevida P
expresion en pixeles (Rango) en meses
a-SMA alta expresion (15-24) 9.4
Core tumoral 0.98647
a-SMA baja expresién (3-10) 18.5
a-SMA alta expresion (24-34) 10.8
Tejido Estromal 0.27094
a-SMA baja expresion (9-15) 29.4
Fibronectina alta expresion (56-75) 14.6
Spot Total 0.95329
Fibronectina baja expresion (44-50) 15.6
Vimentina alta expresion (44-64) 13.7
Spot Total 0.43325
Grado de diferenciacién Vimentina baja expresion (30-36) 21.6
pobre Vimentina alta expresion (56-77) 104
Tejido Estromal 0.10706
Vimentina baja expresion (35-52) 21.7
Vimentina alta expresion (21-60) 14.3
Tejido Tumoral 0.49543
Vimentina baja expresion (12-19) 14.6
EpCAM alta expresion (27-40) 11.3
Core tumoral 0.2498
EpCAM baja expresion (3-18) 19.2
PANK alta expresion (31-59) 8.9
Core tumoral 0.23844
PANK baja expresion (8-22) 20

Tabla 6. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral para grado de diferenciacion pobre. Resultados
negativos de la expresion de marcadores de estroma desmoplasico y de transicidon epitelio
mesénquima (TEM) con el grado de diferenciacion pobre respecto a la sobrevida de pacientes con
adenocarcinoma ductal de pancreas.
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Caracteristica Clinica Tipo de tejido Marcat:'l?r mve!es de porcentaje de Sobrevida P

expresion en pixeles (Rango) en meses
a-SMA alta expresion (15-19) 18.4

Core tumoral 0.9088
a-SMA baja expresién (7-12) 23.8
Fibronectina alta expresién (56-69) 119

Core tumoral 0.29861
Fibronectina baja expresién (28-51) 18.02
Fibronectina alta expresion (79-88) 11.1

Tejido Estromal 0.16013
Fibronectina baja expresién (63-74) 16.2
Vimentina alta expresion (43-62) 11.1

Core tumoral 0.52065
Vimentina baja expresion (8-40) 19.9

Estadio clinico Il

Vimentina alta expresion (21-39) 10.8

Tejido Tumoral 0.36015
Vimentina baja expresion (4-17) 22.13
EpCAM alta expresion (19-40) 15.9

Core tumoral 0.88903
EpCAM baja expresion (3-18) 17
EpCAM alta expresion (46-75) 13.8

Tejido tumoral 0.75067
EpCAM baja expresion (7-42) 189
PANK alta expresion (78-86) 124

Tejido tumoral 0.38819
PANK baja expresién (71-76) 14.2

Tabla 7. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral para estadio clinico Il. Resultados negativos de la
expresion de marcadores de estroma desmoplasico y de transicién epitelio mesénquima (TEM) con el
estadio clinico Il respecto ala sobrevida de pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas.
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Marcador niveles de porcentaje de

Sobrevida

Caracteristica Clinica Tipo de tejido L. R P

expresion en pixeles (Rango) en meses
o-SMA alta expresion (15-32) 13

Core tumoral 0.65385
a-SMA baja expresion (3-7) 16.35
a-SMA alta expresion (21-32) 13.5 0.71874

Tejido Estromal
a-SMA baja expresion (1-18) 16.5
Fibronectina alta expresion (56-75) 13.3

Core tumoral 0.38466
Fibronectina baja expresién (50-54) 36.9
Vimentina alta expresién (21-60) 14.2

Estadio clinico lll y IV Tejido Tumoral 0.58912

Vimentina baja expresion (6-19) 15.2
EpCAM alta expresion (27-56) 14.4

Core tumoral 0.53922
EpCAM baja expresion (3-18) 16.4
EpCAM alta expresion (44-85) 15.6

Tejido tumoral 0.60058
EpCAM baja expresion (12-43) 18.4
PANK alta expresion (31-59) 8.9

Core tumoral 0.89437
PANK baja expresién (8-19) 15.9

Tabla 8. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral para los estadios clinicos lll y IV. Resultados negativos
de la expresion de marcadores de estroma desmoplésico y de transicién epitelio mesénquima (TEM)
con los estadios clinicos lll y IV respecto a la sobrevida de pacientes con adenocarcinoma ductal de

pancreas.
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Caracteristica Clinica Tipo de tejido Marcador.r’uveles .de porcentaje de Sobrevida P
expresion en pixeles (Rango) en meses

o-SMA alta expresion (14-32) 8.5

Core tumoral 0.61091
o-SMA baja expresion (3-12) 11.3
a-SMA alta expresion (21-36) 7.3

Tejido Estromal 0.37506
o-SMA baja expresion (1-19) 11.8
Fibronectina alta expresién (56-75) 7.7

Core Tumoral 0.90232
Fibronectina baja expresion (28-54) 9.8
Fibronectina alta expresion (77-88) 5.1

Tejido Estromal 0.26278
Fibronectina baja expresion (61-74) 9.3
Vimentina alta expresion (44-70) 6.7

Core tumoral 0.66941
Vimentina baja expresion (8-40) 7.8
Vimentina alta expresion (56-89) 5.69

Sobrevida Tejido Estromal 0.09972

Vimentina baja expresion (10-53) 12.3
Vimentina alta expresién (22-60) 6.8

Tejido Tumoral 0.39513
Vimentina baja expresion (4-18) 10.5
EpCAM alta expresion (19-56) 7.4

Core tumoral 0.5794
EpCAM baja expresion (3-18) 9.6
EpCAM alta expresion (44-85) 8.2

Tejido tumoral 0.88239
EpCAM baja expresion (7-43) 9.4
PANK alta expresién (25-59) 6

Core tumoral 0.29258
PANK baja expresion (8-23) 9.7
PANK alta expresion (78-91) 6.3

Tejido tumoral 0.3687
PANK baja expresién (60-76) 10.1

Tabla 9. Datos de sobrevida general de los pacientes con positividad a los marcadores indicados en
tejido estromal, tejido tumoral y core tumoral. Resultados negativos de la expresion de marcadores de
estroma desmoplasico y de transicién epitelio mesénquima (TEM) con la sobrevida general de
pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas. En este analisis no se hizo la separacion de los
estadios clinicos, asi como de los grados de diferenciacion.
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10.DISCUSION

El estroma desmoplasico es una caracteristica que distingue a los PDAC de otros
subtipos tumorales en pancreas®® y esta directamente asociado a una de las
caracteristicas de malignidad que promueven la diseminacion de las células
tumorales a vasos sanguineos y a vasos linfaticos, la TEM.3* Recientemente se ha
estudiado el papel que tienen individualmente el estroma desmoplasico y la TEM
en el pronéstico de los pacientes con PDAC.384243 A pesar de que se ha reportado
que ambos parametros de manera independiente influyen negativamente en la
sobrevida de cohortes de pacientes con PDAC,34243 no se han realizado estudios
gue determinen la expresién individual de marcadores de estroma desmoplasico y
de TEM en la misma cohorte de estudio, por grupos de estadio clinico (estadios
intermedios I/ avanzados lll y IV) y grados de diferenciacién( moderados/pobres),
asi como su asociacién con los tiempos de sobrevida en cada uno de estos

parametros.

En este estudio encontramos que la alta expresién de los marcadores a SMA,
fibronectina y vimentina que se encontraron en el estroma desmoplasico de
muestras de pacientes con PDAC se asociaron a una menor sobrevida en
estadios clinicos intermedios y avanzados, asi como a grados de diferenciacion
tanto pobre como moderadamente diferenciados. De manera interesante, el
mismo comportamiento se observd con los marcadores de TEM vimentina,

pancitoqueratinay EpCAM.

A nuestro conocimiento este es el primer estudio que establece una asociacion
entre la expresion de los marcadores tanto de estroma desmoplasico como de
TEM con la sobrevida por grupos de estadio clinico y de grado de diferenciacion,
lo que sugiere gque la evaluacién de estos marcadores puede tener una asociacion

en la variacion del tiempo de sobrevida en pacientes con PDAC.
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En nuestra cohorte de estudio el marcaje perilesional positivo a los marcadores a
SMA vy fibronectina coincide con lo reportado en otros grupos3®223 donde la
acumulacion de tejido estromal es una caracteristica que define este tipo de

tumores epiteliales.®’

Por otro lado, a pesar de que a-SMA previamente se ha asociado con una menor
sobrevida de pacientes con PDAC?®"3 nunca se ha reportado asociada a un
menor grado de diferenciacion lo que implica la importancia del estroma
desmoplésico en el desarrollo de tumores mas agresivos, como se reporta en
estudios in vitro donde se ha demostrado que la interaccion entre los CAF vy las
células tumorales favorece la TEM, adoptando caracteristicas morfologicas y
funcionales que permiten a la célula tumoral, la motilidad, la migracién e inclusive
la capacidad de generar metastasis en modelos in vivo.l7?32633 Resulta
interesante que a-SMA se asociara con tumores pobremente diferenciados, dado
gue son estas células tumorales las que tienen mayor potencial de salir a la
circulaciébn, que aquellas que aun forman glandulas en los grados de

diferenciacion moderados.

La baja expresion de Fibronectina se asocié a una resecabilidad positiva, lo que
implica que una menor cantidad de estroma desmoplasico podria facilitar la
intervencién quirdrgica, debido a que este marcador estromal forma parte del
tejido fibrotico secretado por las células estromales que favorecen el desarrollo del
estroma desmoplasico!® que ocupa mas del 80% del volumen tumoral.?® Esta
asociacion se reporta por primera vez en nuestro estudio, donde otros grupos de
investigacion han asociado ademés a este marcador estromal con estadios
clinicos avanzados, ndédulos linfaticos positivos y tumores mas grandes en

cohortes de mayor tamafio.3°

Un aspecto importante es que el marcador vimentina recientemente ha
comenzado a ser evaluado como un marcador de estroma desmoplasico en
cohortes de pacientes con PDAC,>¢ dado que vimentina se ha descrito
principalmente como un marcador de TEM.#3229230 pese a que en nuestro estudio

detectamos su expresion en el citoplasma de células que corresponden al tejido
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estromal que rodea a las glandulas tumorales, como se ha reportado en trabajos
previos 226 nosotros ademas encontramos asociacion de su expresion elevada con
una pobre sobrevida por estadio clinico y grado de diferenciacion. Este es el
primer estudio que reporta la asociacion de la expresion del marcador vimentina
en el estroma desmoplasico con caracteristicas clinicas de pacientes

diagnosticados con PDAC.

La mayoria de los trabajos donde se han evaluado marcadores estromales por
inmunohistoquimica384041.224 en PDAC lo hacen de forma cualitativamente o semi
cuantitativamente. Nuestro estudio utilizé valores de expresion en pixeles
evaluados de forma cuantitativa. Inclusive otro grupo de investigacion ha trabajado
andlisis moleculares donde se ha corroborado en muestras de parafina que los
niveles incrementados de a SMA a nivel mensajero se asocian con un peor
prondéstico sugiriendo que el analisis cuantitativo utilizando muestras de parafina
es confiable??4, seria interesante validar en estudios posteriores si vimentina y
fibronectina a nivel mensajero dentro del estroma tumoral pueden asociarse con
caracteristicas clinicas de pacientes con PDAC, lo cual corroboraria ain mas la
informaciobn que generamos en este estudio por nuestro analisis

inmunohistoquimico cuantitativo.

En lo que concierne a la tincion inmunohistoquimica de los marcadores de
desmoplasia utilizados en este estudio, los patrones de tincion fueron
heterogéneos entre los diferentes estadios y grados de diferenciacion. Adn no es
claro porque existen diferentes patrones de tincion, que modulan la expresién alta
o baja de los marcadores de desmoplasia en los pacientes, esto podria atribuirse a
vias de sefializacién que se han estudiado en el estroma desmoplasico de PDAC,
como es el caso de Hedgehog (HH)?%" y el ligando secretado por las células
tumorales Sonic Hedgehog (SHH)?% los cuales favorecen la generacién del

estroma desmoplasico rico en fibroblastos observado en este cancer.?3°

Nuestro trabajo se enfoco en estudiar los marcadores expresados en los CAF que
producen la reaccion desmopléasica en los tumores de PDAC. El grado de reaccion

desmoplasico ha sido considerado como un factor independiente a los marcadores
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de CAF el cual se ha asociado a un mejor prondéstico en pacientes con PDAC.%’
Esto concuerda con otros trabajos que han dirigido terapias anti estroma en
modelos in vivo a través de anticuerpos neutralizantes®®® o knock outs
condicionales dirigidos al ligando SHH de la via HH?*® |lo que ha generado
resultados controversiales, puesto que las terapias anti estroma promueven un
comportamiento mas agresivo del tumor, mostrando mayor desdiferenciacion
histol6gica, mayor metastasis e incrementando la proliferaciéon celular en el

tumor.23°

Se ha propuesto que los estudios posteriores deben centrar la atencion a los CAF,
mas que a la desmoplasia como una entidad homogénea, debido a que puede
existir la posibilidad que existan subpoblaciones que modulen la progresion

tumoral y otras subpoblaciones que ayuden a retenerlo.?3°

Estudios inmunohistoquimicos han destacado que los CAF se encuentran en
proximidad con las células tumorales de PDAC lo que sugiere permite una
estrecha comunicacién dual entre ambas poblaciones.®®2?4 De hecho diversos
grupos de investigacion han demostrado la participacion de los CAF en el
desarrollo de la TEM de las células tumorales de PDAC.721:34195 Nosotros
realizamos la evaluacién de los marcadores epiteliales EpCAM y pancitoqueratina,
asi como del marcador mesenquimatoso vimentina en tumores desmoplasicos de
PDAC.

EpCAM ha sido descrito en la literatura como uno de los marcadores que junto con
CD44 y CD24 caracterizan a una subpoblacion de células iniciadoras de tumor en
PDAC.?*! Estudios recientes han reportado la expresion de EpCAM en CTC's
(células tumorales circulantes) de pacientes de tumores epiteliales de mama® y de
pancreas.?*? Esta subpoblacién de células tumorales positivas a EpCAM se ha
sugerido pase por cambios morfologicos que modifiqguen su fenotipo epitelial a uno

mesenquimatoso,35:242:243

EpCAM Se ha descrito en la literatura como un marcador clave en la busqueda y

separaciéon de CTC’s de distintos tumores epiteliales, sin embargo, las células
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tumorales que entran en la circulacion necesitan la TEM para intravasar, sobrevivir
en el torrente sanguineo e invadir 6rganos distantes, es en este proceso donde las
células tienen cambios fenotipicos, como la pérdida de expresion de marcadores
epiteliales, lo que permite incluso tener un fenotipo muy similar a una célula

troncal.3®

A pesar de que se pueden localizar CTC’s con expresion de EpCAM, existe la
limitante de que, en el enriquecimiento de estas células, aquellas que son
mesenquimatosas no puedan ser analizadas. Para demostrar que esto sucede se
ha trabajado con cultivos in vitro en esferoides con células tumorales de mama
(MCF-7). Este tipo de cultivos permiten enriquecer una subpoblacion de células
troncales tumorales y facilitar la TEM. En el trabajo de Hyun y colaboradores en
2016 utilizando cultivos de mamoesferas identificaron por medio de western blot el
incremento de genes relacionados a la TEM (snail, twist, slug) lo cual conlleva una
reduccion en la adhesion célula-célula, donde el decremento de E-cadherina,
EpCAM y el incremento de N-cadherina se observo en las células tumorales de los
esferoides. En este trabajo se reportdé que la expresion disminuida de EpCAM

esta asociado al proceso de la TEM.3®

De hecho en nuestro estudio a pesar que la expresion del marcador epitelial
EpCAM se observé en glandulas y células tumorales dispersas, existieron casos
donde en los grados de diferenciacion pobres el marcador EpCAM tuvo una
expresion débil e incluso nula en zonas de células tumorales disgregadas, lo cual
podria estar asociado a la TEM que se ha descrito en el trabajo de Hyun y
colaboradores.3®

Otros marcadores que forman parte del tejido epitelial tumoral son las
citoqueratinas, desde su caracterizacion en lineas tumorales de PDAC por western
blot??®2 hasta las tinciones inmunohistoquimicas en muestras de tejidos
provenientes de pacientes diagnosticados con PDAC se han descrito a las
citoqueratinas 7,8,17,18 y 19 como parte del componente tumoral en el tejido

epitelial exdcrino del pancreas y otros tumores del tracto gastrointestinal .44
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Pancitoqueratina se ha utilizado como un marcador para la deteccion de células
tumorales epiteliales en pancreas (desdiferenciacion focal) que comparten
marcadores mesenquimatosos*244245 de hecho es otro de los marcadores que se
utilizan para la bUsqueda y caracterizaciéon de CTC’s en PDAC.?* En contraste
con otros estudios los cuales han reportado la expresion de pancitoqueratina
exclusivamente en la desdiferenciacion focal 4242 nosotros reportamos que la
expresion de pancitoqueratina se detectd en glandulas y células tumorales

dispersas rodeadas por estroma desmoplasico en muestras de PDAC.

En nuestro estudio vimentina se expresd principalmente en células tumorales
disgregadas, por lo que el estrecho contacto con el estroma desmoplasico sugiere
que en PDAC, estas células pudieran tener mayor facilidad de salir a la circulacién

en grupos o de forma individual. 245247

Este es el primer trabajo que estudia la expresion de dos marcadores epiteliales
pancitoqueratina, EpCAM 'y uno mesenquimatoso (vimentina) por
inmunohistoquimica en PDAC y que ademas reporta la asociacion entre la alta
expresion de vimentina con estadios clinicos avanzados (Il y 1V). Esta interaccion
dual entre el estroma desmoplasico y la TEM podria explicar porque este tipo de
tumores son mas agresivos en estadios clinicos avanzados favoreciendo la
transformacion de la célula tumoral en un fenotipo mas agresivo con alta
capacidad de migracion y metastasis. Si bien la expresion de EpCAM ya se ha
reportado asociada a una menor sobrevida en pacientes con PDAC,?° este es el
primer estudio que demuestra la asociacién de pancitoqueratina con tasas de
supervivencia bajas. No obstante, algunos estudios solo han reportado la
expresion de este marcador como un identificador de desdiferenciacion focal que a

Su vez se asocia con una menor tasa de supervivencia.*

A diferencia de los estudios individuales que han descrito la expresién de los
marcadores EpCAM y pancitoqueratina en cohortes de estudio diferentes,*%41 el
nuestro incluy6é la expresion de ambos marcadores en una misma cohorte de
pacientes, donde pudimos observar en cortes seriados que en el proceso de TEM,

los marcadores epiteliales pueden dejar de expresarse mientras otros se pueden
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conservar, como fue el caso de pancitoqueratina, aun cuando las células
tumorales comienzan a expresar marcadores mesenquimatosos como vimentina lo
que coincide con estudios in vitro reportados por otros grupos. 172734 Podria ser
que la generacion de desmoplasia y la interaccion de las células estromales que
desarrollan el exceso de matriz extracelular, sean las que estén favoreciendo este
comportamiento dentro del microambiente tumoral de los pacientes diagnosticados

con PDAC, por lo tanto, este asociado a una menor sobrevida.

De acuerdo a la estratificacion prondstica actual basada en el estadio clinico
(TNM) y en el grado de diferenciacion (G), en nuestro estudio estos parametros no
se asociaron a la sobrevida de los pacientes diagnosticados con PDAC, lo cual
coincide con otros trabajos publicados aun utilizando un mayor namero de
pacientes incluidos®® comparado con nuestra cohorte, no obstante estos trabajos a
su vez se contraponen con aquellos estudios que incorporan una mayor cantidad
de pacientes.”® A pesar de ello, se ha reportado que, en cada estadio clinico,
incluso en aquellos avanzados, se observa heterogeneidad en el tiempo de
sobrevida de los pacientes donde si bien el 75% fallece a los 5 meses de ser
diagnosticados con PDAC un 9% puede sobrevivir hasta 5 afios'®, lo cual no se

explica con la estratificacion prondstica actual.16:248

Al elegir un panel de anticuerpos de estroma desmoplasico y de TEM por cada
paciente, encontramos que la expresion de los marcadores en el mapa de calor
era heterogénea en todos los casos de nuestra cohorte de estudio, lo que indicé la
presencia de subgrupos de alta y baja expresion de donde partié nuestro analisis.
Nuestro estudio es el primero en reportar que la variabilidad en la sobrevida de los
pacientes depende de la expresion elevada de los marcadores de estroma
desmoplasico y de TEM, cuando se categoriza por los diferentes estadios clinicos
intermedios y avanzados (ll, 1l y IV) y grados de diferenciacion (moderado y
pobre).

El analisis de imagen cuantitativo nos permitio observar en las graficas de Kaplan
Meier que la expresion mayor de cada uno de los marcadores definidé una

sobrevida mas corta, en los grupos de estadio clinico (estadio clinico /Il y V) y
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grado de diferenciacién (moderado, pobre), a diferencia de otros trabajos donde se
han asociado individualmente estos marcadores con la sobrevida general de los
pacientes de PDAC.®404 Esto no ocurri6 en nuestro estudio lo que

probablemente se deba al tamafio de muestra.

Sin embargo, este hallazgo nos permitio observar en nuestra cohorte de estudio
que la expresion en pixeles mayor de cada marcador defini6 porque unos
pacientes sobreviven menos que otros y que esto no depende necesariamente de
estadios clinicos avanzados o grados de diferenciacion pobres. El estudio de la
sobreexpresion de los marcadores de estroma desmoplasico y de TEM que estan
directamente relacionados a la interaccion entre las células estromales que
generan la desmoplasia y que ademas proveen a las ceélulas tumorales el
incremento de su motilidad y salida a la circulacion impactan de manera negativa
en la sobrevida, independientemente de los criterios de la estratificacion

prondstica actual.

Existe un estudio de una cohorte de 153 pacientes con PDAC en la literatura que
ha reportado que la sobreexpresion de EpCAM se asocia a un menor tiempo de
sobrevida en estadios clinicos avanzados, en comparacioén con aquellos pacientes
donde no se observd sobreexpresion de este marcador epitelial*®, Un estudio
similar al de EpCAM report6é que la sobreexpresion de a-SMA en 144 pacientes en
estadio 1IB se asocié con un tiempo de sobrevida mas corto que en pacientes sin

sobreexpresion de este marcador estromal.3®

Estos hallazgos preliminares clave, pertenecen a analisis semicuantitativos
realizados en pacientes con PDAC que indican que los marcadores de TEM
pueden estar asociados a una menor sobrevida en los estadios clinicos Il 'y IV4°'y
los marcadores estromales podrian estar asociados a una menor sobrevida en los
estadios clinicos 113, de hecho en nuestra cohorte de pacientes mexicanos con
este subtipo de cancer de pancreas se observa este comportamiento, no obstante

nosotros incluimos en nuestro estudio, estadios clinicos IIA.
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No obstante, al clasificar los estadios clinicos y grados de diferenciacion por
subgrupos nuestra cohorte de estudio se vio reducida, lo cual es una limitante en
nuestro trabajo. Sin embargo, este trabajo no ha sido el unico que ha utilizado un
namero reducido de muestras, de hecho, cohortes pequefias de 7 y 10 pacientes
han sido documentados en otros estudios respectivamente.?*%2%0 Con los
resultados generados en este estudio piloto es necesario realizar proyectos
posteriores con un tamafo de muestra mayor que nos puedan indicar que este
comportamiento se sigue observando, que ademas incluyan al estadio clinico I, asi
como tumores bien diferenciados que nos permitan identificar si la expresion de
cada uno de los marcadores también se asocia con la sobrevida general de los

pacientes con PDAC como ha sido demostrado previamente.
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11. CONCLUSION

En conclusion, este estudio mostré que los marcadores de estroma desmoplasico
(a-SMA, fibronectina y vimentina) y de TEM (EpCAM, pancitoqueratina y
vimentina) estan asociados al estadio clinico, al grado de diferenciacion, la
resecabilidad y a la sobrevida evaluada en una cohorte de pacientes con PDAC.
Ademas, la mayor expresion de los marcadores a SMA, fibronectina, vimentina,
EpCAM y pancitoqueratina se asociaron con un menor tiempo de sobrevida en los
diferentes grupos de estadio clinico (Estadios II, 11l y IV) y grado de diferenciacion
(moderado/pobre). La inclusion de los marcadores de estroma desmoplasico y de
TEM en la estratificacion prondstica, podria mejorar el entendimiento de los
diferentes tiempos de sobrevida de los pacientes con PDAC, independientemente
del estadio clinico y grado de diferenciacion en el que se diagnostiquen y con ello
contribuir a la estratificacion prondstica actual. Ademas, estos resultados podrian
contribuir al estudio de terapias blanco-dirigidas hacia el estroma desmoplasico
que modula la transformacion de células tumorales en TEM con mayor capacidad
de invasion y metastasis, sin embargo, esto aun esta en fase de estudio debido a
las diferentes subpoblaciones de CAF que conforman el estroma desmoplasico y

el cdbmo modulan el microambiente tumoral.
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12. PERSPECTIVAS

En este estudio piloto encontramos asociacion de la expresion de los marcadores
de estroma desmoplédsico y transicion epitelio mesénquima con una menor
sobrevida de pacientes diagnosticados con PDAC en estadios clinicos II, Il y IV
asi como en grados de diferenciacion pobres y moderados, sin embargo a pesar
de que nuestros hallazgos son importantes, es necesario incrementar el tamafo
de muestra en un estudio prospectivo, para incluir estadios clinicos | y tumores
bien diferenciados los cuales no pudimos conseguir en este primer estudio. Sin
embargo, pensamos que incrementando el nimero de centros hospitalarios se
puedan conseguir estadios clinicos IB y tumores bien diferenciados de al menos
un periodo minimo de tiempo de 10 a 15 afios, tal como lo han hecho otros grupos

de investigacion.

Ademas, el estudio de subpoblaciones de CAF es imprescindible en el
entendimiento del desarrollo y progresion rapida de esta enfermedad, por lo que
también es necesario evaluar por inmunofluorescencia la co-expresién de
marcadores que puedan distinguir a diferentes grupos de CAF en los tumores de
PDAC vy describir las zonas donde se localicen estos grupos de células

miofibroblastoides como continuacion del presente trabajo.

La relacion dual entre el estroma desmoplasico y el tumor es un factor clave en el
entendimiento del desarrollo tumoral y de terapias blanco dirigidas al PDAC, mas
aun el siguiente paso debe ser aislar subpoblaciones de CAF y realizar co-cultivos
celulares con las células tumorales que diferencien su funcién biolégica en PDAC,
debido a que se han realizado estudios donde el estroma ha sido eliminado y
como consecuencia se acelera la progresion del tumor, por lo que aun es mucho
lo que se desconoce de la relacion entre el estroma y el desarrollo de los
adenocarcinomas pancreaticos, es necesario incluir el estudio de estas

subpoblaciones de CAF en futuros trabajos.
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