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RESUMEN

INTRODUCCION: El cancer de pancreas es un tumor maligno intratable en el que la mayoria de los pacientes
no muestran sintomas evidentes hasta que la enfermedad alcanza un estadio avanzado, lo que dificulta su
deteccidon precoz y hace que el tratamiento sea tardio. Esta situacién dificulta la tendencia hacia la mejoria
en la curva de supervivencia de estos pacientes. En caso del cancer de pancreas metastasico la supervivencia
es aun menor. En la actualidad no existen marcadores prondsticos y predictivos que indiquen la presencia de
invasion vascular, neural o linfatica, lo que dificulta el manejo clinico de los pacientes y, por tanto, su
posibilidad de curacidn. Entre los biomarcadores que podrian evaluarse antes de la operacion, las CTCs, como

parte de la familia de la BL, podrian ser uno de los marcadores clinicos propuestos.

OBIJETIVOS:
Generales:
e Evaluar los niveles de CTCs y clusters en los pacientes con cancer de pancreas y su posible correlacion
con el prondstico de la enfermedad.
Especificos:
1. Validar una metodologia de cuantificacidn y caracterizacidon de CTCs y clusters mediante el algoritmo
de la transformado de Hough.
2. Determinar la via ptima de determinacidn de CTCs y clusters comparando muestras de sangre portal
versus central.
3. Valorar la posible correlacién de CTCs y clusters con los parametros que definen las caracteristicas del
tumor.
4. Valorar las CTCs y clusters como factor prondstico para la supervivencia global de los enfermos.

5. Valorar la presencia de CTCs y clusters como factor prondstico de recurrencia local o sistémica.



METODO: Se han evaluado CTCs y clusters en 35 pacientes con adenocarcinoma pancredtico temprano a
partir de 7 ml de muestras de sangre venosa portal (VP) y central (CVC) extraidas en el momento de la cirugia.
Para el aislamiento de CTCs y clusters se ha utilizado el sistema Isoflux™, que se basa en un proceso
microfluidico de seleccidon positiva inmunomagnética. Las células aisladas se detectaron mediante
microscopia de fluorescencia tras tincion inmunocitoquimica (CK+/CD45-/Hoechst33342+) y se cuantificaron

utilizando el método del algoritmo de la transformada de Hough.

RESULTADOS: Los pacientes con menos de 185 CTCs (p=0,018) y con menos de 15 clusters (p=0,040) en VP
mostraron una mayor SG, asi como los que no presentaron invasion vascular, linfatica y tumor con grado de
diferenciacion G3. El analisis multivariante mostré que tanto un nimero de CTCs<185 (HR=4,464; p=0,016)
como la ausencia de invasién vascular (HR=3,663; p=0,013) fueron predictores independientes de mejor
supervivencia a largo plazo. En cuanto a la supervivencia libre de progresién local, tanto el analisis univariante
como el multivariante, determinaron que tan solo la invasion linfatica se mostré como factor predictor
independiente de recurrencia local. El andlisis univariante para supervivencia libre de progresion sistémica
demostrd que solo la invasion vascular determinaba una menor supervivencia libre de enfermedad para las

metastasis.

CONCLUSIONES:

1. El método de la transformada de Hough ha resultado ser adecuado para la cuantificacidn vy
caracterizacion de CTCs, clusters y CTCs dentro de clusters, tras su aislamiento mediante el sistema
Isoflux™.

2. Existe una buena correlaciéon entre los resultados obtenidos en ambas vias de acceso, portal y central,
y no hay diferencias significativas entre ellas en cuanto a las caracteristicas del tumor consideradas,
tales como grado de diferenciacion, tamafio y niveles preoperatorios de CA 19-9.

3. Sin embargo, los resultados obtenidos en la via portal mostraron una mayor correlacion entre los
niveles de CTCs y clusters con la supervivencia global, no observandose en la via central.

4. Enrelacidn ala supervivencia global, la presencia de mas de 185 CTCs/ml y la invasidn vascular fueron



factores predictores independientes de mal prondstico a largo plazo.

En cuanto a los factores prondsticos de supervivencia libre de progresion local, tan solo la invasion
linfatica se mostré como factor predictor independiente de recurrencia local.

Finalmente, con respecto a los factores prondsticos de supervivencia libre de progresion sistémica,
sblo la invasidén vascular se asocid con una menor supervivencia libre de enfermedad para las

metadstasis, no pudiéndose contrastar en el analisis multivariante.
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1. ASPECTOS GENERALES DEL CANCER DE PANCREAS

El pdncreas es una glandula situada en la parte superior del abdomen, detras del estdmago y delante de
la columna vertebral. Se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza se situa en la curvatura del
duodeno (primera porcion de intestino delgado). El resto de la glandula se prolonga hacia la izquierda con el
cuerpo y finaliza en la cola que se encuentra proxima al bazo. Es importante su proximidad a la vena porta
(VP) y a la arteria y vena mesentérica superior. En el interior del pancreas existe un conducto pancreatico
principal o de Wirsung y puede existir un conducto accesorio secundario, o de Santorini. Es por ahi, donde
discurren las secreciones pancreaticas que se unen al colédoco y desembocan en el duodeno por la ampolla
de Vater. La irrigacién de la glandula corresponde al territorio del tronco celiaco y de la mesentérica superior.

Un pancreas sano normal tiene células acinares que secretan enzimas digestivas, células centroacinares
y ductales que son las encargadas de la secrecidn hidroelectrolitica, islotes endocrinos que secretan
hormonas y células estrelladas, en estado latente, responsables de la fibrogénesis pancredtica.

El cdncer de pancreas (CP) se origina a partir de mutaciones anormales en el ADN del pancreas que hacen
que las células pancredticas crezcan y se dividan sin control, generando tumores [1]. El CP hace referencia a
los tumores malignos del aparato digestivo que se originan principalmente del epitelio ductal pancreético y

de las células acinares.



1.1. INCIDENCIA

El CP es un tumor maligno intratable que segln las estimaciones de GLOBOCAN 2020, es el duodécimo
mas comun en cuanto a malignidad y el séptimo en mortalidad, que causé 466.003 muertes en 2020 (4,7%
de todas las muertes causadas por cancer) [2] (Fig. 1).

Espafia tiene una tasa de mortalidad superior a muchos otros paises, ocupando el cuarto lugar en
mortalidad, siendo mas alta en los hombres (7,1 por cada 100.000,) que en las mujeres (4,3 por cada 100.000)
[2] (Fig. 2).

Varias estimaciones, basadas en el analisis de casos durante la ultima década, estiman un aumento en
su diagndstico del 0,8% por afo. Esto supone que, si no hay progresos significativos, para el 2030 sera la

segunda causa de muerte por cancer en EEUU y la UE, después del cancer de pulmén [3].

Estimated number of deaths in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3932 768 (39.5%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Liver
830 180 (8.3%)

Stomach
768 793 (7.7%)

Pancreas
466 003 (4.7%)

R
Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer &) o s

Fig. 1. Numero estimado de muertes en 2020, a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades [2].

La incidencia aumenta con la edad tanto en hombres como en mujeres [4]. La mediana de edad en el
primer diagndstico es de 70 afios para los hombres y de 76 afios para las mujeres. Los factores causales son
ambientales y genéticos [5]. La mayoria de los pacientes no muestran sintomas evidentes hasta que la

enfermedad alcanza un estadio avanzado, lo cual dificulta la deteccion precoz [6]. Tras la progresion del tumor,



después de que se ha diseminado a otros 6rganos, se manifiesta como un inicio gradual de sintomas no

especificos [7].
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Fig. 2. Numero estimado de nuevos casos entre 2020 y 2040 en Espafia [2].

A pesar del avance en el conocimiento de los posibles factores de riesgo que causan el CP y las

herramientas disponibles para el diagndstico precoz, la incidencia mundial se duplicard para el afio 2040 [2]

(Fig. 3).
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Fig. 3. Numero estimado de nuevos casos entre 2020 y 2040 [2].



1.2. HISTOPATOLOGIA Y PATRONES DE DISEMINACION

1.2.1. Histologia

Las lesiones tumorales pancreaticas se pueden dividir tomando como referencia multiples caracteristicas
[8-11]. Los tumores quisticos son raros (3% de los tumores pancreaticos y 10% de los malignos). Los
adquiridos que pueden ser benignos como los cistoadenomas (seroso y mucinoso), de malignidad intermedia
(cistoadenoma mucinoso papilar intraductal) y malignos como el cistoadenocarcinoma que es muy
infrecuente. Los tumores sélidos benignos del pancreas son muy infrecuentes y en este grupo se clasifican el
tumor seudopapilar sélido y el adenoma acinar. En el conjunto de los tumores sélidos malignos de pancreas
debemos destacar dos: el carcinoma acinar representa del 1 a 2% de los tumores pancreaticos exocrinos y el

adenocarcinoma ductal (Fig.4).
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Fig. 4. Clasificacion histopatoldgica de las neoplasias de pdncreas.

Malignos

El Adenocarcinoma ductal de pancreas (ADCP) fue descrito en 1760 por Morgagni en sus estudios
histoldgicos. Los criterios diagndsticos que establecié han sido utilizados durante mas de 200 aifos [12]. Es el

tumor sélido maligno de pancreas mds frecuente. Este tipo de tumor y sus variantes suponen el 80-90% de



las neoplasias pancreaticas y una proporcién mayor de las neoplasias malignas. El 70% se desarrolla en la
cabeza del pancreas. El ADCP comienza en las células que recubren los conductos que transportan las enzimas
digestivas fuera del pancreas [13] y es uno de los canceres mds agresivos asociado con un mal prondstico y
una alta mortalidad, teniendo el menor indice de resecabilidad y menor supervivencia a largo plazo.

A nivel macroscdpico suelen ser grandes (tamafio medio de 3 cm), duros, irregulares, arenosos de color
gris amarillo y mal delimitados. Una elevada proporcidn de casos se diagnostican cuando tienen metastasis a
distancia (ganglionares y/o hematoldgicas). Los que aparecen en cuerpo y cola alcanzan didmetros mayores
porgue son asintomaticos durante mas tiempo que los localizados en la cabeza pancreatica.

En la microscopia dptica existen dos caracteristicas fundamentales: la intensa reaccién desmoplasica
(compuesta de fibras de colageno, fibroblastos y células inflamatorias) y células neoplasicas muy bien
diferenciadas que no se corresponden con la alta letalidad de este tumor.

En el estudio inmunohistoquimico expresan citoqueratinas (CK7, CK8, CK18, CK19 y, de forma variable,
CK20), mucina (MUC1, MUC4 y MUC5A), marcadores oncoldgicos (CEA, B72.3, CA 125 y CA 19-9) y
marcadores especificos de CP (mesotelina, S100A4, etc.).

La historia natural de los ADCP comienza con un epitelio ductal sano que sufre una displasia para
transformarse en una Neoplasia Intraepitelial Pancredatica (PanIN). A su vez, ésta se desarrolla en tres etapas:
displasia leve (PanIN-1), moderada (PanIN-2) y severa (PanIN-3). Histolégicamente son pequefias (<0.5cm),
papilares y crecen dentro de los ductos pancreaticos. En cada una de estas etapas se activan una serie de

oncogenes y factores de crecimiento. Solo un 1% de los PanIN desarrollardn un cancer invasivo [14] (Fig. 5).
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Fig. 5. Modelo para el desarrollo del CP [Imagen tomada de la American Association for Cancer Research].



En el proceso patogénico se desarrolla una fibrosis y reaccién desmoplasica intensa del estroma. La
"desmoplasia tumoral" se forma por un incremento en el tejido conectivo que infiltra y envuelve el tumor.
Las células estrelladas pancreaticas que participan en la desmoplasia tumoral se caracterizan por expresar
alfa-SMA (actina de musculo liso) y por la sintesis de procolageno alfa-1T que son los principales componentes
de la matriz extracelular (MEC) que constituyen la reaccion desmoplasica.

Las células estromales de estos tumores evidencian un aspecto morfolégico dendritico, expresan
citofilamentos y una capacidad de sintesis de sustancias de la MEC idénticos a los hallados en casos de
pancreatitis crénica (PC) inducida por alcohol, lo cual sugiere unos mecanismos similares subyacentes al
desarrollo de la fibrosis en la PC y de la desmoplasia en el adenocarcinoma pancredtico. Existe ademds
evidencia creciente de la relacién que existe entre las células estrelladas pancreaticas y las células tumorales;
por mecanismos conocidos parcialmente las células estrelladas pueden estimular el crecimiento tumoral,
ademas pueden promover la invasidon tumoral y posiblemente la angiogénesis [14]. Esta zona de PC que rodea
el tumor se debe tedricamente a la obstruccién de esos conductos adyacentes por las células tumorales [8-
11].

Otra lesion precursora del adenocarcinoma de pancreas es la Neoplasia Mucinosa Papilar Intraductal
(NMPI). Estas lesiones abarcan un amplio espectro de neoplasias quisticas con distinto potencial maligno y
una transformacién celular que va desde la displasia de bajo grado (adenoma) hasta el adenocarcinoma
invasivo. Se caracterizan por presentar una proliferacion papilar intraductal de células columnares que
producen una cantidad abundante de mucina, provocando la dilatacidn del conducto pancreatico principal
(conducto de Wirsung) y/o de sus ramas. Esta diferencia tiene importancia clinica ya que la afectacion del
conducto principal se ha identificado como un factor de riesgo para la transformacién maligna. Un conducto
de Wirsung mayor de 9 mm se considera un factor de alto riesgo, mientras que una dilatacién comprendida
entre 5-9 mm se considera un factor preocupante de malignidad. Existe una tercera clasificacion denominada
"NMPI de tipo mixto", que afecta tanto al conducto principal como a las ramas secundarias, que no deberia
ser considerada independiente puesto que presenta el mismo comportamiento clinicopatolédgico que los que
afectan al conducto principal [15].

Se distinguen hasta cuatro subtipos en funcién de sus caracteristicas histoldgicas y la expresion de



mucina: gastrico, intestinal, pancreatobiliar y oncocitico. La mayoria de los que afectan al conducto principal
pertenecen al subtipo intestinal, que tiende a progresar hacia carcinoma coloide, biolégicamente menos
agresivo y, por tanto, tiene mejor prondstico que el adenocarcinoma pancredtico convencional. Los que
afectan a las ramas secundarias se asocian frecuentemente con el subtipo gastrico, que es mayormente
benigno. Sin embargo, si esta linea celular degenera, lo hace en carcinoma tubular, que implica mayor riesgo
de invasion vascular, perineural y metdstasis ganglionar, con un peor prondstico similar al ADCP. Los subtipos
pancreatobiliar y oncocitico son menos comunes y contrastan mucho en su comportamiento biolédgico. Los
del subtipo pancreatobiliar se asocian con la tasa mas alta de invasién tumoral (68%) y transformacion en

carcinoma tubular (82%), mientras que los oncociticos muestran una biologia inmutable [16].

1.2.2. Patrones de diseminacion

e Invasion local: Es la primera fase de la diseminacion del tumor. Depende de la localizacién del mismo,
ya que se van a ver afectadas las estructuras anatémicas adyacentes. Los que afectan a la cabeza del
pancreas pueden infiltrar el antro géastrico y el duodeno produciendo obstrucciones altas del transito
o hematemesis. Los de cuerpo y cola de pancreas afectan al cuerpo gastrico, bazo, primer asa yeyunal,

higado y peritoneo, principalmente.

e Diseminacion linfatica: Es la que realiza el tumor a través de los conductos y ganglios linfaticos
locorregionales que drenan la zona periampular donde se localiza. Esta diseminacién afecta al
prondstico. Si las lesiones son cercanas al pancreas (primera estacion, adenopatias del hilio hepatico
e incluso del tronco celiaco) el tumor se considerara resecable, pero con una afectacién negativa en
la supervivencia del paciente. Si las adenopatias afectas se encuentran lejos del tumor, como los
ganglios inter-aorto-cavos se considerara igual que si tuviese metastasis hepaticas. Sin embargo, la

afectacion linfatica no contraindica “per se” la reseccién del tumor.

e Diseminacion perineural: Este tipo de diseminacidn es caracteristica del adenocarcinoma de pancreas.



Los estudios muestran una incidencia del 51-100% y se encuentra presente en los estadios incipientes
y es posible que se disemine a través de la longitud del nervio. En algunos casos es causa de dolor

intratable y de recidiva tumoral por lo que se considera un factor prondstico independiente.

Diseminacién hematica: Consiste en la liberaciéon de células tumorales al torrente sanguineo y su
crecimiento a distancia del tumor primario. La glicosilacion alterada es una de las caracteristicas del
ADCP. La expresion del antigeno sializado de Lewis (SLe) se encuentra incrementada en la superficie
de glicoproteinas o glico-esfingolipidos de las células del ADCP y la expresidon de estos ligandos
presenta una correlacién negativa con la supervivencia del paciente. Estos antigenos glucidicos,
ligandos de interaccidén especificos para la molécula de adhesién E-Selectina, se encuentran
involucrados en la extravasacion de las células tumorales [17]. Los érganos que mas frecuentemente
se afectan por este tipo de lesiones son:

0 Higado: Sobre todo en tumores de cuerpo y cola.

0 Plexo celiaco: Son un conjunto de nervios que se encuentran a nivel del tronco celiaco. Son
causa de dolor de espalda severo en estos pacientes.

0 VP y vasos mesentéricos superiores: La arteria y la vena mesentérica superior cruzan en
contacto con el pancreas a nivel del proceso uncinado. Una vez que la vena mesentérica
superior y la vena esplénica confluyen para formar el tronco comun portal, éste discurre
dorsal a la cabeza pancredtica. Una obstruccién de estas estructuras vasculares produciria
defectos de perfusidn o retorno venoso intestinal y/o hepatico.

0 Ligamento de Treitz: Es el ligamento que fija la primera asa de yeyuno. La afectacién de este

ligamento puede producir una obstruccién intestinal.



1.3. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo de CP se clasifican en no modificables (edad, género, raza y etnia, grupo sanguineo,
antecedentes familiares y susceptibilidad genética, diabetes, PC) y modificables (obesidad, factores

nutricionales, tabaquismo, alcohol, infeccion, exposicién a oligoelementos).

1.3.1. Edad

El CP ocurre principalmente en personas de edad avanzada, y es extremadamente raro que los jévenes
menores de 30 afios desarrollen la enfermedad. En los EEUU, a la mayoria de los pacientes se les diagnostica
CP en una edad avanzada, con una mediana de edad de 70 afios en el momento del diagndstico, y sélo el
10,6% de los diagndsticos se realizan en pacientes antes de los 55 afios. La mortalidad también es mayor en
el mismo grupo de edad, con una mediana de edad al morir de 72 afios [18]. El CP puede estar asociado con
cambios morfoldgicos y patoldgicos del pancreas relacionados con la edad, como la disfuncidén de los

teldmeros [19].

1.3.2. Género

El CP es un 30% mds comun en hombres que en mujeres. La tasa de incidencia general ajustada por edad
para el CP es de 13,9/100.000 para los hombres y de 10,9/100.000 para las mujeres. Existen marcadas
diferencias en las tasas de incidencia entre hombres y mujeres en paises desarrollados y subdesarrollados.
En los paises desarrollados se observan tasas de incidencia de 8,5/100.000 para hombres y 5,6/100.000 para
mujeres, mientras que en los paises menos desarrollados o en desarrollo es de 3,3/100.000 para hombres y
2,4/100.000 para mujeres [20]. Varios estudios han evaluado factores de riesgo hormonales especificos de
género para un papel causal en la susceptibilidad al CP. Sin embargo, los estudios no han demostrado el efecto

protector de los estrégenos contra el CP [21].
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1.3.3. Raza y etnia

Se han reportado grandes diferencias en la incidencia de CP entre razas. En los EEUU, la incidencia en los
afroamericanos es mas alta que en los caucasicos, mientras que los asiaticos americanos y los habitantes de
las islas del Pacifico tienen la incidencia mas baja. Los afroamericanos también tienen mas probabilidades de
recibir un diagnéstico de enfermedad avanzada y menos probabilidades de someterse a una cirugia por CP
[20]. Se cree que, el hecho de que la incidencia sea mas alta entre los afroamericanos, se debe a las diferencias
en los factores de riesgo modificables, como la dieta, el alcohol, el tabaquismo y la deficiencia de vitamina D.
Sin embargo, los estudios basados en la poblacién demuestran que el aumento de la incidencia de CP no
puede explicarse totalmente por los factores de riesgo conocidos y presuntos nombrados anteriormente, lo
que indica que al aumento del riesgo pueden contribuir otros factores [22]. Los resultados de varias
investigaciones muestran que puede haber diferencias genéticas y moleculares relacionadas con la raza y la
etnia, que pueden influir tanto en la incidencia como en el comportamiento bioldgico del CP. Estas diferencias
explicarian también la diferencia en las tasas de supervivencia después del tratamiento entre grupos raciales.
En concreto, los pacientes asiaticos parecen tener una mejor tasa de supervivencia que los pacientes no

asiaticos [20].

1.3.4. Grupo sanguineo

Las personas con el grupo sanguineo A, AB o B tienen un mayor riesgo de desarrollar CP que las personas
con el grupo O. Cada vez hay mas evidencias de que el grupo sanguineo ABO también puede estar asociado
con la carcinogénesis o la progresion del CP [23]. El gen que codifica el antigeno ABO puede estar relacionado
con varios componentes del plasma, como la molécula 1 de adhesidn intercelular soluble (sICAM-1) y el factor
de necrosis tumoral (TNF). Estas proteinas son moléculas de adhesién necesarias para el reclutamiento de
células inmunitarias vy, por lo tanto, median en la inflamacién sistémica. Estos estudios sugieren que dicho
gen juega un papel directo en la tumorigénesis y la malignidad, y estd involucrado en el control inmunolégico

de las células tumorales, la adhesién celular, la apoptosis tumoral y la angiogénesis [24].
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1.3.5. Antecedentes familiares y susceptibilidad genética

El CP es una enfermedad fundamentalmente genética causada por mutaciones genéticas tanto
hereditarias como adquiridas. Mas del 80% del CP se desarrolla debido a mutaciones que ocurren
esporadicamente. Una pequefia proporcidn de los casos de CP se deben a mutaciones hereditarias de la linea
germinal.

¢ Mutaciones genéticas heredadas (linea germinal)

Aproximadamente del 5 al 10% de los pacientes con CP tienen antecedentes familiares de CP. EI CP
familiar se define como tener al menos dos familiares de primer grado con CP. El riesgo de CP aumenta
exponencialmente con el nimero de familiares de primer grado afectados, oscilando desde tres veces el
riesgo cuando estan afectados dos familiares de primer grado hasta un riesgo 57 veces mayor con tres
familiares de primer grado afectados [25].

El CP hereditario puede presentarse en el contexto de varios sindromes hereditarios:

1. Sindrome de cancer hereditario de mama y ovario (HBOC): asociados a mutaciones en BRCA1,
BRCA2 y PALB2. Los pacientes con mutaciones en BRCA1 y PALB2 presentan un riesgo entre 3,5-
10 veces mayor de desarrollar CP [18, 20].

2. Pancreatitis hereditaria (PH): se caracteriza por PC y pancreatitis aguda recurrente, cuyos genes
causantes incluyen PRSS1, SPINK1, PRSS2 y quimotripsina C (CTRC). Presentan un riesgo
acumulativo entre 10-54% de desarrollar CP [18, 20].

3. Sindrome de Peutz- Jeguers (SPJ): con una mutacién en STK11, se caracteriza por la presencia de
polipos hamartomatosos en el tracto gastrointestinal o mucosas. Asociado a un riesgo 100 veces
mayor de desarrollar CP y un riesgo acumulativo de hasta un 36% [20, 26].

4. Sindrome del melanoma de nevo multiple atipico familiar (FAMMM): se debe a una mutacion en
el gen CDKN2A (p16) y se ha relacionado con un riesgo 12-20 veces mayor de desarrollar CP [18,
20].

5. Sindrome de Lynch (SL): principalmente en pacientes portadores de mutaciones en MLH1,

muestran un aumento de 8,6 veces de desarrollar CP y un riesgo acumulativo de 3,7% a los 70
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anos [27].
6. Poliposis adenomatosa familiar (PAF): mutaciones en la linea germinal en APC, con un riesgo
acumulado de CP del 1,7% a los 80 afios de edad [18].
¢ Mutaciones genéticas adquiridas (mutaciones somaticas)

Ademas de las mutaciones genéticas heredadas, las mutaciones adquiridas (somaticas) en genes
especificos también contribuyen al desarrollo del CP. Cuatro genes se ven principalmente afectados en el
cancer esporadico: KRAS (95% de los tumores), CDKN2A (p16) (90%), p53 (75%) y SMAD4 (55%) [28, 29]. El
desarrollo y crecimiento del cancer es un proceso que incluye varios pasos entre los que se encuentran la
iniciacion, la progresidn, la invasion y, por uUltimo, el establecimiento de la enfermedad metastasica. De forma
parecida, el CP se origina en el epitelio ductal y progresa desde lesiones premalignas hasta un cancer
completamente invasivo. La progresién de epitelio minimamente displasico (PanIN1a y B) a displasia mas
severa (PanIN2 y 3) y, finalmente, a carcinoma invasivo es paralela a la acumulacién sucesiva de mutaciones
que incluyen la activacion del oncogén KRAS2, la inactivacion del gen supresor de tumor CDKN2A/INK4A v,

finalmente, la inactivacion de los genes supresores de tumores TP53 y SMAD4/DPC4 [30].

1.3.6. Diabetes

La epidemiologia moderna confirma un riesgo significativamente mayor de desarrollar CP en personas
diabéticas [31]. En la diabetes tipo 1, el riesgo de CP aumenta entre 5 y 10 veces en pacientes con una
enfermedad de mas de 10 afios. Las personas con la enfermedad diagnosticada de mas de 20 afios tienen un
mayor riesgo de CP [32]. En comparacidn con los pacientes sin diabetes, los pacientes con la enfermedad
recién diagnosticada tienen un riesgo de desarrollar CP casi 7 veces mayor [33]. La hiperglucemia o la diabetes
aparecen hasta en el 80% de los pacientes, y ambas pueden detectarse en la etapa presintomatica. Por el
contrario, los pacientes de edad avanzada con diabetes de reciente aparicion tienen un riesgo 8 veces mayor
de desarrollar CP que la poblacion general, sugiriendo una "causalidad dual" entre la diabetes y el CP. Esto
significa que tanto la diabetes mellitus tipo 2 de larga duraciéon (T2DM) es un factor de riesgo de desarrollar

CP como el CP se supone que es una causa de diabetes en muchos casos [34, 35]. Hay estudios que sugieren
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qgue la hiperglucemia, la exposiciéon a altas concentraciones de insulina y la resistencia a insulina estan

asociadas con un mayor riesgo de CP [36, 37].

1.3.7. Pancreatitis cronica

La pancreatitis crénica (PC) es una enfermedad inflamatoria progresiva del pancreas con destruccién de
células acinares y fibrosis patoldgica significativa. Las principales etiologias de la PC son el abuso de alcohol,
hereditaria e idiopatica, con una fuerte predisposicidn genética. La PC puede considerarse un factor de riesgo
para el CP. La asociacién entre pancreatitis y CP es especialmente fuerte en pacientes con la rara pancreatitis
hereditaria autosdémica dominante. El riesgo para estos pacientes es aproximadamente 70 veces mayor que
el esperado para la poblacidn general, con un riesgo de por vida de aproximadamente del 40 al 55% [38].
Ahora se ha demostrado que la PC aumenta el riesgo de CP a través de una cascada de procesos inflamatorios
complementados por mutaciones somaticas y hereditarias. Es probable que un riesgo mucho mayor de cancer
en algunas formas de PC (p. ej., hereditaria) se deba a la duracién prolongada de la inflamacién y
probablemente se vea potenciado por la exposicidn a toxinas ambientales (como fumar cigarrillos). La PC
idiopatica determinada genéticamente tiene un mayor riesgo de CP, mientras que el riesgo de PC relacionada
con el alcohol puede ser mucho menor [39]. Sin embargo, dado que la incidencia y la prevalencia de la PC son
relativamente bajas y la frecuencia acumulada general de CP en estos pacientes a los 20 afios es solo del 5%,
el riesgo atribuible a la poblacién de CP debido a la PC es bastante bajo en comparacién con otros factores

mas prevalentes [40].

1.3.8. Obesidad

Para las células cancerosas que proliferan rapidamente, la oxidacion de lipidos y la biosintesis son

fundamentales para su supervivencia. En comparacion con el tejido no tumoral, la grasa puede mejorar la

viabilidad de las células cancerosas [41]. Los datos epidemioldgicos indican que la obesidad es un factor de

riesgo importante para el CP. Existen multiples mecanismos patogénicos propuestos para el aumento del
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riesgo de CP con el aumento de peso. La obesidad puede estar asociada con la inactividad fisica, una dieta y
un estilo de vida poco saludable y factores genéticos no descubiertos todavia, pueden desempeniar un papel
en el aumento del riesgo. A nivel celular, los adipocitos pueden liberar mediadores pro-carcinogénicos
potenciales como adipocinas, IGF y VEGF o provocar inflamacion crénica, que podria desempefiar un papel

en la patogénesis del cancer [42].

1.3.9. Factores nutricionales

Puesto que el pancreas participa estrechamente en el metabolismo de los nutrientes, existe un gran
interés en el posible papel etioldgico de la dieta y factores relacionados para el CP en hasta el 30-50% de los
casos [20]. Un alto consumo de carne (especialmente a la parrilla), colesterol, alimentos fritos y otros
alimentos que contienen nitrosaminas, aumenta el riesgo de CP [43], asi como un alto consumo de refrescos

azucarados [44-46].

1.3.10. Tabaquismo

Fumar esta también estrechamente relacionado con la aparicion y el desarrollo del CP. El tabaquismo es
el factor de riesgo ambiental mds importante para el CP, con un riesgo atribuible a la poblacién del 25% al 35%
[47]. El pancreas esta expuesto indirectamente a los productos del tabaco, bien porque los carcinégenos
relacionados con el tabaco llegan al pancreas a través del torrente sanguineo o bien a través de la exposicion
del pancreas a los carcindgenos del tabaco contenidos en el jugo duodenal o la bilis. Esta segunda via podria
ocurrir en la cabeza del pancreas, que es donde se producen la mayoria de los canceres pancreaticos [20]. El
tabaquismo pasivo y la exposicion al humo también se han asociado con el CP en una relacién de respuesta
ala dosis. En un estudio de cohorte prospectivo europeo, se asocia la exposicidon al humo de tabaco ambiental
en la infancia con el doble de riesgo de CP en pacientes sin antecedentes de tabaquismo [48]. Se ha
demostrado que fumar aumenta significativamente el riesgo de CP en pacientes con otros factores de riesgo.

En una cohorte de pacientes con PH, los fumadores tienen el doble de probabilidades de desarrollar CP y a

15



una edad mas temprana que los no fumadores, sugiriendo una interaccidon gen-ambiental [49].

1.3.11. Alcohol

Durante mucho tiempo se ha sospechado que el alcohol es un factor de riesgo para el CP debido a su
papel en la etiologia de la PC. Es ampliamente aceptado que el metabolismo del etanol altera el estado redox
intracelular, pudiendo tener un papel importante en el mecanismo subyacente a la PC inducida por el alcohol
y al CP. El metabolismo del etanol a través de la oxidacién por la alcohol deshidrogenasa, o a través del sistema
de oxidacion microsomal, da lugar a metabolitos téxicos como acetaldehido y especies reactivas de oxigeno.
Estos metabolitos pueden afectar las funciones pancreaticas tanto exocrinas como endocrinas, activar las
células estrelladas pancredticas para inducir fibrosis y provocar la liberacién de mediadores proinflamatorios
(p. €j., citoquinas, NF-kB, COX-2). Como consecuencia, pueden ocurrir dafios en los organulos celulares y
alteracién genética, lo que puede contribuir a la carcinogénesis pancredtica [20]. Ademas, el consumo de
alcohol se correlaciona negativamente con el tiempo de supervivencia después del diagndstico de CP. Los
resultados de los estudios de cohortes mostraron que cada aumento de 10 g/dia en la ingesta de alcohol

aumenta el riesgo de muerte por CP en un 9% [50].

1.3.12. Infeccion

Dos estudios han mostrado una relacion entre el virus de la hepatitis B (VHB) y la infeccidn por el virus
de la hepatitis C y el CP, siendo la relacion mas fuerte para la infeccion por el VHB [51, 52]. También se ha
informado una asociacién entre la infeccidon por Helicobacter pylori y el CP. Un metanalisis de 7 estudios
encontré un aumento del riesgo de CP del 65% en personas infectadas con esta bacteria [53]. Las
enfermedades virales, como las paperas, y las infecciones bacterianas, como la enteritis por Salmonella y

Salmonella typhi, pueden afectar el pancreas, por lo que pueden estar asociadas con un mayor riesgo de CP.
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1.3.13. Exposicion a oligoelementos

Los oligoelementos, como el hierro y el cadmio, estan asociados con un mayor riesgo de CP. Un estudio
prospectivo mostré una asociacién entre el hierro hemo y un mayor riesgo de CP en mujeres fumadoras. Las
concentraciones de cadmio en la orina también se asociaron significativamente con un mayor riesgo de CP.
Ademas, la exposicién a oligoelementos del medio ambiente, como el arsénico y el plomo, también puede

aumentar el riesgo de CP [20].
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1.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

A menudo, el CP en etapas tempranas no causa ningun signo o sintoma. Con frecuencia, ha crecido
mucho o ya se ha diseminado fuera del pancreas para cuando causa sintomas. Las manifestaciones clinicas
del CP incluyen dispepsia, pérdida de peso, nduseas, ictericia, vomitos, heces flotantes, dolor y, en ocasiones,
pancreatitis [54].

Aproximadamente el 70% del CP surge en la cabeza del pdncreas y a menudo se presenta con obstruccion
biliar que provoca orina oscura, ictericia, pérdida de apetito, fatiga, pérdida de peso e insuficiencia
pancreatica exocrina. En cambio, las personas con CP en el cuerpo y cola presentan sintomas mas
inespecificos, como dolor abdominal, dolor de espalda y sintomas relacionados con la caquexia (pérdida de
apetito, pérdida de peso, fatiga). Por tanto, los signos y sintomas estan relacionados con la ubicacion de la
glandula. La aparicion o el empeoramiento de la diabetes preexistente puede ser un signo de ADCP [55]. En
raras ocasiones, la pancreatitis aguda puede ser una manifestacion primaria de ADCP y ocurre en

aproximadamente el 3% de los pacientes con ADCP recién diagnosticado [56].

1.4.1. Ictericia y sintomas relacionados

La ictericia es la coloracidn amarillenta de la piel y las mucosas y es causada por la acumulacién de
bilirrubina, contenida en la bilis. La bilis, liberada por el higado, pasa por el colédoco hacia los intestinos
donde ayuda a desintegrar las grasas y sale del cuerpo en las heces. Cuando el colédoco se obstruye, la bilis
no puede llegar hasta los intestinos y la bilirrubina se acumula en el cuerpo. Cuando el CP comienza en la
cabeza del pancreas, al estar cerca del colédoco, lo presiona y causa ictericia aun siendo bastante pequefio,
por lo que a veces se pueden detectar en etapa inicial [57, 58].

Otros signos de ictericia son:

* QOrina oscura: a menudo es el primer signo de ictericia. Al aumentar los niveles de bilirrubina en la

sangre, la orina se torna de un color marron.

* Heces palidas o grasosas: la bilirrubina ayuda a dar a las heces su color marrdn. Si se bloquea el
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conducto biliar, las heces pueden tener tonos grises o un color mas claro. Ademas, si la bilis y las

enzimas pancreaticas no pueden llegar a los intestinos para ayudar a desintegrar las grasas, las heces

pueden convertirse en grasosas y flotar en el inodoro.

Prurito: cuando la bilirrubina se acumula en la piel, ésta se pone amarilla y empieza a picar.

1.4.2. Dolor de abdomen o de espalda

Es comun en el CP. Si éste se origina en el cuerpo o la cola del pancreas, puede crecer y comenzar a
presionar otros érganos cercanos causando dolor. Ademas, puede extenderse a los nervios cercanos al

pancreas provocando dolor de espalda [57, 58].

1.4.3. Pérdida de peso y falta de apetito

En muy comun que las personas que padecen CP pierdan peso porque tienen poco o ningun apetito [57,

58].

1.4.4. Nduseas y vomitos

Si el cancer presiona el extremo distal del estdmago, puede bloquearlo parcialmente y dificultar el paso

de los alimentos, lo cual causa nauseas, vomitos y dolor que suele intensificarse después de las comidas [57,

58].

1.4.5. Agrandamiento de la vesicula biliar o del higado

Si el cancer bloquea el conducto biliar, la bilis se puede acumular en la vesicula biliar haciendo que ésta
aumente de tamafo. Este agrandamiento se puede palpar durante un examen fisico o en estudios por

imagenes. Si el cancer se ha propagado al higado, también puede causar un aumento de su tamafio.
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Igualmente se puede palpar en un examen fisico o en estudios por imagenes [57, 58].

1.4.6. Codgulos sanguineos

Aveces, el primer signo de CP es un coagulo de sangre en una vena grande, con frecuencia en una pierna
(trombosis venosa profunda). Los sintomas pueden ser dolor, hinchazdn, enrojecimiento y calor en el area
afectada. En otros casos, se puede desprender un fragmento de coagulo y llegar a los pulmones, dificultando

la respiracidn y causando dolor en el pecho (embolia pulmonar) [57, 58].

1.4.7. Diabetes

En pocas ocasiones el CP destruye las células productoras de insulina causando diabetes. Los sintomas

incluyen sentir sed, hambre y tener que orinar frecuentemente. Mas a menudo, el cancer produce cambios

en los niveles de azucar en la sangre que no provocan sintomas de diabetes pero que se detectan mediante

analisis de sangre [57, 58].
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1.5. DIAGNOSTICO

Cuando se sospecha de un CP existen diversas herramientas basicas para diagnosticarlo:

e  Pruebas generales

1.5.1. Exploracion fisica

El médico examinara la piel y las mucosas para comprobar si estan amarillas, lo cual es un signo de
ictericia. Como se ha comentado en el apartado anterior, la ictericia es una manifestacion clinica del CP
cuando éste comienza en la cabeza del pancreas puesto que bloquea el flujo normal de la bilis conduciendo
a una acumulacidén de la misma. Sin embargo, muchas personas con CP no presentan ictericia en el momento
del diagndstico. También palpara el abdomen para determinar si el cdncer ha producido algin cambio como
puede ser agrandamiento de la vesicula biliar, como consecuencia de la acumulacién de bilis, o del higado,
en caso de propagacién al mismo. Otro signo de cancer es la ascitis, que es la acumulacidon anormal de liquido
en la cavidad abdominal [59-62].

Ademas, preguntarad al paciente si padece dolor de abdomen o de espalda por los motivos ya

comentados en el apartado de manifestaciones clinicas.

1.5.2. Andlisis de sangre

Con la extraccidon de una muestra de sangre se pueden determinar niveles anormales de bilirrubina y
otras sustancias. Los niveles de bilirrubina pueden aumentar como consecuencia de la obstruccion del
colédoco debido a la presencia de un tumor en la cabeza del pancreas. Aunque hay otras causas no
relacionadas con el cancer que también conducen a niveles altos de bilirrubina como la hepatitis, la cirrosis,
los calculos biliares o la mononucleosis [59-62].

También se analizan proteinas especificas (marcadores tumorales) secretadas por las células cancerosas.
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1.5.3. Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales, también llamados biomarcadores, son sustancias producidas por las células
cancerosas o por células normales en respuesta a la presencia de un cancer o también a ciertas afecciones
benignas (premalignas) del cancer. Se pueden encontrar en muestras de fluidos corporales, como sangre u
orina, o en el tejido corporal.

El biomarcador sérico mds utilizado y ampliamente validado para detectar el CP es el antigeno
carbohidrato (CA 19-9), sin embargo, tiene una especificidad baja porque también lo producen otros tumores
como el cancer colorrectal, cancer de pulmdn y cancer de vesicula biliar. Niveles altos de CA 19-9 también
pueden ser causados por otras afecciones no cancerosas como calculos biliares, pancreatitis, fibrosis quistica
y enfermedades hepaticas [63]. Durante la radioterapia, los niveles de CA 19-9 se pueden elevar debido a que
las células cancerosas al ser destruidas lo liberan al torrente sanguineo.

Los niveles séricos de CA 19-9 preoperatorios brindan informacién prondstica importante en pacientes
con CP, se correlacionan con el estadio del tumor y predicen de forma independiente la supervivencia global
(SG). La mayoria de los pacientes con CP tienen un CA 19-9 elevado en el momento del diagndstico. Después
del tratamiento definitivo o durante este, el aumento de las concentraciones de CA 19-9 puede identificar a
los pacientes con crecimiento tumoral evolutivo. Un resultado positivo necesita confirmacion con una prueba
alternativa de imagen (TC). Sin embargo, la presencia de CA 19-9 normal no descarta la recidiva y no se puede
considerar un indice de respuesta al tratamiento neoadyuvante [64].

Existen otros marcadores tumorales menos frecuentes pero que se pueden encontrar elevados como:
CA 125, CA 242, y el antigeno carcinoembrionario (CEA). La deteccidn de marcadores tumorales séricos
favorece el diagndstico precoz del CP y la deteccidn conjunta de ellos ayuda a mejorar la eficiencia diagndstica
[65].

Hay marcadores tumorales que se encuentran en la pieza tumoral, como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Se trata de una proteina conocida también como HER1, que ejerce funciones
criticas en la fisiologia de las células epiteliales. Con frecuencia esta mutado y/o sobreexpresado en diferentes

tipos de canceres y es el objetivo de multiples terapias contra el cancer actualmente adoptadas en la practica
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clinica [66].
Es necesario encontrar marcadores prondsticos que identifiquen la enfermedad minima residual (EMR)

y predigan el riesgo de recaida.

e Pruebas porimagen

1.5.4. Tomografia computarizada (TC)

Es una prueba diagndstica que combina el uso de los Rayos X, que son radiaciones ionizantes, con
tecnologia informatica para crear imagenes detalladas o exploraciones, de regiones internas del cuerpo. Una
serie de Rayos X emitidos desde diversos angulos son utilizados para formar cortes-secciones del cuerpo del
paciente. Se puede emplear para determinar el tamafo y la localizaciéon del tumor primario y evaluar la
posibilidad de diseminacién a los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo. Generalmente, antes de la
exploracidn se administra un contraste yodado, a fin de obtener mejores detalles en laimagen y poder valorar

todas las estructuras (parénquima pancredtico, conducto pancredtico o de Wirsung, colédoco, etc.) [59-62].

1.5.5. Tomografia por emision de positrones (PET)

Es una prueba diagndstica que utiliza radiofarmacos que se distribuyen por todo el cuerpo. Se inyecta en
el organismo una pequefia cantidad de una sustancia azucarada radiactiva a través de una vena,
generalmente del brazo. Esta sustancia azucarada es absorbida por las células que utilizan una mayor cantidad
de energia. Debido a que el cancer tiende a utilizar energia de manera activa, absorbe una cantidad mayor
de la sustancia radioactiva. El radiofarmaco no tiene efectos secundarios y la radiacién que emite es minima.
La radiacion emitida por el radiofarmaco es detectada por la maquina de PET, generandose imagenes
multicolores de los érganos y los tejidos internos del cuerpo. Las exploraciones por PET se diferencian de las
exploraciones por TC en que las exploraciones por TC observan el tumor en relacién con su anatomia,

mientras que las exploraciones por PET miden la actividad metabdlica [59-62].
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1.5.6. Resonancia magnética (RM)

Es una prueba diagndstica que utiliza un campo magnético y ondas de radiofrecuencia para obtener
imagenes de distintas areas del cuerpo. Se puede usar para medir el tamafio del tumor. Se administra un
medio de contraste antes de la exploracidn, a fin de crear una imagen mas clara. La colangiopancreatografia
por resonancia magnética (CPRM) es un tipo especializado de RM que emplea un software informatico
desarrollado especificamente para examinar problemas pancreaticos, como obstrucciones de conductos y

quistes[59-62].

1.5.7. Ecogrdfia

Esta prueba diagndstica utiliza ondas de sonido para crear una imagen de los érganos internos. Permite
diferenciar un pancreas normal de otro anormal y las pancreatitis de las neoplasias malignas [59-62].
Existen dos tipos de dispositivos de ultrasonido:
* Un dispositivo de ultrasonido transabdominal: se coloca sobre la parte externa del abdomen y

se mueve lentamente para producir una imagen del pancreas y las estructuras circundantes.

El dispositivo de ultrasonido endoscdpico (USE): se introduce a través de la boca y el estémago
del paciente hacia el intestino delgado un tubo delgado iluminado que se mueve lentamente
alrededor del drea para obtener una imagen del pdancreas. Este procedimiento es muy
especializado y requiere de la presencia de un gastroenterélogo que posea capacitacidon
especifica en esta drea. Generalmente, se aplican sedantes al paciente para que duerma durante
el procedimiento. También puede realizarse una biopsia en el mismo momento que se esta

realizando este procedimiento.

e Biopsia
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1.5.8. Biopsia de tejido

Una biopsia es la extirpacidon de una pequefia cantidad de tejido del area del cuerpo donde puede haber
cancer para su examen con microscopio. Otras pruebas pueden indicar la presencia de cancer, pero, en casi
todos los tipos de cancer, solo una biopsia permite formular un diagnéstico definitivo. El tejido se envia a un
laboratorio donde un patélogo lo examina bajo un microscopio para detectar células cancerosas [59-62].

Existen dos tipos:

* Biopsia por aspiracién con aguja fina (BAAF): utiliza una aguja pequefia adherida a una jeringa
gue se introduce en el pancreas para succionar las células. Se extraen cantidades muy pequenas
de células de tejido. Generalmente se realiza con un USE (comentado anteriormente) o a través
de la piel, guiado por TC.

* Biopsia core o biopsia con aguja gruesa: extrae muestras de tejido por medio de una aguja hueca
unida a un dispositivo de sujecidn por resorte para extraer una porcién mas grande de tejido,

gue puede ser util para las pruebas moleculares o genéticas del tumor.

1.5.9. Biopsia liquida (hablaremos en el apartado 2 de este mismo capitulo)
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1.6. CLASIFICACION

1.6.1. Segun grado de diferenciacion

Incluso cuando es resecable, el CP tiene una tendencia natural a la diseminacion muy temprana. El grado
describe cuan parecido es el cancer al tejido normal cuando se observa al microscopio:

¢ G1 (grado bajo o bien diferenciado): el cancer se parece mucho al tejido normal del pancreas.

¢ G2 (grado intermedio o moderadamente diferenciado): tiene caracteristicas intermedias.

¢ G3 (grado alto o pobremente diferenciado): el cancer se ve muy anormal.

Los cdnceres de pancreas de bajo grado (G1) crecen y se diseminan mas lentamente que los canceres de

alto grado (G3). En la mayoria de los casos, G3 tiene peor prondstico que los canceres G1 o G2 [67-69].

1.6.2. Segun el sistema TMN

Una vez diagnosticado hay que determinar la etapa en que se encuentra. Este proceso se llama
estadificacion y el sistema que se emplea con mas frecuencia para ello es el sistema TNM del American Joint
Committee on Cancer (AJCC), que se basa en tres piezas clave de informacion:

 La extension del tumor (T): ¢éQué tan grande es el tumor y ha crecido fuera del pancreas en los vasos
sanguineos cercanos?

e La propagacién a los ganglios (nddulos) linfaticos adyacentes (N): ¢Se ha propagado el cancer a los
ganglios linfaticos adyacentes? De ser asi, ¢ cuantos de los ganglios linfaticos tienen cancer?

e La propagacion (metdstasis) a sitios distantes (M): ¢Se ha propagado el cancer a ganglios linfaticos
distantes o a drganos distantes como el higado, el peritoneo (la membrana que recubre la cavidad
abdominal), los pulmones o los huesos?

Una vez determinadas las categorias T, N y M, esta informacién se combina en un proceso llamado

agrupacion por etapas para asignar una etapa general (Tabla 1) [70-72].
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Tabla 1. Estadificacion del tumor segun el sistema TNM del AJCC [70-72].

Etapa Agrupacion Descripcion de la etapa*
AJCC por etapas
0 Tis El tumor estad confinado a las capas superiores de células del conducto pancreatico y no ha
invadido los tejidos mas profundos. No se ha propagado fuera del pancreas. A estos tumores a
veces se les conoce como carcinoma in situ (Tis).
NO No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
MO ni a sitios distantes (MO).
1A T1 El cancer esta confinado en el pancreas y no mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) de ancho (T1).
NO No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
MO ni a sitios distantes (MO0).
IB T2 El cadncer esta confinado en el pancreas y mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) pero no mas de 4 cm
(1,6 pulgadas) de ancho (T2).
NO No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
MO ni a sitios distantes (MO0).
A 13 El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas de 4 cm (1,6 pulgadas) de ancho (T3).
NO No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
MO ni a sitios distantes (MO).
1B T1 El cancer esta confinado en el pancreas y no mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) de ancho (T1)
N1 y se ha propagado a no mas de 3 ganglios linfaticos adyacentes (N1).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO0).
T2 El cédncer esta confinado en el pancreas y mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) pero no mas de 4 cm
(1,6 pulgadas) de ancho (T2)
N1 y se ha propagado a no mas de 3 ganglios linfaticos adyacentes (N1).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO).
T3 El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas de 4 cm (1,6 pulgadas) de ancho (T3)
N1 y se ha propagado a no mas de 3 ganglios linfaticos adyacentes (N1).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO).
]| T1 El cancer esta confinado en el pancreas y no mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) de ancho (T1)
N2 y se ha propagado a 4 o mas ganglios linfaticos adyacentes (N2).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO0).
T2 El cédncer esta confinado en el pancreas y mide mas de 2 cm (0,8 pulgadas) pero no mas de 4 cm
(1,6 pulgadas) de ancho (T2)
N2 y se ha propagado a 4 o mas ganglios linfaticos adyacentes (N2).
Mo No se ha propagado a sitios distantes (MO).
T3 El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas de 4 cm (1,6 pulgadas) de ancho (T3)
N2 y se ha propagado a 4 o mas ganglios linfaticos adyacentes (N2).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO).
T4 El céncer esta creciendo fuera del pancreas y en los vasos sanguineos principales adyacentes (T4).
Cualquier N | El cancer pudiera o no haberse propagado a los ganglios linfaticos cercanos (cualquier N).
MO No se ha propagado a sitios distantes (MO0).
v Cualquier T | El cancer se ha propagado a sitios distantes tales como el higado, el peritoneo (le membrana que
Cualquier N | recubre la cavidad abdominal), los pulmones o los huesos (M1). El cadncer puede ser de cualquier
M1 tamafo (cualquier T) y podria o no haberse propagado a los ganglios linfaticos adyacentes
(cualquier N).

*Las siguientes categorias adicionales no estan incluidas en la Tabla 1:

* TX: informacidn insuficiente para evaluar el tumor primario.

« TO: no existe evidencia de tumor primario.

* NX: por falta de informacién no se puede evaluar la afectacién ganglionar.
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1.7. TRATAMIENTO

El ADCP tiene un prondstico muy pobre. Generalmente, solo el 24% de las personas sobreviven 1 afo
después del diagndstico y el 9% sobreviven 5 afios [73]. Las opciones de tratamiento se eligen en funcion de
la extensidn del cancer. De acuerdo con la evaluacion por imagenes, TCy resonancia magnética nuclear (RMN),
el CP se puede dividir en [6, 72]:

* Resecable: se puede extraer por completo mediante cirugia.

e Resecable limitrofe: el cAncer podria acabar de llegar hasta los vasos sanguineos cercanos, pero aun

asi podria extraerse completamente mediante cirugia.

e Irresecable (localmente avanzado o con metastasis a distancia): no se puede extraer completamente

mediante cirugia.

Tipos de tratamiento:

1.7.1. Tratamiento paliativo

El cuidado paliativo pretende hacer que el paciente se sienta mas cémodo. La definicién de cuidado

paliativo es "hacer que una enfermedad o sus sintomas sean menos graves o angustiantes sin eliminar la

causa". Los cuidados paliativos forman parte de un tratamiento integral para el cuidado de las molestias, los

sintomas y el estrés de toda enfermedad grave. No reemplazan el tratamiento primario, sino que contribuyen

al tratamiento primario que recibe. Su objetivo es evitar y aliviar el sufrimiento, y mejorar la calidad de vida

del paciente.

1.7.2. Tratamiento con intencion curativa

El tratamiento curativo es el que tiene intencidn de curar la enfermedad. La cirugia, la quimioterapiay la

radioterapia se usan tradicionalmente para alargar la supervivencia y/o aliviar los sintomas de los pacientes.
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El CP se diagnostica generalmente en una etapa avanzada, y el 80-90% de los pacientes tienen tumores no

resecables en el momento del diagndstico [4].

e (Cirugia: la cirugia es la Unica opcion terapéutica curativa que puede ayudar a aumentar
significativamente la supervivencia de los pacientes. De hecho, la pancreatectomia puede
prolongar la supervivencia de los pacientes con CP en etapa temprana en al menos 2 afios [74].
Sin embargo, incluso cuando la reseccién se realiza con éxito, la tasa de SG de 5 afios sigue siendo
de alrededor del 10-25%; pero si el cdncer se ha diseminado a otros érganos o tejidos
circundantes, la tasa de supervivencia a 5 afos es del 12% post-quirurgico. El 52% de las personas
diagnosticadas después de que el cancer se ha diseminado a una parte distante del cuerpo, tiene
una tasa de supervivencia a 5 afos del 3%. A pesar de la reseccion radical (R0), presentara

recaidas locales o a distancia después de la cirugia, el 80% de los pacientes.

e Quimioterapia: la quimioterapia es una técnica terapéutica que consiste en la administracion de
sustancias quimicas para destruir células cancerosas. La quimioterapia adyuvante después de la
cirugia puede mejorar la mediana de SG en comparacién con la ausencia de quimioterapia [75-
79], sin embargo, sdélo el 15-20% de los pacientes con CP son candidatos a cirugia debido a la
presentacion tardia de la enfermedad [13]. Las guias terapéuticas recomiendan quimioterapia
adyuvante con la pauta modificada de 5-fluorouracilo leucovorina-irinotecan-oxalipaltino
(mFOLFIRINOX) durante 6 meses [80]. Este esquema logra una mediana de SG de 54,4 meses y
una mediana de supervivencia libre de enfermedad (SLE) de 21,6 meses. Esto supone un
beneficio de SG de 19,4 meses y de SLE de 8,8 meses en comparacion con la gemcitabina sola
(SG de 35,0 meses y SLE de 12,8 meses). En cuanto al tiempo de aparicion de metastasis, también
se alarga (30,4 meses con mFOLFIRINOX frente a 17 meses con gemcitabina). A pesar de la
mejoria que supone este tratamiento, el 60% de los pacientes seguira recayendo a los 3 afos
[81]. En el ADCP borderline-resecable es comun el tratamiento neoadyuvante (quimioterapia de

induccién y/o quimiorradioterapia) con posterior cirugia. Esta estrategia promueve la reseccion

29



completa, aumenta la probabilidad de lograr margenes de reseccidén negativos y mejora la SG
[82-84]. La quimioterapia sistémica paliativa es el tratamiento estandar para los pacientes con
ADCP localmente avanzado y metastasico. Actualmente existen dos opciones de tratamiento
estandar, FOLFIRINOX y la combinacidn de gemcitabina y nab-paclitaxel. En comparacion con la
gemcitabina sola, FOLFIRINOX mejora la mediana de SG en 4,3 meses (11,1 meses frente a 6,8
meses) [81] mientras que la adicién de nab-paclitaxel a la gemcitabina mejora la mediana de SG
en 1,7 meses (8,5 meses frente a 6,8 meses) [85]. A pesar del desarrollo durante los ultimos afios
de nuevos esquemas de quimioterapia (FOLFIRINOX y gemcitabina mas nab-paclitaxel), la

mediana de SG sigue siendo inferior a 12 meses [55].

e Radioterapia: La radioterapia es una forma de tratamiento basada en el empleo de radiaciones
ionizantes para tratar el cancer, bien para curarlo o para retrasar su progresion. La radiacién no
solo destruye o enlentece el crecimiento de las células cancerosas, también puede afectar las
células sanas de alrededor. El dafio a las células sanas puede causar efectos secundarios. En los
ADCP localmente avanzados en los que la quimioterapia de induccién consigue el control de la

enfermedad, la radioterapia puede ser una opcion.

Para los pacientes que son sometidos a cirugia, otro factor importante es la extension de la reseccién (si
se extirpo el tumor por completo) [72]:
* RO: se cree que se ha eliminado todo el cancer (no hay signos visibles o microscépicos que sugieran
gue ha quedado céancer).
¢ R1:se extirpd todo el tumor visible, pero las pruebas de laboratorio del tejido extraido muestran que
probablemente quedaron algunas dreas pequefias de cancer.

¢ R2: no se pudo extirpar parte del tumor visible.
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1.8. PRONOSTICO Y RESULTADOS A DISTANCIA

1.8.1. Mortalidad

Tanto en EEUU como en la UE, si atendemos los ultimos datos ofrecidos por la World Health Organization

Datebase y Eurostat, el ADCP es la Unica neoplasia que no muestra una tendencia hacia la mejoria en las tasas

de mortalidad en ambos sexos [86] (Fig. 6).
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Fig. 6. Tendencia de la mortalidad para el cdncer en hombres y mujeres de la UE en quinquenios desde 1970-1975 hasta 2005-
2009. Las flechas sefialan la tendencia ascendente del CP (Curva azul con tridngulos) [86].

A pesar de que en los grupos de edad mas jévenes (25-45 afios) parece existir una mejor supervivencia
en los varones, en el género femenino no ocurre esto [86]. El CP en las mujeres y a cualquier edad presenta
una mayor tendencia hacia el ascenso de la mortalidad desde los aifos 70, mientras que, en los hombres
parece que se ha alcanzado una fase de “plateau” desde finales de la década de los 80. Estos datos reflejan
probablemente la tendencia del habito tabaquico de las ultimas generaciones de mujeres y hombres
europeos [86]. Por otro lado, a pesar de las mejoras en las pruebas de imagen que permiten diagnosticar la
presencia del CP a lo largo de los distintos paises, la ausencia de sintomas de la enfermedad y de un test de

cribado que permita el diagndstico precoz hace que el tratamiento continde siendo tardio. Esta situacion
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dificulta la tendencia hacia la mejoria en la curva de supervivencia de estos pacientes.

En caso del CP metastasico la supervivencia es aln menor. La metastasis del cancer representa el 90% de
todas las muertes relacionadas con el cancer y es el principal factor determinante entre los canceres de bajo
riesgo, tratables mediante vigilancia activa, extirpacién quirdrgica o terapia adyuvante, y los canceres de alto

riesgo que requieren un tratamiento terapéutico agresivo [87].

1.8.2. Metdstasis como factor determinante del pronéstico

La metastasis es un proceso dinamico de multiples etapas que involucra la compleja interaccién de
factores intrinsecos del tumor y del huésped [88]. Las células cancerosas metastdsicas necesitan evadir,
resistir y modificar la cascada de respuesta inmunitaria del huésped para poder proliferar, migrar, colonizar y
permanecer inactivas durante periodos prolongados [88]. Esto requiere la capacidad de comunicarse a través
de factores solubles (vesiculas extracelulares (VEs) y citoquinas), ser genética y fenotipicamente neoplasicas
para hacer la transicién de célula epitelial a mesenquimal para la migracién y reaccionar a los mecanismos de
proteccién del huésped como anoikis, tension de cizallamiento e inmunidad del huésped [89-92].

Especificamente, las células tumorales metastdsicas necesitan:

1) Remodelar la MEC del huésped para remodelar las fibrillas de coldgeno

2) Promover la neoangiogénesis

3) Separarse de las células vecinas en el tumor sélido

4) Formar invadopodios e invadir el tejido circundante a lo largo de la MEC recién alineada

5) Intravasarse a través del revestimiento de células endoteliales de la vasculatura para ingresar en el
sistema circulatorio sanguineo o linfatico

6) Viajan por la circulacién del huésped como células tumorales circulantes (CTCs)

7) Forman agregados CTCs-plaquetas

8) Se adhieren al revestimiento de células endoteliales de un sitio distante del tumor primario

9) Forman nuevamente invadopodios para extravasarse a través del revestimiento de células

endoteliales de la vasculatura y salir del sistema circulatorio

32



10) Colonizan y proliferan en el tejido nuevo para generar un tumor secundario
Estos pasos especificos pueden considerarse limitantes de la velocidad debido a su baja eficiencia y
frecuencia resultante. Por lo que se pueden considerar cuellos de botella en el proceso de la metastasis del
cancer y son, por tanto, ideales para atacar terapéuticamente [87, 89].
Las células cancerosas son heterogéneas y la metastasis es un proceso muy selectivo [88]. En 1889, la
metastasis fue descrita por el médico britdnico Stephen Paget que formuld la teoria de “la semilla y el suelo”:

Ill

la “semilla” se refiere a ciertas células tumorales con potencial metastasico, y el “suelo” es cualquier érgano
o tejido que proporciona un ambiente adecuado para el crecimiento de las semillas. La metdstasis sélo ocurre

si la semilla y el suelo son compatibles [93].

1.8.2.1. Inicio de la metdstasis

El proceso de metdstasis comienza con la liberacidn de células tumorales de las células vecinas y la MEC,
incluidas las membranas basales. Ademads, las células tumorales adquieren propiedades de tipo
mesenquimatoso a través de un proceso llamado transicién epitelio-mesénquima (EMT), mediado por el
cambio de la molécula de cadherina, que implica la regulacion a la baja de la E-cadherina y la regulacion al
alza de las cadherinas mesenquimales como la N-cadherina, la integrina avp6, la vimentina y la
metaloproteinasa de matriz. Tales células pueden adoptar un fenotipo mévil, adquirir capacidad migratoria e
interactuar con componentes de la MEC contribuyendo a ella mediante la sintesis y organizacidon de nuevos
componentes. También modelan la MEC mediante la produccién de metaloproteinas que degradan la matriz.
Esta pérdida de adherencias célula-célula permite que las células tumorales se disocien del tumor primario y
los cambios en la interaccidn célula-matriz permiten que las células invadan el estroma circundante. Al mismo
tiempo que las células maviles atraviesan la membrana basal y la MEC, algunas células tumorales penetran

en los vasos sanguineos, entrando asi en la circulacidn (intravasacion) [93] (Fig. 7).
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Tumor
associated
fibroblasts

Fig. 7. Las células de carcinoma invaden el estroma y se someten a EMT. La célula tumoral invasora puede penetrar en un vaso
sanguineo, entrando asi en la circulacién (intravasacion) [93].

Después de la intravasacion, las células tumorales se adhieren a las plaquetas que las protegen de las
fuerzas fisicas destructivas como las fuerzas de cizallamiento hemodinamico y de las células natural killer (NK).

También se produce una activacidon de la trombosis con depdsito de fibrina. La agregacion de plaquetas,

fibrina y células tumorales crea un complejo que actiia como un émbolo (Fig. 8).
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Fig. 8. Después de la intravasacion, la célula tumoral puede adherirse a plaquetas y fibrina que la protegen del sistema inmunitario

[93].
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A partir de este punto, las células tumorales se alejan del sitio primario, circulan por el torrente
sanguineo vy, las que sobreviven, salen de la circulacién sanguinea mediante un proceso conocido como
extravasacion. Las células tumorales penetran en la pared vascular, entran en el tejido del rgano huésped y
experimentan una transicion mesénquimo-epitelial (MET). Ahora se denominan células tumorales

diseminadas (CTDs) (Fig. 9).
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Fig. 9. La célula tumoral sale de la circulacidon (extravasacion), penetra en la pared vascular y entra en el tejido del 6rgano huésped
donde se somete a MET [93].

La seleccidon del sitio de crecimiento tumoral implica interacciones entre las células metastasicas y el
medio que las rodea, probablemente la unidn especifica a las células endoteliales. Las células endoteliales en
la vasculatura de distintos érganos expresan distintos receptores de superficie celular y factores de
crecimiento que pueden influir en el fenotipo de las correspondientes metdstasis [93, 94].

El hecho de que las células tumorales lleguen y colonicen nuevos entornos potencialmente hostiles no
significa que sobrevivan y proliferen en la nueva ubicacién. Sin embargo, es un requisito crucial para el
desarrollo de un tumor secundario en la nueva ubicacién. Sélo una pequeia fraccién de estas células
consiguen la extravasacion (<0,1%) y se estima que <0,01% de las CTCs logran crecimientos secundarios [93].

Después de la extravasacion, las CTDs entran en una etapa de latencia tumoral que puede durar desde
algunas semanas hasta décadas. En latencia celular, las células tumorales pueden eliminarse por el sistema

inmunitario o sufrir apoptosis, como células aisladas o en forma de micrometastasis. Esta es una lesion
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metastasica en la que las células tumorales forman pequefios agregados en los que la tasa de proliferacion y
el desgaste de las células tumorales estan equilibrados, por lo que, a pesar de la proliferacidn activa de células
tumorales, el tamafio del tumor sigue siendo demasiado pequefio para la deteccidn clinica por métodos

convencionales [95-97] (Fig. 10).
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Fig. 10. Después de la extravasacion, las CTDs entran en etapa de latencia tumoral [93].

La duracidn de la latencia metastasica varia entre los tipos de cancer, y para los mas agresivos es muy

corta, lo que resulta en altas tasas de recaida y mortalidad después del diagndstico.

1.8.2.2. Nicho metastdsico y macrometdstasis

Las CTDs necesitan tiempo para alterar o desencadenar las funciones necesarias para la iniciacién y
expansion del tumor en el sitio secundario. Para que se establezca la metastasis tienen que ocurrir varios
eventos cruciales, de los cuales los mas importantes son la actividad del ciclo celular y la angiogénesis. El
microambiente del tejido huésped juega también un papel clave en la adquisién del fenotipo proliferativo por
parte de las células tumorales. Este microambiente comprende células estromales no neoplésicas de apoyo,
factores solubles, redes vasculares, nutrientes y componentes metabdlicos, y la arquitectura estructural de la

MEC. Con la composicidn genética correcta de las células para determinar su fenotipo maligno acompanada
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de un entorno favorable en el 6rgano huésped, las células tumorales pueden proliferar y convertirse en una

macrometastasis clinicamente detectable [93].

1.8.2.3. Nicho premetastdsico

El nicho premetastasico se define como un microambiente tisular receptivo y de apoyo que experimenta
cambios moleculares y celulares para formar los sitios metastasicos antes de la llegada del tumor metastasico.

El proceso de formacién de nichos premetastasicos en érganos distantes lo inicia el tumor primario, el
cual secreta factores antes de la diseminacidon tumoral [98]. Estos factores aumentan la proliferaciéon de
células estromales similares a fibroblastos, que contribuyen al depdsito local de fibronectina. Los factores
secretados derivados del tumor promueven la formacidon de nichos premetastasicos al movilizar y reclutar
células progenitoras hematopoyéticas derivadas de médula ésea (VEGFR1+) directamente de la médula ésea
al nicho premetastasico [99-101].

La formacién de nichos premetastasicos se beneficia en gran medida de la presencia de un sistema
inmunitario suprimido. El tumor primario recluta células mieloides, precursoras de las células inmunitarias.
Estas células permiten que las células tumorales evadan el reconocimiento por parte del sistema inmunitario
a medida que hacen metastasis, lo que permite que la metastasis prolifere. Una vez que el tumor primario
ingresa al torrente sanguineo, las células mieloides que han sido reclutadas por el tumor protegen a las células
cancerosas evitando que sean detectadas por el sistema inmunitario. Dado su importante papel en la
proteccidén de la metdstasis en crecimiento de los ataques del sistema inmunitario, las células mieloides son
un factor clave en el desarrollo del nicho premetastasico y, por lo tanto, en el desarrollo de la metastasis [100,
102].

Las quimiocinas también juegan un papel importante en la creacion de nichos premetastasicos y el
desarrollo de metastasis. Para evadir la deteccion por parte del sistema inmunitario, el tumor primario utiliza
guimiocinas para aumentar el reclutamiento de células mieloides derivadas de la médula 6sea en los drganos
secundarios. Ademas, las células cancerosas del tumor primario pueden usarse para inducir inflamacién en

el sitio futuro del nicho premetastasico en el érgano secundario, que es como la respuesta inmunitaria creada
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por una infeccidn. Por lo tanto, la gran presencia de células inmunitarias permite que el nicho premetastasico
evada los ataques del sistema inmunitario y, por lo tanto, permite que el tumor metastatice sin inhibicion
[100, 103].

La formacién de un nicho premetastasico no implica solamente el reclutamiento de células extraiias,
como las células inmunitarias, sino también la reprogramacion de las células estromales residentes para

facilitar el crecimiento metastasico [99, 100, 104].

1.8.2.4. Exosomas y metdstasis tumoral

Los exosomas son nanovesiculas de membrana de bicapa lipidica, esféricas o en forma de copa, de 40 a
100 nm de didmetro. Estas vesiculas son secretadas por muchas células y se encuentran en la mayoria de los
fluidos corporales, como la orina y la sangre, asi como en los sobrenadantes de células cultivadas [105].

La formacién de exosomas es un proceso afinado que incluye 4 etapas: iniciacidn, endocitosis, formacién
de cuerpos multivesiculares y secrecién de exosomas. Los cuerpos multivesiculares son estructuras
endociticas formadas por la gemacion de una membrana endosomal en la luz del compartimento. Después
de la acumulacién vesicular, los cuerpos multivesiculares se clasifican para la degradacién de la carga en el
lisosoma o se liberan al espacio extracelular como exosomas al fusionarse con la membrana plasmatica [106].

Los exosomas pueden traspasar sus constituyentes y carga a células préximas o distantes mientras
mantienen su funcién. Hay varios mecanismos para la captacién de exosomas por las células receptoras, como
la fusién del exosoma con la membrana de la célula receptora, la endocitosis por fagocitosis y la interaccion
receptor-ligando [107]. Los exosomas ahora se consideran mediadores importantes en la comunicacion
intercelular.

Se ha observado que las células cancerosas secretan cantidades mucho mayores de exosomas que las
células no transformadas. Estos exosomas no solo afectan las células tumorales proximales y las células del
estroma en el microambiente local, sino que también pueden ejercer efectos sistémicos al intervenir en la
circulacion sanguinea.

Los exosomas pueden traspasar proteinas y dcidos nucleicos especificos a las células receptoras en el
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microambiente del tumor o en sitios distantes especificos, por lo que los canceres los utilizan como una
herramienta mediante la cual las células cancerosas transfieren el fenotipo maligno a las células normales y
establecen un microambiente local y distante apropiado para ayudar al crecimiento de células cancerosas.
Los exosomas contribuyen a la metdstasis tumoral al mejorar la migracidn e invasidén de células tumorales,

remodelar la MEC y establecer un nicho premetastasico [105, 108, 109].
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2. BIOPSIA LIQUIDA

2.1. BIOPSIA LiQUIDA

El tratamiento del cancer ha mejorado notablemente debido a un mayor conocimiento de las anomalias
moleculares que impulsan su desarrollo. Esto ha llevado a terapias dirigidas contra el cancer cada vez mas
eficaces. A la luz de estos avances, las pruebas con biomarcadores para la estratificacion de los pacientes con
cancer se han vuelto obligatorias. Estas pruebas se realizan de forma rutinaria mediante biopsia/material
citoldgico de tumores primarios obtenido en el momento del diagndstico. Si bien este enfoque es adecuado
con fines diagndstico, no lo es para el seguimiento del paciente durante la progresion de la enfermedad y la

eventual recaida [110].

Liquid biopsy Traditional biopsy

cfNA Exosomes Sample cells or tissues
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cfDNA fRNA p i
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Less risk and pain Some risk and pain
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Fig. 11. Diferencias entre la biopsia liquida y la biopsia tradicional [111]

El concepto de biopsia liquida (BL) se introdujo en oncologia con el fin de eliminar los procedimientos
invasivos necesarios para obtener muestras de tejido (Fig. 11) y proporcionar informacion sobre la respuesta

a la terapia y la recaida de la enfermedad en tiempo real [110].
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La BL, basada en analisis de sangre minimamente invasivos, proporciona una herramienta poderosa y
confiable para el perfil molecular individual de pacientes en tiempo real. Se puede obtener informacion
importante a través del aislamiento y el analisis molecular de CTCs, ADN tumoral circulante (ADNCct),
microARN (miARNSs) circulantes, y VEs derivadas de tumores en varios fluidos corporales, principalmente
sangre periférica, pero también orina, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido pleural y otros. La BL se centra
en la deteccién temprana del cdncer, mejorando la estadificacién del cancer, la deteccidn precoz de la recaida,
el seguimiento en tiempo real de la eficacia terapéutica, la deteccidn de dianas terapéuticas y los mecanismos

de resistencia [112].

2.1.1. ADN libre circulante

El ADN libre circulante (cfDNA) son moléculas de ADN degradadas que las células liberan al torrente
sanguineo. Estos fragmentos, que pueden variar en longitud entre 50 y 300 pares de bases, estan casi
ausentes en individuos sanos. Sin embargo, los niveles elevados de cfDNA en sangre se observan
comunmente en tumores malignos, inflamacién crénica y muerte celular excesiva. Los diversos tipos de
cfDNA aislados de sangre humana con fines de diagndstico y deteccidn incluyen el ADNct, el ADN mitocondrial
(ADNmt) y el ADN fetal [113].

Las células tumorales liberan fragmentos de ADN en la circulacién para la remodelacién del
microambente a distancia. Este ADNct es uno de los analitos mds investigados de la BL. Los estudios han
sugerido su potencial para la deteccién temprana del cancer y la prediccidn de su recurrencia [114]. El ADNct
es un tipo de fragmento de ADN liberado en la sangre por apoptosis y necrosis de las células tumorales,
presente en altas concentraciones en la sangre de los pacientes con cancer. Debido a su origen, el ADNct
contiene todas las caracteristicas genéticas, como las mutaciones, amplificaciones, delecciones y/o
translocaciones, que tienen las células tumorales primarias y metastasicas. Los ADNct que se originan a partir
de células tumorales permiten detectar tumores, reflejar la carga tumoral y monitorizar la respuesta a las
terapias [111, 113].

Los estudios han demostrado que el anadlisis del cfDNA es un método mads sensible para identificar
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cambios genéticos especificos de tumores que las biopsias tradicionales o la evaluacidon de biomarcadores

normales utilizados en la clinica.

2.1.2. Exosomas

Los exosomas (comentados anteriormente) son vesiculas de membrana de origen endocitico, secretadas
tanto por células normales como cancerosas hacia el espacio extracelular y hacia la circulaciéon sanguinea.
Estas VEs pueden transmitirse como moléculas de sefializacién entre las células cancerosas y su
microambiente a través de la transferencia horizontal de informacidn de sus cargas que incluyen proteinas,
ADN, ARN mensajero (ARNm) y miARN. Por lo tanto, los exosomas se pueden considerar indicadores
bioldgicos potenciales de diferentes tipos de cancer y se pueden usar para la deteccion temprana de CP,
puesto que estan presentes en la sangre antes que los causados por la necrosis (ADNct), mediante la prueba
y el anadlisis de los niveles de proteinas, acidos nucleicos o ambos que se han encontrado en los fluidos

corporales [6, 111].

2.1.3. Células tumorales circulantes

Las CTCs son células cancerosas que derivan de tumores primarios antes de la metastasis y que se liberan
en la sangre periférica. Pueden desprenderse del tumor durante las primeras etapas de formacidn y desarrollo
del mismo. Se observan en la sangre periférica de pacientes con todo tipo de cancer, pero rara vez en
individuos sanos o con enfermedades no malignas. Son raras, sin embargo, se cree que la cantidad de CTCs
en la sangre de los pacientes con cancer se correlaciona con el desarrollo del tumor, la respuesta al
tratamiento, la recidiva del tumor y el prondstico a largo plazo de muchos tipos de cancer. A pesar de ello, su
funcién en el CP aln no se ha definido por lo que es un extenso campo de investigacion. Es por ello que el

presente estudio se va a centrar en su analisis [111].
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2.2. CTCs Y CLUSTERs

La importancia prondstica y predictiva de las CTCs, se ha demostrado a través de numerosos estudios
clinicos en la mayoria de los canceres sdlidos (366 registrados en http://clinicaltrials.gov). Se han desarrollado
y validado muchas técnicas para el enriquecimiento, deteccidn y caracterizacion molecular de CTCs [115].
Hasta ahora, la mayoria de los estudios se realizaron en pacientes con cancer en etapa avanzada, donde el
numero de CTCs es mayor que en la etapa inicial. EI préximo objetivo del analisis de CTCs es la deteccién y
caracterizacion de la EMR [116]. Muchos estudios clinicos han demostrado que la detecciéon de CTCs en la
sangre periférica de pacientes sin sintomas clinicos ni signos radiolégicos de metdstasis se relaciona con la
recurrencia (Fig. 12). La caracterizacion molecular de las CTCs proporciona informacién importante para la
presencia de dianas terapéuticas y mecanismos de resistencia, que es fundamental para el manejo de

pacientes con cancer [117].
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Fig. 12. Aplicaciones del andlisis de CTCs para el seguimiento de pacientes oncoldgicos [112].

Las células que se desprenden del tumor primario y migran a través del torrente sanguineo se denominan
células tumorales circulantes (CTCs). Evidencia de que las CTCs se derivan de clones del tumor primario,

sugiere que pueden reflejar la carga tumoral en todas las etapas de la progresion tumoral. Las CTCs
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dependientes de los clones del tumor primario pueden ser detectadas incluso antes que el tumor donde se
originan e incluso se identifican, y a menudo persisten, después de que el tumor se ha extirpado. Por tanto,
la determinacién de CTCs ayudaria a estudiar aspectos fundamentales de la Oncologia, tanto en lo referente
al diagndstico como a la estadificacion y al prondstico. Ademas, las CTCs pueden jugar un papel importante
en caracterizar los cambios genéticos e inmunofenotipicos con la progresién del tumor, lo que ayuda a guiar

la terapia dirigida [115].

2.2.1. Caracterizacion de CTCs

El aislamiento de CTCs viables permite el andlisis de su caracterizacion molecular y funcional, ya que son
bioquimicamente diferentes de las células sanguineas. Una de las moléculas de superficie mas comun en las
CTCs es la molécula de adhesién de células epiteliales (EpCAM), que se origina a partir del epitelio. EpCAM
es una glicoproteina transmembrana presente en el 80% de los tumores sélidos, pero ausente en células
sanguineas periféricas [118]. Otras alternativas son la CK19, el antigeno especifico de tumor 9 y el péptido
liberador de progastrina. De manera similar, muchos marcadores inmunitarios tumorales, como el antigeno
prostatico especifico (PSA), el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el EGFR,
también pueden ser utilizados como anticuerpos especificos para el reconocimiento de CTCs [119].

Ademas de las diferencias bioquimicas entre las CTCs y las células sanguineas, también existen
diferencias fisicas. En general, las lineas celulares que se originan a partir de tumores sélidos tienen células
mas grandes que las células sanguineas [120].

Se han utilizado varios aparatos biomecanicos para medir las propiedades mecdnicas de las células vivas,
resultando que las células tumorales con alto potencial metastasico son mas susceptibles a la deformacion
[121]. S.E. Cross y col. aplicaron microscopia de fuerza atdmica (AFM) para medir la rigidez de células
cancerosas metastasicas vivas obtenidas de liquido pleural de pacientes con cancer pulmonar, de mama vy
pancreatico. La rigidez celular de las células cancerosas metastasicas es mds del 70% menor que el de las
células benignas dentro de la misma muestra de liquido pleural (mddulo de Young 0,53 * 0,10 kPa frente a

1,97 £ 0,07 kPa) [122].
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Ademas, las células cancerosas contienen péptidos, proteinas y acidos nucleicos, que son particulas
polarizables. El grupo de Gascoyne aplicé fraccionamiento dielectroforético de flujo de campo (DEP-FFF) para
estudiar las propiedades dieléctricas de las células cancerosas y demostré que las capacidades de estas

células son significativamente mayores que las de las células sanguineas.

2.2.2. Llas células contribuyen a la supervivencia de las CTCs

Las CTCs son ayudadas por otras células no tumorales durante la fase de escape (Fig. 13 y 14).
Observaciones morfolédgicas de células tumorales detenidas en los capilares han demostrado la estrecha
asociacion de las células tumorales con plaquetas activadas [123]. Las plaquetas pueden envolver
rapidamente las CTCs, protegiéndolas de las fuerzas de cizallamiento. La agregacion plaquetaria inducida por
las células tumorales promueve la extravasacién y adherencia [124], proporcionandoles también una defensa
contra el sistema inmunoldgico. Las plaquetas secretan el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), que
tiene la capacidad de inactivar a las células NK [125]. La transferencia del complejo mayor de
histocompatibilidad | (MHC ) de plaquetas granulares a CTCs, protege a las CTCs del ataque citotdxico de las
células NK [119].

Cada vez hay mds evidencias de que, ademas de las plaquetas, otras muchas células sanguineas como
neutréfilos, monocitos y células T reguladoras (Treg), estan asociadas con la metastasis de CTCs en el torrente
sanguineo. Las CTCs, al interactuar con neutrdfilos unidos al endotelio en la red vascular, promueven
actividades de adhesidn y migracidn a través de diferentes blancos moleculares (IL-8, CAM-1) expandiendo el
potencial metastasico [126, 127].

También los monocitos juegan un papel importante en la metastasis. Los monocitos pueden extravasarse
y diferenciarse en macréfagos, promover la extravasacion de células tumorales, la supervivencia y su

diseminacion [128].
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Fig. 13. Diseminacion de células tumorales: 1) invasion localizada; 2) intravasacion; 3) supervivencia en circulacion; 4) arresto en el
lecho capilar; 5) extravasacion y migracion; 6) estimulacion de la angiogénesis. Ademds de las CTCs individuales, también se
encuentran clusters en la sangre del paciente, que tienen un potencial metastdsico y una capacidad de supervivencia
significativamente mayor. Las CTCs reciben ayuda de las plaquetas y de las células inmunitarias durante la fase de escape [119].

Las CTCs también se han adaptado para evitar el ataque por parte del sistema inmunitario en el torrente
sanguineo regulando al alza la expresidn de FasL en su superficie, reduciendo el umbral de apoptosis en
linfocitos T citotdxicos (CTLs) [129]. Ademas, las CTCs expresan el ligando 1 de muerte celular programada
(PD-L1), que representa el mecanismo responsable del escape de la inmunidad [130]. Los investigadores han
propuesto que las CTCs positivas para PD-L1 pueden mediar en las células Treg para desempenar un papel de
inmunosupresion. Las células Treg protegen a las CTCs de ser atacadas por el sistema inmunoldgico,

debilitando la capacidad de los CTLs y generando mas células mieloides supresoras (MDSCs) [131].

2.2.3. Clusters

Desde la primera observacidn de CTCs a mediados del siglo XIX por Thomas Arsthworth, llevé mas de un
siglo caracterizarlas mejor. Unos 10 afios antes, Virchow habia detectado émbolos tumorales atrapados en
vasculatura y propuso la primera explicacidon de la diseminacion del cdncer por metastasis. Estos clusters se

describieron mas a fondo a partir de la década de 1950, con un fuerte enfoque en su potencial metastasico
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en comparacion con las CTCs individuales [132].

Estudios mas recientes indican que los clusters muestran caracteristicas distintas en comparacién con las
CTCs individuales, incluido el fenotipo, la expresidn génica y el modo de diseminacion. Los clusters son grupos
de mas de dos o tres células tumorales (hasta 100), con fuertes contactos célula-célula, que se detectan en la
sangre de pacientes con cancer. Son muy raros, pero tienen una elevada capacidad metastasica [133].

Los clusters representan un conjunto de células tumorales y otros tipos de células, incluidas plaquetas,
células inmunitarias y fibroblastos asociados con el cancer (también se les denomina microémbolos) [134].
Esta mezcla proporciona un microambiente local que los protege de la muerte en la circulacion al minimizar
el estrés de cizallamiento, el ataque inmunoldgico y al facilitar la colonizacidn [135].

También se planted la hipdtesis de que el mantenimiento de las uniones célula-célula protege a los
clusters de la anoikis (muerte celular programada que ocurre en las células dependientes del anclaje cuando
se separan de la MEC circundante), causada por la falta de adhesion. Por tanto, los clusters pueden tener una
ventaja de supervivencia en la circulacion y durante la diseminacién, pero parece que su periodo de

supervivencia en el torrente sanguineo es mas corto [133].
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Fig. 14. Dos modos de diseminacion de células tumorales. A) El modelo convencional de metdstasis del cancer: las células de un
tumor primario se someten a EMT, se vuelven mdviles e invasivas, se intravasan y circulan con una baja tasa de supervivencia,
ademds de extravasarse y someterse a MET antes de formar micrometdstasis. B) El tumor primario invade los tejidos circundantes
en forma de hebras, grupos o clusters de células que migran colectivamente. Los clusters de células tumorales se intravasan en la
vasculatura comprometida, y atraen a las células sanguineas, formando microémbolos con una mayor supervivencia, en
comparacion con las CTCs individuales. Los grupos se extravasan mds rapidamente que las CTCs individuales y colonizan con mayor
eficacia [133].
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2.3. BIOPSIA LIQUIDA Y CANCER DE PANCREAS

Como se ha comentado a lo largo del Capitulo | del presente trabajo, el ADCP es uno de los canceres mas
letales, con una baja tasa de supervivencia a 5 afios, debido principalmente a su diagndstico tardio. Se
necesitan nuevos biomarcadores tumorales que permitan superar las limitaciones de las biopsias
convencionales. Las muestras de BL son utiles para detectar, pronosticar y controlar las respuestas del tumor
primario y las enfermedades metastasicas a los tratamientos, facilitando la caracterizacién de los efectos del

tratamiento y la selecciéon de la terapia dptima en funcién de los cambios en las respuestas terapéuticas.

2.3.1. Aplicaciones clinicas de la biopsia liquida en el cdncer de pdncreas

Son muchos los estudios que se han llevado a cabo para determinar las aplicaciones clinicas de la BL en
el CP.

Las células de CP estan presentes en la circulacidn de los pacientes antes de que se pueda detectar el
tumor. Las células epiteliales circulantes del pancreas (CECs) se encuentran solamente en pacientes con
lesiones quisticas y ADCP, y el recuento de éstas es significativamente diferente con respecto a individuos
sanos [136]. Las CTCs se encuentran en la mayoria de los pacientes con ADCP en cualquier etapa, ya sea
localizado, localmente avanzado o metastdsico: pero no se detectan en sangre de individuos sanos [137].
Estos estudios sugieren que las CTCs pueden utilizarse como marcadores en el diagndstico diferencial y precoz
del CP. Ademas, la combinacién de CA 19-9 y CTCs aumenta su deteccidn [138].

A principios de 1998, se descubrid que los cfDNA en el plasma eran diferentes en pacientes con CP frente
a controles sanos y tuvieron valor diagnéstico en pacientes con ADCP, por lo que podrian ser Utiles en
pacientes sin CTCs detectables [111]. Ademas, la carga total de cfDNA fue mayor en casos de ADCP que en
tumores neuroendocrinos o PC, y diferente en casos de tumores en diferentes estadios [139]. Estudios
previos también encontraron fragmentos de genes mutados en la sangre de pacientes con cancer. Zill y col.
tras el andlisis de 54 genes en pacientes con ADCP encontré que casi el 90% de las mutaciones de estos genes

en biopsias tumorales también eran detectables en los cfDNA, lo que sugiere que los cfDNA podrian ser
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marcadores potenciales de diagndstico con alta sensibilidad y especificidad [140].

Los pacientes con cancer tienen una cantidad significativamente mayor de exosomas totales que los
individuos sanos, porque se secretan en grandes cantidades durante la carcinogénesis. En comparacion con
los cfDNA, las células vivas pueden secretar exosomas, por lo que estan presentes en la sangre antes de la
necrosis y, por tanto, se pueden detectar en las etapas tempranas, como hemos comentado en apartados
anteriores [141]. También se han detectado mutaciones en genes usando ADN gendmico de exosomas
derivados de lineas celulares de CP y suero de pacientes con CP, lo cual sugiere que los exosomas derivados
del suero pueden usarse para determinar mutaciones de ADN gendmico para diagndstico de cancer. Se

trataria entonces de una fuente de ADN tumoral complementaria a otras fuentes de ADN de BL [111].

2.3.2. Respuesta a los tratamientos y evaluacion del prondstico

Numerosos estudios han demostrado que la presencia o ausencia de CTCs puede ser un factor prondstico
y, su positividad antes o después del tratamiento estd relacionada con la SG [142, 143]. Por lo tanto, también
puede usarse como biomarcadores de respuesta al tratamiento. En pacientes con quimioterapia con
fluorouracilo, la tasa de deteccidn de CTCs disminuyé tras el primer ciclo de terapia y en estos pacientes se
detectaron CTCs apoptéticas, las cuales podrian usarse para monitorizar la eficacia de la quimioterapia en
pacientes con CP [144]. En resumen, la determinacién de CTCs (no sélo su nimero sino también su fenotipo)
se puede utilizar como herramienta minimamente invasiva para predecir prondsticos y respuestas al
tratamiento en pacientes con CP [111].

Estudios recientes han determinado que los cfDNA podrian usarse para evaluar la eficacia del
tratamiento, asi como la progresiéon de la enfermedad en pacientes con CP. Ademas, indican menor
supervivencia en pacientes resecados o metastasicos cuando se detectan tras la cirugia o la quimioterapia
[145, 146]. EL 90% de los pacientes que tenian cfDNA positivo antes de la quimioterapia experimenté una
progresion de la enfermedad durante el seguimiento frente al 25% con cfDNA negativo. Niveles altos de

cfDNA en plasma se relacionan con SG mas baja [147].
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Los exosomas tumorales tienen un papel en la supervivencia y crecimiento de las células tumorales y
participan en la invasion del tejido del huésped, asi como en la posterior metastasis y evasion de la respuesta

inmunitaria [111].

2.3.3. Metadstasis y recurrencia

Hay estudios que correlacionan la metdstasis en pacientes con ADCP con la deteccién y el aumento de
CTCs. La presencia de CTCs en la VP de pacientes sometidos a reseccidon pancreatica se relaciona con una
mayor tasa de metastasis hepdtica [148, 149]. Puesto que las CTCs se desprenden del tumor primario y viajan
por el torrente sanguineo, se pueden diseminar a d6rganos distantes. Es légico, por tanto, que una
diseminacion reducida, beneficiara a los pacientes con CP. Sin embargo, un estudio puso de manifiesto que
esta reduccidn no estd tan relacionada con la técnica quirurgica sino con la liberacion temprana de CTCs a la
sangre a partir del tumor primario [150]. Descubrieron que los pacientes con metastasis oculta tenian un
numero significativamente mayor de CTCs que aquellos con enfermedad local [151]. El aumento en el nimero
de CTCs después de la cirugia demostrd una alta tasa de metastasis. Por tanto, un recuento elevado de CTCs
en sangre antes de la cirugia o después de la cirugia puede ser indicativo de una enfermedad metastasica
indetectable antes de la cirugia [111].

Una aplicacion clinica para los cfDNA es la deteccidon precoz de recaidas después del tratamiento.
Estudios recientes han determinado que niveles altos de cfDNA en plasma de pacientes con CP se
correlacionan con metdstasis y recurrencia. La deteccidon de cfDNA después de la reseccién supone recaida
clinica y malos resultados [147].

Los exosomas pueden funcionar como vehiculos de comunicaciéon entre células vecina o a larga distancia,
por lo que se ha estudiado su posible participacion en la metastasis. Un estudio reciente ha mostrado niveles
de exosomas significativamente mas altos en pacientes con ADCP en etapa | que luego desarrollaron
metastasis en el higado, en comparacidn con pacientes con tumores pancreaticos que no progresaron [152].

A pesar de todos estos avances, se requieren aun estudios adicionales para ayudar a desarrollar las

aplicaciones clinicas éptimas de la BL para el diagnéstico y tratamiento del CP.
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CAPITULO I

JUSTIFICACION
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En la actualidad no existen marcadores prondsticos y predictivos que indiquen la presencia de invasion
vascular, neural o linfatica, lo que dificulta el manejo clinico de los pacientes y, por tanto, su posibilidad de
curacion. Entre los biomarcadores que podrian evaluarse antes de la operacion, las CTCs, como parte de la
familia de la BL, podrian ser uno de los marcadores clinicos propuestos.

De aqui que, en el presente trabajo, se hayan evaluado CTCs y clusters en pacientes con adenocarcinoma
pancreatico temprano a partir de muestras de sangre venosa portal y central recolectadas simultdneamente

durante pancreaticoduodenectomia (PD).
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CAPITULO Il

HIPOTESIS
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HIPOTESIS NULA

HO: Las CTCs y los clusters, como parte de la familia de la biopsia liquida, identificados en sangre
periférica y en vena porta en pacientes con cancer de pancreas, NO son marcadores pronédstico y de

supervivencia (metastasis y enfermedad minima residual).

HIPOTESIS ALTERNATIVA

H1: Las CTCs y los clusters, como parte de la familia de la biopsia liquida, identificados en sangre

periférica y en vena porta en pacientes con cdncer de pancreas, son marcadores prondstico y de

supervivencia (metastasis y enfermedad minima residual).
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CAPITULO IV

OBIJETIVOS

56



1. GENERALES

e Evaluar los niveles de CTCs y clusters en los pacientes con cancer de pancreasy su posible correlacion

con el pronéstico de la enfermedad.

2. ESPECIFICOS

1. Validar una metodologia de cuantificacidn y caracterizacién de CTCs y clusters mediante el algoritmo

de la transformado de Hough.

2. Determinar la via ptima de determinacidn de CTCs y clusters comparando muestras de sangre portal

versus central.

3. Valorar la posible correlacién de CTCs y clusters con los parametros que definen las caracteristicas del

tumor.

4. Valorar las CTCs y clusters como factor prondstico para la supervivencia global de los enfermos.

5. Valorar la presencia de CTCs y clusters como factor prondstico de recurrencia local o sistémica.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODO
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Antes de iniciar el capitulo de material y método propiamente dicho creemos importante hacer un
comentario sobre el disefio del estudio (Fig. 15).
Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal, en el que se incluyen pacientes con tumores de pancreas

y periampulares intervenidos mediante duodenopancreatectomia cefélica (DPC).

e Fase clinica: En este momento comienza la seleccion de pacientes entre la poblacion de pacientes con
tumores de pancreas y periampulares que cumplen criterios de inclusidn. Se les ofrece entonces la
posibilidad de participacion en el estudio y, en caso de aceptar, firman el consentimiento informado.

En quiréfano, antes de manipular el tumor, se obtienen las muestras de sangre (portal y central).

e Fase analitica: Las muestras de sangre son enviadas al Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS),
concretamente al laboratorio 209 perteneciente al grupo Cirugia Oncoldgica, Terapia Celular y
Trasplante de Organos, donde se llevard a cabo el aislamiento, deteccién y enumeracién de CTCs con

el sistema Isoflux™.

e Fase de recogida e interpretacion de datos: Tras la fase analitica, realizamos la recogida de datos en

la base de datos disefiada a tal efecto para su posterior interpretacion con la ayuda de CAEBI

Bioinformatica Sociedad Limitada.
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Fig. 15. Esquema del disefio del estudio.
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2. PACIENTES

De los 280 pacientes evaluados en el Comité de Tumores del Hospital Universitario Virgen del Rocio
durante el periodo establecido para el reclutamiento de pacientes, en este estudio se valoraron inicialmente
41 pacientes de los cuales, finalmente, 35 pacientes con carcinoma en la cabeza del pancreas se incluyeron
en el andlisis. El CEl de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocio aprobé el protocolo
del estudio (Anexo 1). Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado antes de su participacion
en él (Anexo Il).

El estudio incluyd pacientes potencialmente resecables con estadios I-ll-llla, segun la clasificacion TNM
de tumores malignos del AJCC [70-72]. Solo los pacientes en los que no se demostré metastasis mediante TC
y/o PET fueron intervenidos quirdrgicamente. También se realizaba biopsia ante cualquier lesion sospechosa

y, si el analisis intraoperatorio era positivo para adenocarcinoma metastasico, se cancelaba la DP.

2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

e El paciente es mayor de 18 afios y presenta adenocarcinoma de pancreas y tumores periampulares

potencialmente resecables mediante duodenopancreatectomia cefélica o

duodenopancreatectomia total indicada intraoperatoriamente por motivos técnicos que acepten

voluntariamente participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.

2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

6 de los 41 pacientes valorados inicialmente fueron excluidos del estudio por cumplir alguno de estos

criterios de exclusion:

. No firma consentimiento informado.

e Diagndstico de cancer metastasico.
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. Tumor localmente avanzado irresecable.

e  Episodios de pancreatitis en los tres meses previos a la cirugia.

. Antecedentes de cancer en los ultimos cinco afios.

¢ Neoadyuvancia.

e Problemas logisticos para la determinacién de las CTCs.

En el siguiente esquema se detalla la seleccidn de pacientes (Fig. 16):

Evaluados en Comité de Tumores

280 pacientes

Cumplen Criterios de Inclusion
41 pacientes

Mo cumplen Criterios de Inclusian
239 pacientes

3lrresecables
2 Metdstasis
1 Problema logistico

\alidos para analisis
35 pacientes

Fig. 16. Flujograma de pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1. DETERMINACIONES REALIZADAS

Las determinaciones realizadas durante el desarrollo del estudio fueron las siguientes:

*  Determinaciones analiticas: CA 19-9 (U/ml)
e Tamafio tumoral (cm)

. Estadio:

*  Grado de diferenciacién:
- G1: Bien diferenciado
- G2: Moderadamente diferenciado
- G3: Pobremente diferenciado
e CTCs libres (n2 células/ml)
e (Clusters (nQ clusters/ml)
e CTCs dentro de clusters (n2 células dentro de clusters/ml)
*  CTCs totales (n2 células libres + n2 células dentro de clusters/ml)
*  Invasion:
- Vascular (Si/No)
- Linfatica (Si/No)
- Neural (Si/No)
e  Tratamiento:
- Quimioterapia (Si/No)

- Radioterapia (Si/No)
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e Supervivencia global
e Supervivencia libre de enfermedad:
- Recidiva local

- Metastasis

Todas las determinaciones se registraron tanto en un informe de anatomia patoldgica (Anexo Ill) como

en un cuaderno de recogida de datos (CRD) (Anexo V).
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3.2. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CTCs Y CLUSTERs

3.2.1. Cultivo celular

Se utilizaron células de CP de la linea celular PANC-1 (ATCC® CRL-1469) en Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM, BE12-604F, Lonza) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS, F7524, Sigma-Aldrich)
y penicilina/estreptomicina al 1% (15140122, Gibco). Las células se cultivaron en un incubador humidificado
con CO; al 5% y 37°C de temperatura. Una vez que se necesitaron las células, los cultivos celulares se lavaron
con buffer fosfato salino (PBS, H3BE17-516F, Lonza) y se tripsinizaron con tripsina-EDTA al 0,05% (25300-062,
Gibco). Estas células de cancer de pancreas (CCP) se usaron para calibrar el método del algoritmo de la

tranformada de Hough.

3.2.2. Preparacion de muestras para la recuperacion, precision, sensibilidad y linealidad de la

deteccion de células de cancer de pdncreas

Para llevar a cabo tales experimentos se utilizaron dos grupos diferentes. Se recolectaron siete ml de
sangre periférica de donantes sanos (n=3), se procesaron y mezclaron con 100, 300 y 1000 CCP,
aproximadamente, como control positivo (primer grupo). Para el segundo grupo, control negativo, se
procesaron siete ml de sangre extraida de donantes sanos (n=3). La especificidad de la anti-citoqueratina (CK)
se evalué utilizando la linea celular de tumor pancredtico PANC-1 como control positivo dada la alta expresion
gue presenta de dicha proteina; y la célula mononuclear de sangre periférica (PMBC) como control negativo
por su falta de expresién de EpCAM y CK (Fuente: The Human Protein Atlas).

Definimos la recuperacién Manual-Isoflux™ como el nimero de CCP contadas manualmente tras
Isoflux™/el nimero de CCP mezcladas con la muestra y la recuperacién por el método Hough-Isoflux™ como
el nimero de CCP contadas por la transformada de Hough tras Isoflux™/el nimero de CCP mezcladas con la
muestra.

La precision se definié como el nimero de CCP bien contadas, es decir, comprobadas en la imagen/el

numero de CCP contadas por transformada de Hough, mientras que la sensibilidad se definié como el nimero
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de CCP bien contadas (comprobadas en la imagen)/ el nimero de CCP mezcladas con la muestra.
La linealidad hace referencia a la correlacidn entre el numero de CCP mezcladas con la muestra y el

ndmero de CCP contadas. Cuanto mas proxima a 1 sea R%, mejor serd la correlacion.

3.2.3. Aislamiento y deteccion de CTCs y clusters

3.2.3.1. Biopsia liquida

Durante la cirugia, antes de manipular el tumor, se obtuvieron simultdneamente siete ml de muestras
de sangre de la punta del CVC en la vena cava superior y de la VP por puncidn directa. Con el fin de descartar
las células epiteliales desprendidas por la venopuncién (dado que estos pasos pueden causar
desprendimiento de células epiteliales no especificas, estos factores pueden afectar la frecuencia de las
mismas en la sangre), se desechd la primera fraccién de sangre extraida. Ambas muestras se recolectaron en
tubos Vacutainer con K2-EDTA, se mantuvieron a temperatura ambiente y se procesaron 24 h después de la
recoleccion. Las muestras de sangre se enriquecieron en células sanguineas mononucleares periféricas
mediante centrifugacion en gradiente con Ficoll- Paque PLUS (Sigma-Aldriche, Ref.GE17-1440-02), y las CTCs
se aislaron mediante el sistema IsoFlux™.

El sistema Isoflux™ se ha disefiado para aislar CTCs basdndose en un proceso microfluidico de seleccidn
positiva inmunomagnética. Este sistema utiliza microesferas que generan un campo magnético capaz de
capturar células incluso con una baja expresion de marcadores. Todo el proceso esta automatizado,
mejorando su capacidad de capturar las CTCs.

El kit de enriquecimiento de CTCs para EMT Isoflux™ (kit de enriquecimiento EMT, Izasa, Ref. N.910-0106)
se ha utilizado para el enriquecimiento de CTCs en la muestra. En este kit las perlas se conjugaron con cuatro
anticuerpos diferentes, dirigidos tanto a marcadores epiteliales como mesenquimales. El kit utiliza
anticuerpos anti-EpCAM y anti-EGFR para la deteccidn de células epiteliales, asi como anti-N-cadherina y anti-
vimentina como marcadores mesenquimales. La EpCAM es una molécula de la superficie celular que se

expresa en la mayoria de los tumores sélidos. Las perlas inmunomagnéticas conjugadas con anticuerpos se
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afiadieron a las células suspendidas en tampdn de unién IsoFlux™ y se incubaron durante 90 min a 4°C, como
se indica en el protocolo Fluxion. Posteriormente, se sometieron a aislamiento inmunomagnético con
IsoFlux™ (Fluxion Biosciences Inc). Tras su paso por el IsoFlux™, las células enriquecidas se fijaron y tifieron
con reactivos fluorescentes (Isoflux™ Circulating Tumor Cell Enumeration Kit, 1zasa,Ref. N.910-0093).

Los reactivos fluorescentes incluidos fueron anti-CK-isotiocianato de fluoresceina (CK-FITC) especificos
para la proteina intracelular CK, caracteristica de las células epiteliales; anti-CD45-Indocarbocianina (Cy3)
especifica para leucocitos; y Hoechst 33342, una contratincién nuclear permeable a las células con tincidn de
acido nucleico que emite fluorescencia azul cuando se une a regiones ricas en AT del surco menor en el ADN.

Para la adquisicidn de las imagenes se utilizd un microscopio de Fluorescencia Directa Olympus BX-61.
En base a lo comentado anteriormente, las CTCs se definen como células CK+/CD45-/nucleadas y
morfoldgicamente intactas. Las imagenes obtenidas se procesaron mediante un software de imagenes
basado en la transformada de Hough que nos permitié una clasificacion de los eventos contados en CTCs,
clusters y CTCs dentro de clusters, asi como una caracterizacion de su tamafio.

A continuacidn, se describe paso a paso el protocolo de procesamiento de las muestras:

3.2.3.2. Protocolo de enriquecimiento

3.2.3.2.1. Preparacion de reactivos

1. Dar un pulso a todos los reactivos y poner en hielo hasta su uso.

2. Con cuidado resuspender las RCE Beads con micropipeta para tener una suspension uniforme.

3.  En un eppendorf de 1,5ml afiadir (por muestra): 100ul RCE Beads, 13.2ul EGFR Ab, 3ul EMT Ab1,
0.8ul EMT Ab2 y 3ul EMT Ab3. Cerrar la tapa, poner parafilm e invertir suavemente para mezclar.

4. Active mixing: colocar el iman en el fondo del eppendorf de forma que las beads se acumulen en
él, retirar el iman e invertir el eppendorf varias veces para que las beads se resuspendan. Repetir el

proceso 10 veces.
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5. Incubar el eppendorf en la noria durante 2 horas a temperatura ambiente u overnight a 4°C. Ahora
se llaman EMT Beads. Esta preparacion (sin lavar) se puede conservar a 4°C durante 4 semanas.

6. Antes de aiadirlas a la muestra hay que lavarlas y, para ello:

Resuspender las EMT Beads con micropipeta para tener una suspension uniforme y dispensar
100ul/muestra en un eppendorf.
- Colocar el imdn en el fondo durante 15 segundos para que las beads se acumulen, retirar el
sobrenadante con el iman en el eppendorf, retirar el iman y aifiadir 1ml de Binding Buffer (BB).
- Invertir para mezclar y repetir el proceso de lavado 2 veces mas.
- Después del tercer lavado, retirar el sobrenadante con el eppendorf en el iman y resuspender
las beads lavadas en 100ul/muestra de BB.
- Mantener el hielo hasta su uso.
7. Lavado de CTCs (EpCAM) Beads:
- Resuspender las CTCs (EpCAM) Beads con micropipeta para tener una suspension uniforme y
dispensar 40pul/muestra en un eppendorf.
- Colocar el iman en el fondo durante 15 segundos para que las beads se acumulen, retirar el
sobrenadante con el eppendorf en el iman, retirar el iman y anadir 100ul de BB.
- Invertir para mezclar y repetir el proceso de lavado 2 veces mas.
- Después del tercer lavado, retirar el sobrenadante con el eppendorf en el imany resuspender
las beads lavadas en 40ul/muestra de BB.

- Mantener el hielo hasta su uso.

Antes de empezar preparamos los eppendorf de 1,5ml que vayamos a usar con 1ml de BB vy los

colocamos en la noria a temperatura ambiente hasta su uso.
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3.2.3.2.2. Enriquecimiento de la fraccion de células mononucleares

1. Adadir 15,2ml de Ficoll-Paque PLUS al tubo Leucosep de 50ml.

2. Centrifugar a 1000xg durante 30 segundos con el freno puesto a temperatura ambiente.

3. Anadir 5ml de PBS-CMF (buffer fosfato salino sin calcio ni magnesio) al tubo Leucosep.

4. Inmediatamente afiadir la sangre dejandola caer por la pared del tubo Leucosep. Lavar los restos
de sangre del tubo EDTA con 10ml PBS-CMF y afiadir lentamente al tubo Leucosep. Repetir el lavado

una vez mas.

5. Centrifugar a 800xg durante 15 minutos sin freno a temperatura ambiente. Durante esta
centrifugacidn lavar las CTCs Beads y las EMT Beads y dejarlas en hielo hasta su uso.
6. Retirar el sobrenadante del tubo Leucosep y anadirlo a un falcon de 50ml dejando unos 5-10ml en

el tubo Leucosep. Con el volumen que dejamos en el tubo Leucosep lavar las paredes del tubo v,
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10.

11.

12.

posteriormente, también los volcamos en el falcon. Terminar de lavar el tubo Leucosep con 10ml

PBS-CMF y volcar en el falcon.

Centrifugar el falcon de 50ml a 280xg durante 10 min con freno puesto a temperatura ambiente.
Retirar el sobrenadante con cuidado de no llevarnos el pellet (no volcar el tubo y no dejar el pellet
seco). A medida que nos acerquemos al pellet usamos micropipeta con el objetivo de dejar unos

500ul de volumen con el pellet.

Afadir 50ul de Fc Blocking Reagent al pellet en el falcon. Golpeamos la mesa varias veces para que
se levante el pellet (no vortex). Si se observan acimulos de células podemos resuspender, para
deshacerlos, con hasta 300ul de BB.

Incubar en hielo 5 min.

Coger los eppendorf preparados antes de comenzar el procesamiento de la noria y retirar el BB.
Poner la micropipeta a 300ul y resuspender el pellet del falcon (cuidado de no formar burbujas).
Recoger toda la suspension y afiadirla al eppendorf. Lavar el falcon con 200ul de BB y echarlo en el
mismo eppendorf. Continuar lavando con BB hasta que no queden restos en el falcon (no tener mas

de 800ul en el eppendorf).
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4.

3.2.3.2.3. Conjugacion de las beads con la muestra

Resuspender con la micropipeta las CTCs Beads lavadas. Afadir 30ul de éstas (lavadas
anteriormente en el punto 7 del apartado 3.2.3.2.1) al eppendorf con la suspensidn celular.
Resuspender con la micropipeta las EMT Beads lavadas. Afadir 90ul de éstas (lavadas
anteriormente en el punto 6 del apartado 3.2.3.2.1) al eppendorf con la suspensidn celular.

Invertir el tubo para mezclar. Active mix (punto 4 del apartado 3.2.3.2.1).

Incubar en la noria a 4°C durante 90 min.
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3.2.3.2.4. Aislamiento con IsoFlux™ System

1. Encender el aparato (IsoFlux™ System).

2. Run protocol.

3. Seleccionar nimero de muestras (se colocan de izquierda a derecha).

4, Abrir el cartucho, quitar el tubo del pocillo 5 y colocar en su lugar el Recovery Holder.

5. Anadir 3ml de BB al pocillo 2, cerrar la tapa y colocarlo en la posicion adecuada en el aparato para

hacer el Prime.

6. Pulsar Ready to Load Sample.

7. Anadir el contenido de los eppendorf en el pocillo 1 de cada cartucho evitando la formacién de

burbujas.
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8. Pulsar Load, comenzara el aislamiento celular.
9. Una vez completado el aislamiento celular, presionar Extract Sample. Los cartuchos saldran

automaticamente.

3.2.3.2.5. Recuperacion de las células aisladas

1. Tener preparados nuevos eppendorf de 1,5ml.

2. Retirar e invertir el Recovery Holder de modo que las células enriquecidas queden hacia arriba.

3. Inmediatamente afiadir 50ul de BB, recoger las células y afiadirlas en el eppendorf preparado en el

punto 1.

4. Invertir para mezclar.

3.2.3.3. Protocolo de enumeracion

3.2.3.3.1. Preparacion de reactivos

Preparar las siguientes soluciones antes de la tincién. Mantener en oscuridad. Realizar el procedimiento

de tincidén a temperatura ambiente.

NDS (10%): 5ul de Normal Donkey Serum + 45ul de BB

CD45 (1:100): 0.5ul de Rabbit Anti Human CD45 + 49.5ul de BB

Cy3 (1:200): 0.3ul de Donkey Anti Rabbit IgG-Cy3 + 49.75ul de BB

Perm Buffer (0.2% TX-100): 10ul 10% TX-100 + 490l de BB

CK-FITC (1:10): 0.8ul Mouse Anti Human Cytokeratin-FITC + 5ul Perm Buffer + 40ul de BB

Wash+H Buffer (1x Hoechst 0.02% TX-100): 1ul 1000X Hoechst + 100ul Perm Buffer + 900l de

BB
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3.2.3.3.2. Tincion y visualizacion de las células

Después del aislamiento de CTCs con IsoFlux™ System, recuperar y transferir las células/beads a un
eppendorf con BB. Con el iman en el fondo, retirar y descartar el buffer.

Retirar el iman y afiadir 40ul de Fix (1:1) Solution dejandolo caer por la pared del eppendorf.
Dispersar suavemente las células/beads, no pipetear.

Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Retirar la Fix (1:1) Solution con el iman en el fondo del eppendorf, retirar el iman y afiadir 100ul de
BB a las células/beads. Usar brevemente el iman para mezclar las células/beads. La muestra se

puede conservar a 4°C hasta 14 dias.

Partimos de muestras fijadas a 4°C (con BB). A partir de aqui trabajaremos en oscuridad.

5.

10.

11.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y afiadir 40pl
de NDS (10%). Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y afiadir 40pl
de CDA45 (1:100). Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, con mezcla ocasional.
Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y lavar con
100ul de BB.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el imdn y afiadir 40pl
de Cy3 (1:200). Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, con mezcla ocasional.
Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y lavar con
100yl de BB.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman vy
permeabilizar las células con 40ul de Perm Buffer (0.2% TX-100) durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y afiadir 40ul

de CK-FITC (1:10) durante 40-60 minutos a temperatura ambiente, con mezcla ocasional.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

En este tiempo preparar los portaobjetos. Con la plantilla y el rotulador hidrofébico hacemos el
cuadrado que delimita la superficie y con lapiz rotular el portaobjetos.

Colocar el iman en el fondo del eppendorf, descartar el sobrenadante, retirar el iman y lavar con
100ul de Wash+H Buffer (1x Hoechst, 0.02% TX-100).

Con el iman descartar el sobrenadante, retirar el iman y afiadir 100ul de BB.

Colocar el portaobjetos correspondiente en la gradilla, y el centro del cuadrado justo encima del
iman pequefio (tallo).

Coger todo el contenido del eppendorf y transferirlo dentro del cuadrado.

Con la micropipeta retirar todo el sobrenadante del cuadrado, con cuidado de no llevarnos la
muestra.

Afadir 5ul de medio de montaje en una esquina del cuadrado. Retirar el portaobjetos del iman y
extender el medio de montaje por toda la superficie moviendo el portaobjetos para que la muestra
se reparta de manera homogénea.

Colocar el cubreobjetos. No quitar las burbujas de aire presionando con fuerza, sdlo presionar a
toquecitos para evitar que las bolas se salgan del cuadrado delimitado.

Con el pintaufas transparente pintar los extremos del cubreobjetos para que no se mueva.

Guardar en posicion horizontal a 4°C en oscuridad hasta 2 semanas.

3.2.4. Método de enumeracion de CTCs y clusters. Algoritmo de Hough

El paso final en los sistemas de separacién inmunomagnética es manual, ya que un técnico debe revisar

cada imagen generada para determinar si cada uno de los eventos contados es Hoechst 33342+/CK+/CD45-

[153].

Ademas, es muy importante que estos métodos permitan la deteccion de un grupo de CTCs de mas de

dos o tres células tumorales en la sangre de un paciente con cancer que se denominan clusters [153-155].

Descrita en 1972, la transformada de Hough es una técnica para identificar formas en imagenes. La

transformada de Hough es un algoritmo que detecta lineas rectas y curvas en una imagen de manera efectiva
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y es muy utilizada en procesos informaticos. Diferentes estudios han utilizado con éxito la transformada de
Hough para delimitar el borde de las células [156-158]. La transformada de Hough se basa en una teoria
matematica sdlida que se ha aplicado ampliamente en muchos campos, dreas de estudio tales como
deteccion de linea de carril [159], medicién de la altura de un arbol [160], conteo de glébulos rojos [157,
161], identificacidon y conteo de conos en la retina humana [156] o la deteccién y segmentacidn de estructuras

anatdmicas en imagenes médicas ruidosas, como cabezas femorales [162].

3.2.4.1. Pre-procesamiento de imdgenes

Las imagenes tomadas de muestras tefiidas con Hoechst 33342, CK y CD45 son el punto de partida para
el andlisis con este método. Las imagenes fueron obtenidas a partir del aislamiento en muestras de donantes
sanosy pacientes con cancer. Usamos el canal azul (Hoechst 33342), el canal verde (CK) y el canal rojo (CD45).
Cada pista se convirtié a escala de grises eliminando el componente de matiz y saturacidén y conservando la

luminancia.

3.2.4.2. Segmentacion de imdgenes

Las imagenes se convirtieron a formato binario utilizando el umbral de Otsu global para minimizar la
variacion dentro de cada grupo. Los pixeles con un valor de escala de grises mayor que el valor calculado por
el algoritmo de Otsu se marcaron como uno, mientras que los que no superaban el umbral se marcaron como
cero. Ademas, visualizando el histograma de la imagen, podemos elegir el umbral si el umbral de Otsu no es
lo suficientemente alto. Como se describié anteriormente, las CTCs son células CK+/CD45-/nucleadas. Por lo
tanto, los pixeles de imagen que muestran Hoechst 33342+, CK+y CD45- se pueden considerar CTCs. Se aplic
a las imagenes una multiplicacion ldgica entre las mascaras binarias de los canales azul y verde (Hoechst
33342y CK, respectivamente). Finalmente, eliminamos los pixeles de umbral del canal rojo (CD45). El objetivo
es cuantificar los componentes tefidos de azul y verde pero no de rojo. Los artefactos de la mascara obtenida

se eliminaron utilizando funciones de Matlab (como imcrop o roipoly, donde el usuario puede seleccionar un
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componente para eliminar). Teniendo en cuenta que la resolucion de las imagenes fue de 0,75 pixel/umy
gue en pacientes con adenocarcinoma de pancreas no esta definido el tamafio de las CTCs, se considerd
entre 5y 25 um, segun estudios en otros tumores [163]. Se filtraron los componentes de la imagen para un
tamafio entre 10 y 400 pixeles. Si el tamafio del componente supera los 400 pixeles, el componente se
introduce en una nueva mascara, donde se contabilizaran como cluster y el nimero de CTCs que hay en su
interior. Otro filtro es la circularidad, que debe ser mayor a 0,6; si es menor a ese valor, los componentes se

pasan a la mascara de cluster para su cuantificacion (Fig. 17).

HOECHST 333424/ CK+ HOUGH TRANSFORM
HOECHST 33342 CITOKERATIN CD45 MERGE CD45- PIXELS SELECTION

Fig. 17. La fila uno muestra la tincion de CTCs caracterizada por Hoechst 33342+/CK+/CD45-. La quinta imagen de la primera fila
muestra la seleccion de pixeles con tincion de CTCs, y la ultima foto muestra una CTC rodeada por una circunferencia roja contada por
la transformada de Hough. La fila dos muestra la tincion de algunos linfocitos. La fila tres muestra una CTC libre y un cluster que
consta de dos CTCs. Las columnas cinco y seis muestran que el algoritmo de transformada de Hough no conté las CTCs si el elemento
no tenia tincion con CK.

Cc1C

LYMPHOCYTE

CTC AND CLUSTER

3.2.4.3. Post-procesamiento de imdgenes

Multiplicamos las mascaras obtenidas con la escala de grises del canal verde para facilitar el conteo del
algoritmo a través de las intensidades de CK. Finalmente, usando la transformada de Hough a través de la

funcién de Matlab imfindcircles, medimos los componentes en la mascara de CTCs y la mascara de clusters.
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Esta funcion devuelve el pixel donde se encuentra el centro y el tamano del evento contado. Si un a
componente tiene asociado solo el centro de una circunferencia de la transformada de Hough, se contabiliza
como una CTC libre, mientras que, si alguno de los componentes tuviera dos o mas pixeles como centro de
una circunferencia de la transformada de Hough, se cuantifica como un cluster con tantas células como
centros se hayan contado. El software determind el nimero de CTCs libres, clusters, CTCs dentro de clusters
y CTCs totales (CTCs libres mas CTCs dentro de clusters). El software mostrd el tamanfio del radio de las CTCs
libres y las CTCs dentro de clusters. Al mismo tiempo, la superficie del cluster se midié por el nimero de
pixeles y la resolucién de la imagen. Se proporciond un andlisis del coeficiente de variacidn intraensayo (CV)
de la medicion. Asi, los valores medios de CV fueron 0,42% * 0,33 en las CTCs totales; 0,30% + 0,37 en CTCs

libres; 0,72% + 1,25 en clusters, y finalmente 1,41% + 1,22 en las CTCs dentro de clusters.
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VARIABLES

Las variables consideradas son:

1. Determinadas en los pacientes: CA 19-9, caracteristicas del tumor, anatomia patoldgica...)

2. Niveles de CTCs: se determinardn los niveles de CTCs en una extraccién basal (antes de la cirugia),
de sangre central y portal, realizada a 35 pacientes con tumores de pancreas o periampulares
sometidos a DPC. Las CTCs se determinaran en tres formas: CTCs libres (n CTCs/ml sangre), clusters
(clusters/ml sangre) y CTCs dentro de clusters (CTCs dentro clusters/ml sangre).

3. Supervivencia (meses): a 12 meses y 24 meses.

4. Metastasis a distancia (%): deteccién de metastasis hepdaticas, pulmonares, cerebrales.

5. Recidivas locales (%): identificacion de lesidn sugestiva en el drea quirurgica. Para el estudio de la
recidiva local se tendra en cuenta el resultado oncolégico del estudio anatomopatoldgico de la pieza
quirdrgica (tasas de RO-R1):

e RO: La tasa de RO se define como la no afectacidon de ninguno de los margenes de reseccion
siendo la distancia minima entre el tumor y el borde de reseccion de al menos 1 mm.

e R1: En caso de identificar microscopicamente tumor directamente en alguno de los margenes
de reseccion o existir tumor a una distancia inferior a 1 mm se considerard R1.

6. Tiempo libre de enfermedad (meses): tiempo entre la cirugia y la aparicién de recidiva local o

metastasis a distancia.
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5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realizé un andlisis de regresidn simple para evaluar la linealidad de las dos muestras de sangre para
detectar CTCs. La correlacidn de los recuentos de CTCs y la invasidn tumoral (vascular, linfatica y neural) se
analizd mediante la prueba U de Mann-Whitney y la prueba H de Kruskal-Wallis. La distribucion de pacientes
por encima y por debajo del punto de corte en CTCs se compard mediante la prueba exacta de Fisher. El
coeficiente de correlacion de rangos de Spearman examind la relacidén entre los recuentos de CTCs vy el
marcador tumoral (CA 19-9). Los andlisis de supervivencia se realizaron utilizando el limite de producto de
Kaplan-Meier y la prueba de rango logaritmico. El andlisis multivariante se realizé utilizando un modelo de
riesgos proporcionales de Cox para evaluar las variables prondsticas independientes. Todos los calculos
estadisticos se realizaron con IBM Corp. publicado en 2020, IBM SPSS Statistics para Windows, versién 27.0.

Armonk, NY, IBM Corp. La significancia requerida fue p<0,05.
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CAPITULO VI

RESULTADOS
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1. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE ESTUDIO

De los 35 pacientes que se analizaron finalmente, 22 eran hombres y 13 mujeres, con una edad media
de 66,9 + 9,3 afios y un valor medio de CA 19-9 de 251,7 + 553,8 U/ml. La reseccién completa (RO), segun el
protocolo establecido [164, 165], se consiguid en 29 pacientes (82,9%). Segun su grado de diferenciacidn,
los tumores se dividieron en tres grados: bien diferenciados (G1) en 8 pacientes (22,9%), moderadamente
diferenciados (G2) en 20 pacientes (57,1%) y poco diferenciados (G3) en 7 pacientes (20%). En cuanto al
estadio tumoral, hubo 13 pacientes (37,1%) con estadio |, 12 pacientes (34,3%) con estadio Il y 10 pacientes
(28,6%) con estadio llla. Se observé invasidn vascular microscépica en 12 pacientes (34%), invasion linfatica
en 9 pacientes (26%) e invasion neural en 19 pacientes (54%). Con respecto al tratamiento, 26 de los
pacientes (74,3%) recibieron quimioterapia adyuvante, 2 de los cuales (7,7%) la combinaron con radioterapia.
La mayoria de ellos recibieron gemcitabina. Los datos comentados se detallan en una tabla a continuacién
(Tabla 2) mientras que los resultados relativos a CTCs, clusters, invasién y supervivencia se expondrdn en

posteriores apartados.

Tabla 2. Caracteristicas de las muestra analizadas en el estudio.

Variable
Sexo:
Hombre 22
Mujer 13
Edad m=66,9 + 9,3 afos
CA 19-9 m=251,7 + 553,8 U/ml
Reseccion:
RO 29 (82,9%)
R1 6 (17,1%)
Grado de diferenciacion:
G1 8(22,9%)
G2 20 (57,1%)
G3 7 (20%)
Estadio:
I 13 (37,1%)
I 12 (34,3%)
la 10 (28,6%)
Invasidn:
Vascular 12 (34%)
Linfatica 9 (26%)
Neural 19 (54%)
Tratamiento:
Quimioterapia 26 (74,3%)
Radioterapia 2 (5,7% del total)

82



2. VALIDACION DE LA DETECCION DE CTCs MEDIANTE EL ALGORITMO DE HOUGH

Previo al estudio de las CTCs propiamente dicho, se realizaron analisis experimentales para la validacién
del método empleado para su deteccidn y cuantificacién en los que se incluyeron lineas celulares tumorales
(CCP) y donantes sanos, como controles positivos y negativos, respectivamente. Con respecto a la
sensibilidad y precision de la deteccion de CCP, las medianas para detectar CCP en los eventos contados
fueron 89,00% [82,50-91,00] y 91,00% [84,50-93,50], respectivamente. En muestras de pacientes sanos, que

se tomaron como controles negativos (no se mezclaron con CCP), solo se detecté 1 [0-4] linfocito (Fig. 17).

2.1. EVALUACION DE LA DETECCION DE CELULAS DE CANCER DE PANCREAS

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para las células contadas en los grupos controles
(positivos y negativos) asi como las tasas de recuperacién para los controles positivos por ambos métodos,
Manual-Isoflux™ y Hough-lsoflux™. La tasa de recuperacion obtenida con el método Hough-Isoflux™ fue
similar a la del método Manual-Isolux™, no habiendo diferencias significativas entre ambos métodos (80,75

+ 13,49 % vs. 82,37 + 5,77%; p=0,654).

Tabla 3. CCP contadas con los métodos Manual-Isoflux™ y Hough- Isoflux™. Los datos se presentan como media y desviacion

estdndar.
Células contadas (n?) Tasa de recuperacion controles (%)
ccp Manual- Hough- Manual- Hough-

Isoflux™ Isoflux™ P Isoflux™ Isoflux™ P

Sin CCP 3.67 £ 2.60 6,40 + 4,34 0,263 - - -
100 CCP 105,33 £ 8.39 98,00 + 25,98 1,000 89,92 + 10,98 88,43 +22,75 0,924
300 CCP 302,67 £ 69,97 291,00 + 68,51 0,847 84,04 +2,83 86,17 + 11,45 0,782
1000 CCP 811,00 * 86,00 753,00 + 129,00 0,552 73,16 + 3,50 67,66 6,29 0,256

Los coeficientes de correlacién observados entre las CCP en muestras control en ambos métodos fueron
muy similares. En el Manual-Isoflux™ obtuvimos un coeficiente de correlacién de R?=0,988 (Fig. 18a), en el
método Hough-lsoflux™ el coeficiente de correlacién fue R?=0,974 (Fig. 18b), observdndose una alta

correlacion entre ambos métodos con un R?=0,991 (Fig. 18c).
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Fig.18. (a). Correlacién de CCP totales en muestra control por método Manual-Isoflux™. (b). Correlacién de CCP totales en muestra
control por método Hough-IsofluxTM. (c) Correlacion entre ambos métodos, Manual-Isoflux™ y Hough-Isoflux™.
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2.2. EVALUACION DE LA DETECCION DE CLUSTERs

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para el recuento de clusters y CTCs dentro de clusters

En los controles negativos no se encontraron clusters. Se observan diferencias significativas en la deteccion

de clusters en las muestras con alta concentracion de CCP (1000 CCP) y en la deteccién de CCP dentro de

clusters en muestras con concentracion media-alta de CCP (300-1000 CCP).

Tabla 4. Clusters y CCP dentro de clusters contadas con los métodos Manual-Isoflux™ y Hough- Isoflux™. Los datos se presentan
como media y desviacion estdndar.

Clusters (n2) CCP dentro de clusters (n2)
ccp Manual- Hough- Manual- Hough-
Isoflux™ Isoflux™ P Isoflux™ Isoflux™ P
Sin CCP 0 0 - 0 0 -
100 CCP 0,33+0,58 0,67 £1,15 1,000 0,67 +1,15 1,33+2,31 1,000
300 CCP 7,00+£1,73 3,00 £ 2,00 0,100 15,00 £ 3,61 6,00 + 4,00 0,044
1000 CCP 22,67 £4,51 15,00 £ 0,00 0,042 60,00 + 10,00 36,00 + 1,00 0,014

Los coeficientes de correlacidon entre ambos métodos fueron similares, tanto en clusters como en CCP

dentro de clusters en las muestras control, siendo R?=0,902 (Fig. 19a) y R?=0,940 (Fig. 19b), respectivamente.

(a) Clusters en muestras control (b) Clusters en muestras control
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Fig. 19. (a). Correlacion entre ambos métodos, Manual-IsofluxTM y Hough-IsofluxTM, para la deteccidn de clusters. (b). Correlacion
entre ambos métodos, Manual-IsofluxTM y Hough-IsofluxTM, para la deteccién de CCP dentro de clusters.
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2.3. EVALUACION DE LA DETERMINACION DEL TAMANO DE CTCs Y CLUSTERs

El método Hough-Isoflux™, ademds, permite medir el tamafio de CTCs y clusters. En las muestras
control, el didametro de las CCP libres fue de 7,71 + 0,50 um, mientras que el de los clusters fue de 11,06 +

1,17 um. El tamafio de los clusters fue de 383,36 + 65,59 um?2.

3. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DETERMINACION DE CTCs Y CLUSTERs EN FUNCION DE LA VIA
DE ACCESO

El objetivo de este apartado es valorar si la determinacién en sangre portal aporta una mayor
informacién sobre las caracteristicas del tumor que si se mide a nivel central, una vez pasado el filtro

hepatico.

3.1. CORRELACION ENTRE CTCs Y CLUSTERs EN SANGRE PORTAL (VP) Y CENTRAL (CVC)

Se detectaron CTCs individuales y clusters en todos los pacientes, tanto en VP como en CVC (Fig. 20).

Hoechst 33342 Cytokeratin

Negative
control

Positive
control

CTC
in PV

CTC
in CVC




Fig. 20. Imdgenes de microscopia de epifluorescencia. La deteccion y enumeracion de CTCs se realizo mediante microscopia de
fluorescencia, y las imdgenes obtenidas se procesaron mediante un software de imdgenes basado en la transformada de Hough. Las
CTCs aisladas se tifieron con: a) CK- FITC especifico para la proteina intracelular CK (caracteristica de las células epiteliales) (verde); b)
Cy3 especifico para leucocitos (rojo); c¢) Hoechst 33342, utilizado para tincion nuclear (azul); y d) Imagen fusionada sujeta a
operaciones Iégicas donde realizamos una multiplicacion Iégica entre las mdscaras binarias de los canales azul (nuclear) y verde
(CK).Finalmente, eliminamos los pixeles del umbral del canal rojo (CD45). Eliminamos artefactos de la mdscara resultante utilizando
herramientas de Matlab. El circulo blanco en d3 muestra la imagen de CTCs, que son CK+/CD45-/Hoechst 33342+. Las filas
corresponden a: (1) control negativo (PMBC), (2) control positivo (linea celular PANC-1), (3) CTCs detectadas en VP y (4) CTCs
detectadas en CVC.

En la Tabla 5 se muestra la correlacién en los valores de CTCs entre VP vs. CVC. El coeficiente de
correlacidon de Pearson entre VP y CVC tuvo un valor de r=0,6 en las tres medicciones. A pesar de que se
detectaron mas CTCs, clusters y CTCs totales en CVC que en VP, las diferencias no son estadisticamente
significativas y existe una buena correlacion dentro de cada variable.

El ratio y el tamafo son datos meramente informativos utilizados como control de calidad entre ensayos,

gue no deberian diferir entre las muestras.

Tabla 5. Caracterizacion de CTCs mediante el método de transformada de Hough.

. Portal Central U-mann whitney L.
Variable . . Correlacién P
(mediana, rango) (mediana, rango) p

CTCs libres (células/ml) 235,4 [101,3-375,3] 291,8 [120,0-500,0] 0,151 0,6 0,004
Clusters/ml 12,9 [4,8-33,0] 14,5 [3,8-35,5] 0,622 0,6 0,001
CTCs dentro de clusters 30,4 [12,5-89,4] 37,4 [11,3-89,5] 0,205 0,5 0,008
CTCs totales (células/ml) | 310,0 [132,1-446,0] 405,7 [130,7-553,8] 0,239 0,6 0,001
Ratio CTCs libres/CTCs 2,6 [2,4-3,0] 2,5[2,3-2,9] 0,051 0,2 0,306
dentro de clusters

Tamafio medio CTCs 7,5 [6,8-8,7] 7,8 [6,7-9,0] 0,981 0.3 0,229
libres

Tamaio medio CTCs 10,2 [8,5-11,6] 10,3 [8,6—11,7] 0,990 0,3 0,074
dentro de clusters

3.2. CORRELACION ENTRE CTCs Y CLUSTERs EN SANGRE PORTAL (VP) Y CENTRAL (CVC) SEGUN GRADO DE
DIFERENCIACION

Cuando se compararon los datos obtenidos en funcion del grado tumoral, los valores alcanzados para un
mismo grado fueron algo mayores en CVC que en VP, si bien estas diferencias no fueron significativas (Tablas

6y 7). Al comparar los grados tumorales en la misma via de acceso, para ambas muestras, el nimero de CTCs
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dentro de clusters es mucho mayor en G3 que en G1/G2, a pesar de no tener diferencias significativas.

El ratio y el tamafio no tienen variacién como se esperaba.

Tabla 6. Correlacion de CTCs y clusters segun el grado de diferenciacion tumoral en CVC.

Variable Gl1/G2 G3 p

CTCs libres (células/ml) 279,2 [120,3-482,3] 357,0 [182,5-1020,8] 0,483
Clusters/ml 14,0 [3,3-31,7] 41,0 [17,9-46,8] 0,107
CTCs dentro de clusters 36,7 [8,7-73,7] 97,3 [54,5-116,3] 0,071
CTCs totales (células/ml) 399,0[129,0-538,5] 481,0 [243,0-1117,7] 0,318
Ratio CTCs libres/CTCs 2,6 [2,4-2,9] 2,4 [2,2-3,1] 0,483
dentro de clusters

Tamaio medio CTCs 7,8 [6,6-9,1] 8,6 [6,7—-10,2] 0,521
libres

Tamafio medio CTCs 10,3 [8,7-11,6] 10,6 [7,8-13,2] 0,908
dentro de clusters

Tabla 7. Correlacion de CTCs y clusters segun el grado de diferenciacion tumoral en VP.
Variable Gl1/G2 G3 p

CTCs libres (células/ml) 240,3 [102,2-373,3] 227,0 [140,8-559,0] 0,841
Clusters/ml 10,5 [4,3-32,7] 7,5 [30,0-80,3] 0,310
CTCs dentro de clusters 29,7 [9,2-74,2] 78,5 [21,3-260,6] 0,201
CTCs totales (células/ml) 314,5 [133,0-406,7] 305,5 [162,1-819,6] 0,725
Ratio CTCs libres/CTCs 2,6 [2,3-2,9] 2,8 [2,6-3,9] 0,150
dentro de clusters

Tamaio medio CTCs 7,3 [6,5-8,5] 8,5 [7,0-9,6] 0,310
libres

Tamafio medio CTCs 9,7 [8,1-11,5] 10,2 [9,5-12,4] 0,335

dentro de clusters
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3.3. CORRELACION ENTRE CTCs Y CLUSTERs EN SANGRE PORTAL (VP) Y CENTRAL (CVC) SEGUN TAMANO Y

NIVELES DE CA 19-9

Se analizaron los niveles preoperatorios de CA 19-9 y el tamafio del tumor por TC y se correlacionaron

con CTCs y clusters. En ambas muestras, CVC y VP, no encontramos correlacidn significativa (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Tamaiio del tumor y CA 19-9 preoperatorio evaluados segtn caracteristicas de CTCs con coeficiente de correlacion de

Variable

Spearman (Rho) en CVC.

CA 19-9 (Rho)

Tamano tumor por TC en cm (Rho)

CTCs libres (células/ml)

Clusters/ml

CTCs dentro de clusters

CTCs totales (células/ml)

Ratio CTCs libres/CTCs dentro de clusters
Tamaiio medio CTCs libres

Tamaio medio CTCs dentro de clusters

0,5

0,2

0,2

0,4

0,1

Tabla 9. Tamaiio del tumor y CA 19-9 preoperatorio evaluados segtn caracteristicas de CTCs con coeficiente de correlacion de

Variable

Spearman (Rho) en VP.

CA 19-9 (Rho)

Tamaio tumor por TC en cm (Rho)

CTCs libres (células/ml)

Clusters/ml

CTCs dentro de clusters

CTCs totales (células/ml)

Ratio CTCs libres/CTCs dentro de clusters
Tamaiio medio CTCs libres

Tamafio medio CTCs dentro de clusters

0,4

0,3

0,3

0,4
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3.4. CORRELACION ENTRE CTCs Y CLUSTERs EN SANGRE PORTAL (VP) Y CENTRAL (CVC) SEGUN INVASION

MICROSCOPICA

Otros factores relacionados con la supervivencia son la invasion neural, vascular y linfatica (Tablas 10 y

11). No hubo correlacidn significativa entre las mediciones de CTCs y la invasién neural, vascular o linfatica.

Sin embargo, se observa un elevado numero de CTCs (libres y totales) en muestras de VP en pacientes con

invasion vascular respecto a los que no la tienen.

Variable

Tabla 10. Correlacion de CTCs y clusters con invasion microscopica en CVC.

CTCs libres

CTCs totales

Clust |
(células/ml) P usters/m P (células/ml) P

Invasion vascular 304,9 [151,6-656,4] 12,1 [3,1-29,5] 421,8 [162,7-697,9]

0,662 0,368 0,692
No invasion vascular 291,8 [116,1-480,9] 26,6 [4,3—-41,0] 384,4 [123,3-522,5]
Invasion linfatica 304,9 [79,1-455,7] 31,1[2,7-42,6] 421,8 [87,8-501,6]

0.504 0,565 0,629
No invasion linfatica 291,8 [133,1-582,6] 13,3 [3,8-31,0] 384,4 [161,0-627,4]
Invasion neural 350,5 [84,9-498,5] 13,4 [2,7-42,1] 443,1 [86,8-537,7]

0,728 0,667 0,728
No invasion neural 275,8 [164,5-625,3] 14,5 [10,5-32,8] 384,4 [198,2—668,0]

Tabla 11. Correlacion de CTCs y clusters con invasion microscopica en VP.
Variable CTCs libres Clusters/ml CTCs totales
(células/ml) P P (células/mil) P

Invasion vascular 321,7 [217,4-451,3] 16,3 [5,5-41,5] 374,2 [271,0-508,7]

0,104 0,362 0,089
No invasion vascular 184,5 [97,2-322,3] 12,3 [3,2-29,9] 247,2 [125,4-401,0]
Invasion linfatica 204,7 [74,0-514,3] 23,8 [5,8-52,5] 350,5 [88,9—-635,6]

0,489 0,397 0,939
No invasion linfatica 248,2 [118,2-377,3] 12,3 [4,3-31,3] 305,5 [138,2—419,2]
Invasion neural 247,3 [94,3—-375,3] 13,8 [5,5-34,5] 327,3[120,6-492,4]

0,905 0,528 0,798

No invasion neural

222,5[113,0-370,8]

10,3 [3,1-32,2]

90
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En resumen, tras haber analizado CTCs y cluster tanto en muestras de via portal como de via central,
podemos concluir que existe una buena correlacidn entre los resultados obtenidos en ambas vias de acceso
y que no hay diferencias significativas entre ellas en cuanto a las caracteristicas del tumor consideradas, tales
como grado de diferenciacion, tamafio y niveles preoperatorios de CA 19-9.

Sin embargo, en las determinaciones portales se observa una tendencia a la correlacién entre los niveles

de CTCs y clusters con la invasion vascular del tumor.

4. ANALISIS DE CTCs Y CLUSTERs EN RELACION A LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

4.1. RESULTADOS GLOBALES DE SUPERVIVENCIA

En cuanto a la SG, la mediana de supervivencia fue de 18 meses [12,5-23,5] sin mortalidad
postoperatoria. Treinta de los 35 pacientes (85,7%) sobrevivieron durante mas de seis meses, continuando

20 de ellos (57,1%) vivos un afio después del diagndstico primario (Fig. 21).

Overall Survival
Sumival Function

04

Months

Fig. 21. Supervivencia global de los pacientes (meses).
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Overall survival

4.2. SUPERVIVENCIA GLOBAL EN FUNCION DE LOS NIVELES DE CTCs Y CLUSTERs. ESTUDIO COMPARATIVO

ENTRE VIA PORTAL Y CENTRAL

Para valorar si las cifras de CTCs o clusters impactan en la supervivencia, se procedio a valorar puntos de
corte en ambos parametros.

Una vez calculada la media (m) y la desviacidn estandar (DE), en base a la aproximacién de corte dptimo
de Altmann, estimamos el valor de p67 (o p33) consultando en una tabla de probabilidad de la distribucién
normal el valor de Pr (z<z)=0,67, que corresponde a 0,724 [166]. Por lo tanto, estimamos ese cuartil como m
+0.724s.

De ahi que, el valor de CTCs y clusters se fijara en el percentil 33 (p33), lo que resultd en un punto de

corte de 185 CTCs y 15 clusters [167] (Fig. 22 y 23).

<185 C7C

2t 3 ‘"

Months Months

Fig. 22. SG segun el punto de corte CTCs-VP (izquierda) y segtin punto de corte clusters-VP (derecha).Linea azul: baja expresion
celular; Linea roja: alta expresion celular. 2185 CTCs HR=3,263 [1,135-5,221]; p=0,028. 215 clusters HR=2,486 [0,989-6,247];
p=0,053.

Estos hallazgos no se encontraron en las muestras de CVC, en las que no hubo diferencias significativas

en la supervivencia en funcidn de los niveles de CTCs y clusters.
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Fig. 23. SG segtin el punto de corte CTCs-CVC (izquierda) y segun punto de corte clusters-CVC (derecha).Linea azul: baja expresion
celular; Linea roja: alta expresion celular. No hay diferencias significativas.

4.3. FACTORES PRONOSTICOS PARA LA SUPERVIVENCIA GLOBAL. ANALISIS UNIVARIANTE Y
MULTIVARIANTE

En base a los resultados obtenidos en el apartado anterior, en los que la via portal demostré mejores
resultados para la supervivencia que la via central, se considerd llevar a cabo el analisis de factores

prondsticos para la supervivencia en las determinaciones de sangre portal.

4.3.1. Andlisis univariante

Conrespecto a las mediciones en VP, la mediana de supervivencia de los pacientes fue significativamente
mayor en aquellos con menos de 185 CTCs (24,5 meses [IC 95% 19,6-29,4]) frente a los 10 meses [IC95% 7,4-
12,5] que mostraron los pacientes que tuvieron mas de 185 CTCs (p=0,018). De igual manera, aquellos
pacientes que presentaron menos de 15 clusters mostraron una mediana de supervivencia de 19 meses [IC
95% 15,8-22,2] frente a los 10 meses [IC 95% 7,2-12,8] de los pacientes que tuvieron mds de 15 clusters
(p=0,040) (Tabla 12).

Los pacientes con invasion vascular (p=0,005), invasion linfatica (p=0,044) y con tumores con un grado
de diferenciacion G3 (p=0,003) tuvieron menor supervivencia. Sin embargo, la invasién neural no se

correlaciond con la SG.
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Tabla 12. Mediana de supervivencia (meses) por grupos por andlisis univariante.

Mediana

Variable Exitus (%) supervivencia IC 95% p
<185 CTCs portal 5 (38,5) 24,5 19,6-29,4 0,018
2185 CTCs portal 14 (63,6) 10,0 7,4-12,5
<15 clusters portal 8 (42,1) 19,0 15,8-22,2 0,040
215 clusters portal 11 (68,8) 10,0 7,2-12,8
No invasion vascular 9(40,1) 22,5 17,7-27,2 0,005
Invasion vascular 10 (76,9) 10,0 5,3-14,7
No invasion linfatica 11 (42,3) 18,0 15,6-23,8 0,044
Invasion linfatica 8(88,8) 10,0 5,6-14,4
No invasién neural 7 (41,2) 21,5 15,5-27,4 0,249
Invasion neural 12 (66,7) 13,0 4,9-21,0
Grado de diferenciacion

Gl1/G2 15 (53.5) 19,0 4,6-23,1 0003

G3 2 (40,0) 16,0 7,7-24,7 !

SG - 18,0 12,5-23,5 -

4.3.2. Andlisis multivariante

Para identificar los factores prondsticos de supervivencia a largo plazo, utilizamos un andlisis
estratificado univariante y un multivariante mediante la regresion de Cox. El analisis multivariante mostré que
tanto un numero de CTCs<185 (HR=4,464; p=0,016) como la ausencia de invasion vascular (HR=3,663;

p=0,013) fueron predictores independientes de mejor supervivencia a largo plazo (Tabla 13, Fig. 24).
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Variable

Sexo (masculino)
Edad

Estadio I-II

2185 CTCs portal

215 clusters portal

Invasion vascular
Invasion linfatica
Invasién neural

G1/G2vs. G3

Overall survival

Overall survival

Tabla 13. Factores prondsticos de supervivencia a largo plazo.

Univariante Multiple
0,
HR IC 95% p HR 1€ 95% P
2,050 0,789-5,325 0,140 - - -
1,000 0,949-1,054 0,988 - - -
1,566 0,555-4,415 0,396 - - -
3,236 1,135-5,221 0,028 4,464 1,316-15,152 0,016
2,486 0,989-6,247 0,053 1,330 0,443-4,528 0,624
3,568 1,346-9,457 0,011 3,663 1,321-10,204 0,013
2,418 0,969-6,031 0,058 2,512 0,940-6,711 0,066
1,698 0,666-4,328 0,268 - - -
0,841 0,196-3,771 0,841 - - i
(a) (b)
§ ‘
g
3
é
Ilo.nlhl Mo:ml
(c) (d)
No newral irwasion G1-G2
Neural Fvasion Gy
Months Hor;lho

Fig.24. SG segun: (a) Invasion vascular, HR=3,568 [1,346—9,457]; p=0,011; (b) Invasidn linfatica,HR=2,418 [0,969—-6,031]; p=0,058;
(c) Invasion neural, HR=1,698 [0,666—4,328]; p=0,268; y (d) Grado de diferenciacion tumoral HR=0,841 [0,196-3,771]; p=0,841.
Linea azul: no invasién o bajo grado (G1-G2); Linea roja: invasion o alto grado (G3).
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5. FACTORES PRONOSTICOS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

En este apartado abordaremos la supervivencia libre de enfermedad tanto en la recidiva local como en
la metdstasis a distancia.

Al igual que en la supervivencia global, para valorar el posible impacto de las CTCs y clusters en la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) se llevd a cabo un estudio comparativo de los puntos de corte de las
CTCs (185 CTCs/ml) y clusters (15 clusters/ml) en via portal y en via central. A diferencia de lo observado con
la supervivencia global, en el andlisis de la SLE no se observaron diferencias significativas entre la via central
y la via portal. Dado que la via portal ofrecié mejores resultados en el andlisis de la supervivencia, para

mantener la homogeneidad en el estudio, los analisis realizados se cifieron a los realizados en la via portal.

5.1. FACTORES PRONOSTICOS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION LOCAL

5.1.1. Anadlisis univariante

Excluyendo las resecciones incompletas, 23 pacientes (95,8%) tuvieron una supervivencia libre de
progresion local durante mas de seis meses, y 22 de ellos (91,7%) continuaban libres de progresidn local un
afio después del diagndstico primario. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la mediana de
supervivencia en relacién a los grupos de CTCs (Tabla 14, Fig. 25). De manera similar ocurrié con los clusters
(Fig. 26).

Los pacientes con invasidn linfatica (p=0,001) se asociaron con una menor supervivencia. Sin embargo,

la invasion vascular y neural no se correlacionaron con la SG.
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Tabla 14. Mediana de supervivencia libre de progresion local global por grupos.

Variable Mediana supervivencia 1IC 95% P
<185 CTCs portal 25,0 17,5-31,9 0,647
2185 CTCs portal 28,5 24,1-32,9
<15 clusters portal 29,0 23,9-34,3 0,787
215 clusters portal 22,5 19,3-26,2
No invasién vascular 28,0 23,9-32,8 0,827
Invasion vascular 21,0 15,6-26,4
No invasién linfatica 28,0 23,9-32,1 0,001
Invasion linfatica 12,0 8,5-15,7
No invasién neural 23,0 19,2-26,7 0,520
Invasion neural 26,5 20,5-32,6
SG 28,0 23,9-32,0 -
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5.1.2. Andlisis multivariante

De cara a identificar factores prondsticos para la progresion de la recurrencia local, se hizo un andlisis
univariante estratificado y un multivariante mediante la regresion de Cox. En ambos estudios, tan solo la

invasion linfatica se mostré como factor predictor independiente de recurrencia local (Tabla 15).

Tabla 15. Factores prondsticos de supervivencia libre de progresion local a largo plazo.

Univariante Multiple
Variable 1C 95%
HR IC 95% p HR ° P
Edad 0,983 0,860-1,123 0,797 *
Estadio I-Il 0,048 0,005-0,484 0,010 1,732 0,108-27,891 0,698
2185 CTCs portal 1,745 0,155-19,607 0,651 <
215 clusters portal 1,393 0,125-15,580 0,788 *
Invasion vascular 1,312 0,114-15,112 0,828 &
Invasion linfatica 4,950 1,210-20,249 0,026 4,133 1,109-21,152 0,031
Invasion neural 2,160 0,196-23,837 0,530 <

* No incluido en el andlisis de regresion multiple de Cox final.

5.2. FACTORES PRONOSTICOS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SISTEMICA

5.2.1. Anadlisis univariante

Excluyendo las resecciones incompletas, 19 pacientes (79,2%) tuvieron una supervivencia libre de
progresion sistémica durante mas de seis meses, y 18 de ellos (75,0%) continuaban libres de progresion
sistémica un afio después del diagnéstico primario. La mediana de supervivencia de los pacientes fue mayor
en el grupo con menos de 185 CTCs en comparacién con el grupo = 185 CTCs, aunque las diferencias no fueron

significativas (Tabla 16, Fig. 27). De manera similar ocurrid con los clusters (Fig. 28).
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Tabla 16. Mediana de supervivencia libre de progresion sistémica global por grupos (meses).

Variable Mediana supervivencia 1IC 95% P
<185 CTCs portal 20,5 12,1-29,4 0,636
2185 CTCs portal 18,0 3,9-32,2
<15 clusters portal 24,0 13,4-34,6 0,383
215 clusters portal 18,0 4,9-31,1
No invasién vascular 15,0 7,5-21,8 0,024
Invasion vascular 18,0 11,5-24,5
No invasién linfatica 20,5 15,6-26,0 0,082
Invasion linfatica 17,0 7,1-34,2
No invasién neural 18,0 11,5-24,5 0,992
Invasion neural 16,5 11,0-22,1
SG 18,0 11,5-24,5
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5.2.2. Andlisis multivariante

Para identificar factores prondsticos de supervivencia a largo plazo, utilizamos un analisis univariante
estratificado que demostré que solo la invasion vascular determina una menor supervivencia libre de

enfermedad para las metdstasis. El andlisis multivariante de Cox no logré determinar factores predictivos

(Tabla 17).
Tabla 17. Factores prondsticos para la supervivencia libre de progresion sistémica a largo plazo.
Univariante Multiple
Variable 1 95%
HR IC 95% p HR ° P

Edad 0,998 0,927-1,076 0,964 *
Estadio I-lI 0,310 0,066-1,441 0,135 *
2185 CTCs portal 1,433 0,303-6,763 0,650 i
215 clusters portal 1,777 0,458-6,900 0,406 *
Invasion vascular 38,46 0,138-106,383 0,204 <
Invasion linfatica 2,957 0,780-11,216 0,111 *
Invasion neural 1,006 0,002-3,484 0,992 &

* No incluido en el andlisis de regresion multiple de Cox final.
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CAPITULO VI

DISCUSION
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El cancer de pancreas es un tumor maligno intratable en el que la mayoria de los pacientes no muestran
sintomas evidentes hasta que la enfermedad alcanza un estadio avanzado, lo que dificulta su deteccién precoz
[6] y hace que el tratamiento sea tardio. Esta situacion dificulta la tendencia hacia la mejoria en la curva de
supervivencia de estos pacientes.

Tras la progresion del tumor, después de que se ha diseminado a otros érganos, se manifiesta como un
inicio gradual de sintomas no especificos [7]. En caso del cancer de pancreas metastasico la supervivencia es
aun menor. La metdastasis del cancer representa el mayor porcentaje de todas las muertes relacionadas con
el cdncer y es el factor determinante entre los canceres de bajo riesgo, tratables mediante vigilancia activa,
cirugia o terapia adyuvante, y los canceres de alto riesgo que requieren un tratamiento terapéutico agresivo
[87].

Uno de los puntos criticos en el abordaje terapéutico del cancer de pancreas es determinar marcadores
precoces que evaltien el prondstico y faciliten asi las decisiones terapéuticas. En la actualidad, debemos
esperar a tener una biopsia adecuada para evaluar la informacidn prondstica. Las biopsias suelen ser dificiles
de obtener antes de decidir si la mejor opcidn para el paciente es la cirugia o la quimioterapia. Por tanto, el
reto es poder identificar marcadores precoces en estos pacientes.

La biopsia liquida es una forma minimamente invasiva de obtener informacién del tumor como
herramienta para la medicina personalizada [168-170]. Con esta técnica se puede obtener informacion
importante a través del aislamiento y el analisis molecular de CTCs, ADNct, miARNSs circulantes y VEs derivadas
de tumores en varios fluidos corporales, principalmente sangre periférica. La biopsia liquida se centra en la
deteccion temprana del cancer, mejorando la estadificacion del cancer, la deteccién precoz de la recaida, el
seguimiento en tiempo real de la eficacia terapéutica, la deteccion de dianas terapéuticas y los mecanismos

de resistencia [112].

ADN tumoral circulante

Es uno de los analitos mas investigados de la biopsia liquida, puesto que hay estudios que sugieren su

potencial en la detecciéon temprana del cancer y la prediccidn de su recurrencia [114]. Se libera en la sangre
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por apoptosis y necrosis de las células tumorales, por lo que esta presente en altas concentraciones en la
sangre de los pacientes con cancer. Permite detectar tumores, reflejar la carga tumoral y monitorizar la

respuesta a las terapias [111, 113].

Exosomas

Se pueden considerar indicadores bidlogicos potenciales de diferentes tipos de cancer y se pueden usar
en la deteccidn temprana del cancer de pancreas puesto que estdn presentes en la sangre antes que los

causados por la necrosis [6, 111].

Células tumorales circulantes

Entre estas determinaciones, las CTCs, se han postulado como potenciales biomarcadores [161, 168, 171]
en el diagndstico diferencial precoz en el cancer de pancreas. Se observan en la sangre periférica de pacientes
con todo tipo de cancer, pero es raro encontrarlas en individuos sanos o con enfermedades no malignas a
diferencia de otros biomarcadores, como puede ser el CA 19-9 [194], que pueden ser identificados en
afecciones no cancerosas. Las CTCs se encuentran en la mayoria de los pacientes con ADCP en cualquier etapa
(localizado, localmente avanzado o metastasico) pero no se detectan en individuos sanos [137]. A pesar de
ello su funcién en el cadncer de pancreas aun no se ha definido por lo que se abre un extenso campo de
investigacidn en este sentido.

En el presente estudio, se analiza el valor prondstico tanto de CTCs libres como de clusters presentes en
las muestras de pacientes con adenocarcinoma en etapa temprana en la cabeza del pancreas. Hay estudios
gue sugieren que las CTCs pueden utilizarse como marcadores en el diagndstico diferencial y precoz del cancer
de pancreas y, ademas, la combinacion con otros biomarcadores ayudaria a mejorar la eficiencia diagndstica

[65, 138].
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1. LIMITACIONES Y DISCUSION DEL METODO

1.1. LIMITACIONES

La primera limitacién del estudio con la que nos encontramos fue el tamafo muestral. De los 280
pacientes que se presentaron en el comité de tumores, tan sélo 41 cumplieron los criterios de inclusidn.
Durante la cirugia, 3 de ellos fueron irresecables, en dos se detectaron metdstasis y en otro paciente se
pudieron hacer las extracciones pero no se pudo llevar a cabo el procesamiento por problemas técnicos con
el Isoflux™. De ahi que el nimero final de pacientes que pudieron completar el estudio fueran 35 pacientes.

Si bien los datos obtenidos con estos pacientes nos han aportado resultados claros respecto a algunos
de los objetivos marcados inicialmente en el estudio, en otros se detecta que seria necesaria una h mayor
para poder obtener resultados determinantes.

La biopsia liquida ha demostrado ser de gran utilidad en el diagndstico, prondstico y tratamiento para el
cancer de pancreas por su naturaleza menos invasiva. Sin embargo, quedan algunos problemas que hay que
resolver antes de que sus aplicaciones se puedan trasladar a la practica clinica. Una de estas limitaciones es
la menor sensibilidad y especificidad que presenta en comparacidn con la biopsia tradicional. Esto se debe a
que la biopsia liquida detecta alteraciones en fluidos corporales en lugar del tumor en si. Las CTCs son raras
en pacientes con cancer y pueden estar rodeadas por otros componentes de la sangre. A pesar de estas
limitaciones sigue siendo una herramienta Util en la identificacion de biomarcadores para el cancer de
pancreas. Debido a su naturaleza repetible y menos invasiva facilita el estudio de la progresidon de la
enfermedad en tiempo real. La mejora de esta técnica implica, por tanto, una mejora en la sensibilidad y

especifidad asi como una estandarizacidn en cuanto a la deteccidn, extraccion y evaluacion [111].

1.2. AISLAMIENTO DE CTCs

Las CTCs son liberadas del tumor sélido primario al torrente sanguineo y pueden proporcionar

informacion relevante para el diagndstico, prondstico y tratamiento del cancer [172, 173]. Sin embargo, su
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determinacion en el cancer de pancreas sigue siendo incierta ya que se han utilizado diferentes marcadores
para detectar formas heterogéneas de CTCs [170, 174-176]. Por otro lado, se han propuesto los clusters como
posibles factores prondsticos en el adenocarcinoma de pancreas [177]. Sin embargo, no se ha determinado
el papel potencial del nimero de células dentro de los clusters o su tamario.

En los Ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de técnicas de deteccion de CTCs, basadas en
diferentes principios y rendimientos [153, 163, 178], porque se ha demostrado que su deteccion puede estar
relacionada con la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, actualmente, existen muchas cuestiones sin
resolver en cuanto a la aplicacidn clinica de CTCs en pacientes con cancer, relacionadas con la precision,
sensibilidad y especificidad de la técnica, determinacidn del punto de corte en los niveles de CTCs que tengan
correlacidn con la supervivencia asi como la seleccién de marcadores idéneos para su identificacién.

Una de las moléculas de superficie mas comun en las CTCs es EpCAM (molécula de adhesion de células
epiteliales), que se origina a partir del epitelio, estd presente en el 80% de los tumores sélidos y ausente en
células sanguineas periféricas. Entre las CTCS y las células sanguineas, no sélo existen diferencias bioquimicas
sini que también existen diferencias fisicas, como pueden ser el tamafio y la rigidez.

Es por ello por lo que elegimos el sistema EpCAM-Isoflux™ para su aislamiento. En trabajos anteriores,
se aislaron significativamente mas CTCs utilizando el mismo método de aislamiento basado en EpCAM con
el sistema IsoFlux™, en comparacidn con CellSearch®. Sin embargo, la comparativa de las dos plataformas
para el aislamiento de CTCs es compleja debido a que utilizan diferentes clones de anticuerpo y diferentes
perlas magnéticas para el proceso de captura.

El sistema IsoFlux™ utiliza microesferas a escala micrométrica, que generan un momento magnético que
es suficiente para capturar células incluso con una baja expresion de marcadores [179]. En la literatura se han
reportado diferentes sensibilidades de deteccidon. Aun asi, no son comparables con nuestro estudio porque
hemos utilizado un método de enriquecimiento altamente efectivo con una forma automatizada de
enumeracién, lo que nos ha permitido detectar CTCs en el 100% de las muestras en pacientes con cdncer de
pancreas temprano. El trabajo de Hugenschmidt y col. estudié CTCs de muestras de sangre antes de la cirugia,
incluidos pacientes en estadios avanzados con enriquecimiento CellSearch® y andlisis manual de imdagenes,

obteniendo un 7% de deteccién [180]. White y col. aumentaron la sensibilidad de deteccién al 71% porque
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estudiaron CTCs a partir de muestras de via portal e incluyeron pacientes en estadios avanzados con
enriquecimiento CellSearch® y andlisis manual de imagenes [181]. Buscail y col. detecté 45-59% con dos
técnicas diferentes de enriquecimiento de CTCs utilizando un dispositivo de identificacién ddPCR para KRAS
con una tasa de mutacién del 92% en ADCP e incluyendo pacientes con estadios avanzados [182].

A pesar de que el sistema CellSearch® se considera el método mas estandarizado para la deteccion de
CTCs, presenta una sensibilidad relativamente baja en comparacion con el sistema Isoflux™ que permite una
recuperacion casi completa de las CTCs intactas. Muchos trabajos han informado de los buenos resultados
del sistema Isoflux™ para aislar CTCs en diferentes tipos de cancer [183-190]. Alva y col. analizaron muestras
de sangre de pacientes con cancer de vejiga por ambos sistemas, CellSearch® e Isoflux™, concluyendo que el
sistema Isoflux™ mostraba una mayor sensibilidad para la deteccién de CTCs en este tipo de cancer, lo cual
podria ser debido a que el sistema Isoflux™ consigue un flujo mas uniforme y una mayor fuerza magnética
dentro del cartucho de aislamiento [183]. La tasa de recuperacién de CTCs en pacientes con cancer colorrectal
fue mayor con el sistema Isoflux™ que la descrita por el sistema CellSearch® (87% frente al 23%,
respectivamente) [191]. Sdnchez-Lorencio y col., al igual que en los trabajo anteriores, encontré una mayor
sensibilidad en la deteccién de CTCs en pacientes con HCC en lista de espera de trasplante con el sistema
Isoflux™. Obtuvieron diferencias significativas en los niveles de CTCs resultantes con los dos sistemas,
CellSearch® e Isoflux™, aislando CTCs en el 8,3% y en el 83,33% de las muestras, respectivamente [186].

Con estos precedentes podemos determinar que el sistema Isoflux™ es un sistema optimizado para

conseguir una elevada tasa de recuperacién en células que expresan EpCAM en su superficie.

1.3. METODO DEL ALGORITMO DE LA TRANSFORMADA DE HOUGH

Para el aislamiento de CTCs mediante el sistema Isoflux™, se define la poblacién de células tumorales
en base a los criterios previamente publicados en otros trabajos [188, 192, 193]. EpCAM es una de las
proteinas mas expresadas en las CTCs y también se sobreexpresa en tumores y otras células. Tras el
aislamiento de células potencialmente tumorales mediante el marcador EpCAM catalogamos, utilizando

microscopia de fluorescencia, las CTCs reales como CK+/CD45-/ células nucleadas morfolégicamente intactas
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(Hoechst 33342+). Dado que la seleccién inmunomagnética positiva que se ha utilizado no es 100% eficaz
para discriminar las células contaminantes de CD45, si las hubiera, se utilizaron anticuerpos dirigidos contra
CD45 para identificar y diferenciar las CTCs de las PBMC CD45+, asi como de globulos rojos y plaquetas
Hoechst 33342-. Diferentes combinaciones de dispositivos y software para la enumeracion de CTCs han
mostrado sensibilidad, especificidad y una alta correlacién en el nimero de CTCs detectadas, pero siempre
bajo la supervision de un técnico. El software IsofluxTM Cytation Imager se utiliza con frecuencia, pero no se
ha encontrado evidencia en términos de su sensibilidad y precisién.

Para la cuantificacién y caracterizacidn de CTCs y clusters utilizamos un método basado en el algoritmo
de la transformada de Hough, un método semiautomatico en el que la interaccidn del usuario sélo se requiere
para especificar el umbral y eliminar el ruido. Es una técnica que permite identificar formas en imagenes.

Para la validacidn de esta técnica se realizaron analisis en los que se incluyeron lineas celulares tumorales
(CCP), como controles positivos, y muestras de donantes sanos, como controles negativos. En cuanto a la
recuperacion de células cancerosas, el método Hough-IsofluxTM mostré una tasa de recuperacion de CCP del
80,75%. Ademas, encontramos una alta sensibilidad (89,00%) y precision (91,00%) para la deteccién de CTCs,
similar a otros analizadores, como el CellSpotter® [163], que mostré una sensibilidad del 85% y una precision
del 99,7%. Aunque la sensibilidad y la precisidn mostraron buenos resultados, no son perfectos. En esa linea
de pensamiento, algunos autores, como Chen y col. [194], mejoraron sus resultados combinando CTCs con
CA 19-9.

Aunque la literatura disponible proporciona varias sensibilidades de deteccidn, esos valores no son
comparables a los de nuestro estudio. La razén es que utilizamos una técnica de enriquecimiento de alto
rendimiento, seguida de un método automatizado de enumeracion. Esto llevo a la deteccién de CTCs en el
100% de las muestras estudiadas de pacientes con cancer de pancreas precoz. Cuando se evalué la linealidad
entre ambos métodos, Manual-Isoflux™ y Hough-Isoflux™ , se encontré una alta correlacién entre ellos
(R>=0,988 y R?=0,974, respectivamente). Esto se observé tanto en los controles positivos como en los
controles negativos asi como en los pacientes con CP.

Puesto que los clusters estan relacionados con metdastasis tumorales [153-155], su determinacion es muy

importante para fines clinicos. En el presente estudio hubo una alta correlaciéon entre ambos métodos para
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la deteccidon de CCP en los grupos controles, pero se encontré una menor correlacién en muestras de
pacientes con ADCP. Esto podria explicarse porque se incluyeron pardmetros restrictivos en el software para
evitar el contaje de artefactos en el muestra. En este sentido, se considerd que seria mas apropiado mejorar
la precision en lugar de aumentar los falsos positivos. Ademas, otra explicacién para un menor coeficiente de
correlacidon entre el método Manual-Isoflux™ y el método Hough-lsoflux™ podria estar relacionada con la
mascara binaria generada durante el procesamiento de datos después de las operaciones ldgicas realizadas
con cada canal de color. Esta mascara binaria se obtiene después de una multiplicacién légica entre las
mascaras binarias de los canales azul y verde (Hoechst 33342 y CK, respectivamente) y, finalmente,
eliminamos los pixeles de umbral del canal rojo (CD45). El objetivo es cuantificar los componentes tefiidos
de azul y verde pero no de rojo, descartando de esta forma las células con expresién de CD45.

La implementacién de esta mascara es un paso crucial para la alta sensibilidad y precision en los
recuentos de CTCs, que tienen una morfologia redondeada bien definida. Los clusters, por el contrario,
muestran formas irregulares con dos o mas CTCs dentro de ellos, lo que a menudo resulta en CTCs
superpuestas que son mas dificiles de identificar en base a la transformada de Hough.

Un enfoque potencial para mejorar los coeficientes de correlacidn, podria ser aumentar el factor de
sensibilidad para encontrar circulos superpuestos en una forma irregular. Sin embargo, este factor podria
contar eventos que no fueran CTCs o contar una CTC mas de una vez. Por lo tanto, este punto necesita mas
investigacion.

Usando el método Hough-IsofluxTM, se pudo determinar el tamafo de CTCs y clusters. Sin embargo,
estas mediciones son una estimacion porque se mide la correlacién entre Hoechst 33342 y CK (Figura 17). CK
marco el citoplasma, mientras que Hoechst 33342 marco el ndcleo celular. Por tanto, en algunos casos, la CK
fue mas representativa que la correspondencia en la determinacion del tamafio celular.

Una limitacién de este método para este enfoque clinico especifico es que requiere mas memoria que
en otros campos ya que se necesitan varias imagenes debido a la generacién de mascaras. Este proceso puede
producir imagenes de mas de 7000 x 7000 pixeles. Por lo tanto, el coste computacional de la técnica es alto.

La eleccion de la mediccion por este método se debe a que la transformada de Hough resulta ser un

método excelente para contar CTCs, definida como una célula nucleada EpCAM, CK positiva, pero negativa
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para CD45, siendo ademas facil de implementar puesto que puede generar resultados en tiempo real, lo cual
es muy adecuado para el recuento de CTCs en aplicaciones clinicas. Este método de andlisis de imagenes
podria extrapolarse para contar CTCs aisladas por CellSearch® u otro dispositivo cuando las muestras estan
etiquetadas con EpCAM.

Ademas, este enfoque podria permitir contar otras células al procesar los canales de imagen de acuerdo
con la expresién de las manchas que definen las células en estudio [14].

El presente estudio determind las caracteristicas tanto de CTCs libres (nimero y tamafio) como clusters
(numero, tamafio y CTCs dentro de clusters) mediante inmunofluorescencia con Hoechst 33342, marcador

epitelial de CK'y CD45 a través de la medicion de CTCs por transformada de Hough.

2. VIA PORTAL vs. VIA CENTRAL

Se obtuvieron muestras de CVC y VP para determinar el mejor enfoque para evaluar la correlacidon
potencial de las mediciones de CTCs con el prondstico del paciente. Las CTCs podrian detectarse en las
primeras etapas del CP en ambas muestras de sangre (CVC y VP) en todos los pacientes.

Se encontraron mas CTCS y clusters en las muestras de CVC que en las muestras de VP, a diferencia de
todos los demas resultados publicados anteriormente y la comprension actual. Sin embargo, las diferencias
entre las CTCs detectadas en VP y CVC no son significativas. Como posibles explicaciones se propone, en
primer lugar, que la extraccidon de sangre portal se realiza con agujas finas; por el contrario, CVC se realiza a
través de la ruta central en si, lo que lleva a una mayor destruccién de células en VP. En segundo lugar, las
CTCs obtenidas en VP durante la cirugia podrian ser mas susceptibles a la apoptosis; en cambio, las CTCs
sanguineas centrales, al llevar mas tiempo en el torrente sanguineo, sufren cambios fenotipicos que les
permitirian sobrevivir mas tiempo. Y tercero, en VP, solo se detectaron CTCs recién descargadas en el torrente
sanguineo portal, pero en CVC, las CTCs podrina deberse a descargas anteriores que permanecieron en el
torrente sanguineo. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas; por lo tanto, se considera que este hallazgo no es clinicamente relevante, a

diferencia del impacto de los niveles de CTCs en el VP asociado con la supervivencia.
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Un estudio de casosy controles seria imposible de realizar porque los controles negativos de las muestras
de VP no estarian éticamente aprobados porque existen riesgos quirurgicos en ese muestreo. Para obtener
una muestra éptima de la VP quirdrgica, es necesario realizar una diseccion del conducto biliar y una
transeccion; esta diseccion solo es posible en cirugias seleccionadas como la duodenopancreatectomia, la
hepaticoyeyunostomia o el trasplante hepatico. Desafortunadamente, la mayoria de estos procedimientos se
realizan en pacientes con cédncer o cirrosis hepatica en quienes se presenta hepatocarcinoma (HCC). Aun asi,
no pudimos considerarlos verdaderos negativos porque las CTCs probablemente estaban relacionadas con el

HCC.

CTCs y clusters en sangre portal y central segtin grado de diferenciacion

El nimero de CTCs dentro de clusters es mucho mayor en tumores con un grado de diferenciacén G3
que en tumores de grado G1/G2 y esto resulta en ambas muestras (CVCy VP).

Una vez que las células de CP invaden los capilares en el tejido tumoral, pueden ingresar a la vena porta
para la metastasis distal, como la metastasis en el higado y el pulmdn. Los canceres de bajo grado (G1) tienden
a crecer y diseminarse mads lentamente que los canceres de alto grado (G3). La mayoria de las veces, los
canceres de pancreas con un grado de dieferenciacion G3 tienden a tener un mal prondstico en comparacién
con los canceres de grado G1/G2 [67-69].

Los clusters son altamente metastasicos. Aceto y col. han demostrado que los clusters en pacientes
metastasicos estaban relacionados con una supervivencia mas corta [154]. Un cluster puede incluir otras
células, como plaquetas, células inmunitarias y fibroblastos asociados con el cancer, lo que proporciona un
microambiente local que protege las CTCs dentro del cluster y facilita la colonizacién [133]. Por lo tanto, la

cuantificacion de las CTCs agrupadas podria agregar informacidn prondstica relevante.
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CTCs y clusters en sangre portal y central segun tamaio y niveles de CA 19-9

En ambas muestras (CVC y VP), el valor de CA 19-9 tiene una correlacidén positiva con CTCs y clusters.
Para realizar estos analisis se utiliza el coeficiente de correlacion de Spearman (Rho), con valores
comprendidos entre -1 y 1. El valor 1 indica una correlacidn positiva perfecta entre las variables, el valor 0
indica que no hay correlacién entre las variables y el valor -1 indica una correlaciéon negativa perfecta entre
las variables. Cuanto mas cerca esté Rho de cero, mas débil sera la correlacidon entre variables.

El coeficiente de correlacion de Spearman permite observar que el nimero de CTCs totales esta
directamente relacionado con el tamafio del tumor. Cuanto mayor sea el tamafo del tumor, mayor sera el
numero total de CTCs para ambas muestras de sangre (CVCy VP). Pero un dato critico que permite vislumbrar
la fisiologia de CTCs es que los clusters y el nimero de CTCs dentro de clusters tienen una relacién indirecta
para CVCy directa para VP en el caso de los clusters.

La muestra de sangre en VP se toma mas cerca del tumor primario Unico; estos hallazgos permitirian
sugerir que los clusters disminuyen de tamafio en el trayecto desde la vena porta, a través del higado, hasta
el torrente sanguineo, disminuyendo el nimero de células en su interior y liberdndolas, por tanto, como CTCs
libres. Sin embargo, la ubicaciodn fisica de las CTCs cambia, el nimero total permanece constante y en relacion

directa con el tamafio del tumor.

CTCs y clusters en sangre portal y central segtin invasion microscopica

La invasion neural, vascular y linfatica son también factores relacionados con la supervivencia. En el
presente estudio, no se encuentra una correlacion significativa entre las mediciones de CTCs y la invasion
microscépica.

Sin embargo, en pacientes con invasion vascular se observa un elevado nimero de CTCs, tanto libres
como totales, en muestras de VP respecto a los que no la tienen. En estas determinaciones se observa una
tendencia a la correlacion entre los niveles de CTCs y clusters con la invasién vascular.

De aqui se puede deducir que el mecanismo bioldgico de la dispersion hematdgena del tumor esta
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asociado con la invasion vascular.

Dado el bajo nimero de pacientes, este trabajo es un generador de hipdtesis que determina que la
presencia de CTCs en VP podria ser un factor prondstico para predecir mal prondstico en CP temprano. Para
validar esta propuesta, estos resultados necesitan validacidon con una poblacién de pacientes mas grande y

un seguimiento mas prolongado.

CTCs y clusters en sangre portal y central en relacion a la supervivencia global

El ADCP es uno de los cdnceres mas agresivos asociado con un mal prondstico y una alta mortalidad,
teniendo el menor indice de resecabilidad y una baja tasa de supervivencia a 5 afos, debido principalmente
a su diagndstico tardio.

Generalmente, solo el 24% de las personas sobreviven 1 afio después del diagndstico y el 9% sobreviven
5 afos [73]. La cirugia puede prolongar la supervivencia de los pacientes con cancer de pancreas en etapa
temprana en al menos 2 afios [74]. A pesar de la n reducida con la que cuenta el estudio este dato coincide
con los resultados obtenidos para la supervivencia global, puesto que la mediana de supervivencia fue de 18
meses postoperatoria.

Sin embargo, incluso cuando la reseccion se realiza con éxito, la tasa de supervivencia global de 5 afios
sigue siendo de alrededor del 10-25%; pero si el cancer se ha diseminado a otros drganos o tejidos
circundantes, la tasa de supervivencia a 5 afios es del 12% post-quirirgico. EI 52% de las personas
diagnosticadas después de que el cancer se ha diseminado a una parte distante del cuerpo, tiene una tasa de
supervivencia a 5 afios del 3%. A pesar de la reseccién radical (RO), presentara recaidas locales o a distancia
después de la cirugia, el 80% de los pacientes. Para poder realizar la comparativa de estos datos con los
obtenidos en el estudio seria necesario un seguimiento de los pacientes a mas largo plazo, es decir, mas alla
de los 24 meses.

Hay estudios que demuestran que la quimioterapia adyuvante después de la cirugia puede mejorar la
mediana de supervivencia en comparacidn con la ausencia de quimioterapia [75-79], sin embargo, sélo el 15-

20% de los pacientes con CP son candidatos a cirugia debido a la presentacién tardia de la enfermedad [13].
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Como se observé en otros estudios, en pacientes con estadios tempranos [137, 148, 195], ninguno de
los parametros evaluados por CTCs se correlacioné con el CA 19-9 preoperatorio o el tamafio del
tumor/estadio TNM medido por TC ya sea de CVC o VP. Sin embargo, se encuentra por primera vez que el
numero de clusters (> 20 grupos/ml) y de CTCs dentro de clusters (> 64 CTC) medidos en VP se correlacionaron
con un grado negativo de diferenciacién tumoral en la biopsia. Estos hallazgos podrian orientar el diagnédstico
preoperatorio cuando es imposible realizar una biopsia preoperatoria.

Actualmente, la correlacidon de los valores de CTCs con la supervivencia libre de progresién o las
metdstasis hepaticas en el adenocarcinoma de pancreas no avanzado sigue siendo controvertida [137, 148,
195, 196].

Para poder determinar si los niveles de CTCs y clusters tenian impacto en la supervivencia, se procedié a
valorar puntos de corte en ambos pardmetros. Una vez calculada la media (m) y la desviacién estandar (DE),
en base a la aproximacion de corte dptimo de Altmann, se estima el valor de p67 (o p33) consultando en una
tabla de probabilidad de la distribucién normal el valor de Pr (z<z)=0,67, que corresponde a 0,724 [168]. Por
lo tanto, se determina ese cuartil como m + 0.724s. Normalmente, la literatura usa Q3 (p75) para considerar
el valor alto y Q1 (p25) para valores bajos. Se decide usar p33 en lugar de p25 para aumentar la sensibilidad
a menor especificidad. Para evaluar posibles puntos de corte, no es recomendable utilizar valores extremos
en cada lado. Por lo que se excluye entre el 5-10% de cada criterio de valoracién.

De ahi que, el valor de CTCs y clusters se fijara en el percentil 33 (p33), lo que resultd en un punto de
corte de 185 CTCs y 15 clusters.

En las muestras de CVC, no se encontraron diferencias significativas en el andlisis de la supervivencia en
funcidén de los niveles de CTCs y clusters. Por el hecho de haber demostrado la VP mejores resultados para la
superviencia, mnos decantamos por esta via en lugar de la central para llevar a cabo el andlisis de factores

prondsticos para la supervivencia.
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3. FACTORES PRONOSTICOS PARA LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

Segun el analisis univariante, la supervivencia fue significativamente mayor en pacientes con menos de
185 CTCs y menos de 15 clusters. Asi mismo tuvieron menor supervivencia aquellos pacientes con invasion
vascular, invasion linfatica y tumores con un grado de diferenciacion G3.La invasion neural no se correlacioné
con la SG.

En el andlisis multivariante, mas de 185 CTCs/ml en sangre portal (HR 4,464) e invasion vascular (HR
3,663) fueron predictores independientes de supervivencia. Estos hallazgos no se observaron en las
determinaciones de CVC.

White y col. han descrito que el numero de CTCs en VP se correlaciona con la supervivencia. Aun asi,
este trabajo se ha llevado a cabo en diferentes etapas del ADCP, con otro método de aislamiento y conteo
manual, lo que explica que hayan encontrado CTCs en solo el 71% de las muestras de VP [181]. En coincidencia
con el trabajo de White y col., la diferencia estaria dada por la metodologia utilizada ya que estudios
comparando CellSearch® e IsofluxTM demostraron que es hasta 8 veces mas sensible, lo que explicaria el
elevado numero [179]. Al encontrar una tasa de positividad del 100%, se podria pensar que estas células
estarian contaminadas con células epiteliales y, por lo tanto, se realizaron controles de calidad exhaustivos.

La originalidad de este trabajo esta dada en la sensibilidad clinica que se ha demostrado a través de un
punto de corte que permite discriminar el prondstico de la enfermedad con cierta fiabilidad. En consecuencia,
la presencia de células endoteliales falsas positivas no seria viable porque la CK no se expresa en estas células;

por lo tanto, se considera que tal falso positivo es poco probable.

4. FACTORES PRONOSTICOS PARA LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Al igual que en la supervivencia global, para valorar el posible impacto de las CTCs y clusters en
la supervivencia libre de enfermedad (SLE) se llevd a cabo un estudio comparativo de los puntos de
corte de las CTCs (185 CTCs/ml) y clusters (15 clusters/ml) en via portal y en via central. A diferencia

de lo observado con la supervivencia global, en el andlisis de la SLE no se observaron diferencias
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significativas entre la via central y la via portal. Dado que la via portal ofrecié mejores resultados en
el andlisis de la supervivencia, para mantener la homogeneidad en el estudio, los analisis realizados
se cifieron a los realizados en la via portal.

En ambos andlisis, univariante (p=0,001) y multivariante (p=0,031), en relacién a la supervivencia libre
de progresion local tan sélo la invasidn linfatica resultd tener correlacion y se mostré como factor predictor
independiente de recurrencia local.

En cuanto a la supervivencia libre de progresion sistémica, solo la invasion vascular demostré una menor
supervivencia libre de enfermedad para las metastasis.

Al igual que en otros estudios [142, 196], el tiempo libre de enfermedad en aparicién de metastasis y
recurrencias locales fue menor en pacientes con valores por encima del punto de corte en CTCs y clusters,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Por tanto, no podemos concluir que los
niveles de CTCs y clusters sean predictores de metdstasis o recidiva local en el seguimiento de los pacientes
de nuestro estudio.

Se excluyeron los pacientes con metdstasis, pero se analizaron los pacientes que desarrollaron metdstasis
durante el seguimiento. El objetivo del estudio fue evaluar las CTCs como parte de una biopsia liquida
intraoperatoria con un tumor Unico no diseminado. Por definicién, una biopsia liquida debe obtenerse
mediante métodos no invasivos. Aunque obtener sangre de VP es clinicamente invasivo, dado que todos los
pacientes incluidos en este estudio eran susceptibles de cirugia como parte de su tratamiento, se considerd
gue los analisis de CTCs de VP no implicaron un proceso invasivo adicional.

El estudio encontré que la determinacién de CTCs y clusters en VP fue mejor que en CVC como
marcadores prondsticos en pacientes con adenocarcinoma de cabeza de pancreas en estadio temprano. Por
lo tanto, las determinaciones de clusters y el nimero de CTCs dentro de un cluster en VP podrian ser utiles
para evaluar el grado de diferenciacién del carcinoma de pancreas. El nimero de CTCs libres en VP seria

beneficioso para determinar el prondstico a largo plazo antes de la decision terapéutica.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES
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En respuesta a los objetivos marcados al inicio del estudio, en base a los resultados obtenidos, hemos

llegado a las siguientes conclusiones:

1. El método de la transformada de Hough ha resultado ser adecuado para la cuantificacidon vy
caracterizacion de CTCs, clusters y CTCs dentro de clusters, tras su aislamiento mediante el sistema

Isoflux™.

2. Existe una buena correlacién entre los resultados obtenidos en ambas vias de acceso, portal y central,
y no hay diferencias significativas entre ellas en cuanto a las caracteristicas del tumor consideradas,

tales como grado de diferenciacion, tamafio y niveles preoperatorios de CA 19-9.

3. Sin embargo, los resultados obtenidos en la via portal mostraron una mayor correlacion entre los

niveles de CTCs y clusters con la supervivencia global, no observandose en la via central.

4. Enrelacién ala supervivencia global, la presencia de mas de 185 CTCs/mly la invasidn vascular fueron

factores predictores independientes de mal prondstico a largo plazo.

5. En cuanto a los factores prondsticos de supervivencia libre de progresién local, tan solo la invasién

linfatica se mostré como factor predictor independiente de recurrencia local.

6. Finalmente, con respecto a los factores prondsticos de supervivencia libre de progresién sistémica,

sélo la invasidn vascular se asocid con una menor supervivencia libre de enfermedad para las

metadstasis, no pudiéndose contrastar en el analisis multivariante.
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ANEXO I. DICTAMEN DEL CEI DE LOS HOSPITALES UNIVERSITARIOS VIRGEN MACARENA-VIRGEN DEL ROCIO
JUNTA DE ANDALUCIA St Gamer e Calasa, mocstorbin, Dol 4 Mmoo

Comité Coordinador de Etica de la Investigacion Biomédica de Andalucia

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA

D/D?: Jose Salas Turrents como secretario/a del CEl de los hospitales universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocio

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta de FISEVI. Fundacién publica andaluza. Sevilla para realizar el estudio de
investigacion titulado:

TITULO DEL ESTUDIO: Impacto de la diseminacién de las CTCs durante la duodenopancreatectomia cefélica
en la aparicion de metastasis y supervivencia en pacientes con tumores de pancreas y
periampulares

Protocolo, Version: 1
HIP, Version: 1
Cl, Version: 1

Y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y se ajusta a los principios
éticos aplicables a este tipo de estudios.

La capacidad del/de la investigador/a y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.
Estan justificados los riesgos y molestias previsibles para los participantes.
Que los aspectos econémicos involucrados en el proyecto, no interfieren con respecto a los postulados éticos.

Y que este Comité considera, que dicho estudio puede ser realizado en los Centros de la Comunidad Auténoma de Andalucia

que se relacionan, para lo cual corresponde a la Direccién del Centro correspondiente determinar si la capacidad y los medios

disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Lo que firmo en SEVILLA a 21/12/2016

D/D®. Jose Salas Turrents, como Secretario/a del CEl de los hospitales universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocio

Cédigo Seguro De Verificacion: c5c566dd144ff24b0lcf98ec93a3dadeb566£b97 Fecha 21/12/2016
Normativa Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la Ley 59/2003, de 19 de diciembre, de firma electrénica.
Firmado Por Jose Salas Turrents
Url De Verificaciéon https://www.juntadeandalucia.es/salud/portaldeetica/xhtml/ayuda/verificg Pagina 1/2
rFirmaDocumento.iface/code/c5¢c566dd144££24b01cf98ec93a3dadeb566£b97
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CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesion celebrada el 24/11/2016 y recogida en acta 13/2016 l|a propuesta del/de la
Promotor/a FISEVI. Fundacién publica andaluza. Sevilla, para realizar el estudio de investigacién titulado:

TITULO DEL ESTUDIO: Impacto de la diseminacion de las CTCs durante la duodenopancreatectomia ceféalica en la
aparicion de metastasis y supervivencia en pacientes con tumores de pancreas y periampulares

Protocolo, Version: 1
HIP, Version: 1
Cl, Version: 1

Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité:

Presidente/a
D/D?2. Victor Sanchez Margalet

Vicepresidente/a
D/D?. Dolores Jiménez Hernandez

Secretario/a
D/D?. Jose Salas Turrents

Vocales

D/D?. Enrique Calderén Sandubete
D/D?. Francisco Javier Bautista Paloma
D/D?. Gabriel Ramirez Soto

D/D?. Carlos Garcia Pérez

D/D?. Juan Ramén Lacalle Remigio
D/D?. Joaquin Quiralte Enriquez

D/D?. Cristina Pichardo Guerrero

D/D?. Javier Vitorica Fernandez

D/D?. Juan Carlos Gomez Rosado
D/D?. Luis Lopez Rodriguez

D/D?. Enrique de Alava Casado

D/D?. EVA MARIA DELGADO CUESTA
D/D?. ANGELA CEJUDO LOPEZ

D/D?. M LORENA LOPEZ CERERO
D/D?. Amancio Carnero Moya

D/D?. Manuel Ortega Calvo

D/D?. LUIS GABRIEL LUQUE ROMERO
D/D?. ANTONIO PEREZ PEREZ

D/D?. Maria Pilar Guadix

Que dicho Comité, esta constituido y actua de acuerdo con la normativa vigente y las directrices de la Conferencia Internacional de
Buena Practica Clinica.

Lo que firmo en SEVILLA a 21/12/2016

Cédigo Seguro De Verificacion: c5c566dd144ff24b0lcf98ec93a3dadeb566£b97 Fecha 21/12/2016
Normativa Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la Ley 59/2003, de 19 de diciembre, de firma electrénica.
Firmado Por Jose Salas Turrents
Url De Verificaciéon https://www.juntadeandalucia.es/salud/portaldeetica/xhtml/ayuda/verificg Pagina 2/2

rFirmaDocumento.iface/code/c5¢c566dd144££24b01cf98ec93a3dadeb566£b97
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ANEXO II. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

CETUPANC

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacién titulado “Impacto de la
diseminacion de las CTCs (Células Tumorales Circulantes) durante la duodenopancreatectomia
cefdlica en la aparicion de metdstasis y supervivencia en pacientes con tumores de pdncreas y
periampulares”, que esta siendo realizado y coordinado por el Dr. Javier Padillo Ruiz como
investigador principal del proyecto, del Servicio de Cirugia General del Hospital Universitario
Virgen del Rocio (Sevilla) y en su Hospital por el Dr.
El estudio va a llevarse a cabo en diferentes centros de ambito nacional y ha sido ya evaluado y

aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de los Centros participantes.

Antecedentes

El tratamiento quirdrgico constituye el mejor tratamiento para los pacientes que, como usted,
tienen tumores pancredticos y periampulares que son extirpables. Desde el punto de vista
técnico, evitar la diseminacién tumoral durante la cirugia y obtener unos margenes quirurgicos
libres de enfermedad son unas de las mayores dificultades de esta cirugia y se consideran de una
importancia capital para conseguir buenos resultados.

La intervencidn quirurgica que se le va a realizar se denomina duodenopancreatectomia cefalica.
Consiste en la extirpacién de la cabeza pancreatica junto a otras estructuras anatémicas que por
su cercania a la cabeza del pancreas se incluyen necesariamente en la pieza quirdrgica: antro
gastrico, duodeno, parte del yeyuno, cabeza pancreatica, via biliar y vesicula biliar. Existen
variaciones de la técnica quirdrgica disefiadas con intencidn de ampliar los margenes de reseccién
o bordes de seccién y reducir la diseminacién de las células tumorales. Las dos técnicas que se
emplean actualmente por la mayoria de los grupos especializados en la reseccidn del cancer de
pancreas son la técnica de “no Tocar” y el abordaje inicial de la arteria mesentérica superior
(AMS). La diferencia entre las dos técnicas quirdrgicas que se quieren estudiar estriba en que la

extirpacion del tumor se realiza con diferentes angulos de ataque de la zona anatémica.
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éCual es el objetivo de este estudio?

Valorar si es posible mejorar la técnica quirlrgica de la extirpacion de la cabeza pancreatica en
cuanto a los resultados oncolégicos, sin aumentar las posibles complicaciones postoperatorias,
para ello el objetivo principal consiste en medir las células del tumor que pueden liberarse a la
sangre en el acto de la cirugia y compararlas entre las dos técnicas, para intentar diferenciar cual

puede ser mas beneficiosa de cara al resultado final de la cirugia.

éPor qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participacién en este estudio ya que ha sido diagnosticado de adenocarcinoma de
pancreas o periampular y se le tiene que realizar una duodenopancreatectomia cefalica. El Unico
modo de confirmar qué técnica quirdrgica es mejor, es hacer dos grupos de pacientes de parecidas
caracteristicas y a unos realizar el abordaje de “no-tocar” y a otros el de la arteria mesentérica
superior y comparar la evolucidn de ambos grupos. Para ello, durante la intervencién quirargica
se tomaran hasta un maximo de 4 muestras sanguineas mediante puncién de la vena porta.

Por lo demas, a todos los pacientes se les tratara igualmente y llevaran los mismos cuidados

perioperatorios.

¢En qué consiste su participacidon? ¢ Qué tipo de pruebas o procedimientos se le realizaran?

Se le solicita permiso para aleatorizar o asignar al azar (como tirar una moneda al aire) la técnica
de abordaje quirdrgico que se realizard en su intervencién y utilizar con fines cientificos los
resultados del procedimiento que se le realice a Vd. Su cirujano no sabra qué intervencion debe
realizar hasta el momento previo a la entrada en el quiréfano, durante la intervencién quirurgica
se tomaran hasta un maximo de 4 muestras sanguineas mediante puncién de la vena porta.

La participaciéon en el presente ensayo clinico no supone ninguna alteracién del tratamiento que
esté llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a partir de los estudios clinico-

bioquimicos que se le realicen sera siempre bajo criterio médico.

Se le realizard un seguimiento dentro del ensayo clinico de hasta 36 meses.
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éCuales son los riesgos generales de participar en este estudio?
No se prevé ningun riesgo adicional para usted ya que ambas técnicas quirlrgicas se utilizan
habitualmente. No obstante, debe conocer los riesgos derivados de la puncién de la vena porta

para la obtencidn de las 4 muestras de sangre:
* Hematoma en hilio hepdatico
e Trombosis portal o mesentérica superior

* Hemoperitoneo

El promotor del ensayo ha contratado un seguro de responsabilidad civil con la compafiia
aseguradora W.R. Berkley Europe AG, POLIZA N2: 2015281, que le proporcionard la compensacion
e indemnizacién en caso de menoscabo de su salud o de lesiones que pudieran producirse en
relacion con su participacion en el estudio, siempre que no sean consecuencia de la propia

enfermedad que se estudia o de la evolucidn propia de su enfermedad.

éCuales son los beneficios de la participacion en este estudio?

Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacién tengan poco valor diagndstico
o terapéutico para usted, pero podrd ayudar a conocer mejor su enfermedad y mejorar el
prondstico y el tratamiento de futuros pacientes. Tampoco obtendrd ninguna compensacion

econdmica por participar en el estudio

¢Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no participar en
el estudio, esto no modificara el trato y seguimiento que de su enfermedad realicen ni su médico
ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Asi mismo, podra retirarse del

estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.
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¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los pormenores
o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion y consulte con su
familia antes de tomar ninguna decisién. Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que
desee sobre cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando
con el investigador principal del proyecto, €l Dr. .......cuiieinicece ettt st en

€l LEIETONO v

Confidencialidad

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con su enfermedad seran
tratados con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion
utilizando codigos disociados para mantenerla. Asimismo, si los resultados del estudio fueran
susceptibles de publicacidn en revistas cientificas, en ningin momento se proporcionaran datos
personales de los pacientes que han colaborado en esta investigacién. Tal y como contempla la
Ley de Proteccién de Datos de Caracter Personal, podra ejercer su derecho a acceder, rectificar o

cancelar sus datos contactando con el investigador principal de este estudio.

¢Qué pasara con las muestras de sangre obtenidas durante la investigacion?

Las 4 muestras de sangre obtenidas, seran enviadas al IBIS (Instituto de Biomedicina de Sevilla)
guienes se encargaran de su andlisis y custodia. Las muestras seran destruidas al finalizar el
estudio. Estas muestras seran siempre utilizadas con fines cientificos en el marco de este ensayo
clinico, Ademas, este material no sera bajo ninglin concepto ni en ningin momento motivo de

lucro, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.
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CETUPANC

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto: “Impacto de la diseminacion de las CTCs (Células Tumorales Circulantes)
durante la duodenopancreatectomia cefdlica en la aparicion de metdstasis y supervivencia en

pacientes con tumores de pdncreas y periampulares”.

Investigador principal: Dr. Javier Padillo Ruiz, Servicio de Cirugia General del Hospital Universitario

Virgen del Rocio de Sevilla.

R (o TR TSSO he sido informado por
L1 I L R ,
€oordinador €N €l HOSPILAI ...c..ecveveieiieieetiet ettt e st st st stesteste s bestestestestesteenesnnannens y

colaborador del proyecto de investigacidn arriba mencionado.

Declaro que:

- He leido la Hoja de Informacién que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

- Comprendo que mi participacion es voluntaria.

- Comprendo que todos mis datos serdn tratados confidencialmente.

- Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera sin tener que dar explicaciones

sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Mediante este acto Vd. consiente el uso de sus muestras en relacion con este proyecto de

investigacion.: Siveeeeeeen 1o T

Doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente: Firma del Investigador:

Fecha: Fecha:
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CETUPANC

CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Titulo del Proyecto: “Impacto de la diseminacion de las CTCs (Células Tumorales Circulantes)
durante la duodenopancreatectomia cefdlica en la aparicion de metdstasis y supervivencia en

pacientes con tumores de pdncreas y periampulares”.

Investigador principal: Dr. Javier Padillo Ruiz, Servicio de Cirugia General del Hospital Universitario

Virgen del Rocio de Sevilla.

(@foTo] o TaF=To Lol gt =TT =Y I o T XY 11 - | PSRRI
D et et h et e et a et e Re et h e e Re e eaeeeE e e Rt eae et e esEeateeReeae e s ee Rt et ebee e sreereennan
Yo (nombre y apellidos del tESTIZ0), ...vviiirriiieiiiiiie ettt e et e e e e e are e e e

En relacién a (nombre y apellidos del participante)........ccoccuveeiecieiiicciee e

Declaro que he sido testigo de que, al participante en relacion al estudio arriba indicado:

- Sele haleido la Hoja de Informacién que se me ha entregado.

- Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

- Ha recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

- Harecibido suficiente informacién sobre el estudio.

- Comprende que su participacidn es voluntaria.

- Comprende que todos sus datos seran tratados confidencialmente.

- Ha comprendido que puede retirarse del estudio cuando quiera sin tener que dar

explicaciones sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Mediante este acto ha consentido el uso de sus muestras en relacién con este proyecto de

investigacion: L [ NO .oeveeee.

Ha dado su conformidad para participar en este estudio:

Firma del testigo: Firma del Investigador:

Fecha: Fecha:
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CETUPANC

Anexo a la Hoja de Informacion al Paciente / Consentimiento Informado del Estudio Cetupanc -

Informacion adicional sobre proteccion de datos desde el 25 de mayo de 2018.

A partir del 25 de mayo de 2018 es de plena aplicacién la nueva legislacién en la UE sobre datos
personales, en concreto el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de
27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD). Por ello, es importante que conozca la

siguiente informacién:

Ademas de los derechos que ya conoce (acceso, modificacion, oposicidén y cancelacion de datos)
ahora también puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una copia o
que se trasladen a un tercero (portabilidad) los datos que usted ha facilitado para el estudio. Para
ejercitar sus derechos, dirijase al investigador principal del estudio. Le recordamos que los datos
no se pueden eliminar, aunque deje de participar en el ensayo para garantizar la validez de la
investigacion y cumplir con los deberes legales y los requisitos de autorizacion de medicamentos.
Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccién de Datos si no quedara satisfecho.
Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento de sus datos
y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccidn de datos en vigor. Los datos recogidos
para el estudio estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no se incluya
informacién que pueda identificarle, y sélo su médico del estudio/colaboradores podra relacionar
dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a
ninguna otra persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o en casos de
urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacién, los representantes de la Autoridad
Sanitaria en materia de inspeccidn y el personal autorizado por el Promotor, Unicamente podran
acceder para comprobar los datos personales, los procedimientos del estudio clinico y el
cumplimiento de las normas de buena practica clinica (siempre manteniendo la confidencialidad
de la informacion).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos para el estudio al
menos hasta 25 afios tras su finalizacion. Posteriormente, su informacién personal solo se

conservara por el centro para el cuidado de su salud y por el
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promotor para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera otorgado su consentimiento
para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos éticos aplicables. Si realizadramos transferencia de sus
datos codificados fuera de la UE a las entidades de nuestro grupo, a prestadores de servicios o a
investigadores cientificos que colaboren con nosotros, los datos del participante quedaran
protegidos con salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos por las autoridades de

proteccion de datos.
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ANEXO Ill. INFORME ANATOMIA PATOLOGICA

INFORME HISTOLOGICO.

Titulo: Impacto de la diseminacicn de las células tumarales circulantes (CTCs) durante la duodenopancreatectomia
cefdlica en la aparicion de metdstasis y supervivencia en pacientes con tumores de pancreas y periampulares.

(Estudio CETUPANC).

CARACTERISTICAS DEL TUMOR

Tipo de pieza:

U Duodenopancreatectomia cefalica
U Duodenopancreatectomia total

Tamafio de Tumor (cm) X X

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
Q sSélido

O Quistico

O Poliploide

O Otros

TIPO HISTOLOGICO

O Adenocarcinoma ductal de pancreas
O Adenocarcinoma duodenal
 Adenocarcinoma de via biliar

U Ampuloma

GRADO DE DIFERENCIACION

O Bien diferenciado (G1)

U Moderadamente diferenciado (G2)
O Pobremente diferenciado (G3)

O Indiferenciado (G4)

O Otros

INVASION
O Vascular
O Linfatica
4 Perineural

LOCALIZACION Y EXTENSION A TEJIDOS ADYACENTES
O Cabeza

U Cuerpo

O Proceso uncinado

U Ampolla

O Vvia biliar

GRADO DE EXTENSION

No invasidn (in situ): pTis

Confinado al pancreas <2 cm de tamafio: pT1
Confinado al pancreas >2 cm de tamafio: pT2
Invasidn de estructuras adyacentes: pT3
Invasidn estdmago, bazo, cdlon o grandes vaso:
pT4

Doo0oOo

LESIONES PRENEOPLASICAS
4 PanIN
3 IPMN
4 Otros

COMENTARIOS:

LESIONES NO NEOPLASICAS

O Obstruccidon del ducto biliar

O Obstruccion del ducto pancreético
O Calculos

O Pancreatitis

4 Otros

MARGEN CIRCUNFERENCIAL POSTERIOR (arterial)
O Libre (>1mm)
U Afecto

1 Directa (tumor en contacto)

O Por invasidn vascular, linfatica o perineural a <lmm

U Por metastasis ganglionar <lmm
U Tumor a<1mm

MARGEN CIRCUNFERENCIAL MEDIAL (venoso)
O Libre (>1mm)
U Afecto

U Directa (tumor en contacto)

O Por invasidn vascular, linfatica o perineural a <lmm

U Por metastasis ganglionar <lmm
U Tumor a<1mm

MARGEN BILIAR
Q Libre
O Afecto

MARGEN PANCREATICO
Q Libre
O Afecto

TIPO DE RESECCION
a RO
4 R1
a R2

ADENOPATIAS METASTASICAS/AISLADAS (TOTAL)
O Nx
ad No
a N1

TOTAL Aisladas TOTAL Mtx

METASTASIS A DISTANCIA

Firma:

(Del investigador)

156



ANEXO IV. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

“CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS”
Cdédigo de Protocolo: CETUPANC

“Impacto de la diseminacion de las CTCs durante la
duodenopancreatectomia cefalica en la aparicion de
metastasis y supervivencia en pacientes con tumores

de pancreas y periampulares”

CENTRO:

CODIGO DEL CENTRO:

MEDICO RESPONSABLE:

TELEFONO: E-MAIL:

CODIGO DEL PACIENTE:
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VISITA DE SELECCION

Fecha de la visita: / /

CRITERIOS DE INCLUSION

Marque Sl o NO (Si marca NO en cualquier respuesta el paciente debe ser excluido del estudio)

Pacientes mayores de 18 afos, con adenocarcinomas de | [J S| O NO
pancreas y tumores periampulares potencialmente resecables
mediante duodenopancreatectomia cefdlica o}
duodenopancretectomia total indicada intraoperatoriamente
por motivos técnicos, que acepten voluntariamente participar en
el estudio y firmen el consentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Marque Sl o NO (Si marca Sl en cualquier respuesta el paciente debe ser excluido del estudio)

Pacientes en los que en la intervencidon quirurgica se detecten | [J S| O NO
metadstasis hepaticas.

Pacientes en los que finalmente no se consiga la reseccién del | [J S| O NO
tumor por evidenciar intraoperatoriamente que el tumor es
localmente avanzado irresecable.

Pacientes con episodios de pancreatitis en los tres meses previos | [] S| O NO
a la cirugia.
Pacientes con antecedentes de cancer en los Ultimos cinco afios. | [] S| O NO

INCLUSION DEL PACIENTE

El paciente ha cumplido todos los criterios de inclusién y ninguno de los de exclusion.
Los pacientes/tutores legales del sujeto de la investigacién fueron informados oralmente y por escrito sobre

los objetivos, métodos y riesgos potenciales de la investigacién clinica y han dado su consentimiento
informado por escrito para participar en el estudio.

El paciente ha recibido la Hoja de Informacién en fecha: / /

El paciente ha firmado el Consentimiento Informado por escrito el: / /
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TECNICA QUIRURGICA

1.Técnica No-Touch (NT) O Completa
Clasica
2. Arteria Mesentérica Superior(AMS) O
A. DATOS GENERALES
Cdédigo Hospital:
Cdédigo Paciente:
Edad:
Sexo:
B. ANTECEDENTES PERSONALES
Antecedentes médicos o quirurgicos:
DM: O s O NO
C. DRENAJE BILIAR PREOPERATORIO O s O NO
Via drenaje: 1 CREP [0 Drenaje Percutaneo
Intervalo con la cirugia (dias):
D. DATOS QUIRURGICOS
Valoracidn anestésica del paciente: 1 ASAI 1 ASAII O ASAII
Fecha de la cirugia: / /
Duracién de la intervencidén (minutos):
Pérdidas hematicas (mL):
Transfusion intraoperatoria: O si 0 NO
Concentrados:
Preservacion Pildrica: O sl O NO

Gastroenterostomia:

Reseccion vascular: N2
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E. CARACTERISTICAS DEL TUMOR

Tipo de pieza:
Duodenopancreactomia cefélica
Duodenopancreactomia cefdlica con
preservacion pilérica
Pancreatectomia total
Pancreatectomia distal
Pancreatectomia central

Otros

oo

oooao

Tamafo tumor: cm
Caracteristicas macroscépicas

Sdlido

Quistico

Polipoide

Otros

oooo

Tipo Histoldgico:
Adenocarcinoma ductal
Carcinoma adenoescamoso
Otros

| 1 =

Grado de diferenciacion

Bien diferenciado (G1)
Moderadamente diferenciado (G2)
Pobremente diferenciado (G3)
Indiferenciado (G4)

Otros

E1E B EAE

Invasion
Vascular
Linfatica
Perineural

ooo

Margen circunferencial posterior
(retroperitoneal)

O libre (>1mm)

O afecto

Margen circunferencial medial
(vascular)

O libre (>1mm)

O afecto
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Localizacion:
Cabeza

Cuerpo

Cola

Proceso uncinado
Ampolla

Otros

Oopooooan

Grado de extension:

No invasién (in situ) p Tis

Confinado al pancreas <2c¢m de tamaiio pT1
Confinado al péncreas 22cm de tamafio pT2
Invasion de estructuras adyacentes pT3
Invasién estdmago, bazo, colon o grandes
vasos pT4

oooog

Lesiones preneoplasicas:
PanIN
IPMN
Otros

ooa

Lesiones no neoplasicas:
Obstruccién del ducto biliar
Obstruccién del ducto pancreatico
Calculos

Pancreatitis

Otros

Bl E N

Tumor residual (sélo tratamiento previo):
Respuesta completa (grado o)

Respuesta moderada (grado 1)

Respuesta minima (grado 2)

Respuesta pobre (grado 3)

0000

O directa (tumor en contacto)

O tumor a st1mm Indicar distancia:

O porinvasién vascular, linfatica o perineural a
<1imm

O por metdstasis ganglionar <tmm

O directa (tumor en contacto)
O tumora <timm Indicar distancia:

O porinvasién vascular, linfética o perineural a s1mm

O por metdstasis ganglionar <tmm



Margen biliar: [ |ibre

O afecto

Tipo de reseccién: O Ro O R1

Margen pancredtico: O libre

O afecto

Adenopatias metastasicas / aisladas (total): [0 Nx O No O N1
Adenopatias Mtx Aisladas  Adenopatias Mtx  Aisladas
Peripancredticas (drea 13, Tronco cellaco (drea 9):
17,18):
Suprapildricas (area 5): Ligamento hepatoduodenal (drea 12):
Infrapildricas (area 6): Otras:
A)rtena gdstrica izquierda TOTAL:
(drea7):
Metastasis a distancia: O Mo O m1
Estadificaciéon TNM: T
N
M
Estadio:

Comentarios:

Notas aclaratorias:

1. Grado de diferenciacion (aplicado sélo adenocarcinomas ductales):

_ Bien diferenciado

Moderadamente diferenciado

Pobremente diferenciado
Indiferenciado

>95% del tumor esta compuesto por gldndulas
50 - 95% del tumor esta compuesto por glandulas
5% - 49% del tumor estd compuesto por glandulas
< 5% del tumor esta compuesto por glandulas

El carcinoma de células en anillo de sello se considera grado 3{pobremente diferenciado)
El carcinoma indiferenciado anapldsico se considera grado 4

F. EVOLUCION POSTOPERATORIA

Complicaciones

Clasificacién de Dindo-Cavien®:

o o oo oo o O

S| O NO

Grado |

Grado Il

Grado lll a

Grado lll b

Grado IV a

Grado IV b

Grado V 0 Sufijo “d “
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1 Clasificacion segun Dindo y Clavien:

Grado Definicion
| Cualquier desviacién del curso postoperatorio normal sin la necesidad de tratamiento farmacoldgico,
quirdrgico, endoscépico o intervenciones radioldgicas. Si se permite tratamientos como antieméticos,
antipiréticos, analgésicos, diuréticos, electrolitos y fisioterapia. Este grado también incluye infecciones de
herida.
1} Necesidad de tratamiento farmacoldgico con farmacos distintos de los permitidos para complicaciones de grado
I. También se incluyen transfusion de sangre y nutricién parenteral total*.
11} Necesidad de intervencidn quirdrgica, endoscdpica o radioldgica.
llla Intervencién sin anestesia general
b Intervencién bajo anestesia general
v IComplicaciones que implican un riesgo vital para el paciente (incluyen complicaciones del Sistema Nervioso
Central**) y requieren manejo en una Unidad de Cuidados Intermedios o Intensivos.
IVa Disfuncién de un drgano (incluida didlisis)
IVb Disfuncién multiorganica
\' Muerte
Sufijo “d” Si el paciente sufre una complicacién en el momento del alta, se afiade el sufijo “d” (por discapacidad) al grado
de la complicacidn (se incluye la reseccion del remanente pancreatico). Este sufijo indica la necesidad de un
seguimiento para evaluar de forma completa la complicacion.

* Respecto al RVG: La colocacion de una via central para NPT o sonda nasoyeyunal por endoscopia en una
complicacion grado llla. Sin embargo, si la via central o la sonda nasoyeyunal se han colocado durante la
cirugia, entonces la NPT o nutricién enteral es una complicacién grado |l.

**Hemorragia cerebral, accidente cerebrovascular isquémico, hemorragia subaracnoidea, excluyendo
ataques isquémicos transitorios.
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Hemorragia: O sl O NO

Tipo ISGPS?: O Grado A O Grado B O Grado C

2 Clasificacién de Hemorragia:

Grado Momento de aparicion, Situacion clinica Secuencia diagndstica Secuencia
localizacion, gravedad e terapéutica endoscdpica
impacto clinico del sangrado

A |Temprana, intra o extraluminal, Bien Observacion, hematologia, ECO y No
leve si es necesario TC

B |Temprana, intra tardia, intrao | Con frecuencia bien / | Observacidn, hematologia, ECO, Transfusidn de sangre, UCI,

extraluminal, o extraluminal intermedia muy arteriografia, TC, endoscopia embolizacién terapéutica,

grave leve raramente relaparotomia por hemorragia
compromete la vida temprana
c Tardia, intra o extraluminal, Compromete la vida Arteriografia, TC, endoscopia Localizacion de sangrado,

grave arteriografia y embolizacion,

(endoscopia) o relaparotomia,
ucl
Fistula pancreatica: O sl O NO

Tipo ISGPF3: [ No fistula [ Fistula grado A [ Fistula grado B [ Fistula grado C

3 Definicidn de Fistula Pancreatica:

Criterios No fistula Fistula grado A Fistula grado B Fistula grado C
Amilasa en drenaje (a <3 veces la amilasa >3 veces la amilasa  |>3 veces la amilasa sérica>3 veces la amilasa sérica
partir del 32 dia sérica normal sérica normal normal normal
postoperatorio)

Situacion clinica Bien Bien Con frecuencia bien Mal/grave
Tto especifico No No Si Si
ECO/TC (si obtenido) Negativo Negativo Negativo Positivo
Drenaje persistente (>3 No No Normalmente si Si
semanas)

Signos de infeccion* No No Si Si
Reingreso** No No Si Si/No
Sepsis No No No Si
Reoperacion No No No Si
Muerte 22 a fistula No No No Si
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*Los signos de infeccidn incluyen fiebre mayor de 382C, leucocitosis, y eritema localizado, induracién o drenaje

purulento.

**Cualquier reingreso en el hospital dentro de los 30 dias después del alta desde la intervencién quirdrgica inicial.

Retraso del vaciamiento gastrico: O sl 1 NO
Tipo ISGPS*: 0 Grado A O GradoB [ GradoC
4 Definicién de retraso del vaciamiento géstrico:
Grado Requerimiento de SNG Incapacidad de tolerar Vémitos/ Empleo de
de ingesta oral a sélidos (DPO) distension procinéticos
RVG gastrica
A 4-7 dias o reinsercién >3 DPO 7 + +
B 8-14 dias o reinsercion >7 DPO 14 + +
C >14 dias o reinsercién >14 DPO 21 + +

RVG: Retraso del vaciamiento gastrico; SNG: sonda nasogastrica; DPO: dia postoperatorio.
Para excluir causas mecanicas de vaciado gastrico anormal, debe confirmarse la integridad de la
gastroyeyunostomia o de la duodenoyeyunostomia por endoscopia o por serie gastrointestinal superior con

gastrografin.

Parametros para la gradacion del RVG:

intraabdominal)

RVG Grado A Grado B Grado C
Mal/molestias graves (riesgo
Situacion clinica Bien Con frecuencia bien/leves global aumentado debido a
molestias complicaciones y procedimientos)
Posiblemente si (fuga o fistula Posiblemente si (fuga o fistula
Comorbilidades No pancreatica, absceso pancreatica, absceso intraabdominal)

Tto especifico

Posiblemente si
(farmacos procinéticos)

Si (farmacos procinéticos,
potencial reinsercién de SNG)

Si (farmacos procinéticos, SNG)

Soporte nutricional

Posiblemente si (lenta

Si (nutricién parenteral parcial)

Si (nutricién parenteral total

adyuvante

(enteral o reinstauracion de ingesta Enteral a través de SNG, prolongada,
parenteral) de sdlidos) ej. >3semanas)
Evaluacién Posiblemente si (endoscopia, Si (endoscopia, estudio Gl superior
diagnéstica No estudio Gl superior con contraste, con contraste, TC)
TC)
Posiblemente si (ej. Drenaje de
Tto intervencionista No No absceso, relaparotomia por
complicacidn, relaparotomia por RVG)
Prolongacion de Posiblemente si Si Si
estancia hospital
Retraso de la
Potencial terapia No No Si

TC: tomografia computarizada; RVG: retraso del vaciamiento gdstrico; Gl: gastrointestinal; SNG: sonda

nasogastrica.

164




Fistula gastro o duodeno-yeyunal:

Fistula biliar:
Fistula quilosa:
Coleccién/Absceso abdominal:

Diarrea

g sl

g sl

O sl

O sl

g sl

NO

NO

NO

NO

o o o o O

NO

Tratamiento de la diarrea y duracidn del tratamiento:

Transfusién postoperatoria:

Reintervencion:

Intervalo cirugia (dias):

O si
Concentrados:

O sl 1 NO

Causa:

1 NO

Dias de ingreso:

Reingreso:

Causa:

O sl 1 NO

G. MORTALIDAD (en los primeros 30 dias o durante el ingreso)

Dias postoperatorio:

Causa:

O sl

NO

H. OBSERVACIONES SOBRE LA TECNICA QUIRURGICA
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I. DETERMINACION DE MUESTRAS INTRAOPERATORAS

1. Basal (Inicio de cirugia): n2 CTC/ml de sangre

2. Post-desconexién pancreatica de vena porta: n2 CTC/ml de sangre
3. Post-reseccion pancreatica: n2 CTC/ml de sangre

4. Final (previa al cierre): n2 CTC/ml de sangre
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J. SEGUIMENTO

SEGUIMIENTO A LOS 3 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo O Muerto
Causa de la muerte:

Recidiva: O sl 0 NO

Local:

Sistémica:
DM de novo: O sl O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT

Tipos Dosis Localizacion
QT
Esquemay Ciclos

KREON O si O NO

CA 19-9 (U/ml):
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SEGUIMIENTO A LOS 6 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo 0 Muerto
Causa de la muerte:
Recidiva: O si O NO
Local:
Sistémica:
DM de novo: O si O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT
Tipos Dosis Localizacion
QT
Esquema y Ciclos
KREON O sl 0 NO

CA 19-9 (U/ml):
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SEGUIMIENTO A LOS 9 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo 0 Muerto
Causa de la muerte:

Recidiva: O si O NO

Local:

Sistémica:
DM de novo: O si O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT

Tipos Dosis Localizacion
QT

Esquema y Ciclos

KREON O sl 0 NO

CA 19-9 (U/ml):
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SEGUIMIENTO A LOS 12 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo 0 Muerto
Causa de la muerte:

Recidiva: O sl O NO

Local:

Sistémica:
DM de novo: O si O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT

Tipos Dosis Localizacion
QT

Esquema y Ciclos

KREON O sl 0 NO

CA 19-9 (U/ml):
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SEGUIMIENTO A LOS 18 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo 0 Muerto
Causa de la muerte:

Recidiva: O sl O NO

Local:

Sistémica:
DM de novo: O si O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT

Tipos Dosis Localizacion
QT

Esquema y Ciclos

KREON O sl 0 NO

CA 19-9 (U/ml):
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SEGUIMIENTO A LOS 24 MESES

Fecha de la visita: / /
Estado: O Vivo 0 Muerto
Causa de la muerte:

Recidiva: O sl O NO

Local:

Sistémica:
DM de novo: O si O NO
Tratamientos Postoperatorios: O sl 0 NO
RDT

Tipos Dosis Localizacion
QT

Esquema y Ciclos

KREON O sl 0 NO

CA 19-9 (U/ml):
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K. FIN DE ESTUDIO

Curso del estudio: [ Finalizado I Interrupcién prematura

Fecha ultimo dia en el estudio: / /

Si ha habido interrupcién prematura, especificar motivo principal:
U] Fallecimiento
[ Retirada del consentimiento del paciente
[ Perdida de seguimiento
[ Condiciones clinicas del paciente que impidan su continuidad

O Otras:
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COMENTARIOS

Fecha: / /

Este apartado esta destinado a que usted anote los comentarios que considere oportunos:

Firma del investigador:
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PRODUCCION CIENTIFICA
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Simple Summary: Effective biomarkers are needed to enable personalized medicine for pancreatic
cancer patients. This study analyzes the prognostic value, in early pancreatic cancer, of circulating
tumor cells and clusters from the central venous catheter and portal blood. Circulating tumor
cells were isolated using an immunomagnetic selection and were detected by microscopy using
immunocytochemistry staining. In conclusion, the circulating tumor cell number in portal blood
identifies a death risk in patients with early pancreatic cancer.

Abstract: Background. Effective biomarkers are needed to enable personalized medicine for pancre-
atic cancer patients. This study analyzes the prognostic value, in early pancreatic cancer, of single
circulating tumor cell (CTC) and CTC clusters from the central venous catheter (CVC) and portal
blood (PV). Methods. In total, 7 mL of PV and CVC blood from 35 patients with early pancreatic
cancer were analyzed. CTC were isolated using a positive immunomagnetic selection. The detection
and identification of CTC were performed by immunocytochemistry (ICC) and were analyzed by
Epi-fluorescence and confocal microscopy. Results. CTC and the clusters were detected both in PV
and CVC. In both samples, the CTC number per cluster was higher in patients with grade three
or poorly differentiated tumors (G3) than in patients with well (G1) or moderately (G2) differenti-
ated. Patients with fewer than 185 CTC in PV exhibited a longer OS than patients with more than
185 CTC (24.5 vs. 10.0 months; p = 0.018). Similarly, patients with fewer than 15 clusters in PV showed
a longer OS than patients with more than 15 clusters (19 vs. 10 months; p = 0.004). These significant
correlations were not observed in CVC analyses. Conclusions. CTC presence in PV could be an
important prognostic factor to predict poor prognosis in early pancreatic cancer. In addition, the
number of clustered-CTC correlate to a tumor negative differentiation degree and, therefore, could
be used as a diagnostic biomarker for pancreatic cancer.
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Highlights
CTCs can be detected in the early stages of pancreatic cancer.
CTC inside a cluster is much higher in G3 than in G1-2 in both samples.
The larger the size of the tumor, the greater the number of total CTC for PV and
CVC samples.

e  The number of CTC < 185 in PV (HR = 4.464; p = 0.016) and no vascular invasion
(HR: 3.663; p = 0.013) were independent predictors of better long-term survival.

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive cancers
associated with poor prognosis and high mortality. It has a natural tendency toward very
early spread, even in resectable cases. Low-grade pancreatic cancers (G1) tend to grow
and spread more slowly than high-grade (G3) cancers. Most of the time, G3 tends to
have a poor prognosis compared to G1 or G2 cancers [1-3]. Therefore, it is necessary to
find prognostic markers that identify the minimal residual disease and predict the risk of
relapse. Seriate analyses of CA19-9 during chemotherapy represent practical and specific
markers of response to the treatment itself. Other relevant prognostic parameters are the
presence of perineural, vascular, and lymphatic invasion, which are essential characteristics
for tumor growth and dissemination [1-3].

Unfortunately, there are currently no prognostic and predictive markers to indicate
the presence of vascular, neural, or lymphatic invasion, hindering the clinical management
of patients and, therefore, their possibility of cure. Among several biomarkers that could be
evaluated preoperatively, single circulating tumor cells (CTC), as part of the liquid biopsy
family, could be one of the proposed clinical markers. Several studies have reported CTC’s
prognostic and predictive value in cancer patients, including pancreatic cancer [4-6]. In
solid tumors, detection of CTC is usually performed using peripheral blood. Still, this
search has not been possible in pancreatic cancer because blood flow first drains into the
portal vein (PV), continues to the liver, and finally reaches the peripheral blood. Consis-
tently, previous work has shown that CTC in patients with pancreatic cancer is detected
with greater certainty in PV than in the peripheral venous blood of such patients [7]. Little
is known about the characteristics and clinical implications of finding CTC clusters in
PV. Although there are studies in advanced pancreatic cancer [8,9], only a few evaluate
the role of CTC and clusters in the portal and central venous blood in patients with early
pancreatic cancer as preoperative markers of risk stratification [7,10]. In this work, CTC
and clusters were evaluated in patients with early pancreatic adenocarcinoma from the
portal and central venous blood samples collected simultaneously during pancreatico-
duodenectomy (PD). This study aimed to correlate CTC and clusters count from PV and
central venous catheter (CVC) with tumor grade, preoperatively tumor size/CA19-9, and
vascular/lymphatic/neural invasion. Additionally, to correlate this finding with overall
survival (OS) and disease-free interval (DFS), including liver metastasis or local recurrence.

2. Material and Methods
2.1. Study Design and Sample Collection

This work was a prospective cross-sectional and longitudinal study involving
35 patients with carcinoma in the head of the pancreas. Patients with metastasis were
excluded, and all patients received gemcitabine as treatment. Twenty-two were men and
13 women with a mean age of 67.4 & 9.8 years old. The Ethics Committee of the University
Hospital Virgen del Rocio approved the study protocol. Informed consent was obtained
from all patients. According to the American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM
Classification of Malignant Tumors, the study included stages I (n = 15) and II (n = 20)
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of disease. Only patients in whom no metastasis was shown by 18F-Fluro-deoxyglucose
positron emission tomography and computed tomography (FDG-PET-CT) underwent
surgery. Biopsy was also performed for any suspicious lesions, and if an intraoperative
analysis was positive for metastatic adenocarcinoma, PD was canceled. The exclusion
criteria were metastatic cancer diagnosis, locally advanced tumor, pancreatitis episodes
within the three months before surgery, and previous history of cancer within the past five
years. The tumor size and CA 19-9 (268.3 £ 586.9 U/mL) were preoperatively evaluated.
PD was performed in all 35 patients. Complete resection (R0) was achieved in 24 (69%)
patients according to established protocol [11,12]. Based on their differentiation, tumors
were divided into three grades: well-differentiated (G1) in 8 (23%) patients, moderately
differentiated (G2) in 20 (57%), and poorly differentiated (G3) in 7 (20.0%). The microscopic
vascular invasion was observed in 13 (37%) patients, lymphatic invasion in 9 (26%), and
neural invasion in 18 (51%). Adjuvant chemotherapy based on gemcitabine-based formula
was administered postoperatively after pathological diagnosis of pancreatic carcinoma
for 35 patients. All cases were followed prospectively during 24 months. A CT scan was
performed to diagnose liver metastases and local recurrence as a low-density mass in the
liver or surgical area.

2.2. Validation of CTC Detection

Cell culture Pancreatic cancer cell PANC-1 (ATCC® CRL-1469, Manassas, VA, USA) were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza BE12-604F, Basel, Switzer-
land) supplemented with 10% fetal bovine serum (F7524, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) and 1% Penicillin/Streptomycin (15140122, GIBCO). Cell cultures were grown in a
humidified incubator with 5% CO, at 37 °C. Once the cells were needed, the cells were
washed with Trypsin-EDTA (25300062, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA). Pancreatic cancer cells (PCC) were used as a positive control. Two control
groups were used for negative and positive control. For technical negative control, 7 mL
aliquots of peripheral blood were collected from healthy donors (1 = 3) and were mixed
with approximately 300 PCC for positive control. All samples were isolated with the
Isoflux™ system and detected following the manufacturer’s protocol by Fluxion. The
specificity of the anti-cytokeratin (CK) was evaluated using the pancreatic tumor PANC-1
cell line (ATCC® CRL-1469, Manassas, VA, USA) as a positive control because it has a high
CK protein expression; and the peripheral blood mononuclear cell (PMBC) as a negative
control for its non-expression of EpCAM and CK (source: The human protein atlas).

Clinical negative controls of PV samples would not be ethically approved because
there are surgical risks in that sampling. Regardless of this group, we included CVC
samples from a non-neoplastic control group based on their clinical history, such as those
undergoing cardiac surgeries. Therefore, the sample from 8 patients was extracted from
the pre-implanted CVC before cardiac surgery. We performed oncological biochemical
markers of these patients in the sample extracted simultaneously: prostate-specific antigen
(PSA), alpha-fetoprotein (AFP), carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate antigen-
15.3 (CA15-3), carbohydrate antigen-19.9 (CA-19.9), carbohydrate antigen-125 (CA-125).
As an inclusion criterion to consider as proper negative controls for the recruited patients,
we determined that the oncological markers tested in the sample extracted simultaneously
and in the same place as the one extracted for CTC evaluation had average values.

2.3. CTC Isolation, Detection, and Enumeration

During surgery, before manipulating the tumor, 7 mL blood samples were simulta-
neously obtained from the CVC tip in the superior vena cava and from the PV by direct
punction. The first blood-draw was discarded to exclude epithelial cells dislodged by the
venipuncture (these factors play a role in the frequency of epithelial cells in the blood, as
these steps may lead to unspecific shedding of epithelial cells). Both patient samples were
collected in K2-EDTA Vacutainer tubes, maintained at room temperature, and processed
24 h after collection. Blood samples were enriched in peripheral mononuclear blood cells
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using gradient centrifugation with Histopaque®-1119, and CTC were isolated using the
IsoFlux platform. Isoflux platform has been designed to isolate the CTC based on a mi-
crofluidic process for immunomagnetic positive selection. The IsoFlux™ system utilizes
micrometer-scale beads, which have been shown to result in a magnetic moment that is
sufficient for capturing cells even with low target expression [13]. The process is auto-
matic, increasing the ability to capture the CTC. The Isoflux™ Epithelial to Mesenchymal
Transitions Circulating Tumor Cell Enrichment Kit (EMT Enrichment Kit, Izasa, Catalog
N.910-0106, Werfen, San Diego, CA, USA) was used for performing CTC enrichment. In
this kit, beads were conjugated with four different antibodies, targeting both epithelial and
mesenchymal markers. The kit utilizes both anti-EpCAM and anti-EGFR-antibodies for the
detection of epithelial cells, as well as anti-N-Cadherin and anti-Vimentin as mesenchymal
markers. The EpCAM is a cell surface molecule known to be highly expressed in solid
cancers. The immunomagnetic beads conjugated with antibodies were added to cells
suspended in IsoFlux Binding Buffer and incubated for 90 min at 4 °C, as indicated in
the Fluxion protocol. Subsequently, they were subjected to immunomagnetic isolation
with IsoFlux (Fluxion Biosciences Inc). After the sample was processed, the enriched cells
were fixed and stained with the fluorescent reagents (Isoflux™ Circulating Tumor Cell
Enumeration Kit Izasa Catalog N.910-0093, Werfen, San Diego, CA, USA). The fluorescent
reagents included were anti-CK-fluorescein isothiocyanate (FITC) specific for the intracellu-
lar protein CK, characteristic of epithelial cells; anti-CD45-Indocarbocyanine (Cy3) specific
for leukocytes; and Hoechst 33342, a nucleic acid stain cell-permeant nuclear counterstain
that emits blue fluorescence when bound to AT-rich regions of the minor groove in DNA.
The CTC detection and enumeration were performed by fluorescence microscopy, and
the images obtained were processed using image software based on the Hough transform
(VR-CTC). We had described previously a method based on image processing to count
sets of pixels showing a cell nucleus, cytokeratin expression, and no CD45 expression [14].
To count them, the Hough transform was used. The approach allowed a classification of
the events counted in CTC, cluster, and clustered-CTC. Then, CTC were enumerated as
morphologically intact CK+/CD45-/nucleated cells. The size of cells and clusters and the
number of clustered CTC were also characterized. The mean coefficient of variation in
CTC determination was less than 2% [0-1.41]. The sensitivity presented by this approach
was 85.58%, and the specificity was 88.16% [14]. The results obtained were compared
with counting undertaken by a technician. High correlations were demonstrated in total
pancreatic tumor cells in healthy donors (R? = 0.995) and patients with pancreatic cancer
(R? = 0.955) as well as in free cells (R? = 0.993 and R? = 0.975, respectively) [14].

2.4. Statistical Analysis

Single regression analysis was performed to assess the linearity of the two blood
samples for detecting CTC. The correlation of CTC counts and tumor invasion (vascular,
lymphatic, and neural) was analyzed using the Mann-Whitney U test and the Kruskal-
Wallis H test. The distributions of patients above and below the cut-off level in CTC were
compared using Fisher’s exact test. Spearman’s rank correlation coefficient examined the
relationship between CTC counts and the tumor marker (Cal9.9). Survival analysis was
done using the product-limit Kaplan-Meier and the log-rank test. Multivariate analysis
was performed using a Cox proportional hazard model to test for independent prognostic
variables. All statistical calculations were carried out using IBM Corp. released 2020,
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0. Armonk, NY, IBM Corp. The required
significance was p < 0.05.

3. Results
3.1. Validation of CTC Detection

These experimental analyses included tumor cell lines and healthy donors as positive and
negative technical controls, respectively. Negative control presented 0.67 £ 0.31 CTC/mL in
blood from healthy donors whereas positive control showed 37.15 £ 9.09 PCC/mL (PCC
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total = 185.75 + 45.43). Positive controls showed that the detection rate of CTCs with this
methodology is approximately 55%.

The non-neoplastic control group included eight CVC samples from patients who
underwent cardiac surgeries, had no history of cancer in their medical history, and had
average results in their tumor biochemical markers taken from the sample simultaneously.
These negative controls showed 0.87 + 0.39 CTC/mL in CVC blood, which found no
clusters. The median obtained was 0.50 CTC/mL with a range between 0.00 and 1.75.
There are differences in CVC between the number of CTC/mL of patients with pancreatic
cancer and non-neoplastic patients who underwent cardiac surgery (U-Mann Whitney
p-value < 0.001). No clusters were found in the non-neoplastic group, unlike in samples
from pancreatic cancer patients with a median (range) of 14.5 (3.8-35.5) cluster/mL.

3.2. Longitudinal Enumeration and Cluster Evaluation

Single CTC and clusters were detected in all patients, both in PV and CVC (Figure 1).
The analysis showing the correlation of CTC values on CVC vs. PV appeared in Table 1. In
the three measures, Pearson’ s correlation had a coefficient r = 0.6 between PV and CVC. We
found more CTC, clusters, and total CTC in CVC than PV, with no statistically significant
differences (Table 1). The ratio and sizes are merely informative data used as quality control
between trials, which should not differ between the samples 291.8 (120.0-500.0).

Table 1. CTC characterization by Hough transform method.

Research Variable PV cve U-Mann Whitney Correlation Correlation
(Median, Range) (Median, Range) p-Value p-Value
Free CTC (cell/mL) 235.4 (101.3-375.3) 291.8 (120.0-500.0) 0.151 0.6 0.004
Cluster/mL 12.9 (4.8-33.0) 14.5 (3.8-35.5) 0.622 0.6 0.001
CTC inside a cluster 30.4 (12.5-89.4) 37.4(11.3-89.5) 0.205 0.5 0.008
Total CTC (cell/mL) 310.0 (132.1-446.0) 405.7 (130.7-553.8) 0.239 0.6 0.001
Ratio Free CTC/CTC inside a cluster 2.6 (2.4-3.0) 2.5(2.3-2.9) 0.051 0.2 0.306
Free CTC median size 7.5 (6.8-8.7) 7.8 (6.7-9.0) 0.981 0.3 0.229
CTC inside a cluster median size 10.2 (8.5-11.6) 10.3 (8.6-11.7) 0.990 0.3 0.074

When the data obtained were compared by discriminating according to the tumor
grade, the values reached in the same tumor grade showed that in CVC, they are higher
than in PV (Tables 2 and 3). When comparing tumor grades for the same sampling site, we
found that for both samples, the data that most attracts attention is CTC inside a cluster,

which is much higher in G3 than in G1/2, despite not having significant differences. The

ratio and sizes have no variation as we expected.

Table 2. Correlation CTC and clusters according to the degree of tumor differentiation (CVC measurements).

Research Variable G1-G2 G3 p-Value
Free CTC (cell/mL) 279.2 (120.3-482.3) 357.0 (182.5-1020.8) 0.483
Cluster/mL 14.0 (3.3-31.7) 41.0 (17.9-46.8) 0.107
CTC inside a cluster 36.7 (8.7-73.7) 97.3 (54.5-116.3) 0.071
Total CTC (cell/mL) 399.0 (129.0-538.5) 481.0 (243.0-1117.7) 0.318
Ratio Free CTC/CTC inside a cluster 2.6 (2.4-2.9) 24 (2.2-3.1) 0.483
Free CTC median size 7.8 (6.6-9.1) 8.6 (6.7-10.2) 0.521
CTC inside a cluster median size 10.3 (8.7-11.6) 10.6 (7.8-13.2) 0.908

Table 3. Correlation

CTC and clusters according to the degree of tumor differentiation (PV measurements).

Research Variable G1-G2 G3 p-Value
Free CTC (cell/mL) 240.3 (102.2-373.3) 227.0 (140.8-559.0) 0.841
Cluster/mL 10.5 (4.3-32.7) 7.5 (30.0-80.3) 0.310
CTC inside a cluster 29.7 (9.2-74.2) 78.5 (21.3-260.6) 0.201
Total CTC (cell/mL) 314.5 (133.0-406.7) 305.5 (162.1-819.6) 0.725
Ratio Free CTC/CTC inside a cluster 2.6 (2.3-2.9) 2.8 (2.6-3.9) 0.150
Free CTC median size 7.3 (6.5-8.5) 8.5 (7.0-9.6) 0.310
CTC inside a cluster median size 9.7 (8.1-11.5) 10.2 (9.5-12.4) 0.335
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Figure 1. Epifluorescence microscopy pictures. The CTC detection and enumeration were performed by fluorescence
microscopy, and the images obtained were processed using image software based on the Hough transform (VR-CTC).
The CTC recovery was stained with: (a) anti-CK-fluorescein isothiocyanate (FITC) specific for the intracellular protein
cytokeratin (characteristic of epithelial cells) (Green); (b) anti-CD45-Indocarbocyanine (Cy3) specific for leukocytes (Red);
(c) Hoechst 33342, used for nuclear staining (Blue); and (d) merged image subject to logical operations where we performed
a logical multiplication between the thresholding of channels Blue (nuclear) and Green (CK). Finally, we removed the pixels
of the thresholding of channel Red (CD45). We eliminated artifacts from the resulting mask using Matlab tools. The white
circle in d3 shows the merged image of CTC, which is CK+/CD45— /nucleated cells; in this way, image pixels are Hoechst+,
CK+, and CD45—corresponding to a CTC. Data from (1) negative control (PMBC), (2) positive control (PANC-1 cell line),
(3) CTC detected in PVC, and (4) CTC detected in CVC.

The preoperative CA 19-9 levels and tumor size measured by CT scan were analyzed
and correlated with CTC and CTC clusters. In both samples, CVC and PV, we did not find
a significant association (Tables 4 and 5). We used the Spearman correlation coefficient
(Rho) for these analyses, which takes values from +1 to —1. A Rho of +1 indicates a perfect
association of ranks, a Rho of zero indicates no association between levels, and an r of
—1 indicates a perfect negative association of grades. The closer Rho is to zero, the weaker

183



Cancers 2021, 13, 6153

7 of 15

the association between the ranks. Therefore, relationships identified using correlation
coefficients should be interpreted as associations and not as causal relationships [15]. In
both samples, the value of CA 19-9 has a positive relationship with CTC/cluster.

Table 4. Tumor and CA 19-9 preoperatively evaluated by CTC characteristics with Spearman correlation coefficient (Rho)

(CVC measurements).

Research Variable

CA 19-9 (Rho)

Tumor Size * (cm) (Rho)

Free CTC (cell/mL) 0.5 0.1
Cluster/mL 0.2 -0.1
CTC inside a cluster 0.2 —-0.1

Total CTC (cell/mL) 0.4 0.4
Ratio Free CTC/CTC inside a cluster -0.3 -0.3
Free CTC median size —-0.5 —-0.1
CTC inside a cluster median size —0.6 —0.6

* Measured by CT scan.

Table 5. Tumor and CA 19-9 preoperatively evaluated by CTC characteristics with Spearman correlation coefficient (Rho)

(PV measurements).

Research Variable

CA 19-9 (Rho)

Tumor Size * (cm) (Rho)

Free CTC (cell/mL) 0.4 0.3
Cluster/mL 0.3 0.3
CTC inside a cluster 0.3 —-0.1
Total CTC (cell/mL) 0.4 0.4
Ratio Free CTC/CTC inside a cluster 0 0
Free CTC median size —-0.1 —-0.1
CTC inside a cluster median size —0.2 0
* Measured by CT scan.

Other factors related to survival are neural, vascular, and lymphatic invasion
(Tables 6 and 7). There was no significant correlation between CTC measurements with
neural, vascular, or lymphatic invasion. Still, we are struck by the high number of CTCs
(free and total) in PV samples in patients with vascular invasion concerning those who do
not have it. The biological mechanism of tumor hematogenous dispersal is associated with
vascular invasion.

Table 6. Correlation of CTC and CTC clusters with microscopic invasion (CVC measurements).

. Free CTC Total CTC
Research Variable (Cell/mL) p-Value Cluster/mL p-Value (Cell/mL) p-Value
Vascular invasion 304.9 (151.6-656.4) 0.662 12.1 (3.1-29.5) 0.368 421.8 (162.7-697.9) 0.692
No vascular invasion 291.8 (116.1-480.9) ’ 26.6 (4.3-41.0) ’ 384.4 (123.3-522.5) ’
Lymphatic invasion 304.9 (79.1-455.7) 0504 31.1 (2.7-42.6) 0565 421.8 (87.8-501.6) 0.629
No lymphatic invasion 291.8 (133.1-582.6) ’ 13.3 (3.8-31.0) ’ 384.4 (161.0-627.4) ’
Neural invasion 350.5 (84.9-498.5) 0.728 13.4 (2.7-42.1) 0.667 443.1 (86.8-537.7) 0.728
No neural invasion 275.8 (164.5-625.3) : 14.5 (10.5-32.8) : 384.4 (198.2-668.0) :
Table 7. Correlation of CTC and CTC clusters with microscopic invasion (PV measurements).
. Free CTC Total CTC
Research Variable (Cell/mL) p-Value Cluster/mL p-Value (Cell/mL) p-Value
Vascular invasion 321.7 (217.4-451.3) 0104 16.3 (5.5-41.5) 0362 374.2 (271.0-508.7) 0.089
No vascular invasion 184.5 (97.2-322.3) ) 12.3 (3.2-29.9) ) 247.2 (125.4-401.0) )
Lymphatic invasion 204.7 (74.0-514.3) 0.489 23.8 (5.8-52-5) 0.397 350.5 (88.9-635.6) 0.939
No lymphatic invasion 248.2 (118.2-377.3) : 12.3 (4.3-31.3) : 305.5 (138.2-419.2) :
Neural invasion 247.3 (94.3-375.3) 0.905 13.8 (5.5-34.5) 0528 327.3 (120.6-492.4) 0798

No neural invasion

222.5 (113.0-370.8)

10.3 (3.1-32.2)

285.2 (141.1-404.7)
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3.3. Prognostic Factors for Long-Term Survival

Regarding OS, the median survival time was 18 months (range 12.5-23.5 months)
without postoperative mortality. Thirty of the 35 patients (86%) survived for more than six
months, with 20 (57%) of them still alive one year after the primary diagnosis.

Once the media (m) and standard derivation were calculated, based on Altmann opti-
mal cut-off approximation, we estimated the p67 (or p33) value consulting in a probability
table of the normal distribution the value of Pr (z < z) = 0.67, that corresponds to 0.724 [16].
Therefore, we estimate that quartile as m + 0.724s. Usually, the literature uses Q3 (p75) to
consider the high value and Q1 (p25) to low values. We decided to use p33 instead of p25
to increase the sensibility at lower specificity. In our opinion, to evaluate possible cut-off
points, we did not recommend using extreme values on each side. Therefore, it is excluded
between 5 and 10% of each endpoint.

According to these results, to predict a G3 pancreatic adenocarcinoma presence, we
established a cut-off for cluster number of 20 clusters/mL and CTC inside a cluster of 64
CTC/cluster. The prognostic value of CTC was set in the 33rd percentile (p33), resulting in
a cut-off point of 185 (SD 45.3) CTC and 15 (SD 6.8) clusters [15].

Regarding PV measurements, the median patient’s survival was significantly longer in
patients with less than 185 CTC (24.5 months (IC 19.6-29.4) vs. 10 months (CI 95% 7.4-12.5);
p = 0.018) and less than 15 clusters (19 months (CI 95% 15.8-22.2) vs. 10 months (CI 95%
7.2-12.8); p = 0.004) (Table 8 and Figure 2). These findings were not found in CVC samples.
Patients with vascular (p = 0.005) or lymphatic invasion (p = 0.044) were associated with
less survival. However, the neural invasion did not correlate with OS (Figure 3).

To identify prognostic factors for long-term survival, we used a stratified univariate
and multivariable Cox regression. The multivariable analysis showed that both the number
of CTC < 185 (HR = 4.464; p = 0.016) and no vascular invasion (HR: 3.663; p = 0.013) were
independent predictors of better long-term survival (Table 9).

Table 8. Median survival by groups (months).

Research Variable Deaths N (%) Median Survival 95% CI Log-Rank-Value
<185 portal CTC 5 (38.5) 24.5 19.6-29.4 0.018
>185 portal CTC 14 (63.6) 10.0 7.4-12.5 :

<15 portal clusters 8 (42.1) 19.0 15.8-22.2 0.040

>15 portal clusters 11 (68.8) 10.0 7.2-12.8 .

No vascular invasion 9 (40.1) 22.5 17.7-27.2 0.005
Vascular invasion 10 (76.9) 10.0 5.3-14.7 :
No lymphatic invasion 11 (42.3) 18.0 15.6-23.8 0.044

Lymphatic invasion 8 (88.8) 10.0 5.6-14.4 ’
No neural invasion 7 (41.2) 21.5 15.5-27.4 0.949
Neural invasion 12 (66.7) 13.0 4.9-21.0 ’
Degree of differentiation
G1-G2 15 (53.5) 19.0 4.6-23.1 0,003
G3 2 (40.0) 16.0 7.7-24.7 :
Global survival 18.0 12.5-23.5
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<15 portal clusters

<185 CTC >=15 portal clusters

>= 185 CTC

0.8

0.6

Overall survival

0.4

Overall survival

0.2
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Months onths

Figure 2. Overall survival according to left) PV-CTC’s cut-off; and right) PV-cluster number s cut-off. Blue line: low cellular
expression; Red line: high cellular expression. >185 CTC HR = 3.263 (1.135-5.221); p = 0.028. >15 clusters HR = 2.486
(0.989-6.247); p = 0.053.
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Figure 3. Overall survival according to (a) vascular invasion, HR = 3.568 (1.346-9.457); p = 0.011; (b) lymphatic invasion,
HR = 2.418 (0.969-6.031); p = 0.058; (c) neural invasion, HR = 1.698 (0.666—4.328); p = 0.268; and (d) tumor grade differ-
entiation, HR = 0.841 (0.196-3.771); p = 0.841. Blue line: no invasion or low grade (G1-2); red line: invasion or high
grade (G3).

186



Cancers 2021, 13, 6153

10 of 15

Table 9. Prognostic factors for long-term survival. Covariates were patient age, disease stage (I-1I), portal CTC > 185, portal

clusters > 15, microscopic invasion (vascular, lymphatic, neural), and tumor degree of differentiation (G1-3).

Univariate Multiple
Research Variable
HR 95% CI p-Value HR 95% CI p-Value
Sex (male) 2.050 0.789-5.325 0.140

Age 1.000 0.949-1.054 0.988 -

Stage I vs. II 1.566 0.555-4.415 0.396 -
>185 portal CTC 3.236 1.135-5.221 0.028 4.464 1.316-15.152 0.016
>15 portal clusters 2.486 0.989-6.247 0.053 1.330 0.443-4.528 0.624
Vascular invasion 3.568 1.346-9.457 0.011 3.663 1.321-10.204 0.013
Lymphatic invasion 2.418 0.969-6.031 0.058 2.512 0.940-6.711 0.066

Neural invasion 1.698 0.666—4.328 0.268 -

G1-2vs. G3 0.841 0.196-3.771 0.841 -

Disease-free survival

10

Months

CI: confidence interval; HR: adjusted hazard ratio.

3.4. Prognostic Factors for Long Term Local and Systemic Progression

Excluding incomplete resections, 23 /35 (96%) patients had local recurrence disease-
free survival for more than six months, with 22 (92%) of them being still local progression-
free one year after the primary diagnosis. However, the median disease-free interval
related to local recurrence was longer in patients with <185 CTC (28.5 vs. 25.0 months;
p = 0.647) and less than 15 clusters (29.0 vs. 22.5 months; p = 0.787) in PV, differences
were not significant. The vascular or neural invasion also failed to achieve correlation.
Only the lymphatic invasion was associated with less local recurrence disease-free survival
(12.0 vs. 23.0 months; p = 0.001). In fact, in the multivariable Cox regression analysis, the
only lymphatic invasion was an independent predictor of disease-free interval for local
recurrence (p = 0.031).

Regarding systemic progression (liver metastases), 18 of the 35 patients (75%) had
systemic progression-free survival for more than one year after the primary diagnosis.

Regarding local recurrence, although the median disease-free interval related to metas-
tases was longer in patients with <185 CTC (20.5 vs. 18.0 months; p = 0.636) and less than
15 clusters (24.0 vs. 18.0 months; p = 0.383) measured in PV, differences were not significant
(Figure 4).

<15 portal clusters
<185 CTC >=15 portal clusters
>=185 CTC

Disease-free survival

0 s 10 15 20 25

1 £ L Months

Figure 4. Disease-free survival according to left) PV-CTC ’s cut-off; and right) PV-cluster number “s cut-off. Blue line: low
cellular expression; red line: high cellular expression. <185 CTC (28.5 vs. 25.0 months; p = 0.647) and <15 clusters (29.0 vs.
22.5 months; p = 0.787).

4. Discussion

In the present study, we analyzed the prognostic value of both single CTC and
clustered-CTC presented in the samples of patients with early-stage adenocarcinoma
in the head of the pancreas. One of the critical points in the therapeutic approach in pan-
creatic cancer is determining early markers that evaluate the prognosis and thus facilitate
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therapeutic decisions. At present, we must wait to have an appropriate biopsy to assess
prognostic information. Biopsies are often difficult to obtain before deciding whether the
best option for the patient is surgery or chemotherapy. Hence, the challenge is to be able
to identify early markers in these patients. On the one hand, liquid biopsy and especially
CTC have been postulated as potential biomarkers [17]. However, its determination in
pancreatic cancer remains uncertain since different markers have been used to detect het-
erogeneous forms of CTC [10,18-20]. Additionally, on the other hand, clusters have been
proposed as possible prognostic factors in pancreatic adenocarcinoma [17]. Nevertheless,
the potential role of the number of cells within clusters or their size has not been determined.
The present study determined the characteristics of both free CTC (number and size) and
clusters (number, size, and CTC inside a cluster) by immunofluorescence with Hoechst
33342, epithelial marker cytokeratin, and CD45 through the Hough transform CTC mea-
surement [14]. Samples were obtained from CVC and PV to determine the best approach
to evaluate the potential correlation of CTC measurements with the patient’s prognosis.

CTC could be detected in the early stages of pancreatic cancer in both blood samples
in all patients. CTC was listed as morphologically intact CK+/CD45-/nucleated cells [14].
As the positive immunomagnetic selection that has been used is not 100% effective in
discriminating CD45 contaminant cells, if any, antibodies directed against CD45 were used
to identify and differentiate CTCs from PBMC. Different combinations of devices and
software for CTC enumeration have shown sensitivity, specificity, and a high correlation
in the number of CTC detected, but always under the supervision of a technician. Our
previous work described that the Hough transform was an excellent approach to counting
CTC, defined as an EpCAM nucleated cell, positive CK, but CD45 negative. This image
analysis method could be extrapolated to count CTC isolated by CellSearch® or another
device when samples are labeled EpCAM. In addition, this approach could allow us to
count other cells by processing the image channels according to the expression of the
spots that define the cells under study [14]. We chose the EpCAM-Isoflux™ System
because, in previous works, significantly more CTC were isolated using the same isolation
target, EpCAM, on the IsoFlux™ system, compared with CellSearch®. However, direct
comparison of the CTC isolation by the two different platforms is complex due to using
other clones of the same antibody and magnetic beads for capture. The IsoFlux™ system
utilizes micrometer-scale beads, which have been shown to result in a magnetic moment
that is sufficient for capturing cells even with low target expression [13]. Different detection
sensibilities have been reported in the literature. Still, they are not comparable to our
study because we have used a highly effective enrichment method with an automated
form of enumeration, which has allowed us to detect CTCs in 100% of the samples in
patients with early pancreatic cancer. The work of Hugenschmidt et al. studied CTC from
blood samples before surgery, including patients with advanced stages with CellSearch®
enrichment, manual image analysis, and obtained 7% detection [21]. White et al. increased
detection sensitivity to 71% because they studied CTC from PV samples and included
patients with advanced stages with CellSearch® enrichment and manual image analysis [22].
Buscail et al. detected 45-59% with two different CTC enrichment techniques using a
ddPCR identification device for KRAS with a mutation rate of 92% in PDAC and including
patients with advanced stages [23].

We found more CTC and clusters in the CVC samples than in the PV samples, op-
posed to all other previously published results and current understanding. However, the
differences between the CTC detected in PV and CVC are not significant. As possible
explanations, we propose first that the extraction of portal blood is done using fine needles;
in contrast, CVC is done through the central route itself, leading to further destruction of
cells in PV. Secondly, the CTC obtained in PV during surgery could be more susceptible
to apoptosis; in contrast, central blood CTC, taking longer in the bloodstream, undergo
phenotypic changes that would allow them to survive longer. Third, in PV, only newly
discharged CTC were detected in the portal bloodstream, but in CVC, CTC could be due to
previous discharges that remained in the bloodstream. However, as we have mentioned
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above, we found no statistically significant differences; therefore, we understand that this
finding is not clinically relevant, unlike CTC levels’ impacts on PV associated with survival.

A case—control study would be impossible to perform because negative controls
of PV samples would not be ethically approved because there are surgical risks in that
sampling. To get an optimal surgical portal vein sample, a bile duct dissection, and
transection, it is necessary; this dissection is only possible in selected surgeries such as
duodenopancreatectomy, hepaticojejunostomy, or liver transplantation. Unfortunately,
most of these procedures are done in patients with cancer or liver cirrhosis in whom
hepatocarcinoma is presented. Still, we could not consider them true negative because
CTC were likely related to hepatocarcinoma. On the other hand, regardless of this group,
we included CVC samples from a non-neoplastic control group based on their clinical
history, such as those undergoing cardiac surgeries. The control patients recruited had
no oncology history, and the sample was extracted from the pre-implanted CVC before
cardiac surgery. These patients had 0.87 & 0.39 CTC/mL and neither cluster with the
methodology performed.

CTC inside a cluster is much higher in G3 than in G1-2 in both samples. Once pancre-
atic cancer cells invade capillaries in the tumor tissue, they can enter portal veins for distal
metastasis, such as metastasis to the liver and lung. Low-grade cancers (G1) tend to grow
and spread more slowly than high-grade (G3) cancers. Most of the time, Grade 3 pancreas
cancers tend to have a poor prognosis compared to Grade 1 or 2 cancers [1-3]. CTC clusters
are highly metastatic. Acetato et al. have shown that CTC clusters in metastatic patients
were related to shorter survival [24]. A cluster can include other cells, such as platelets,
immune cells, and cancer-associated fibroblasts, providing a local microenvironment that
protects CTC on the cluster and facilitates colonization [25]. Therefore, the quantification
of the clustered-CTC could add relevant prognostic information.

In both samples, the value of CA 19-9 has a positive relationship with CTC/cluster.
Spearman’s correlation coefficient allows us to observe that the number of total CTC is
directly related to the size of the tumor. The more significant the cancer, the higher the total
CTC number for both blood samples. However, a critical fact that allows us to glimpse
the physiology of CTC is that clusters and the number of CTC of clusters have an indirect
relationship for CVC and direct for PV. The blood sample in PV is taken closer to the single
primary tumor; these findings would allow us to suggest that the clusters decrease in size
in the journey from the portal vein, through the liver, to the bloodstream, decreasing the
number of cells inside and releasing them as free CTC, therefore. However, the physical
location of the CTC changes, the total number remains constant and in direct relation to
the size of the tumor. As observed in other studies, in patients with early stages [26-28],
none of the CTC evaluated parameters correlated with preoperative CA 19-9 or tumor
size/TNM stage measured by CT scan either from CVC or PV. However, we found for the
first time that the cluster number (>20 clusters/mL) and the CTC inside a cluster (>64 CTC)
measured in PV correlated with a negative degree of tumor differentiation in the biopsy.
These findings could guide the preoperative diagnosis when it is impossible to perform a
preoperative biopsy.

Currently, the correlation of CTC values with progression-free survival or hepatic
metastases in non-advanced pancreatic adenocarcinoma remains controversial [7,26-30].
For the survival and disease-free period analysis in our study, the cut-off was adjusted to
the 33rd percentile (p33), and then we determined that the CTC ’s cut-off was 185 cells, and
cluster number’s cut-off [15]. As in other studies [7,31], the disease-free time in metastases
appearance and local recurrences was lower in patients with values above the cut-off in
CTC and clusters, although the differences were not statistically significant. Thus, we could
not conclude that CTC and cluster levels are predictors of metastasis or local recurrence
in the follow-up of patients in our study. In the multivariate analysis, CTC > 185 in
portal blood (HR 4.4) and vascular invasion (HR 3.6) were independent predictors for
survival. However, related to OS, patients with more than 185 CTC and 15 clusters in PV
had significantly lower survival. These findings were not observed in CVC determinations.
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White et al. have described that the number of CTC in PV correlates with survival. Still, this
work has been carried out in different stages of the PDAC, with another isolation method
and manual counting, which explains why they have found CTC in only 71% of the PV
samples [22]. In coincidence with the work of White et al., the difference would be given by
the methodology used since studies comparing CellSearch® and Isoflux™ demonstrated
that it is up to 8 times more sensitive, which would explain the high number [13]. Finding a
100% positivity rate, we thought these cells could be contaminated with epithelial cells, and
therefore we performed thorough quality checks. However, the originality of our work is
given in the clinical sensitivity that we have demonstrated through a cut-off that allows us
to discriminate the forecast of the disease with some reliability. Consequently, the presence
of false-positive endothelial cells would not be viable because CK is not expressed in these
cells; therefore, we consider such a false positive to be unlikely.

There are no differences in PV between the number of CTC/mL and cluster/mL about the
degrees of resection R0 and R1 (U-Mann Whitney p-value = 0.8556 and 0.637, respectably).

Patients with metastases were excluded, but patients who developed metastases
during follow-up were analyzed. The study’s objective was to evaluate the CTC as part
of an intraoperative liquid biopsy with a single non-disseminated tumor. By definition, a
liquid biopsy must be obtained by non-invasive methods. Although getting blood from PV
is clinically invasive, as all patients included in this study were susceptible to surgery as
part of their treatment, we consider that the analyses of CTC from PV did not involve an
additional invasive process.

Our study found that the determination of CTC and clusters in PV were better than
in CVC as prognostic markers in patients with early-stage adenocarcinoma in the head of
the pancreas. Therefore, cluster determinations and the number of CTC inside a cluster in
PV could be helpful to assess the degree of differentiation of pancreatic carcinoma. The
number of free CTC in PV would be beneficial to determine the long-term prognosis before
the therapeutic decision. Given the low number of patients, this work is a hypothesis
generator that determines that CTC presence in PV could be a prognostic factor to predict
poor prognosis in early pancreatic cancer. To validate this proposal, these results need
validation with a larger patient population and a longer follow-up.

5. Conclusions

CTC presence in PV could be a significant prognostic factor to predict poor prognosis
in early pancreatic cancer. In addition, the number of CTC and clusters correlate to a tumor
negative differentiation degree and, therefore, could be used as a diagnostic biomarker for
early pancreatic cancer.
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Abstract: Circulating Tumor Cells (CTCs) are considered a prognostic marker in pancreatic cancer.
In this study we present a new approach for counting CTCs and CTC clusters in patients with
pancreatic cancer using the Isoflux™ System with the Hough transform algorithm (Hough-Isoflux™).
The Hough-Tsoflux™ approach is based on the counting of an array of pixels with a nucleus and
cytokeratin expression excluding the CD45 signal. Total CTCs including free and CTC clusters
were evaluated in healthy donor samples mixed with pancreatic cancer cells (PCCs) and in samples
from patients with pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). The Isoflux™ System with manual
counting was used in a blinded manner by three technicians who used Manual-Isoflux™ as a
reference. The accuracy of the Hough-Tsoflux™ approach for detecting PCC based on counted events
was 91.00% [84.50, 93.50] with a PCC recovery rate of 80.75 &= 16.41%. A high correlation between
the Hough-Isoflux™ and Manual-Isoflux™ was observed for both free CTCs and for clusters in
experimental PCC (R? = 0.993 and R? = 0.902 respectively). However, the correlation rate was better
for free CTCs than for clusters in PDAC patient samples (R? = 0.974 and R? = 0.790 respectively). In
conclusion, the Hough-Isoflux™ approach showed high accuracy for the detection of circulating
pancreatic cancer cells. A better correlation rate was observed between Hough-Isoflux™ approach
and with the Manual-Isoflux™ for isolated CTCs than for clusters in PDAC patient samples.

Keywords: circulating tumor cell; cluster; pancreatic cancer; Hough transform

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a tumor with poor prognosis due to
the high rate of early distant metastasis [1]. Liquid biopsy is a way of obtaining tumor
information as a tool for personalized medicine [2-5]. This technique includes several
determinations. One of them is circulating tumor cell (CTC) detection [3,6]. CTCs are
released from the primary solid tumor to the bloodstream and may provide clinically
relevant information for cancer diagnosis, prognosis, and treatment [7,8]. Therefore, in
patients with PDAC, the detection of CTCs and clusters could be really challenging.

Different technologies for CTC isolation from normal hematopoietic cells, such as ery-
throcytes and leukocytes, have been described [9-13] using differentiating cell parameters,
such as physical properties, flow, or elasticity characteristics. Moreover, the differential ex-
pression of biological factors, such as putative tumor-associated antigens (TAAs) or simply
markers of epithelial vs. mesenchymal /hematopoietic transition have been developed [9].
One of these technologies is the IsoFlux™ System (Fluxion Biosciences, Inc., Alameda, CA,
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USA). The IsoFlux™ System is a semiautomatic platform that facilitates CTC enrichment
by using immunomagnetic positive selection, along with microfluidics [14,15]. This system
has been used to successfully isolate CTCs from many cancers [16-23]. Epithelial cell adhe-
sion molecule (EpCAM) is a molecule found on the cell surface that shows high expression
levels in solid cancers. In order to detect this molecule, ferromagnetic particles coated with
an antibody against EpCAM have been used to enrich CTCs from blood samples. Once
enriched, the distinction between CTCs and hematopoietic cells is achieved by means of
different approaches, such as the Hoechst 33342 staining, which binds to cell nuclear DNA.
Additional antibodies against anti-cytokeratin (CK) and anti-leukocyte antigens, usually
CD45, allow for the differentiation of epithelial cells and leukocytes, respectively [9,10,24].
However, the final step in the immunomagnetic separation systems is manual, since a tech-
nician must review each subsequent microimage generated to determine if each counted
event is Hoechst 33342-positive, CK-positive, and CD45-negative [9].

In addition, it is really important that these methods allow for the detection of the
presence of a CTC group, which is labeled as a CTC cluster [9,25,26]. Clusters have been
associated with high metastatic potential and a shorter lifespan [26]. A CTC cluster can present
a heterogenic cell composition, with platelets, immune cells, or cancer-associated fibroblasts.
This cell architecture provides a local microenvironment that shelters clustered CTCs and
smooths the path for colonization [27]. Therefore, CTC cluster quantification is a potentially
useful parameter to take into consideration as a relevant prognostic marker [9,27].

The Hough transform, described in 1972, is a technique that locates shapes in images.
Hough transform is an algorithm that effectively detects straight lines and curves in an image
and is widely used in computer processes. Different studies have successfully used the
Hough transform to grasp the edge of cells [28-32]. The Hough transform is based on a solid
mathematical theory that has been broadly applied in many clinical fields [28,30,31,33-35].

Here, we present a novel semi-automatized technique based on the Hough transform
and coupled with the Isoflux™ System (Hough-Isoflux™) that allows for the counting of
free CTCs and clustered CTCs isolated from whole blood samples of patients with PDAC.

2. Results
2.1. Experimental Validation
2.1.1. Isolated Pancreatic Cancer Cell (PCC) Evaluation

The median Hough-Isoflux™ sensitivity and accuracy for detecting PCC in the
counted events were 89.00% [82.50, 91.00] and 91.00% [84.50, 93.50], respectively. In
samples from healthy patients that were taken as negative controls (samples that were not
mixed with PCC), only 1 [0, 4] lymphocyte was detected. Figure 1 shows PCC and CTC
characterization with specific staining.

Table 1 presents the results of the PCC included in the control groups, as well as
the recovery rate obtained with the manual tumor cell counting of the Isoflux™ system
(Manual-Isoflux™) and with the Hough transform approach. Although the recovery
rate obtained with the Hough-Isoflux™ approach was lower than that with the Manual-
Isoflux™, differences were not significant (80.75 & 16.41% vs. 82.44 & 9.55%; p = 0.801). The
correlation coefficients observed between control PCC and both techniques were almost sim-
ilar. In the Manual-Isoflux™, we obtained a correlation coefficient of R = 0.988, a slope of
0.696 (95% CI, 0.627-0.764), and an interception of 45.74 (95% CI, —0.553-92.040) (Figure 2a).
The Hough-Isoflux™ approach provided a correlation coefficient of R? = 0.974, a slope
of 0.649 (95% CI, 0.553-0.744), and an interception of 44.380 (95% CI, —20.010-108.800)
(Figure 2b). A high correlation between both the Manual-Isoflux™ and Hough-Isoflux™
techniques was observed obtaining an R? = 0.991, a slope of 0.935 (95% CI 0.857, 1.014), and
an interception of 0.614 (95% CI, —39.180-40.410) (Figure 2c).
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Figure 1. Row one shows the CTC staining characterized by Hoechst 33342+ /CK+/CD45-. The fifth
image in the first row shows the selection of pixels with CTC staining, and the last photo shows
a CTC surrounded by a red circumference counted by the Hough transform. Row two shows the
staining of some lymphocytes. Row three shows a free-CTC and a cluster consisting of two cells.
Columns five and six show that the Hough transform algorithm did not count the CTCs if the element
had no CK staining.

Table 1. Total counted PCCs with the Manual-Tsoflux™ System and Hough-Isoflux™ System. Data
are presented with the mean and S.D.

Counted Cells (n) Recovery from Control (%)
Control Density Housh Housh
PCC - ™ oug _ ~ ™ oug :
Manual-Isoflux Transform-Tsoflux™ p-Value Manual-Isoflux Transform -Isoflux™ p-Value
No added PCC 3.67 +2.60 6.40 = 4.34 0.263 - - -
100 105.33 + 8.39 98.00 £ 25.98 1.000 89.92 £ 10.98 88.43 £+ 22.75 0.924
300 302.67 £ 69.97 291.00 £ 68.51 0.847 84.04 £2.83 86.17 £11.45 0.782
1000 811.00 + 86.00 753.00 £ 129.00 0.552 73.16 £ 3.50 67.66 £ 6.29 0.256

2.1.2. Cluster Evaluation

The results of cluster, clustered-PCC, and free-PCC counting are presented in Table 2.
There were no significant differences between techniques for detecting clusters with an over-
all R? = 0.902 correlation rate, a slope of 0.628 (95% CI, 0.443-0.8131), and interception of
—0.056 (95% CI, —2.629-2.513) (Figure 3a). However, some significant differences were ob-
served for PCC clusters with moderate and high tumor cell concentrations (300-1000 PCCs).
The correlation coefficient observed between Manual-Isoflux'™ and Hough-Isoflux™ tech-
niques for clustered-PCC counts was R? = 0.940 with a slope of 0.586 (95% CI, 0.454-0.719),
and the interception was —0.408 (95% CI, —5.179-4.363) (Figure 3b).

Finally, regarding the remaining free-PCC, both techniques also counted similar PCC
numbers with a high correlation rate, as shown in Figure 3c (R? = 0.993; slope of 0.964
[95% CI, 0.893-1.035], and an interception of —1.165 [95% CI, —34.76-32.43]).
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Figure 2. (a). Correlation of total PCCs in control blood samples between control and Manual-

Isoflux™ System. (b). Total PCCs in control blood samples between control and Hough-Isoflux™

System. (c). Total PCCs in control blood samples between Manual-Isoflux™ System and Hough-

Isoflux™ System.
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Table 2. Breakdown of clusters, clustered-PCCs, and free-PCCs. Data are presented with the mean and SD.
Control
Density Clusters (n) Clustered-PCCs (n) Free-PCCs (n)
PCC
Hough Hough Hough
_ ™ g p _ ™ g P _ ™ 2] P
Manual-Isoflux Transform-IsofluxT™ Value Manual-Isoflux Transform-Isoflux™ Value Manual-Isoflux Transform-IsofluxT™ Value
No added PCC 0 0 - 0 0 - 3.67 4 2.60 6.40 £ 4.34 0.263
100 0.33 £ 0.58 0.67 £ 1.15 1.000 0.67 = 1.15 1.33 £2.31 1.000 104.67 +7.23 96.67 + 24 .91 0.621
300 7.00 £ 1.73 3.00 4 2.00 0.100 15.00 £ 3.61 6.00 £ 4.00 0.044 287.67 £ 72.34 285.00 £ 65.18 0.964
1000 22.67 +4.51 15.00 £ 00 0.042 60.00 4 10.00 36.00 £+ 1.00 0.014 751.00 + 96.00 717.00 + 130.00 0.736
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Figure 3. (a). Cluster measurement in control blood samples: Manual-Isoflux™ System vs. Hough-
Isoflux™ System. (b). Clustered-PCC measurement in control blood samples: Manual-Isoflux™
System vs. Hough—IsofluxTM System. (c). Free PCC measurement in control blood samples: Manual-
Isoflux™ System vs. Hough-Isoflux™ System.
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2.2. Clinical Validation
CTCs and Cluster Measurements in Patients with PDAC

Fifty samples from patients with PDAC were evaluated for CTCs and cluster detection.

The results are shown in Table 3. There were no significant differences between the Manual-
Isoflux™ and the Hough-Isoflux™ approaches.

Table 3. CTCs were detected by the Manual-Isoflux™ System and by the Hough transform-Isoflux™
System algorithm in patients with pancreatic cancer.

Group Manual-Isoflux™ Hough-Isoflux™ p-Value
Total-CTCs/mL 192.00 (70, 513) 152 (83.25, 487.50) 0.912
Cluster/mL 8.50 (2, 22.50) 10 (3.75, 26.25) 0.437
Clustered-CTCs/mL 25 (5.75,77.50) 24.50 (8.75, 59.75) 0.942
Free-CTCs/mL 146.00 (54.50, 388.25) 124.5 (72.50, 422) 0.994

Figure 4 represents the CTCs counted by the Manual-Isoflux™ System and by the
Hough-Tsoflux™ System. High correlation coefficients were demonstrated in the total-
CTCs (R% = 0.972) and free-CTCs (R? = 0.974). The slopes obtained through the linear
regression study were close to 1:0.978 (95% CI, 0.930-1.025) with an interception of 0.677
(95% CI, —24.160, 22.810) in the total-CTCs (Figure 4a). The slope was 1.004 (95% ClI,

0.955-1.052) with an interception of 2.470 (95% CI, —18.130-23.070) for the free-CTCs
(Figure 4b).

Free CTC/ml in patients samples

2000 15001
1500 g
£ 1000
=
2
=
2 2 500+
R*=0.972 K R*=0974
y =0.978x -0.677 y = 1.004x + 2.470
0 T T 1 0 T T 1
0 1000 1500 2000 0 500 1000 1500
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100 250
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=
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Figure 4. Correlation plot of CTC/mL in pancreatic cancer patient samples counted with the Manual-
Isoflux™ System and with the Hough-Isoflux™ System. (a). Total-CTC correlation. (b). Free-CTC

correlation. (c). Cluster correlation. (d). Clustered-CTC correlation.
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The cluster and clustered-CTC correlation coefficients (R?) between both techniques
were 0.790 and 0.723, respectively. For clusters (Figure 4c), we obtained a slope of 0.874
(95% CI, 0.743-1.005) and an interception of 3.389 (95% CI, —0.021-6.799). For clustered-
CTCs (Figure 4d), a slope of 0.625 (95% CI, 0.513-0.737) and an interception of 8.228 (95% CI,
—1.148-17.600) was obtained.

2.3. CTC Size and Cluster Size

The Hough-Isoflux™ System allows for the measurement of CTC and cluster sizes.
In control samples, the diameter of the free-PCCs was 7.71 £ 0.50 um, while that of the
clustered-PCCs was 11.06 & 1.17 um. The cluster size was 383.36 & 65.59 um?. On the other
hand, the diameter of free-CTCs in patient samples was 7.99 =+ 1.55 um, while clustered-
PCCs had a diameter of 10.46 &= 1.59 um. Clusters in patient samples had a surface area of
562.92 4 291.50 um?.

3. Discussion

Over the last few years, it has been demonstrated that the detection of CTCs can be
related to patients’ survival. There are several techniques for CTC isolation based on differ-
ent principles and yields [9-13]. In our case, for CTC isolation, we defined the tumor cell
population following the criteria previously published in other works [21,36,37]. EpCAM is
one of the most expressed proteins in CTCs and is also overexpressed in tumors and other
cells. After the isolation of potential tumoral cells using the EpCAM marker, we identified,
via fluorescence microscopy, the actual CTCs as CK-positive, Hoechst 33342-positive, and
CD45-negative. This allowed us to avoid the counting of the frequent CD45-positive PMBC
contaminants of blood samples [38], as well as red blood cells and platelets, with an absent
nucleus. Only nucleated cells with CK marker expression and no CD45 signal were consid-
ered the tumor cells of interest. Currently, there are different devices for the isolation of
CTCs from enrichment with EpCAM [10-13,39]. Among them, CellSearch® is currently the
only device approved by the FDA for monitoring patients with metastatic breast, colorectal,
and prostate cancer [38,39]. However, like Rarecyte®, these are semi-automatic devices
since they require a technician to assess whether the candidate events are CTCs [11,13].
Previous work has used CellSpotter® Analyzer [10,40] and CellTracks® [11] in combination
with different isolation methods to automate the process. It has also been described that
Rarecyte® has been used in combination with CyteFinder® [13]. Although this combina-
tion of devices and software provides sensitivity, accuracy, and an elevated correlation in
the total CTCs detected, supervision by a technician is always necessary. In the present
study, the reference measurements have been also made by three experienced technicians.
Currently, the new techniques for the isolation and enrichment of CTCs are being based
on the use of devices that combine microscopy and cytometry techniques [41-43] to allow
automated measurements avoiding potential bias. However, these samples cannot be fixed
as we did in the present study due to the use of immunofluorescence.

As previously reported [44,45], we chose the EpCAM-Isoflux™ System because this
device could isolate more CTCs than CellSearch®, and both of them use the same isola-
tion target, EpPCAM. Nevertheless, a straight-forward comparison of the CTC isolation
performed using the two platforms is challenging, due to the fact that they use differ-
ent antibody clones and different magnetic beads for the capture process. Thanks to the
micrometer-scale beads included in the IsoFlux™ System, the magnetic moment generated
is sufficient for capturing even cells with low expression levels of markers [44]. Moreover,
many works have reported the good results for the Isoflux™ when isolating CTCs from
different cancer types [16-23]. For the counting of isolated events using the Isoflux™, the
Isoflux™ Cytation Imager software is frequently used, but no evidence has been found in
terms of its sensitivity and accuracy.

Our proposed technique, like many approaches to isolate CTCs, is a semi-automatic method
in which user interaction is only required for threshold specification and noise removal. Previous
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works use different algorithms to detect cells, such as edge detection [46-48] or concavity
detection. Edge detection can be performed based on Laplacian, Gaussian, or Canny algorithms.

Therefore, this paper presents a study in which we relied on the Hough transform-
Isoflux™ System to perform the semi-automatic counting of CTCs detected based on
EpCAM staining. First, when we evaluated the coefficient of variation (CV) of the novel
approach, we found that the CV measured with the Hough-Isoflux™ System did not
exceed 2% in CTC detection. This indicates homogeneity in the counting and minimal
variation from one count to another based on the same sample.

Since Hough transform is an image analysis technique, it can potentially be coupled to
other platforms that isolate CTCs, such as the CellSearch® or CellSpotter® Analyzer, which
provide a final image to be analyzed. The markers used can differ between the different
approaches, but in general, they should be a molecule or a combination of molecules
expressed only in cancer cells. There are specific markers that once detected in blood
cells for cancer patients, if the cell is CD45 negative, allow us to infer that we are dealing
with a foreign cell and probably a cancerous one. These markers are divided into three
groups: epithelial markers (such as EpCAM, cytokeratins, or E-cadherin), mesenchymal
markers (such as vimentin, N-cadherin, or Twistl), and stem markers (such as CD44 or
ALDH]1) [49]. Moreover, some works mentioned more specific markers, such as BRAFVO00E
and PD-L1 [14]. These markers can be considered in the immunofluorescent step to detect
them with a microscope, taking into consideration the wavelength of each marker.

Regarding cancer cell recovery, similar to other approaches [14], the Hough-Isoflux™
System reported an 80.75% rate of pancreatic cell cancer recovery. Moreover, we found a
high sensitivity (89.00%) and accuracy (91.00%) for CTC detection, similar to those with
other analyzers, such as the CellSpotter® [10], which showed a sensitivity of 85% and an
accuracy of 99.7%. Although sensitivity and accuracy showed good results, they are not
perfect. In that line of thought, some authors, such as Chen et al. [50], improved their
results by combining CTC with CA19-9.

Even though the available literature provides several detection sensibilities, those values
are not comparable to those of our study. The reason for that is that we used a high-yield
enrichment technique, followed by an automated method of enumeration. This led to the
detection of CTC in 100% of the studied samples from patients with early pancreatic cancer.

When the correlation between both techniques was evaluated, high linearity was
observed between Manual-Isoflux™ System counting and Hough transform-Isoflux™
System counting. This was observed in both total and free-PCCs in blood from healthy
donors, as well as in total and in free-CTCs from patients with pancreatic cancer.

Since clusters are related to tumor metastasis [9,25,26], the determination of clusters
is crucial for clinical purposes. In our study, there was a high correlation between both
techniques analyzed for cluster detection in experimental PCC, whereas a lesser correlation
was found in samples from patients with PDAC. This could be explained because we
have included restricted parameters in the software to avoid counting artifacts in the
sample. In this sense, we thought that it would be better to improve the accuracy instead
to increase the false positives. Moreover, another explanation for the lower correlation
coefficients between both the Manual-Isoflux™ System and Hough Transform-Isoflux™
System may be related to the binary mask generated during the data processing after the
logical operations performed with each color channel. This binary mask is obtained after
the logical multiplication of the blue (Hoechst 33342+) and green (CK+) channels, and
with the result, a logical operation is performed with the red channel (CD45+) to discard
the cells with CD45 expression. The implementation of this mask is a crucial step for the
high sensibility and accuracy in the counts of CTCs, which have a well-defined rounded
morphology. Clusters, on the other hand, show irregular shapes with two or more CTCs
within them, which often result in overlapping CTCs that are more difficult to identify
based on the Hough transform. A potential approach to improve the correlation coefficients
could be to increase the sensitivity factor to find overlapping circles in an irregular shape.
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However, this factor may count events that are not CTCs or count a CTC more than once.
Thus, this interesting point needs further research.

Using the Hough transform-Isoflux™ System, we could determine the CTC and
cluster size. However, these measurements are an estimation because we measured the
correlation between Hoechst 33342 and CK (Figure 1). CK labeled the cytoplasm, whereas
Hoechst 33342 labeled the cell nucleus. Therefore, in some cases, CK was more representa-
tive than the correspondence in determining the cell size.

A limitation of our method for this specific clinical approach is that it requires more
memory than that in other fields since several images are needed due to the generation
of masks. This process can produce images larger than 7000 x 7000 pixels. Therefore,
the computational cost of the technique is high. Additionally, Hough transform returns a
huge matrix with the cell center and the counted cell size. Nevertheless, according to our
experience, Hough transform is simple to implement and can generate results in real-time,
which is highly suitable for CTC counting for clinical applications.

In conclusion, the Hough-Isoflux™ System is a good approach for counting CTCs,
clusters, and clustered CTCs based on their identification as nucleated cells with EpCAM
expression, as well as CK-positive and CD45-negative cells, once they have been isolated
with the Isoflux™ System. Moreover, the strategy hereby presented might allow for the
counting of other cells of interest by processing image channels depending on the marker
expression profile of the cells.

4. Materials and Methods
4.1. Collection of the Samples

In total, 50 samples from 9 patients with adenocarcinoma in the head of the pancreas
were enrolled in this study. Following the National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) guidelines V1.2013 of Pancreatic Cancer and the American Joint Committee on
Cancer (AJCC) TNM Staging of Pancreatic Cancer, the study included 33.33% of patients
with stage I (11.11% IA, 22.22% IB), 44.44% with stage II (33.33% IIA, 11.11% IIB), and
22.22% of patients with stage III disease after a surgical pathology study.

Blood samples from two healthy donor volunteers with nonmalignant diseases were
used as a control group. Tubes with EDTA were used to collect blood samples, which were
stored at room temperature and processed before 24 h after collection.

4.2. Cell Culture

The pancreatic cancer cell line PANC-1 (ATCC® CRL-1469, Manassas, VA, USA)
was cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza BE12-604F, Basel,
Switzerland), previously supplemented with 10% fetal bovine serum (F7524, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MI, USA) and 1% Penicillin/Streptomycin (15140122, GIBCO, Waltham, MA,
USA). A humidified incubator at 37 °C with 5% CO, was used to grow the cell cultures.
Once seeded, cell cultures were washed with phosphate-buffered saline (PBS, H3BE17-516F,
Lonza) and trypsinized using Trypsin-EDTA at 0.05% (25300-062, Gibco, Waltham, MA,
USA). Pancreatic cancer cells (PCCs) were used to calibrate the method.

4.3. Sample Preparation for Recovery, Accuracy, Sensitivity, and Linearity of PCC Detection

Two different groups were used for accuracy, sensitivity, and linearity experiments.
Seven-milliliter samples of blood were collected from a donor with no physical affection
(n = 3) and were prepared and mixed with approximately 100, 300, and 1000 PCCs. In the
second group, for false-positive assays, 7 mL samples of blood collected from a healthy donor
were processed in EDTA tubes. All samples were counted by three blinded expert technicians
using the Hough transform algorithm. We defined the Manual-Isoflux™ recovery as the
number of manually counted PCCs per control PCC and Hough-Isoflux™ System recovery as
the number of Hough transform-Isoflux™ System-counted PCCs per control PCC. Accuracy
was defined as well-counted PCCs per Hough transform-Isoflux™ System-counted PCC,
whereas sensitivity was defined as well-counted PCCs per control PCCs.
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4.4. Reproducibility of CTC Measurements between Duplicate Samples and Multiple Operators

Fifty samples were collected from patients with pancreatic cancer and were processed
as we describe in the following section. All samples were counted by three blinded expert
technicians (Manual-Isoflux™ System in text) and the Hough transform algorithm- Isoflux™
System after CTC isolation and enrichment was performed as described in Section 4.5.

4.5. Isolation of Circulating Tumor Cells

To enrich blood samples from peripheral mononuclear blood cells, gradient centrifuga-
tion with Histopaque®-1119 was used, while the IsoFlux platform was applied for CTC and
PCC isolation. The IsoFlux™ System takes advantage of the magnetic moment generated
by the micrometer-scale beads that it contains to capture cells, even those with low expres-
sion levels of target markers [27]. Moreover, this is an automatic process that increases
the capture rate of PCCs and CTCs. For CTC enrichment, the Isoflux™ Epithelial to Mes-
enchymal Transitions Circulating Tumor Cell Enrichment Kit (EMT Enrichment Kit, Izasa,
Catalog N.910-0106, San Diego, CA, USA) was used, where beads targeting epithelial and
mesenchymal markers were conjugated with four different antibodies. For the detection of
epithelial cells, anti-EpCAM (a highly expressed molecule in solid cancers) and anti-EGFR
antibodies are used in the kit, while anti-N-Cadherin and anti-Vimentin were used to target
mesenchymal markers. The cells suspended in IsoFlux Binding Buffer were combined
with the immunomagnetic beads conjugated with the above-mentioned antibodies and
incubated for 90 min at 4 °C, as instructed in the Fluxion protocol. The cell and bead mix-
ture was loaded into the microfluidic cartridge and processed with the Isoflux™ System.
Then, in the isolation zone inside the instrument, the cells were exposed to a magnetic field
towards which the target cells are attracted with CTC beads attached. The target cells were
collected on a removable disk. Once the samples had been processed, fluorescent reagents
(Isoflux™ Circulating Tumor Cell Enumeration Kit Izasa Catalog N.910-0093, Fluxion, San
Diego, CA, USA) were used to fix and stain the enriched cells. The following antibodies
were used: anti-CK-fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated, which binds specifically
to CK, an intracellular protein typical of epithelial cells; anti-CD45/Indocarbocyanine (Cy3),
which is expressed only in leukocytes; and Hoechst 33342, a nucleic acid marker that emits
blue fluorescence once it binds to the minor grove of the DNA, where AT-rich regions can
be found. For the acquisition of fluorescent images of the stained samples, an Olympus
BX-61 Direct Fluorescence microscope was used. In light of the above, CTCs or PCCs are
defined as CK+/CD45-/nucleated and morphologically intact cells.

The samples that were not isolated with the IsoFlux were stained with fluorescent
reagents (Isoflux™ Circulating Tumor Cell Enumeration Kit Izasa Catalog N.910-0093,
Fluxion, San Diego, CA, USA).

4.6. Software Counting Development
4.6.1. Image Pre-Processing

The sample images stained with Hoechst 33342, CK, and CD45 were given as input
to the system to be analyzed. The images were collected from normal donors and cancer
patients. We used the blue channel (Hoechst 33342), the green channel (CK), and the
red channel (CD45). Every track was converted to grayscale by eliminating the hue and
saturation element and retaining luminance.

4.6.2. Image Segmentation

The images were converted to binary form using the global Otsu’s threshold to min-
imize the intra-class variance. Pixels with a grayscale value higher than the threshold
calculated by Otsu’s algorithm were marked as one, while those that did not exceed the
threshold were marked as zero. The histogram allowed us to select the threshold if Otsu’s
value is not high enough. As previously described, CTCs are CK+/CD45-/nucleated cells.
Therefore, image pixels that show Hoechst 33342+, CK+, and CD45- are considered CTCs.
A logical multiplication between the threshold values of blue and green channels (Hoechst
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33342 and CK, respectively) was applied to the images. Finally, we removed the thresh-
olding pixels of channel red (CD45). The goal was to keep the pixels dyed blue and green
but not red; for this, binarization of the three channels was carried out. The artifacts from
the obtained mask were removed using Matlab tools (such as imcrop or roipoly, where the
user can select one component to delete). Considering that the resolution of the images was
0.75 pixel/pum and that the size of the CTCs of patients with pancreatic adenocarcinoma
is not defined, the size of the CTCs was considered between 5 and 25 um, according to
studies in other tumors [10]. Image components with a size between 10 and 400 pixels
were filtered. If the component size exceeded 400 pixels, it was introduced in a new mask,
where the CTCs would be counted in clusters. Another filter was circularity, which must
be greater than 0.6; if it was less than that value, the components were transferred to the
cluster counting mask (Figure 1).

4.6.3. Image Post-Processing

We multiplied the masks obtained with the green channel (grayscale) to facilitate
algorithm counting based on the CK intensities. Finally, using the Hough transform
through the imfindcircles Matlab function, we measured the components in the initial mask
and the clustered CTC mask. This function returned the pixel where the cell centers were
and the size of the event. If an element had only the associated center of a circumference
of the Hough transform, it was taken as a free-CTC, while if any of the components had
two or more pixels as the center of a Hough transform circumference, it would be taken
as a cluster with as many cells as centers that had been detected. This methodology was
validated by checking the counted event from healthy donors with the Hough transform
algorithm. The software determined the number of free-CTCs, clusters, clustered-CTCs,
and total CTCs (free and clustered-CTCs). The software showed the average and median
size of free-CTCs and clustered-CTCs based on the radius. At the same time, the cluster
surface was measured based on the pixel number and the image resolution. An analysis
of the measurement’s intra-assay coefficient of variation (CV) was provided. Thereby,
mean values of CV were 0.42% = 0.33 for the total-CTCs, 0.30% = 0.37 for the free-CTCs,
0.72% =+ 1.25 for the clusters, and finally, 1.41% = 1.22 for clustered-CTCs.

4.7. Statistics

An independent student’s t-test was performed to compare both counting approaches.
When quantitative variables did not show a normal distribution, the Mann-Whitney U
test was used for their analysis. To analyze the relationship between counted PCC and
CTC techniques, Spearman’s rank correlation coefficient (R?) was used. The required
significance was p < 0.05. The software used to perform all statistical calculations was
the following: IBM Corp. released 2020. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0.
Armonk, NY: IBM Corp and GraphPad Prism 9.0.0.

5. Conclusions

The Hough transform- Isoflux™ System is a good approach for counting CTCs,
clusters, and clustered-CTCs, defined as EpCAM nucleated cells, positive for CK, but
CD45-negative, after isolation with the Isoflux™ System.

6. Patents

Given the inventive characteristics of this innovation, this work has been protected
as a patent and utility model by the Spanish Patent and Trademark Office with the ID
2112140033157 in Safe Creative as “The use of the Hough’s transform algorithm to count
Circulating Tumour Cells (CTCs)”.
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