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A- Adenina
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AFIP- Armed Forces Institute of Pathology
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MUC1-Mucin 1, cell surface associated
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I. INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS GENERALES DEL
ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

1.1 Definicion de Adenocarcinoma Ductal de Pancreas

El Adenocarcinoma Ductal de Pancreas (ADP) es una neoplasia que se origina
probablemente a partir del epitelio ductal pancreatico, mostrando un fenotipo similar,
con produccion de mucina y un patréon de citoqueratinas caracteristico (Hamilton,

2000).

1.2 Anatomia y fisiologia de pancreas.

common bile duct

El péncreas es un organo
glandular del aparato digestivo,
: con derivacion  embrioldgica

T "‘“""’““'“”“B\' P S 3| endodermal. La diversidad

celular y compartimiento exocrino

y endocrino regula los procesos
claves de digestion de
carbohidratos y de homeostasis de

la glucosa.

Figura 1: Anatomia y fisiologia del pancreas. A. Imagen general del pancreas en relacion
con el duodeno y conducto biliar comin. B: Componentes histologicos del pancreas, que
incluyen islote de Langerhans (zona derecha abajo), porcidén acinar (asterisco) y conducto
pancreatico (flecha). H&E C: Imagenes histoldgicos con tincion H&E e inmunohistoquimica
que muestran la diversidad celular pancreatica: imagen de la unién dictulo — acinar (1, H&E,
40x); unidad acinar que expresa el anticuerpo anti-amilasa (2); isleta de Langerhans positiva
para anticuerpo de insulina (3); células centroacinares positivas para Hesl (4); células
ductales positivas para citoqueratina 19 (5). D: Esquema de la relacién ductos y acinus con
células centroacinares (flecha) situadas en la union ductulo-acinar (Hezel, 2006)

17



La porcién exocrina (80%), estd compuesta por una red ramificada de células
ductales y acinares que producen y expulsan granulos zymogenos, que secretan las
células acinares, con transporte posterior al tubo intestinal a través del sistema de
conductos. La porcidon endocrina, unida en los islotes de Langherhans, es responsable

de la secrecion de insulina inmediata a los vasos sanguineos (Figura 1) (Kumar, 2005)

Wena Cava
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ucinado y esta limitada por la confluencia de la vena mesentérica superior y la vena
porta; el cuerpo, situado entre esta confluencia y el margen izquierdo de la aorta; y la

porcion izquierda: la cola (Edqe, 2009) (Figura 2).
1.3 Epidemiologia del ADP

El ADP representa un 3% de todos los tumores malignos, es responsable del 5%
de la mortalidad por céncer y tiene una incidencia anual a nivel mundial de 200,000
casos. En Estados Unidos en 2008, han sido registrados 37,700 casos del ADP y

34,300 pacientes fallecidos por esta enfermedad (Jemal, 2008).

De los fallecimientos por tumor primario de origen desconocido entre 50,000 y

80,000 casos corresponden al ADP (Michaud, 2004; Matthias-L6hr, 2005).
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El ADP representa mas del 85% de las neoplasias primarias de pancreas
(Hamilton, 2000). Es la segunda neoplasia en frecuencia del tracto gastrointestinal.
Constituye la cuarta causa de muerte por cancer, siguiendo al carcinoma pulmonar,
de prostata y colorrectal en los hombres y al carcinoma pulmonar, de mama y
colorrectal en las mujeres. Tienen una supervivencia media inferior a 6 meses, y un
rango de uno y cinco afios de 25% y 3-5% respectivamente (Cabner, 2008). Este tipo
de cancer ocurre casi exclusivamente en adultos, aumenta de forma exponencial a

partir de los 40 afios, y alcanza un pico entre la séptima y la octava década.

En el momento actual las causas que originan el ADP siguen siendo desconocidas,
con una evidencia de aumento de riesgo entre 2,5% y 3,6% de desarrollo de este tipo
de cancer en los fumadores (Hassan, 2007). Hay datos limitados de otros factores
ambientales con respecto al riesgo carcinogénico, tales como el consumo de alcohol,
consumo de café y aspirina. Algunos estudios hacen referencia a los posibles factores
de riesgo en pacientes con pancreatitis cronica, y aunque menos probable en los
pacientes con cirrosis hepatica, colecistectomia previa o factores dietéticos ricos en

grasas o colesterol (Lowenfels, 2006).

Historia del cancer pancreatico familiar la presentan entre el 5-10% de los
pacientes; esta demostrado el aumento de riesgo de esta enfermedad en 57 veces, en
familias con mas de cuatro miembros afectados (Tersmette, 2001; Shi, 2009),
relacionado probablemente con mutacion germinal de genes-reparadores de ADN

(BRCA2) (Couch, 2007).

La naturaleza letal del ADP, es un resultado tanto de sus propiedades biologicas,
como de su capacidad para la diseminacion rapida por via linfatica con metastasis
ganglionares y organicas. Esta agresividad bioldgica, asi como su resistencia a la
terapéutica convencional, hace que esta neoplasia represente el tipico caso clinico de
enfermedad avanzada metastasica en el momento del diagnostico, y por consiguiente,

frecuentemente incurable, dicho de otra forma “early is too late” (Real, 2003). Solo
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aproximadamente el 20% de pacientes presentan, al inicio, el tumor localizado y

potencialmente curativo (Hidalgo, 2010)

1.4 Origen celular y lesiones-precursoras del ADP

A nivel morfologico, el caso tipico de ADP estd compuesto por células epiteliales
de distinto grado de diferenciacion glandular, con un componente prominente de
estroma desmoplasico (Hernandez-Mufioz, 2008). La hipotesis de origen ductal del
ADP se basa en una frecuente asociacion de neoplasia infiltrante, con alteraciones
hiperplésicas y displasicas en conductos pancreaticos. A favor de esta teoria, existe la
evidencia de un perfil inmunohistoquimico comun para el epitelio ductal y neoplasico
(positividad para citoqueratina 7 y citoqueratina 19), asi como hallazgos de

alteraciones genéticas que ocurren en lesiones precursoras del ADP (Adsay, 2005).

Al respecto de las lesiones preneopldsicas, estan descritas tres tipos: neoplasia
pancreatica intraductal (PanIN), neoplasia mucinosa quistica y neoplasia mucinosa

papilar intraductal (Hruban, 2000; Singh, 2007).

Otro modelo experimental animal, sugiere posible origen de células tumorales del
ADP tras metaplasia de células acinares (transdiferenciaciéon) (Real, 2008). La
hipotesis se basa en una observacion en ratones transgénicos Ela-TGF-alfa, que a
partir de procesos metaplasicos y displasicos en 50% de casos, desarrollan carcinoma

acinar, y otra mitad el ADP o un carcinoma ductal-acinar mixto (Wagner, 2001).

Ademas de estas hipotesis, entre las células tumorales se identifica una poblacion
minoritaria entre 1% y 5% con capacidad ilimitada de autorrenovacion y division
asimétrica, conocidas como células-madre o células troncales (“stem cells”). La
resistencia a los agentes de quimioterapia y radioterapia de estas células, puede
explicar la ausencia de respuesta completa al tratamiento, y proponen un reto de
interés cientifico al tratamiento de estas células especificas (Hermann, 2007; Hidalgo

2010).
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1.5 Caracteristicas histopatolégicas del ADP

1.5.1 Descripcién macroscopica y microscopica del ADP

La mayoria de los casos del ADP (60-70%) se encuentran localizados en la
cabeza de pancreas, en particular en su porcion superior, y menos frecuente en el
proceso ucinado (Solcia, 1997). Raramente el ADP se desarrolla sobre el tejido

pancreatico ectopico (Tanimura, 1979).

Macroscopicamente, el ADP es un nddulo soélido firme y mal delimitado.
Presenta la superficie de color grisdceo-blanquecino, homogéneo o con algunas areas
microquisticas. Necrosis y hemorragias son infrecuentes (Figura 3). Carcinomas
localizados en la cabeza del pancreas habitualmente afectan el conducto pancreatico,
y/o colédoco, y producen estenosis con dilatacion proximal en ambos sistemas. Los
carcinomas avanzados tipicamente invaden la pared duodenal, ampolla de Vater, eje
de tronco celiaco y la pared de la vena cava. A pesar de una cirugia radical, la
afectacion del margen radial de reseccion es un hallazgo muy tipico y bastante

frecuente.

|-wnrululu||1|n|InnInn||||n||\|t|||||'|nl|'nll

Figura 3. Imagen macroscépica del ADP. La zona tumoral marcada con flechas; a la izquierda-
duodenopancreatectomia cefalica, a la derecha - pancreatectomia izquierda.
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La mayoria de los ADP son adenocarcinomas bien o moderadamente
diferenciados, con una imagen morfoldgica tipica de estructuras glandulares bien
definidas, con distinto grado de produccion de mucina, que de cierto modo imitan
ductos pancreaticos normales, rodeados por estroma desmoplasico (Figura 4)

(Hamilton,2000).

Los variantes histopatoldgicos del ADP poco frecuentes (1-7%) incluyen
carcinoma adenoescamoso, carcinoma de células claras, carcinoma indiferenciado
(anaplasico y tumor de células gigantes de tipo osteoclastos), carcinoma mucinoso no
quistico y carcinoma con células en anillo de sello (Figura 4). Estos tipos de cancer se
consideran como variantes del ADP, porque a pesar de ser formas pobremente
diferenciadas, en la mayoria de ellos se puede encontrar algunos focos glandulares de

diferenciacion ductal (Chen, 1985).

e AT e R
fit 5

e
- il

ADP, variante de células claras ADP G3, variante con células gigantes

Figura 4. ADP de distinto grado de diferenciacion y variantes histopatolégicas
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1.5.2 Perfil histoquimico e inmunohitoquimico del ADP.

Actualmente no existen marcadores histoquimicos y/o inmunohistoquimicos
especificos que puedan definir el ADP. Se utilizan un conjunto de marcadores que
ayudan a diferenciar un carcinoma exocrino de pancreas de otras neoplasias, con
morfologia ductal u otros carcinomas del tracto gastrointestinal.

Habitualmente el ADP se tifie con mucinas acidas, pero s6lo focalmente con la

mucina neural.

En cuanto las técnicas de inmunohistoquimica, la mayoria de los ADP
expresan MUCI, MUC3 y MUC5/6, CA 19.9, Du-Pan 2, Span-1, CA 125 y TAG 72
(Sessa, 1990). La utilizacion de estos marcadores estd restringida por una reaccidon
cruzada con el epitelio no tumoral en pancreatitis cronica, en algunos adenomas

serosos y en células de carcinoma acinar.

El anticuerpo monoclonal CEA discrimina la inmunorreactividad en células no
tumorales en hiperplasia ductal, a diferencia de las células neoplasicas (Batge, 1986).

El patron inmunohistoquimico de expresion de citoqueratinas en el ADP
coincide con el del epitelio ductal normal, siendo positivo para citoqueratinas 7, 8, 18,

19 y negativo para citoqueratina 20 (Figura 5)

Citoqueratina 7 Citoqueratina 19

Figura 5. Perfil de expresion inmunohistoquimica del ADP. Las células tumorales son positivas
para citoqueratina 7 y citoqueratina 19.
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Las células tumorales del ADP son negativas para vimentina, marcadores
neuroendocrinos (salvo las células aisladas en los carcinomas bien diferenciados), asi
como para enzimas pancreaticas como tripsina, quimotripsina y lipasa (Schussler,

1992).

Se ha visto sobre-expresion en las células del ADP de EGFR, c-erB-2, TGF-

alfa, metaloproteinas y cadherina E (patrén de membrana).

En la practica rutinaria hospitalaria, los marcadores inmunohistoquimicos se
aplican para una orientacion diagnoéstica y diagnostico diferencial de la enfermedad
metastasica, utilizando sobre todo un panel de citoqueratinas 7,19 y 20. En todos los
casos, un diagndstico correcto requiere una precisa correlacidon clinico-patoldgica y

los datos de imagen radioldgica.

1.5.3. Criterios de graduacion del ADP
El sistema reciente de graduacion del ADP se basa en la combinacion de los

criterios histopatoldgicos, citologicos y en la actividad mitdtica (Tabla 1, Figura 4)

Grado tumoral Diferenciacién Produccién de Mitosis (en  Atipia nuclear

glandular mucina 10 CAM)

Gradol Bien diferenciado Intensa <5 Leve  polimorfismo.
Polaridad nuclear

Grado2 Moderdamente Irregular entre 6y 10 Moderado
diferenciados estructuras polimorfismo
ductales y tubulares

Grado3 Pobremente diferenciados Abortiva >10 Marcado
glandulas, estructuras polimorfismo y
mucoepidermoides y aumento del tamafio
pleomérficos nuclear

Tabla 1: Grado histopatologico del ADP (Luttges, 2000)
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1.6 Estadio patoldgico y clinico del ADP (TNM).

La clasificacion pTNM define las siguientes categorias histopatologicas para los

ADP, que a su vez correlacionan con los estadios clinicos (Tabla2):

Tumor primario (pT)

pTx — Tumor primario no definido.

pTO — Sin evidencia de tumor primario.

pTis — Carcinoma in situ.

pT1 — Tumor limitado en pancreas, menos de 2 cm del didmetro mayor.

pT2 — Tumor limitado en pancreas, mas de 2 cm del didmetro mayor.

pT3 — Tumor que se extiende a tejidos parapancreaticos, sin afectacion del eje celiaco
o de la arteria mesentérica superior.

pT4 — Tumor que afecta al eje celiaco o a la arteria mesentérica superior (tumor

primario no resecable).

Ganglios linfiticos regionales (pN)
pNx — Afectacion ganglionar linfatica no definida.
pNO — Ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales.

pN1 — Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

Metdstasis a distancia (pM)
pMO — Ausencia de metastasis a distancia.

pM1 — Metastasis a distancia.

Dada la importancia en el pronostico del ADP, la clasificacion pTNM debe de

incluir una caracteristica adicional del estado de margen de reseccion:
RO — Reseccion completa.

R1- Margen de reseccion macroscOpicamente negativo, pero afectado

microscopicamente.
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R2 — Margen de reseccion afectado macroscopicamente y microscopicamente.

Estadio pT pN pM
clinico
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T2 NO MO
Estadio ITA T3 NO MO
Estadio IIB T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Estadio IIT T4 NO, N1 MO
Estadio IV T1,T2,T3,T4 NO, N1 M1

Tabla 2. Correlacién entre estadio clinico y patologico

1.7. Factores prondsticos en el ADP

Los factores pronosticos clasicos independientes en el ADP son: el tamafio
tumoral y la afectaciéon ganglionar linfatica. El ultimo se convierte en un factor
dominante respecto a la respuesta al tratamiento adyuvante, que actualmente sélo la
afectacion del margen de reseccion meticulosamente estudiado, puede competir con el
estado metastatico ganglionar en relaciéon con la supervivencia postquirurgica

(Luttges, 1998; Pazdur, 2003).

Por estos motivos, la valoracion de los margenes quirdrgicos, tanto pancreatico
como radial, esta incluido como un apartado de la clasificacion TNM en el protocolo
del informe anatomopatoldgico de los ADP. Se ha demostrado, en las series grandes
de los centros hospitalarios de referencia, que la reseccion quirargica curativa (R0) se
realiza en el 63%-81% de los casos y que los resultados, a largo plazo, refieren una
supervivencia del 25% en 5 aflos, y menor del 10% a los 10 afios, hecho que marca
una diferencia considerable con las cifras medias del 3% para el mismo periodo
(Schneider, 2005). Otros autores revelan una supervivencia del 20% al 40% a los 5

afios con RO, frente a una supervivencia nula en los casos de R1 o R2 (Yeo, 1995).
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La supervivencia media de los pacientes operados con una enfermedad localizada
no metastasica oscila entre 12-20 meses. Pacientes con ADP localmente avanzado no
metastatico tienen una supervivencia media de 6-10 meses, y los que se manifiestan
con cancer metastatico, tienen una supervivencia de 3-6 meses (Tablas 3 y 4)

(Bilimoria,2007).

Estadio Niimero (%) 1 aiio 2 aiios 3 aiios 4 aiios 5 aiios SuV media

clinico De pacientes (%) (%) (%) (%) (%) (meses)
1A 1886 8.8 71.3 50.2 40.7 347 314 24.1
IB 2364 11 67.3 454 353 29.6 27.2 20.6
1A 3846 17.9 60.7 349 23.8 184 15.7 154
11IB 7828 364 527 23.8 144 10.2 7.7 12.7
I 2850 13.2 44.5 19.3 11 8.1 6.8 10.6
v 2738 12.7 19.2 8.4 53 37 2.8 45

Total 21.512 12.6

Tabla 3: Supervivencia a los 5 afios de pacientes operados de ADP

Estadio Nimero % 1 aiio 2 afios 3 afios 4 afios 5 afios SuV media

clinico | depacientes () () (W] (W] (W] (meses)
1A 3412 44 29.2 10.5 6.2 4.6 38 6.8
IB 4.298 54 26.0 94 5.7 4.0 34 6.1
TIA 8.486 10.1 25.0 7.7 41 2.8 24 6.2
1B 6.570 11.8 269 7.7 38 2.6 2.0 6.7

Tabla 4: Supervivencia a los 5 afios de pacientes no operados de ADP

Entre otros factores pronosticos desfavorables se mencionan el alto grado, la

invasion perineural, embolizacion vascular y elevacion de CA 19-9 (Edge, 2009).
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2. BASES MOLECULARES “CLASICAS” DEL ADP.

Los estudios sobre las bases moleculares del carcinoma de pancreas en las ultimas
décadas han supuesto numerosos avances en el conocimiento de los multiples factores
implicados en el desarrollo y la progresion tumoral, cuyos objetivos finales se han
dirigido a la bisqueda de marcadores biologicos para el diagndstico precoz, factores
relacionados con el pronoéstico y el descubrimiento de dianas terapéuticas (Feldmann,

2008; Ranganathan, 2009; Saif, 2007; Sakorafas, 2001)

2.1 Cancer como enfermedad genética.

El cancer, neoplasia o tumor, puede considerarse una enfermedad genética que
se desarrolla en organismos superiores, en la mayoria de tejidos y en todo tipo de
células somaticas. Bajo el nombre genérico de cancer, se engloba un conjunto de
enfermedades que tienen en comun un crecimiento celular desordenado (tumor), y una
colonizacion tisular (metastasis), todo ello determinado por una mutacion inicial,

seguida de la acumulacién de otras mutaciones sucesivas (Volgelstein, 1993).

Al igual que todas las enfermedades moleculares, el cdncer se manifiesta en
alteraciones bioquimicas de todo tipo a nivel celular, tisular y, particularmente, por la

aparicion de marcadores tumorales y tisulares (Tennant, 2009).

Las alteraciones genéticas encontradas en las células cancerosas pueden ser de
tipo mutacion puntual, translocacidn, amplificacion, delecioén, y ganancia/pérdida de
todo un cromosoma. Existen genes que son mas susceptibles a sufrir mutaciones que
desencadenen el cancer. Esos genes, cuando estan en su estado normal, se llaman
protooncogenes, y cuando estan mutados se llaman oncogenes. Lo que esos genes
codifican suelen ser receptores de factores de crecimiento, de manera que la mutacion

genética hace que los receptores producidos estén permanentemente activados, o bien
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codifican los factores de crecimiento en si, y la mutacion puede hacer que se

produzcan factores de crecimiento en exceso y sin control

La transformacion maligna de las células normales consiste en la adquisicion
progresiva de una serie de cambios genéticos especificos, que actiian desobedeciendo
los fuertes mecanismos antitumorales que existen en todas las células normales

(Kroemer, 2008). Estos mecanismos incluyen:

« Laregulacion de la transduccion de sefiales.
« Ladiferenciacion celular.

« Laapoptosis.

o Lareparacion del ADN.

o La progresion del ciclo celular.

o Laangiogénesis.

o La adhesion celular.
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Hoy son bien conocidas como causa de cancer las mutaciones que afectan
esencialmente a genes de dos tipos: los protoocogenes y los genes oncosupresores (0

genes supresores de tumores).

El analisis bioquimico y funcional de los productos de varios genes tumorales
indica que éstos juegan papeles fundamentales en procesos de transduccion de sefales
implicados en el control de la proliferacion, diferenciaciéon o muerte celular (Figura
6). Estos estudios han esclarecido como la progresion normal del ciclo celular es el
resultado de una interaccion cuidadosamente balanceada entre multiples reguladores,
codificados por protooncogenes y genes supresores. No es sorprendente, por tanto,
que cualquier alteracion funcional a nivel de uno de estos multiples reguladores,
produzca un ciclo celular alterado, que finalmente desemboca en la progresion
neoplasica. Esta simplificacion conceptual ha permitido definir al cancer, a nivel
molecular, como una “enfermedad genética del ciclo celular”. También permite
empezar a entender la naturaleza multifasica del cancer, un proceso de multiples
etapas, que requiere la acumulacién de sucesivos eventos de mutacion somatica
(oncogenes, genes supresores, genes de susceptibilidad) y de seleccion clonal, que
producen variantes en la descendencia celular, con propiedades de crecimiento cada

vez mas agresivas (Spencer, 2006).

La participacion de los genes en la carcinogénesis puede seguir dos tipos de

mecanismos:

l.-La mayoria de los céanceres se deben a cambios genéticos inducidos por
mutaciones. La célula inicial afectada crece con mayor rapidez de lo normal, y si no
existe un control de ese crecimiento, llega a formar un tumor primario en el tejido
circundante (neoplasia), o un tumor secundario (metastasis) en tejidos lejanos

(Blagosklonny, 2005)

2.- Por otro lado, algunos canceres se deben a cambios epigenéticos, aiin no bien

conocidos, que afectan a la expresion de algunos genes, y pueden permanecer en
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estado latente durante toda la vida de la célula. Por ejemplo, son abundantes los
agentes mutagenos que modifican la expresion génica, alterando la metilacion del

ADN (Macaluso, 2003).

Los importantes avances recientes en la identificacion de las alteraciones
genéticas y moleculares de las células tumorales humanas, estan siendo utilizados con
éxito en aplicacion a nivel clinico. Asi, por ejemplo, secuencias especificas de acidos
nucleicos, estan siendo utilizadas con gran precision como marcadores de progresion
tumoral en situaciones clinicas variadas. Igualmente, la gran cantidad de informacién
acumulada recientemente sobre el genoma humano y de organismos modelos, esta
empezando a ser utilizada, por medio de aproximaciones genéticas tradicionales, para
el disefio y caracterizacion de farmacos antitumorales. Finalmente, tecnologias
recientes tales como la microdiseccion por laser y los diversos tipos de “microarrays”
de acidos nucleicos o de proteinas, utilizados en Gendémica y Protedmica, ofrecen
esperanzas significativas de completar en un futuro préoximo la identificacion de las

“firmas moleculares” de los diferentes tipos de tumores y/o estadios de los mismos.

La disponibilidad actual de farmacos para el tratamiento del céncer por
quimioterapia se vera superada algun dia por novedosos tipos de abordajes, basados
en la terapia génica, en la inhibicidén génica, asi como en la inhibicidn especifica de la

angiogénesis, la metastasis y la apoptosis (Feero, 2011).

2.2 Alteraciones moleculares en el ADP

El desarrollo y progresion de las neoplasias epiteliales es el resultado de la
pérdida del equilibrio entre los factores promotores e inhibidores de la proliferacion
celular y de la apoptosis (Hruban, 2008; Jaffe, 2002) (Figura 7). En el control del
ciclo celular, existen unas combinaciones “clave” para la carcinogénesis, que son los
trastornos genéticos y las alteraciones moleculares especificas para cada tejido, y que

constituyen el objetivo de las dianas terapéuticas (Abdulkader, 2005).
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El mecanismo genético en la progresion del ADP se caracteriza por una serie
de eventos precoces y otros mas tardios (Yamamo, 2000; Volgelstein, 1993). Los
acontecimientos precoces mas relevantes, incluyen la mutacién de K-ras, los eventos
intermedios son la inactivaciéon de pl6 (Wileniz, 1998), la actividad de la telomerasa
y la mutaciéon del gen Her-2/neu; mientras que las alteraciones tardias implican la
inactivaciéon de p53 y de SMAD4/DPC, la mutacién de BRCA2 (Goggins, 1996) y la
sobre-expresion de la Ciclina D1 (Hezel, 2006).

El oncogén K-ras estd mutado en mas del 90% de los casos (Hruban, 1993,
Hingorani 2005). El gen supresor tumoral p/6 est inactivado en el 90% de los casos
(Schutte, 1997; Attir, 2005). p353 estd inactivado en el 50-75% (DiGiuseppe, 1994) y
DPC4 tan solo en la mitad (Luttges, 2001)
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Figura 7. Alteraciones del ciclo celular en el ADP y lesiones precursoras.
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2.2.1 Secuencia global del genoma y ADP.

Dentro del proyecto del estudio global de cancer, se han publicado resultados
de estudios-piloto de alteraciones genéticas en cancer de pancreas, basados en una
secuencia global del genoma de 24 casos de ADP, analizando mutaciones somaticas
en 20.661 genes codificantes utilizando 1Mb SNP arrays. Se han encontrado 63
mutaciones intragénicas y/o delecion homocigotica y amplificacion, que se agruparon
en 12 vias de sefializacion implicadas al desarrollo y progresion entre 67% y 100% de

ADP (Tabla 5 y Figura 8) (Jones, 2008)

Number of Fraction of tumors
Regulatory process genetically with genetic .
or pathway altered genes alteration of at least Representative altered genes
detected one of the genes
Apoptosis 9 100%: CASP10, VCP, CAD, HiP1
DMA damage control 9 3% ERCC4, ERCCE, EP300, RANBPZ, TP53
Regulation of G5 phase 19 100% COKN2A, FBYW7, CHD1, APC2
transition
. . TBX5, 50X3, LRPZ, GLI1, GLI3, BOC,
0
Hedgehog signaling 19 100% BMPRZ, CREBBP
CDH1, CDH10, CDHZ, CDH7, FAT,
- . PCDH15, PCOH17, PCDH18, PCDHY,
o
Homophilic cell adhesion 30 719% PCOHBIS, PCDHB2, PCOHGAL,
PCDHGA11, PCDHGC4
. . ITGA4, ITGAZ, ITGA11, LAMAL, LAMA4,
o
Integrin signaling 24 67% LAMAS, ENL, LK
c-Jun N-terminal kinase signaling 9 96% MAP4K3, TNF, ATF2, NFATC3
KRAS signaling 5 100%: KRAS, MAP2K4, RASGRP3

ADAM11, ADAM12, ADAM19, ADAM5220
Regulation of invasion a6 92% ADAMTS15, DPPé, MEPIA, PCSK6,
APG4A, PRS523

Small GTPase—dependent AGHGEF7, ARHGEF2, CDC42BPA,

. N 33 T9% DEPDCZ, PLCE3, PLCB4, RP1, PLXNEL,
signaling (other than KRAS) PRKCG
TGF-f signaling 7 100%: TGFBRZ, BMPRZ2, SMAD4, SMAD3

MYC, PPPZR3A, WNTFA, MAPZ,T5C2,

Wnt/Notch signaling 29 100% GATAG. TCF4

www.sciencemag.org  SCIENCE  VOL 321 26 SEPTEMBER 2008

Tabla 5. Vias de sefializacion genéticamente alteradas en la mayoria de los ADP.

33



TGFp
Signaling
K-Rasg JHE
Signaling Signaling

Integrin
Signakng

Pancreatic

Cancers
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2.2.2 Alteraciones citogenéticas en ADP.

La complejidad genética de muchas neoplasias humanas refleja numerosas
alteraciones estructurales cromosdmicas. Sin embargo, los conocimientos de
anomalias somaticas en el ADP eran casi nulos hasta los afios 90 del siglo pasado,
cuando un grupo de investigadores de Baltimore (Maryland, USA) publicaron
resultados de estudios citogenéticos en cancer de pancreas. Los resultados revelan un
cariotipo complejo en el ADP (més de 3 alteraciones). En una serie de 62 tumores
primarios, se describen la ganancia en los cromosomas 20 y 7, como hallazgo
frecuente, seguido de delecion en los cromosomas 18, 13, 12, 17 y 6. Asimismo se
encontraron 209 “breakpoints”, entre ellos las translocaciones frecuentes se

observaron en 1p, 6q, 7q y 19p (Figura 9) (Griffin, 1995).

Los estudios posteriores del mismo centro en una serie mas corta de 16 ADP,
demostraron un cariotipo anormal en 14 neoplasias, entre ellos un 65% de pérdida de
heterocigocidad (LOH) y deleciones mdas frecuentes en cromosomas 13 y 18 (Brat,

1997)
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Figura 9. Diagrama de alteraciones estructurales cromosomicas en 44 ADP. Las lineas en la
parte izquierda indican areas de deleciones frecuentes; los puntos en la parte derecha corresponden a
“breakpoints” de translocaciones.

Oy O
~N
e O

-]

-

n

— p
Cﬂ:;ﬂ
SN0

<

15

[
x

2.2.3 Sindromes hereditarios y ADP

Aproximadamente 3%-10% de los ADP pertenecen al grupo de cancer familiar
sin una causa genética reconocida en la mayoria de los casos (Lynch, 1990). Algunos
estudios demuestran la agregacion familiar del ADP, lo que sugiere etiologia genética
de posible forma de herencia autosomica dominante (Ghadirian, 1991).

Sin embargo, existen sindromes familiares candnicos que aumentan el riesgo

de desarrollo del ADP (Tabla 6).

Entre ellos se destacan la pancreatitis hereditaria, causada por una mutacion en
linea germinal del tripsindgeno cationico, que cursa con brotes de pancreatitis aguda
severa y riesgo aumentado en el 40% de padecer ADP en personas afectadas

(Lowenfels, 1997).
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Otro sindrome conocido FAMM (Familiar Atipical Multiple Mole Melanoma)
asociado con mutacion germinal del gen p/6 incrementa el riesgo de desarrollo tanto

de melanoma como de ADP (Whelan, 1995).

La mutacién germinal de BRCA2 descrita en cancer familiar de mama, se
encuentran en un 7% de los ADP con predisposicion familiar sobre todo en la

poblacion judia (Ozcelik H, 1997).

Los pacientes con el sindrome de Peutz-Jegher e inactivacion bialélica del gen

STK11/LKBI pueden padecer ADP (Su, 1999).

Por ultimo, el sindrome de cancer de colon hereditario no polipdsico
(HNPCC), asociado con mutacion germinal en los genes reparadores del ADN
(“mismach repair”) e inestabilidad de microsatélites, se manifiesta con un riesgo de
apariencia de multiples canceres (endometrial, colorrectal, gastrico y ovarico). Se han
descrito también casos de ADP en este sindrome, y por otro lado los mismos defectos

genéticos se encuentra en un 4% de los ADP (Goggins, 1998).
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Adenocarcinoma autosomico desconocido 30%; aumento en 100
pancreatico familar dominante veces del riesgo del
precoz asociada a diabetes mélitus ADP

FAMM autosomico pl16/CMM2 (9p21) 10%

dominante

Ataxia-telangiectasia autosémico ATM, ATB, otros  desconocido

resecivo (11q22-q23)

HNPCC autosémico MSH2(2p), MLHI(3p), desconocido

dominante otros

Tabla 6. Sindromes genéticos e incremento del riesgo de desarrollo del ADP. (Mendelian
Inheritance in Man: www.ncbi.nim.nih.gov/omim): FAMM- sindrome de nevus atipico multiple-

melanoma; HNPCC- sindrome de cancer de colon hereditario no polipdsico
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2.3 Trabajo previo de caracterizacion del ADP.

El estudio propuesto en esta Tesis nace como ampliacién de un trabajo previo,
presentado en el contexto del Diploma de Estudios Avanzados (DEA), 09/2008:
“Adenocarcinoma ductal de pdancreas: caracteristicas inmunofenotipicas 'y

moleculares asociadas a progresion tumoral”.

Las conclusiones que obtuvimos en la serie reducida de 28 casos de ADP eran los

siguientes:

1. La reseccion completa o incompleta del tumor, o la existencia de la
enfermedad residual microscopica, son los datos clinicos mas importantes en

relacién con la supervivencia de los enfermos.

2. Las mutaciones de K-ras constituyen un evento que aparece en el 48% de los
tumores cuando se examina el exon 2 (codon 12), pero no existe una relacion

entre dicha mutacion y la supervivencia de los pacientes.

3. La “inmunohistoquimica molecular” asociada al uso de “tissue microarrays”,
es una buena herramienta de investigacion, que aporta informacion util en el
contexto clinico. En concreto se ha constatado que:

a) La expresion de la proteina pl16 y la negatividad para p53 se asocian con
peor prondstico.
b) La expresion de la ciclina Bl y la ciclina D2, guardan relaciéon con una

menor supervivencia.
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3. EPIGENETICA

3.1 Definicion

La epigenética consiste en cambios hereditarios en las pautas de expresion
génica, que estdn mediados por mecanismos diferentes a las modificaciones de la

secuencia nucleotidica primaria de un gen.

La regulacion epigenética incluye metilacion del ADN, modificacién de
histonas, y alteraciones de expresion génica post-transcripcionales, basados en

microRNAs de interferencia.

3.2 vista histérica y paradigma de la epigenética.

El nacimiento de la epigenética, procede de un cruce de caminos como la
biologia del desarrollo y la genética que ocurrid en los afios 40 del siglo XX. Uno de
los patriarcas en este camino de aquella época, era Sir Conrad Waddington, profesor
de Genética de la Universidad de Edimburgo, que introdujo la teoria de plasticidad
fenotipica y epigenética, se referia a la epigenética, como amalgama entre genética
Mendeliana clésica y epigénesis, haciendo hincapié en su importancia en el
desarrollo embrionario (Harlsberg, 2010). Waddington definia la epigenética como
“una interaccidon casual entre genes y sus productos que estd conformando el
fenotipo”, lo que en el lenguaje contemporaneo corresponde a “una actividad
heredada del ADN, que no depende de la secuencia nativa del mismo” (Esteller,

2008).

Desde las primeras publicaciones de Waddington, hasta los afios 70 del siglo
XX, los mecanismos de la epigenética todavia quedaban desconocidos, asi como
algunos fenémenos asociados, como diferenciacion de célula troncal de médula ésea o

desactivacion del cromosoma X en los mamiferos.
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Las primeras sugerencias de metilacion o demetilacion como un proceso
bioldgico importante aparecieron basados en los cambios enzimaticos de la citosina
en el ADN que propusieron Griffith y Mahler en 1969 en el trabajo sobre memoria a
largo plazo, y mas tarde Riggs (1975), que fue el primero que describid el fendomeno
de desactivacion del cromosoma X. Independientemente y simultaneamente Holliday

y Pugh publicaron trabajos similares en 1975.

El “renacimiento” del interés por la epigenética, se debe a una revision de
estudios de Waddington, (Holliday, 1987) que fue “un papel critico que encendid la

mecha para explosion de utilizacion de epigenética en 1990 (Haig, 2004)

(Cuales son las novedades en el paradigma de la epigenética? (Halsberger, 2010)

(1) Son cambios funcionales y no estructurales del ADN que forman parte de
una maquinaria de regulacion génica.

(i) Se observan cambios epigenéticos continuos cuantitativos que no se
acumulan (a diferencia de mutaciones). Como ejemplo, se ha demostrado la
importancia del ratio de hipo/hipermetilacion en cancer.

(iii)) Los cambios epigenéticos son reversibles.

(iv) Los cambios epigenéticos son heredables.

(v)  Los cambios epigenéticos ocupan el espacio entre genes y factores
medioambientales, que puede explicar algunas relaciones “misteriosas®
entre mutaciones espontaneas y seleccion, en el contexto de la teoria neo-
Darwiniana

(vi)  Los cambios epigenéticos son predictivos.
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3.3 Bases bioquimicas de la metilacion del ADN. Islas CpG

Desde el punto de vista bioquimico, la metilacion consiste en la transferencia
de grupos metilos a algunas de las bases citosinas (C) del ADN, situadas previa y
contiguamente a una guanina (G). Esta modificacion se realiza y se mantiene
mediante interaccion de una familia de enzimas las DNA-metiltransferasas (DNMTs),

que incluye DNMT1, DNMT3a y DNMT3b (Okano, 1998). (Figura 10).

NH, SAM S&H N
= \_’) =
f\ M . | M
N /g z DHMT N /ga
Citosina 5 -metilcitosina

Figura 10. Metilacion del ADN ocurre sobre el carbono-5 de la citosina. SAM: S-adenosil-
metionina, donador del grupo de metilo, SAH: S-adenosil-homocisteina; DNMT: ADN-
metiltransferasa

El papel biologico de la DNMTT1 consiste en la conservacién del patron paterno
de metilacion en una hebra del ADN recién replicada. Otras dos enzimas de la misma
familia (DNMT3a y DNMT3b) actuan como metiltransferasas en el periodo de
establecimiento del genoma durante pre-implantacion, cuando una secuencia CpG

adquiere metilacion de novo, en el periodo de pre-implantacién (Okano, 1999).

Teniendo una estricta afinidad de las metiltransferasas por la secuencia CpG,
esta descrito el fenomeno de distribucion irregular de dicha secuencia a lo largo del
genoma humano. Mas del 98% de las regiones CpG estan situadas de forma dispersa.
So6lo una fraccién menor de unos 2% presenta regiones de 1000-1500 pb con alta
densidad de dinucledtidos CpG ("islas CpG") y se asocian con la regién promotora de

aproximadamente el 60% de los genes codificantes (Bird, 1986).
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En las células somaticas normales humanas, se ha descrito un cambio del perfil
de metilacion de islas CpG relacionado con la edad, y durante el desarrollo de ciertas

enfermedades, tales como el cancer (Matsubayashi, 2005).

Los estudios recientes de un analisis completo en series grandes de perfiles de
metilacién, demuestran una proporcion entre 3% y 6-8% de islas CpG metiladas en

tejidos normales (Weber, 2007; Dahl, 2007).

3.4 Papel de l1a metilacion del ADN en procesos de desarrollo y enfermedad.

La metilacion del ADN es un proceso que regula la expresion de numerosos
genes en eucariotas. Ciertos procesos son constitutivamente regulados, como ocurre
con el caso del “imprinting” de una de las copias del cromosoma X en mujeres, o la
inactivacion de las secuencias retrovirales (transposones) insertadas en el genoma. A
esta metilacion constitutiva y normal dentro de un organismo superior, hay que afiadir

aquellas que se producen en estados anormales (Paulsen, 2001).

La funcién de metilacion del ADN es crucial en el periodo de desarrollo
embrionario de los mamiferos (Holliday, 1997). En modelos de animales, se ha
demostrado que ratones homocigotos knockout en DNMT1 o en DNMT3b no son
viables, ademas, ratones knockout en DNMT3a mueren a las 4 semanas del

nacimiento (Okano, 1999).

Los pacientes con mutacion bialélica en DNMT3b manifiestan sindrome ICF,
que cursa con inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anomalias faciales
(Hansen, 1999). El sindrome de Rett asociado con el cromosoma X, se manifiesta con
trastornos del desarrollo neural y retraso mental en mujeres, es otro ejemplo de
enfermedad conocida que se basa en una mutacion del gen MeCP2, que codifica una

proteina ligada a regiones metiladas (Amir, 1999).
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3.5 Epigenética y cancer. Metilacién aberrante del genoma.

El cancer es una enfermedad genética y compleja, que se produce por acimulo
de alteraciones en genes de control del ciclo celular, reparacion del dafio en el ADN,
apoptosis...etc. Desde hace algunos afios se sabe que esa base genética del cancer,
tiene también mecanismos epigenéticos. La metilacion de DNA es una de las
alteraciones mas importantes epigenéticas, y tiene un papel clave en el desarrollo de

las enfermedades.
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Figura 11. Mecanismos de silenciamiento génico por metilaciéon.

Los genomas de las células preneoplésicas, cancerosas y envejecidas,
comparten dos cambios importantes en los niveles de metilacién, como eventos
tempranos en el desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacion de la
heterocromatina, que conduce a una inestabilidad genémica e incrementa los eventos
de recombinacion mitdtica; y segundo, hipermetilacién de las islas CpG de genes
constitutivos y genes supresores de tumor. Los dos niveles de metilacion pueden
presentarse en forma individual o simultinea, en general, la hipermetilacion esta

involucrada con el silenciamiento de genes (Figura 11) y la hipometilacién con la
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sobre-expresion de ciertas proteinas involucradas en los procesos de invasion y

metastasis (Esteller, 2001).

En general se considera que la metilacion es un proceso unidireccional, de esta
manera, cuando una secuencia CpG adquiere metilacién de novo, esta modificacion se
hace estable, y es heredada como un patréon de metilacion clonal. Por otra parte, la
pérdida de metilacion gendmica (hipometilacion), como evento primario, se asocia

frecuentemente con el proceso neoplasico y es proporcional a la severidad de la

enfermedad.

Respecto al fendémeno de metilacidon aberrante, en cancer, se describe no sélo la
diferencia cuantitativa de hipermetilacion de promotor en un gen particular
comparado con el tejido normal, sino la existencia de “perfiles de metilacion”

especificos para neoplasias derivadas de diferentes organos (Esteller, 2001). (Figura

12).
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Figura 12. Perfil de hipermetilacion del promotor en diferentes neoplasias humanas.



Puesto que la metilacién es fundamental en la regulacion del silenciamiento de
los genes, puede provocar alteraciones en la transcripcion genética sin necesidad de
que se produzca una alteracion en la secuencia del ADN, siendo uno de los

mecanismos responsables de la plasticidad fenotipica (Clark, 1994).

3.6 Papel de la metilacion del ADN en el ADP.

Los avances sobre estudios epigenéticos en las ultimas décadas y sus
aplicaciones tanto en la progresion tumoral, como en posibles dianas terapéuticas y
marcadores diagnosticos, abren un amplio campo de investigacion en cancer. A pesar
de las multitudes alteraciones moleculares descubiertas en el ADP, este tipo de
cancer, sigue siendo un gran desafio cientifico, que asume los posibles mecanismos
epigenéticos como un futuro de prevencion, diagnéstico y tratamiento en esta

enfermedad extremadamente agresiva y relativamente poco conocida (Omura, 2009).

3.6.1 Alteraciones epigenéticas en las vias clasicas del ADP.

Entre los genes supresores tumorales regulados por metilacion aberrante en la
region del promotor, responsable de la inactivacion de la expresion, el primero y mas
clasico es pl6/CDKN2A, silenciado por este mecanismo en el 30% de los casos

(Schutte, 1997).

La Ciclina D2 es otro ejemplo de gen clasico implicado en la regulacion del
ciclo celular. Se ha identificado desregulacion de Ciclina D2 mediante metilacion
aberrante del ADN en el 65,1% de los casos (en una serie de 109 tumores primarios)
(Matsubayashi, 2003). Una metilacion parcial de la region CpG se observa en el gen
CDKNIC/p57KIP2 que codifica para la proteina reguladora de ciclina-dependiente de
kinasa, tanto en lineas celulares de ADP, como en las lesiones precursoras (IPMNs)
(Sato, 2005).

La Cadherina E se encuentra desactivada mediante mecanismos epigenéticos

en una proporcion baja de los ADP, habitualmente asociado con un fenotipo
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indiferenciado y mal pronéstico (Winter, 2008) Asimismo, la inactivacién de AMLH],
de la familia de genes reparadores del ADN, no se correlaciona frecuentemente con
hipermetilaciéon del promotor en el ADP, y se asocia con inestabilidad de
microsatélites y un fenotipo raro de carcinoma medular de pancreas (Yamamoto,

2001).

Otros genes supresores clasicos en el ADP, tales como p53, SMAD4, STK11,
VHL, Rb, PTEN y BRCAI, presentan distintos mecanismos de desactivacion, sin
evidencia de alteraciones epigenéticas en cuando a metilacion aberrante del promotor

se refiere.

3.6.2 Metilacion aberrante del promotor en genes reguladores. Iteraccion

epitelio-matriz en el ADP.

A parte de los estudios de mecanismos moleculares en el componente epitelial
de cancer, se han explorado genes y proteinas relacionados con microambiente
neoplasico y transicion epitelio-estromal, que regulan interaccion entre células y
matriz tumoral.

SPARC (Secreted Protein Acidica and Rich in Cysteine) es un gen regulador
de angiogénesis, proliferacion, motilidad e interaccion epitelio-estromal (Sato, 2003)

Los tultimos estudios detallados sobre una serie de 40 ADP, tejido normal y
pancreatitis crdnica, describen un region CpG de este gen con metilacion aberrante
como un evento precoz en el ADP, y su utilidad como posible marcador bioldgico en

el diagnostico temprano del cancer de pancreas (Gao, 2010).

TFPI-2 es una proteina que pertenece al grupo de genes inhibidores de
proteasas, que protegen la matriz de la degradacidn, invasion y metastasis. Esta
demostrada la desactivacion del gen TFPI-2 tras hipermetilacion del promotor en el

73% de los canceres pancreaticos estudiados (Sato, 2005).
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3.6.3 Metilacién aberrante y la via de sefializacion Hedgehog en el ADP.

La via de sefializacion Hedgehog es bien conocida por su importante papel en
el periodo de embriogénesis de tejidos con derivacién endodermal, en particular el
tejido pancredtico (Kawahira, 2003). En los ultimos afios se ha demostrado su

implicacién en la cancerogénesis de muchas neoplasias humanas.

HHIP (Human Hedgehog Interacting Protein) es uno de los genes de dicha
familia que codifica para una glicoproteina de membrana con afinidad similar a otra
proteina Patched (Ptc-1), cuya funcion consiste en la regulacion negativa de la via de
sefializacion Hedgehog. HHIP se localizada en una region cromosémica (4q31.21),
con frecuente pérdida alélica en cancer de pancreas (LOH). La hipermetilacion del
promotor de HHIP en el 80% de lineas celulares de ADP, en el 46% de ADP primario
y en el 78% de ADP xenograficos, con ausencia de alteraciones epigenéticas en el
tejido normal, podria explicar el mecanismo de silenciamiento de este gen (Martin,

2005).

3.6.4 Estudios globales de metilacion en el ADP.

Los avances tecnoldgicos en la tultima década aplicados a las ciencias
biomédicas, permiten realizar unos estudios masivos en varios campos de la Biologia
Molecular, tales como las técnicas de microarrays, que completan y amplia la visién

global sobre conocimientos empiricos de mecanismos moleculares del cancer.

Un andlisis comparativo de perfiles de expresion génica en el ADP antes y después
del tratamiento, ha descrito 475 genes candidatos lineas celulares de ADP,
confirmandose una desregulacion tras metilacion aberrante del promotor en algunos

de estos genes (Sato, 2003 y 2006).
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Otros estudios masivos de promotores de 600 genes en lineas celulares de ADP
y tejido pancreatico normal, han demostrado metilacion aberrante en centenares de

estos genes en el ADP comparados con tejido no tumoral (Omura, 2008).

El ultimo trabajo sobre patron de metilacion en el ADP realizé un estudio de
1505 CpG islas en 807 genes, demostrando 289 regiones CpG con metilacion en el
tejido tumoral diferente del normal, como resultado se presenta una lista de 23 genes
candidatos hipermetilados y 35 genes hipometilados en el cancer de pancreas (Tan,

2009).

3.7 Nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas del cancer basadas en

alteraciones epigenéticas.

Los conocimientos adquiridos sobre alteraciones epigenéticas en el ADP, sobre
todo los que muestran hipermetilacion de promotor de determinados genes como un
evento temprano y andmalo en la progresion tumoral, se convierten en una
herramienta atractiva para la utilizacion de genes implicados como marcadores
tumorales. El método sencillo y de alta sensibilidad consiste en una PCR especifica de
metilacion (MSP) o MSP cuantitativa (QMSP), utilizando como material accesible el

plasma y/o jugo pancreatico.

Entre los posibles biomarcadores en el ADP, se han descrito los genes TFPI-2,
pl6, ppENC (preproenquefalina), SPARC, NPTX2, ciclina D2 y pl4. Se ha
demostrado que la concentracion de mas del 1% en 2/5 genes hipermetilados (TFPI-2,
pl6, ppENC, SPARC y NPTX2) detectados mediante QMPS en jugo pancreatico,
revelando una clara diferencia entre pacientes con ADP y otros con pancreatitis
crénica o pancreas normal (Matsubayashi, 2006).

Otros resultados de estudio en material endoscépico de cepillado de la via
biliar y conducto pancreatico en 130 pacientes mediante técnicas de QMPS y un panel

de 3 genes (NPTX2, Ciclina D2 y TFPI), detectan 73,2% de casos de ADP con
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hipermetilacion en mas de un gen, comparado con 13,6% de casos positivos en los

individuos sanos (Parsi, 2008).

La validacion de marcadores moleculares especificos en plasma es un medio
diagndstico en cancer de interés clinico especial, aunque los datos actuales varian y
estan pendientes de confirmar y validar, es prometedor la posibilidad de deteccion de
alteraciones genéticas y epigenéticas en el ADN de células tumorales circulantes,
aunque requiere nuevos avances tecnologicos, dado que la concentracion de ADN

alterado tumoral en los estadios iniciales es muy baja (inferior al 0,2%) (Diehl, 2005).

El protocolo de tratamiento del ADP adyuvante tras intervencion quirdrgica, y
en casos no operables, incluye quimioterapia de base con Gemcitabina. Numerosos
ensayos de tratamiento en combinacion con este fArmaco no han demostrado efecto
comparable con la quimioterapia convencional (Rivera, 2009). En estos estudios, sélo
una combinacién de Tarceva (inhibidor de EGFR kinasa) con Gemcitabina, demostro
beneficio clinico respecto a la supervivencia en pacientes con ADP (Moore, 2007). La
sensibilidad de células tumorales pancreaticas para la Gemcitabina, es bien conocida y
demostrada tanto in vitro como in vivo, asi como el fendmeno de resistencia a

Gemcitabina sin identificar subyacentes a esta ultima.

Es deseable, por tanto, encontrar nuevos agentes alternativos de quimioterapia
utilizando la patogénesis molecular del ADP. El tratamiento epigenético, es una de las
ramas de quimioterapia moderna, que provoca inversidn a una expresion geénica
normalizada mediante dianas de efectores epigenéticos, como ADN metiltransferasas
y deacetilasas de histonas (Issa, 2009 y 2010), compuestos que recuperan la funcién
de los genes supresores tumorales, inactivados por mecanismos epigenéticos.
Actualmente se utilizan algunos de los nuevos farmacos basados en modificaciones

epigenéticas en enfermedades hematologicas (Tabla 7)
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EPIGENETIC-ACTING DRUG CLINICAL INDICATION MAIOR DATA SUPPORTING LITERATURE

DNA methyltransferase inhibitors

S-azacytidine (azacitiding) Symptomatic MDS 16% overall response ratg; Kaminskas 2005137
66% hematologic Fenaux 200913
improvamentitransfusion
independence

5-aza-2"-deoxycytidine (decitabing) Intermediate and High-risk MDS 73% objective response Kantarjian 200713

rate; 34% complete
response rate

Histone deacetylase inhibitors

Suberoylanilide hydroxamic acid (vorinostat) Progressive, persistert, or recurent 30% objective response rate Mann 2007142
cutaneous T-cell lymphoma

Romidepsin (depsipeptide) Progressive, persistent, or recurrent 34% averall response rate; Piekarz 2009'¢!
cutaneous T-cell lymphoma 6% complete response rate

Tabla 7. Nuevos agentes de tratamiento epigenético aprobados por FDA en las enfermedades
hematoldgicas (MDS: sindrome mieloproliferativo croénico) (Issa, 2010)

En el cancer de pancreas, aun no existen agentes de tratamiento epigenético,
tan solo propuestas, sobre todo relacionadas con la via de sefalizacion Hedgehog
basadas en las alteraciones descritas a nivel de la acetilacion de histonas (Freeman,

2009).
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___HIPOTESIS Y OBJETIVOS






II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Conocida la evolucion fatal del ADP con las técnicas clasicas de tratamiento
con quimioterapia, radioterapia y cirugia, se demuestra que las alteraciones
moleculares, encontradas hasta la fecha, no aportan dianas terapéuticas, ni han sido
significativas para el esclarecimiento de los fendmenos bioldgicos que desencadenan

la enfermedad.

Se propone buscar nuevas alternativas que ayuden a dicho esclarecimiento.

Seleccionamos las alteraciones epigenéticas, como aproximacion experimental.
En este trabajo se muestran resultados preliminares de lo que serd un estudio mas

complejo en el tiempo y la forma.

El objetivo, encontrar una "huella epigenética" que nos permita identificar
diversos subtipos moleculares del ADP, que a su vez pueda tener correlacion con la
evolucion clinica, pudiendo usarse en un futuro como factor diagnostico y prondstico,

y/o diana terapéutica.

La misma aproximacidon se hara para definir diferencias epigenética (si las

hubiese) entre tumor primario vs. metastasis.
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III. MATERIAL Y METODOS:

1. Seleccion del material.

1.1. Pacientes.

Mediante la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica “Pat-win” del
Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela (CHUS), inicialmente
hemos elegido 71 pacientes con diagnostico de ADP en las piezas quirtrgicas de
pancreatectomia parcial o total, procedentes del Servicio de Cirugia Digestiva y de
Unidad de Transplantes (UTAB) del mismo centro en el periodo entre 1995 y 2009.
Los pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico, llevaron un estudio radiolégico
preoperatorio, y a partir del afio 2005 el diagndstico preoperatorio con las técnicas de
ECO-endoscopia con aspirado de material en masa tumoral para el estudio
histopatoldgico. Clinicamente todos los casos presentaban de inicio una neoplasia

resecable.

El seguimiento de la mayoria de los pacientes se realizd en el Servicio de
Oncologia Médica del CHUS, con el tratamiento estandartizado de quimioterapia y
radioterapia adyuvante, controles peridodicos con imagenes radiologicas y de

marcadores tumorales de seguimiento (CA19.9 y CEA).

Los datos de cada paciente habian sido recogidos de las Historias Clinicas
convencionales, y en los ultimos 2 afios a través del sistema informatico de Historias
Clinicas informatizadas “lanus”. A partir del Archivo de Historias Clinicas del CHUS
y del Archivo de Servicio de Anatomia Patologica del CHUS se consultaron los
siguientes datos de cada paciente: edad, género, hallazgos quirurgicos y tipo de
intervencion, estadio clinico, apariencia de recidiva local y/o enfermedad metastasica

y supervivencia.
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1.2 Seleccion de muestras.

De cada pieza quirurgica de pancreatectomia parcial o total con diagnostico de
ADP, hemos seleccionado tras el estudio histopatoldgico 188 muestras iniciales para
el estudio, correspondientes a tejido tumoral, tejido normal y metastasis. De cada
muestra, que etiquetamos con su nimero de referencia, hemos extraido el ADN,
comprobando su cantidad y calidad (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo
Fisher Scientific), quedadonos al final con 76 muestras patoldgicas (61 de tumor
primitivo, 13 de metastasis y 2 recidivas) de 61 pacientes. Paralelamente se han
estudiado 62 muestras de tejidos normales. Hemos excluido el resto de muestras por
problemas técnicos (ADN degradado, escasa cantidad de ADN, falta de datos clinicos,

... etc.)

2. Estudio histopatolégico.

Las piezas quirirgicas de pancreatectomia remitidas de los quirdfanos han sido
fijadas en formol tamponado (10%) durante 24 horas, e incluidas en parafina de
acuerdo con los procedimientos estandarizados del Servicio de Anatomia. De cada
bloque de parafina se realizaron secciones seriadas de 4 pm de espesor, tefiidas con

hematoxilina-eosina (H&E).

De 71 casos diagnosticados de ADP, se disponia de bloques de parafina
representativos (una media de 15 bloques por paciente) y en algunos casos de
material congelado (tejido tumoral y normal). En todos los casos se revisaron las
preparaciones histologicas tefiidas con H&E que permitieron seleccionar los bloques

de parafina mas caracteristicos.

Para cada tumor se marcaron las zonas correspondientes a tejido tumoral que
supera el 80% de la muestra, tejido normal y metastasis ganglionares. El diagnostico
morfoldgico se evalué de acuerdo con los criterios de la Clasificacion de Tumores del

Sistema Digestivo de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). En aquellos casos
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dudosos en los que la localizacion tumoral proximal y/o la morfologia planteaba el
diagnéstico diferencial entre el ADP y el ampuloma (carcinoma derivado del epitelio
de tipo intestinal, procedente del revestimiento de conducto de Wirsung), se realizo el
estudio inmunohistoquimico para determinar la expresion de citoqueratina 20 y
citoqueratina 19. Tras tefiir con H&E los cortes de control, para el estudio
inmunohistoquimico, se utilizé un kit con un segundo anticuerpo universal que usa un
polimero de dextrano ligado a un conjugado-peroxidasa (Dako, EnVision
peroxidasa/DAB; Dako, Glostrup, Denmark), con el fin de evitar los falsos positivos

por la avidina endogena.

Entre los casos elegidos para el estudio hemos consultado los datos del Banco de
Tumores del Servicio de Anatomia Patologica del CHUS, encontrando 42 muestras
validas congeladas tumorales y normales. La representacion y la proporcion del tejido
tumoral en el material congelado se verifico mediante el examen de secciones

realizadas en el Criostato y tefiidas con H&E.

Una vez finalizado la seleccion de muestras incluidas en parafina y congeladas, se
realizaron cortes de las zonas marcadas (en una media de 5-10 cortes de Spum) que se
recogieron en tubos eppendorf rotulados con el numero de referencia correspondiente
para extraccion del ADN, que se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular

del CHUS.
3. Parametros clinico-patolégicos utilizados en el estudio.
Hemos elegido los parametros clinico-patologicos clasicos (edad, género, estadio

clinico, estadio histopatoldgico, localizacion y tamafio tumoral y supervivencia) que

se recogen en la Tabla 8:
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referencia edad sexo estadio clinico pTNM ® localiz.tumor tamario tum SV
1 56 \ A pT3NORO cabeza 3 13
2 56 A\ 1A pT1NORO cabeza 1,5 120+
3 66 \" 1B pT3N1RO cabeza 4 21
4 79 \ 1B pT3N1RO cola 4 1
5 66 \" 1B pT3N1RO cab/cuerp/col 10 14
6 58 M 1B pT2NORO cabeza 5,3 77
7 60 \% 1B pT3N1MOR1 cabeza 2 4
8 70 \ A pT3NOR1 cabeza 4,3 6
9 76 M 1B pT3N1RO cabeza 23 30+
10 67 \" 1B pT2N1RO cabeza 3 9
11 76 M 1A pT1NOR1 cabeza 1,6 30
12 64 \ 1B pT3N1RO cabeza 2 24+
13 59 M v pT3NOM1RO cola 8 19
14 69 M 1B pT3N1MORO cabeza 2,4 22+
15 68 M 1B pT3N1RO cabeza 2 20
16 58 M 1B pT3N1RO cabeza 2 27
18 71 \ 1B pT3N1R1 cabeza 2,5 11+
19 74 M A pT3NOR1 cabeza 3,5 7+
20 65 M 1B pT3N1RO cabeza 3,4 11+
21 44 \% 1B pT3N1R1 cabeza 2,7 9+
22 60 M A pT3NOR1 cola 4.1 5+
23 79 A\ 1A pT1NORO cabeza 1,5 2
24 73 M A pT3NORO cabeza 2,7 o+
25 60 M 1B pT3N1R1 cabeza-cuerp 2,5 3+
26 73 M A pT3NOR1 cabeza 2 4+
27 70 M 1B pT2N1RO cabeza-cuerp 2,8 2+
28 66 \ v pT3N1M1R2 cabeza-cuerp 2,5 4+
29 72 \" IA pT1NORO cabeza 1 48
31 76 M A pT3NORO cabeza 4 57
33 51 \ 1B pT2N1R1 cabeza 5 68
35 51 \ 1B pT2N1R1 cabeza 5 68
36 77 M 1B pT3N1R1 cabeza 2,3 6
39 70 \ A pT3NORO cabeza 4 51
41 63 \% A pT3NOR1 cabeza 8 17
43 63 \ 1B pT3N1R1 cabeza 2,5 18
45 59 M 1B pT3N1R1 cabeza 2,5 9
47 68 \ 1B pT3N1R1 cabeza 3 6
49 68 \% 1B pT3N1R1 cabeza 3 6
50 44 \" 1B pT3N1R1 cabeza 2 8
53 74 \% 1B pT3N1R1 cabeza 2 6
55 74 \" 1B pT3N1R1 cabeza 2 6
56 70 \ 1B pT3N1RO cabeza 4 6
60 76 \" IA pT1NORO cabeza 0,5 1
61 51 \ 1B pT3N1RO cabeza 1,7 20
63 60 \% 1B pT3N1RO cabeza 3,5 49
66 78 \ 1B pT3N1R1 cabeza 3,5 56
74 78 M [\ pT3N1M1RO cabeza 3,6 2
77 61 M A pT3NORO cabeza 0,8 6
79 51 \% 1B pT1IN1RO cabeza 2 11
81 56 M 1B pT3N1R1 cabeza 2,5 17
84 77 \ A pT2NORO cabeza 3,2 15
86 69 M A pT3NORO cabeza 2 48+
88 73 \ 1B pT3N1RO cabeza 2,5 20
114 75 Vv 1 pT4N1RO cola 8,5 10
115 57 \" 1B pT2N1R1 cabeza 5 10+
117 57 \% 1B pT2N1R1 cabeza 5 10+
118 59 \" 1B pT3N1R1 cabeza 3 13
120 59 \ 1B pT3N1R1 cabeza 3 13
121 75 \" A pT3NORO cabeza 0,8 3
125 74 \% A pT3NOR1 cabeza 2,7 2+
127 58 \" A pT3NOR1 cabeza 1,4 5
129 58 \ 1A pT3NOR1 cabeza 1,4 5
130 72 M 1B pT3N1R1 cabeza 2,6 6
132 72 M 1B pT3N1R1 cabeza 2,6 6
133 41 \ 1A pT1NORO cabeza 1,4 8+
135 63 M 1A pT3NORO cabeza 3,4 6+
137 75 \% A pT3NORO cabeza 3 4+
139 64 M 1A pT3NORO cabeza-cuerp 3 3+
163 58 M 1B pT3N1RO cabeza 2 3
167 64 \" 1B pT3N1RO cabeza 2 24+
172 44 \ 1B pT3N1R1 cabeza 27 9+
173 60 M 1B pT3N1R1 cabeza-cuerp 2,5 3+
174 73 M 1A pT3NOR1 cabeza 2 4+
182 67 \% 1B pT2N1RO cabeza 3 9
187 63 \" 1B pT3N1RO cabeza 1 46+
188 63 \ 1B pT3N1RO cabeza 1 46+

Tabla 8. Parametros clinico-patoldgicos.

60



4. Extraccion del ADN

Se realizo segun el protocolo aconsejado para el kit de aislamiento de ADN
gendmico Puregene (GENTRA, USA). Brevemente, los cortes de parafina se someten
a Xilol y Etanol para su desparafinaciéon. Los fragmentos de tejido se incubaron a
65°C en una solucion de lisis celular y proteinasa K (1 mg/ml) hasta observar lisis
tisular total. Las proteinas fueron eliminadas por precipitacion en acetato de amonio
7,5M pH 7.,5. E1 ADN fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol 70%,

resuspendido en solucion de hidratacion (buffer TE pH 8,0) y almacenado a -20°C.
Protocolo de extraccion de ADN

Soluciones necesarias: Buffer de lisis (50 mM de Tris HCI, 50 mM EDTA pH
8, 1% de SDS y 50 mM de NaCl), Proteinasa K (10 mg/ml), NaCl ( 5 M), TE 1X
pH.8 (autoclavado), Etanol o isopropanol absolutos a -20 °C y opcionalmente RNasa

A (10 mg/ml).

1. Colocar una pequefia muestra de tejido (unos 20 mg) en un Eppendorf de 1.5 o0 2ml.
. Agregar 500 ul de buffer de lisis y 10 ul de proteinasa K.

. Incubar a 55°C, con agitacion, un minimo de 2 horas o hasta toda la noche.

2

4

5. Centrifugar al maximo (15.000 rpm) por 15 min.

7. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio. Evitar acarrear la fraccion sélida del fondo

8. Agregar 300 ul de cloruro de sodio, agitar brevemente y centrifugar al maximo 15 min.
9. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio. Agregar igual volumen de isopropanol a -20°C o
doble volumen de etanol a -20°C. Agitar lentamente, luego mezclar completamente.

10. Centrifugar 15 min. Descartar el sobrenadante con cuidado de no tirar el pellet.

12. Lavar con 750 ul de etanol 70°, evitando perder o disgregar el pellet.

13. Descartar el alcohol. Secar en estufa a 37°C.

14. Resuspender en 100 ul 1xTE. Agitar e incubar a 55°C por 2 horas.
15. Guardar a -20°C.
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5. Prueba de metilacion especifica mediante PCR (MSP).
5.1 Conceptos generales de la MSP y modificacion del ADN con bisulfito.

La optimizacion de los métodos basados en el tratamiento del DNA con
bisulfito sddico, permite el analisis de un numero limitado de CpGs basandose en su

estado de metilacion (PCR especifica de metilacion, MSP) (Mills, 2002).

El bisulfito sodico convierte las citosinas no metiladas en uracilos, mientras las
metiladas permanecen como tales. Esta reaccion permite diferenciar DNA metilado

del no metilado (Figura 13).

NH, Sulphonation NH,

N/ HSO, M /

H
Cytosine Cytosine

STEP 2

sulphonate

H,0

m{.?l Hydrolytic
Deamination

Figura 13: Conversion de la tras
tratamiento del ADN con bisulfito
sodico.
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—
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Uracil Desulphonation Uracil
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La PCR especifica de metilacion (MSP) es la técnica mas utilizada para
estudiar la metilacion de islas CpG, comunes en los promotores de muchos genes. Las
citosinas de las islas CpG se encuentran normalmente demetiladas en tejidos
normales, pero se metilan en promotores de genes implicados en procesos celulares

anormales como el cancer (Figura 14).
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La MSP es una de las técnicas mas eficaces para estudiar los perfiles de
metilacion de estas regiones. Las diferencias obtenidas entre alelos metilados y
demetilados al tratar con bisulfito sédico son la base de la PCR especifica de
mutilacion, y son especialmente utiles para el estudio de islas CpG por la abundancia

de sitios CpG que contienen.

(5') & --GAGTCAC-—————~ CG---TCG=~--~~--GCTTCAG- -~

{(3')b —~CTCAGTG——-———— GC----GC======~-CGRAGTC--~
l—ﬂenawrﬂtmn

(5') & ——GAGTCAC-----—~ €G- -G~~~ ~~~GCTTCAG-~-

(3')b --CTCAGTG-----—- Gc----ccr;----——asmmc---

Sulphonation  (Step1)
Deamination (Step2)
Desulphonation (Step3)

(5') & --GAGTUAU~~-- ==~ ST M GUTTUAG- —-
{3')B -~UTUAGTG--~-=--GU-===GCr======= UGAARGTU=--~
PCR ampilification
both DNA strands
{5') & ——GAGTTAT-—-—-- “PG-===CG-=——————GTTTTAG- -~
(3') & -——-CTCAATA———---~— AC-==-GC-= ===~ CAAARTC===
(5')b--PTPAGTG--————-GT-——-GC-

{3'")b--ARATCAC

N

Sequence PCR product directly Clone and sequence
for strand average for individual molecules

Figura 14: PCR especifica de metilacion (MSP)
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El primer paso consiste en el tratamiento del ADN con bisulfito. Para ello se
desnaturalizan las hebras del ADN nativo calentando a 95°C . Una vez abiertas las
hebras se hace accesibles las regiones que contienen islas CpG para una reaccion
quimica con bisulfito sodico, que incluye sulfanizacién, deaminacion y desulfonacion

de citosina no metilado, con el producto final de uracilo (Figura 13).

Tras la purificacién y precipitacion se obtiene fragmentos de ADN con
secuencias transformadas o intactas segun el estado inicial, siendo la modificacion en
ausencia de grupos de metilo unidos a secuencia CG y la conservacion de secuencias

CG unidos por grupo de metilo que impide la reaccidn con bisulfito (Figura 14).

El siguiente paso del proceso consiste en una PCR convencional con
amplificacion de regiones seleccionadas con una pareja de primers: uno de ellos esta
disefiado para secuencia no transformada con bisulfito (metilada), otro primer
reconoce la secuencia que lleva el cambio tras el tratamiento con bisulfito sédico (C-

>U).

En resumen, para cada muestra de ADN modificado se realizan dos PCR,

valorando el resultado en conjunto en el gel de agarosa.

5.2 Protocolo de MSP.

5.2.1 Tratamiento con bisulfito sodico.

Hemos utilizado un kit de metilacién estandartizado (EZ DNA Methylation™
Kit, ZYMO RESEARCH, USA), que ha demostrado una alta eficiencia en el proceso
de conversion de mas del 99% de los residuos de Citosina no metilados a Uracilo,
siendo mas de 99% de proteccion de Citosina metilada y una cobertura de mas de

80% del ADN.



Para cada reaccion de PCR especifica de metilacion (MSP) utilizamos 1ug del

ADN tratado previamente con bisulfito sodico.

El EZ DNA Methylation™ Kit (ZYMO RESEARCH, USA) consta de los siguientes

componentes:

o CT Convertion Reagent*

e M- Dilution Buffer

o M-Binding Buffer

o  M-Wash Buffer**

o M- Desulphonation Buffer

o M-Elution Buffer

o Zymo-Spin™ IC columnas

o Collection Tube

o CT Convertion Reagent se remite en forma sélida en un tubo oscuro y se
prepara para reaccion al instante para uso inmediato, dada su fotosensibilidad.
Para ello se afiade 750pg del agua destilada y 210ug de M- Dilution Buffer al
tubo de CT Convertion Reagent, agitando la mezcla durante 10 minutos en la

temperatura ambiental.

** Una vez iniciando la utilizacion del kit se diluye el M-Wash Buffer concentrado

afiadiendo 96% del etanol absoluto a 24 ml del Buffer.

El protocolo que se ha seguido fue el siguiente:

1. Anadir 5ul de M-Dilution Buffer a 1ul del ADN ajustando el volumen total
hasta 50 pl con agua destilada en tubo de eppendorf rotulado.

2. Incubar la mezcla 30 minutos en temperatura 42°C.

3. Afiadir 100 pl de CT Convertion Reagent recién preparado en cada tubo de
mezcla.

4. Incubar los tubos 12-16 horas en 50° en Termomix en oscuridad
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5. Incubar los tubos durante 10 minutos en la nevera (0-4°).

5.2.2 Precipitacion y purificacion del ADN tratado.

6. Afadir 400 ul de M-Binding Buffer a Zymo-Spin™ IC columnas colocadas en
los Collection Tube correctamente rotulados

7. Afiadir a las mismas columnas el contenido del ADN modificado con bisulfito,
cerrar las tapas de las columnas e invertir la mezcla varias veces

8. Centrifugar a maxima velocidad (14.000 x g) 30 segundos. Desechar el liquido
de los Collection Tube.

9. Afadir 100 pl de M-Wash Buffer diluido a cada columna. Centrifugar a
maxima velocidad 30 segundos.

10. Afiadir 200 ul de M- Desulphonation Buffer a cada columna almacenando en
la temperatura ambiente (20-30°C) durante 20-30 minutos. Centrifugar a
maxima velocidad durante 30 segundos.

11. Afadir 200 pl de M-Wash Buffer a cada columna y centrifugar a maxima
velocidad durante 30 segundos. Repetir el lavado 2 veces.

12. Colocar las columnas en tubos rotulados eppendorf de 1,5 ml. Afiadir 12 pl de
M-Elution Buffer directamente al fondo de la columnas y centrifugar a maxima
velocidad durante 30 segundos, obteniendo ADN diluido en tubos eppendorf.

13. Guardar el ADN purificado en el arcon de -20°

5.2.3 PCR especifica de metilacion (MSP)

La técnica de MSP se basa en el protocolo de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) estandar.

Configuracion de la reaccion:
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El sustrato que hemos utilizado para cada reaccion consiste en 1 pl del ADN
modificado con bisulfito sodico.
Los primers de PCR predisefiados se especifican en la Tabla 9 para una secuencia

metilada (m) y una no metilada (u) de cada gen.

Gen Forward primer 5°->3 Reverse primer 5°->3
GSTP1 M TTCGGGGTGTAGCGGCGTC GCCCCAATACTAAATCACGACG
U GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT CCACCCCAATACTAAATCACAACA
p16 M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA
U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA
Ciclina D2 M GGCGGATTTTATCGTAGTCG CTCCACGCTCGATCCTTCG
U AGAGTATGTGTTAGGGTTGATT ACATCCTCACCAACCCTCCA
RAR beta 2 M GAACGCGAGCGATTCGAGT GACCAATCCAACCGAAACG
U GGATTGGGATGTTGAGAATGT CAACCAATCCAACCAAAACAA
RASSF1A M GTTGGTATTCGTTGGGCGC GCACCACGTATACGTAACG
U GGTTGTATTTGGTTGGAGTG CTACAAACCTTTACACACAACA
HIN-1 M GGTACGGGTTTTTTACGGTTCGTC AACTTCTTATACCCGATCCTCG
U GGTATGGGTTTTTTATGGTTTGTT CAAAACTTCTTATACCCAATCCTCA

Tabla 9. Secuencias de primers de MSP. (M- secuencia metilada, U-secuencia no metilada)

Los componentes de reaccion para una MSP de volumen final de 25 pl son los

siguientes:

e Tampdn de reaccion 10x (Buffer)- 2,5 pl

o MgCI2-2pl

o dNTPs-2pl

e  Forvard Primer- 1 pl

e  Revers Primer — 1 pl

e Enzima polimerasa (7ag-polimerasa)- 0,2 pl
ADN -1 pl

Agua destilada- 15,3 ul

Eleccion de las condiciones de reaccion:

Las condiciones de reaccion de una amplificacion por PCR se componen del

numero total de ciclos a ejecutar, la temperatura y la duracion de cada paso en los
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ciclos. La decision en cuanto a numero de ciclos para ejecutar, se basa en la

cantidad de material de ADN.

El primer paso de desnaturalizacién del ADN hace que todo el ADN pase a

cadena sencilla, se realiza con temperatura de 94°C en 30 segundos.

El segundo paso en la que oligonucledtidos cebadores (primers) encuentran
sus seceuncias complementarias y se adhieren a ellas. Este punto es variable en
cuanto a la temperatura (temperatura de anmnealing) que ajustamos segun las
caracteristicas de los primers, siendo 57°C para HIN-1, RASSF1A, Ciclina D2y
GSTP1, con duracion de 45 segundos, y 60°C para pl6 y 55°C para RAR-beta 2 con

duracién de 30 segundos.

Finalmente, el ltimo paso en un ciclo de PCR es aquel en el que la ADN
polimerasa esta produciendo una copia complementaria del ADN diana a partir de
la secuencia de cebador de PCR, se realiza con la temperatura habitual de 72°C ,
considerado como la temperatura Optima para buena estabilidad térmica de

polimerasas.

Tras repeticion de los ciclos descritos se afiade un paso final de extension
de 7 minutos a las 72°C y conservacién del producto final en la temperatura
ambiente.

5.2.4 Electroforesis del producto de PCR y visualizacion del resultado.

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de

agarosa al 2% en bufferTAE, teflidos con bromuro de etidio.

En el gel de agarosa aparecen bandas entre 150-200 pares de bases en todas

muestras amplificadas con primer no metilado por presencia de residuos de

“contaminacion” del tejido normal. Sin embargo la banda de la misma altura en
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muestra con ADN modificado y amplificado con MSP con primer metilado aparece
especificamente en los casos con regiones del promotor amplificados e islas CpG
unidos a grupo de metilo

5.2 Secuenciacion del ADN

La Secuenciacion de ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas
cuya finalidad es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T) en un

oligonucleotido de ADN.

Durante treinta afios la mayor parte de la secuenciacion de ADN se llevd a
cabo con el método de terminacion de la cadena desarrollado por Frederick Sanger

y colaboradores en 1975

El método clasico de terminacién de la cadena o método de Sanger necesita
una hebra molde de ADN de cadena sencilla, un cebador de ADN, una ADN
polimerasa con nucleétidos marcados radiactivamente o mediante fluorescencia y
nucledtidos modificados que terminan la elongacién de la cadena de ADN. La
muestra de ADN se divide en cuatro reacciones de secuenciacion separadas que
contienen los cuatro desoxinucledtidos estandar (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) y
una ADN polimerasa. En cada reaccion se afiade solo uno de los cuatro
didesoxinucleotidos (ddATP, ddGTP, ddCTP, o ddTTP). Estos didesoxinucleotidos
terminan la elongacion de la cadena al carecer un grupo 3'-OH que se necesita para
la formacion del enlace fosfodiéster entre dos nucle6tidos durante la elongacion de

la cadena de ADN.

La incorporacion de un didesoxinucleétido en la cadena naciente de ADN
termina su extension, lo que produce varios fragmentos de ADN de longitud
variable. Los didesoxinucleotidos se afiaden a concentraciones lo suficientemente
bajas como para que produzcan todas las posibilidades de fragmentos y al mismo

tiempo sean suficientes para realizar la secuenciacion.
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Una alternativa al marcado del cebador es el marcado de los terminadores de
la cadena, un método conocido como "secuenciacion por terminador fluorescente".
La mayor ventaja de este método es que la secuenciacion se puede llevar a cabo en
una sola reaccion, en lugar de en cuatro reacciones como en el método del cebador
marcado. En una secuenciacion por terminador fluorescente se marcan cada uno de
los cuatro didesoxinucledtidos que terminan la cadena con un colorante
fluorescente diferente, con fluorescencias a diferentes longitudes de onda (Smith,

1986).

Este método es atractivo por su gran capacidad y rapidez y actualmente es el
método de referencia en la secuenciacion automatizada con analizadores de

secuencia controlados por ordenador.

El método de secuenciado por terminador fluorescente junto con analizadores
de secuencia de ADN de alto rendimiento se utiliza ahora para la inmensa mayoria
de los proyectos de secuenciacion, puesto que es mas facil de llevar a cabo y tiene

un coste menor que los anteriores métodos de secuenciacion.
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Figura 15. Esquema y resultados de secuenciacién por terminador fluorescente.
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6. Seleccion y descripcion de los genes seleccionados.

Se ha seleccionado 6 genes para el estudio mediante de PCR:

GSTPI1, RAR beta 2, p16, RASSF1, Ciclina D2 y HIN1,

Para cada gen, se disefiaron dos parejas de primers para PCR dentro de la region
del promotor, correspondientes a secuencia de promotor metilado (m) y no metilado

(u) (Tabla 9).

6.1. GSTPI (Gluthatione S-transferase pil).

La familia glutation S-transferasa (GSTs) son un grupo de enzimas que juegan
un papel importante en la detoxificacion. Dependiendo de su estructura se dividen en
3 grandes clases alfa, mu y teta. GSTP1 es crucial en el metabolismo xenobiotico, en

la susceptibilidad en ciertos
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Figura 16. Ruta de actuacion de GSTPI
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6.2 pl6

pl16 (CDKN24, cycline—depended kinase inhibitor 2A) es un gen supresor de
tumor importante en el control del ciclo celular, que regula la actuaciéon de los las
ciclinas, deteniendo el ciclo celular en la fase G1 y G2 (Figura 17). Interactiia con
MDM2 e impide la degradacién de p53. También induce parada en G2 y apoptosis
por una via independiente de pJ53, evitando la activacion del complejo Ciclina
B1/CDC2. Mutaciones de p/6 van asociadas a un incremento en el riesgo de padecer

numerosos tipos de cancer (melanoma, eséfago, gastrico, ADP) (Wilentz, 1998)
6.3 Ciclina D2
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Ciclina D2 (CCND2) codifica para una proteina de la familia de las ciclinas,

cuya funcién es regular (a través de las ciclinas dependientes del cinasa) el ciclo

celular (Figura 17). Ciclina D2 forma un complejo con cdk4/cdk6, cuya actividad es

esencial para transicion G1-S. También se sabe que interacciona y se involucra en la

fosforilacion del gen supresor del tumor Rb (Al-Aynati, 2004).
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6.4 RAR beta 2

RAR beta 2 (Retinoic Acid Receptor beta 2), es
un receptor de hormonas nuclear que funciona como
heterodimero con el retinoid-X receptors (RXRs). Los
receptores del 4acido retinoico transducen sefiales
necesarias para embriogénesis correcta, diferenciacion y
parada celular. Se sabe que esta proteina limita el
crecimiento de muchas tipos celulares, regulando la
expresion génica. Se ha demostrado la importancia en el
desarrollo del carcinoma hepatocelular, cancer de mama,

carcinoma microcitico del pulmén (Xu, 2007)
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Figura 18. Ruta de actuacion de RAR beta 2

6.5 RASSFIA

RASSFIA (Ras association domain family 1 isoform A) codifica para una

proteina similar a los efectores de RAS. Potencial gen supresor de tumor, requerido

para la apoptosis mediante “death receptor-dependent apoptosis”. Modula numerosos

puntos del chequeo del ciclo celular y de control de la apoptosis. Evidencias recientes

sugieren que sirve como “andamio” para reclutamiento de multiples genes supresores

del tumor, inhibiendo la sefial pro-apoptdtica de K-RAS (Donninger, 2007)
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6.6 HIN-1

HIN-1 (High —in normal-1) fue identificado como un gen altamente expresado en
las células luminales normales de mama, y con una expresion disminuida en
carcinomas de mama in situ e invasivos y metastaticos. HIN-1 es una putativa
citoquina sin homologia con otros tipos de proteinas. (Krop, 2001 y 2004). Se sugiere
un posible papel de HIN I en la formacion de lobulillos de mama y/o diferenciacion
terminal durante del embarazo. También puede estar relacionado con la regulacion de

la proliferacion celular epitelial, diferenciacion y morfogénesis.

7. Estadistica

La correlacion y agrupacion de los datos se ha llevado a cabo utilizando el paquete

de software filogenético/estadistico denominado PHYLIP:

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html.

PHYLIP (PHYLogeny Inference Package) es un paquete de 35 programas para
inferir filogenia. Los métodos disponibles, permiten estudios de parsimonia, matrices
de distancia, métodos de probabilidades, incluyendo “bootstrapping” y érboles
consenso. Los datos son leidos de un archivo texto, y pueden ser ejecutados por tipo
de dato: Busqueda heuristica de arboles, Blisqueda por ramificacion limitada de
arboles, Manipulacién interactiva de arboles, Trazado de arboles, Conversion de

datos, réplica de “bootstrap” con distancias.

Brevemente, en el caso de la metilacion, se genera una secuencia de datos
asociando un valor a la muestra metilada y otro a la muestra no metilada, para cada
caso la secuencia ordenada para cada gen es analizada con el software PHYLIP para
generar un arbol de distancias y semejanzas en forma de “phylograma”. Los grupos de
perfiles de metilacion similares se seleccionan como agrupaciones (ramas) en este

arbol (Figura 24).
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Para los tumores, se asocia cada variable en los diferentes grupos a un valor entre

cuatro posibilidades como maximo; asi:

e Edad (40-49, 50-59, 60-69, 70-79)

e Tamaflo tumoral (<1.9, 2-2.9, 3-3.9, >4)

e Estadio tumoral morfologico pTNM (T1, T2, T3, T4)
e Clinico (IA, IIA, IIB, Otros).

Mientras que la supervivencia y localizacién se dividen en 3 grupos:
e SUV 1-10, 11-20,>20
e Localizacion (cabeza, cola, otros)
e Tipo tumoral (1:T, 2: Tc, 3:M, 4:R)
Dichas variables se analizan con el software PHYLIP para generar un arbol de
distancias y semejanzas en forma de “phylograma”. Los grupos de tumores se

seleccionan como agrupaciones (ramas) en este arbol (Figura 20).

Las correlaciones entre perfiles epigenéticos y agrupaciones de tumores se realizan

por relacién directa entre las agrupaciones (ramas) de ambos “phylogramas”.
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IV. RESULTADOS

1. Datos clinico-patologicos

En la presente serie de 61 casos de adenocarcinoma ductal de pancreas, la edad
media ha sido 66,1£8,9 afios y el rango de 44-79 afios. Se encontré una mayoria ligera
de varones (59%) sobre mujeres (41%). En cuanto al estadio clinico, 5(8,2%) casos
fueron clasificados como IA, 1 (1,6%) caso como IB, 19 (31,1%) casos como IIA, 33
(54,2%) casos como 1IB y 3 (4,9 %) casos como estadio I'V.

Al considerar la localizacion del tumor, se evidencid que en 53 (86,9%) casos
habia afectacion de cabeza, en 4 (6,7%) habian localizado en cabeza y cuerpo, 3

(4,8%) en la cola yen 1 (1,6%) caso habia infiltracion total del pancreas.

En cuanto a las caracteristicas anatomopatologicos, la media del tamafio tumoral
fue de 3,0£2,13 cm (rango de 0,5-10 cm). Segun el corte clasico de clasificacion del
sistema pTNM, so6lo 9 (14,8%) tumores median menos de 2 cm, y 52 (85,2%)

neoplasias primarias presentaban el didmetro mayor igual o superior del 2 cm.

En relacidn con las metéstasis ganglionares (pN), 35 casos eran pN1 (57,4%) y 26
casos (42,6%) pNO. Tras la cirugia se encontraron 3 casos (4,9%), que presentaban
metastasis a distancia en el momento de intervencion (estadio IV). No habia
afectacion del margen de reseccién quirtrgica (pRO) en 36 casos (59,0%); la
presencia de enfermedad microscopica en el margen de reseccion (pR1) se ha
detectado en 24 casos (39,4%), y la afectacion macroscdpica del margen de reseccion

(pR2) se detecto en un caso (1,6%).

En relacion con la evolucion clinica, a los 6 meses del diagndstico 46 pacientes
(75,4%) estaban vivos, al aflo sobrevivieron 42 pacientes (68,9%), a los dos afios 29
pacientes (47,5%), y a los 5 afios 20 pacientes (32,8%), siendo la supervivencia

media 18425,5 meses y el rango de 1-120 meses. Entre los 3 (10,7%) casos de éxitus
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postoperatorio (rango de supervivencia entre 1 y 3 meses) uno de ellos fallecio por
causa de parada cardiorrespiratoria, y los otros dos pacientes por sepsis (de origen

abdominal y respiratoria).

Para la fechas del fin de estudio se contabilizaron los 41 casos de éxitus (67,2%).

Los resultados de este apartado se recogen en la Tabla 10.

Parametros clinico- n %
patologicos
Género \% 36 59
M 25 41
Localizacion tumoral cabeza 53 86,9
cabeza-cuerpo 4 6,7
cola 3 4,8
difuso 1 1,6
Tamaiio tumoral 2 cm 9 14,8
>2 cm 52 85,2
Estadio histopatolégico:
pT pT1 6 9,8
pT2 7 11,5
pT3 48 78,7
pN pNO 26 42,6
pN1 35 57,4
pM pMO 58 95,1
pM1 3 4,9
Afectacion a margen de RO 36 59
reseccion
R1 24 39,4
R2 1 1,6
Estadio clinico 1A 8,2
1B 1 1,6
A 19 31,1
1IB 33 54,2
v 3 4,9
Exitus 41 67,2
6 meses 15 36,6
1 aiio 4 9.8
2aiios 13 31,7
5 aiios 7 17,1
25 afios 2 4,8
Supervivencia 6 meses 46 75,4
1 aiio 42 68,9
2afios 29 47,5
5 afios 29 36
25 afios 20 32,8

Tabla 10. Parametros clinico-patolégicos no numéricos de la serie.
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1.1 Perfil de los tumores

Sobre la base de datos del grupo de pacientes seleccionados para el estudio, los
parametros clinico-patologicos basicos han sido agrupados seglin se describi6 en los
materiales y métodos. Codificamos los intervalos de cada variable en forma de letras
de secuencia del ADN (A, C, G y T). Para ello elegimos de 2 a 4 cortes de cada

variable, con algunos intervalos “no canénicos” (véase Discusion):

Edad: 40-49 afios, 50-59 afios, 60-69 afios, 70-79 afios

e Género: masculino, femenino

e Tamafio tumoral: <1.9 cm, 2-2.9cm, 3-3.9cm, >4cm

e Estadio pTNM: pT1, pT2, pT3, pT4

e Supervivencia (SuV): 1-10 meses, 11-20 meses, >20meses

e Localizacion tumoral: cabeza, cola, otros

e Estadio clinico: IA, IIA, IIB, Otros

Como una variable adicional utilizamos el tipo de muestra, que refiere division a

muestra tumoral obtenida de inclusidon en parafina (T), muestra tumoral congelada

(Tc) y muestra de metastasis (M).

Una vez codificada cada variable con sus intervalos, la tabla 8 anterior queda

convertida en esta (Tabla 11):
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Estadio clinico pTNM ® Localiz.tumor Tamaiio tum SV

Edad Sexo

Tipo de Muestra
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otros, G

1IB, C

recidiva, T=tumor congelado; edad(afios) A:

otras; tamafio tumoral A

tasis, G

mujer; estadio tumoral A:

cola, G
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Tabla 11. Perfil de los tumores codificados con cuatro categorias para cada variable (tipo de

muestra A=tumor, C

A
tumoral C
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Después de analizar los datos codificados en el programa PHYLIP para
agruparlos en clusters segun sus coincidencias de las variables, obtenemos como
resultado el “phylograma” o arbol comparativos adjunto (Figura 20) con la evidencia

de 6 grupos, que forman parte de “perfiles tumorales”.

Vi

Figura 20. Perfiles tumorales resultante del estudio con el software PHYLIP.
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El ultimo paso de este algoritmo consistia en la “decodificacion” de los resultados
del “phylograma” (Figura 20), utilizando los valores originales. La similitud de los

variables para cada uno de los 6 grupos obtenidos se muestra en la Tabla 12.

cola 4 1
cabeza 15 120+
cabeza 4,3 6
cabeza 16 30

cola 8 19

cola 4.1 5+
cabeza 1,5 2
cabeza 1 48
cabeza 0,5 1

cola 8,5 10
cabeza 08 3
cabeza 14 5
cabeza 3,2 15

N
N
HEAZAAAA A A A~
~
©
<<<<<<<zz=T<<<
>
T I

Tabla 12. Agrupacion de los tumores al asociar 4 categorias en cada variable.



2. Resultados epigenéticos

2.1 MSP

La PCR especifica de metilacion (MSP), es la técnica mas utilizada para
estudiar la metilacién de islas CpG, que son muy comunes en los promotores de
muchos genes. Se han realizado PCRs especificas de metilacion para cada uno de los

6 genes en todas las muestras tumorales, metastaticos y control. Se presenta una
muestra de resultados en la Figura 21.
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Figura 21. Ejemplos de PCR especifica de Metilacién para los genes de estudio. Se presentan los
tumores (niimeros), y las muestras control: IVD: In vitro Methylated DNA (positivo para mutilacion);

C: amigadla normal (negativo para metilacion) y Agua (control de contaminacion).
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2.2 Secuenciacion de Bisulfito

La secuenciacion del ADN tratado con Bisulfito nos permite comprobar la
extension de la metilacion en los promotores que han dado positivos con la MSP. Esta
técnica se usa para determinar la posicion exacta de las metilaciones, y poder asi ser

relacionada con los factores de transcripcion que se unen a dicho promotor.
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En este estudio, sélo hemos realizado una secuenciacion prospectiva de un
ejemplo de 5 casos para cada uno de los genes que se presentan a continuacion

(Figura 22):
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Figura 22. Secuenciaciéon de bisulfito para 5 casos representativos en cada uno de los genes. Se
presenta la estructura del gen con la localizacion de las islas CpG, asi como la posicion de
iniciacion de trascripcion (flecha). Los perfiles de metilacion en las islas corresponden: blanco:
NO Metilado, negro: Metilado.
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2.3 Perfiles de metilacion

El perfil de metilacion de las islas CpG en la region del promotor de los genes

RAR beta 2, RASSF14, GSTP1, pl16y HIN-1 esta presentado en la Figura 23

referencia  RARbeta2 RASSF1A GSTP1 Ciclina D2 HIN-1

% Met 27,63 48,68 32,89 38,16 27,63 38,16

Figura 23. Perfil de metilacion de las diferentes muestras en cada uno de los genes estudiados
(ROJO: metilado, VERDE: no metilado). Abajo: numero de casos metilados y porcentaje del total.
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Hemos encontrado una proporcion considerable de metilacion aberrante en la
region de promotor de los genes supresores tumorales seleccionados: RAR beta 2
(27,6%), RASSF1A4 (48,7%), GSTPI (32,9%), p16 (38,2%), CiclinaD2 (27,6%) y
HIN-1 (38,2%).

La agrupacion de los perfiles epigenéticos, utilizando 2 variables
(m=metilado=C y u=no-metilado=G) en el programa PHYLIP, demuestra la

agrupacioén de los tumores en funcidn de su patrén epigenético (Figura 24).

v

182

139
24
60

56
167

74
77
125

Figura 24. Arbol comparativos segin perfiles de metilacion.
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Finalmente, reconstruimos los datos de perfiles de metilacion para cada uno de

los 7 “clusteres™ obtenidos con programa PHYLIP (Tabla 13).

1 RAR beta 2 RASSF1A GSTP1 p16 Ciclina D2
1
19
28
33
36
50
"7

n Ciclina D2
8
11
20
84

RASSF1A Ciclina D2

RASSF1A

RASSF1A Ciclina D2

RASSF1A Ciclina D2

RASSF1A Ciclina D2

125
172

Tabla 13. “Clusteres” tumorales agrupados segun el perfil de metilacion

90



3. Correlacion entre resultados epigenéticos y datos clinico- patologicos.

La finalidad principal del estudio es encontrar la correlacion (si la hubiera)
entre caracteristicas clinico-patologicas de los tumores y sus patrones de metilacion
especificos de genes. Para ellos hemos decidido abordar el problema desde dos
puntos de vista. En primer lugar, comparando todos los datos para tener una vision
general e intentar asociar alguna “huella epigenética” a los ADP; y una segunda

aproximacion que pasa por comparar los tumores primarios con sus metastasis.

Tipo Edad Sexo E.cPTNM Loc Tam sV

c

o0
000-41000
>>> >
“-40-0->
co>0000
060000
0o>>>>>
06000-00

Tipo Edad Sexo E.cPTNM Loc Tam sV

T T A A c T A T
T T A A c G T c
T T T A c G T c
T c T A c G T c
c T A A c G T c
G T A A c G G c
G T A A c G G c
Tipo Edad Sexo E.cPTNM Loc Tam sV

A A C G

>>>>>>> >
10000040400
RS
>>>>>>>3>
1000000000
1000006006
[P
100-4-40-0+~0

Figura 25. Correlacion entre las agrupaciones de los tumores en base a sus caracteristicas
clinico-patologicas y los perfiles epigenéticos I. A. Comparativa. B. Caracteristicas clinico-
patoldgicas de cada grupo seleccionado mostrando los puntos comunes
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3.1 Perfil epigenético versus perfil de tumores.

Comparando los clusters obtenidos para las caracteristicas clinico-patoldgicas
(Figura 20 y Tabla 12) y los perfiles de metilacién (Figura 24 y tabla 13) hemos
caracterizado los puntos comunes entre ambos grupos (Figura 25 y 26). Se han
identificados qué subtipos tumorales, segun las caracteristicas clinico-patoldgicas,
compartian un determinado patrén epigenético (Circulos y tablas en apartado B de
Figura 25 y Figura 26).

CLUSTER TUMORES  CLUSTER EPIGENETICA » . o . P
Agrupacion tumores segln caracteristicas clinico-patolégicas

|5
F
|
i
Agrupacién tumores segun perfil epigenético
D
n biopsia referencia Tipo de Muestra edad sexo estadio clinico pTNM & localiz.tumor tamaiio tum sv RAR-B2 RASSF1A GSTP1A p16 cyclin D2 HIN-1
0789603 26 T G T T c G T G u u u u
01817300 49 c T A A c G c G u u u u u
02817648 63 A T A A c G c c u u u u u
04B9397 74 A G T [ Cc G c G u u u u u
0582837 7 A T T T Cc G G G u u u u u
08B22484 125 A G A A [ G T G u u u u u
06B19602 172 [ A A A C G T G u u u u u
96B541/544 3 T T A A c G A [ u u u u u
n biopsia referencia Tipo de Muestra edad sexo estadio clinico  pTNM ® localiz.tumor tamaiio tum sv RAR-B2 RASSF1A GSTP1A p16 cyclin D2 HIN-1
01817300 47 A T A A c G G u u u u
04B18030 9 A G T A c G T c u u u u
h—p 05887 10 A T A A T G c G u u u
0382294 66 A G A A c G c c u u u
08B5175 15 A c A A T G A T u u u
05818416 86 A T T A C G T C u u u u

Figura 26. Correlacion entre agrupaciones de tumores en base de sus caracteristicas clinico-
patolégicas y los perfiles epigenéticos II. Caracteristicas de solapamiento entre “clusteres”

tumorales y epigenéticos.

La Figura 26 refleja esquematicamente la idea principal y original de nuestro
estudio. El andlisis comparativo de arboles filogenéticos que se lleva a cabo pretende
encontrar solapamiento entre “perfiles tumorales” y “perfiles epigenéticos”, como se

habia indicado en las hipétesis del estudio.
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En las tablas de la misma figura que corresponden a los dos grupos mas
numerosos, hemos demostrado cuédles son las caracteristicas clinico-patologicos
comunes (marcados en amarillo) que comparten semejantes perfiles de metilacion del
promotor en los genes seleccionados (marcados en verde=no metilados y en

rojo=metilados)

3.2 Perfil epigenético tumoral versus metastatico.

En un grupo reducido de casos, aquellos que se disponia de toda de la informacion
tanto clinico-patologica como epigenética en el tumor primario y en la metastasis, se
compararon los clusters obtenidos para las caracteristicas clinico-patoldgicas (Figura
20 y Tabla 12) y los perfiles de metilacion (Figura 24 y Tabla 13) con el fin de

caracterizar variaciones en los patrones de metilacion asociados a la progresion

metastasica. (Figura 27)
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Figura 27. Perfiles de metilacion de los tumores primario y sus metastasis (agrupados en parejas)

con los datos clinico-patoldgicos correspondientes.
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En la parte izquierda de la figura 26 recogemos los datos de perfil de
metilacion en parejas, correspondiendo a tumor primario (arriba) y metastasis (abajo)
del mismo paciente. El resultado a simple vista, demuestra la discordancia entre
perfiles de metilacion de algunos genes en tumor primario y metastatico, que se

detalla en la Figura 28.

Figura 28. Metilacion en tumores primarios versus metastasis.

(uu= tumor y metastasis no metilados, mu= tumor primario metilado y metastasis no metilado, um=
tumor primario no metilado y metastasis metilado, mm= ambas muestras, tumor y metastasis,
metiladas).

En la diagrama de la Figura 28, se muestran todas las variaciones de metilacion
entre tumor primario y metastatico, se demuestra la diferencia entre patrones de
metilacion de los genes en estas muestras (tumor metilado-metastasis no metilado y

tumor no metilado-metastasis metilado).
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A raiz de esta observacién hemos comparado las caracteristicas mencionadas,

obteniendo resultados en el siguiente diagrama (Figura 29).

<
2
8

RASSF1A

Figura 29. Metilacion no concordante en tumores primarios versus metastasis.
(mu= tumor primario metilado y metastasis no metilado, um= tumor primario no metilado y
metastasis metilado).

Este tltimo diagrama revela un fenémeno evidente de “demetilacion” en las
metastasis para RASSF1A4, RAR beta 2, Ciclina D2 y HIN-1 comparado con el
tumor primario. Sin embargo, se observa el efecto contrario con ligero aumento de

metilacidn en las metastasis para GSTPI y p16.
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V. DISCUSION

1. Aspectos clinico-patologicos del ADP. Desafios y dimension del problema.

Desde el punto de vista global, en la época de la medicina traslacional, se han
cambiado las expectativas sobre el cancer como una enfermedad incurable y
definitivamente mortal. Los avances tecnologicos, como primer atajo de este
problema médico, unidos a esfuerzos de numerosos estudios biomédicos y clinicos
han protagonizado una revolucion en el conocimiento de mecanismos moleculares
del inicio y progresiéon en algunos tipos de céancer, dando luz a programas de
prevencion, diagndstico precoz y seguimiento en el tratamiento del cancer,
conocidos como dianas terapéuticas, con un fin claro, beneficio en la calidad de

vida y supervivencia de los pacientes que padecen cancer.

Como ejemplos claros de estos resultados beneficiosos, se han de mencionar,
sobre todo, los programas internacionales e interdisciplinarios dedicados a cancer

de mama, cancer colorrectal, pulmonar y cancer del cuello uterino.

Sin embargo, los numerosos estudios en el ADP, todavia no han alcanzado un
nivel de control médico de esta enfermedad, dejando “huecos” blancos en casi
todos los niveles de conocimiento, manejo y seguimiento de este tipo de cancer.
La multitud de articulos revisados para preparar este trabajo, hacen constar
solamente que el ADP es una enfermedad definitivamente mortal, de mala

evolucion, una progresion rapida y unos medios terapéuticos restringidos.

Los problemas nacen desde la falta de definicion del origen celular, factores de
riesgo y predisposicion, modelos de progresion, marcadores bioldgicos
especificos, pasando por la localizacién organica, dificil para acceso instrumental
y quirargico, y acabando con escasos medios de quimioterapia y resistencia a la

misma.
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Todo esto convierte al ADP en un gran desafio cientifico en multiples areas de

la ciencia médica, del que, de cierto modo, participamos con nuestro estudio.

1.1 Estudios epidemiologicos prospectivos y retrospectivos en el ADP.

A pesar de la baja incidencia anual, que varia entre 0,65%-2% en paises no
desarrollados y desarrollados respectivamente, que ocupa la 13* posicion en la
incidencia mundial del cancer, el ADP consiste la cuarta causa de la muerte por
cancer en EEUU vy la octava causa a nivel mundial (Parkin, 2005). Se considera el
ADP, como una neoplasia rara, sin embargo es el segundo tumor mas frecuente en
el tracto gastrointestinal y una forma predominante entre las neoplasias de

pancreas (Edge, 2009).

El estudio prospectivo de los tumores del tracto gastrointestinal de Globocan
(2002), estima la incidencia del ADP entre 127,416 casos anuales en el 2000 y
168,453 casos en el 2020 en los paises desarrollados, y 88,969 casos en el 2000 y
162,401 en el 2020 en los paises poco desarrollados, siendo el incremento de un

32% y 83% respectivamente.

Actualmente se conoce la prevalencia de la incidencia del ADP en los paises
desarrollados, con unificacion del pronoéstico para proximas décadas, que puede
explicarse por incremento de edad de la poblacion debido a disminucion del rango
de mortalidad por factores competitivos, tales como enfermedades infecciosas, y

aumento de poblacion fumadora en estos paises (Beger, 2008).

En cuanto a la predisposicion por género, clasicamente se indica prevalencia
del ADP en varones sobre mujeres en 40-50%, pero el aumento de poblacion de
mujeres fumadores evidencia el incremento de incidencia del ADP en EEUU

(Beger, 2008).
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Entre otros factores epidemioldgicos se constata el incremento de diagnosticos
del ADP en las tultimas décadas debido, como causa principal, a los avances

tecnologicos en el diagnostico (Imamura, 2005).

1.1.1 Factores y grupos del riesgo.

El consumo del tabaco es, posiblemente, uno de los factores de riesgo mas
estudiados y mas destacables en el ADP. Las publicaciones relacionadas indican
que el tabaquismo duplica el riesgo de desarrollo del ADP. El calculo total del
riesgo muestra que, ' del ADP se debe a ésta causa, que a su vez depende de la
intensidad y la duracion del consumo del tabaco (Lin, 2002). La relatividad y la
gravedad de este factor en la poblacion general muestra que solo 1-2% de
fumadores desarrollan el ADP, comparado con aproximadamente 10% de este

grupo que manifiestan cancer pulmonar (Li, 2006).

No se ha demostrado la implicacién de ningun factor dietético en el aumento

de riesgo del ADP (Hidalgo, 2010).

La identificacion de los grupos de riesgo es uno de los problemas mas

importantes en el diagndstico precoz y “screening” en el ADP.

Entre las enfermedades pre-existentes que aumentan el riesgo del ADP. la
diabetes es la causa mas comtin conocida de cancer pancreatico. El meta-andlisis
reciente de 36 estudios (9,220 pacientes con diagnostico de ADP) sugiere un
incremento del riesgo en el 60% en los pacientes con “background” diabético, con
restriccion a la diabetes tipo I, que habitualmente no se asocia con el ADP

(Huxley, 2005).
Todos los tipos de pancreatitis cronica, inclusivo pancreatitis tropical endémica

en la zona del sur de India y Africa, forman un grupo de riesgo del ADP,

demostrando en un estudio retrospectivo el incremento de la incidencia del ADP
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en 10-20 veces en los pacientes con pancreatitis cronica previa de mas de 5 afios

de evolucion (Lowenfels, 1993 y 1999).

1.1.2 Epidemiologia genética

Algunos sindromes hereditarios conocidos cursan con riesgo de desarrollo de
ADP (Tabla 6). Entre ellos, una predisposicion mas alta esta descrita con la
mutaciéon germinal del gen BRCA2, detectada en el 7-10% de los pacientes con
ADP esporadico y en 10-20% de los pacientes con historia de cancer pancreatico
familiar (Real, 2002). La mayoria de estos sindromes se hereda de forma
autosomica dominante, excepto tres de patron de herencia autosomico recesivo

(ataxia-telagiectasia, fibrosis cistica y anemia de Falconi).

Aproximadamente el 1% de los pacientes con pancreatitis cronica presentan
pancreatitis hereditaria, que cursa con un riesgo acumulativo de padecer ADP del

40% en edad avanzada (Howes, 2004).

1.1.3 Aspectos preventivos y screening del ADP.

La importancia del estado del sistema inmunitario en el cancer, ha provocado
varios estudios epidemiologicos sobre el desarrollo del ADP relacionado con
drogas anti-inflamatorias, enfermedades alérgicas y vacunas, sin relevancia en el

riesgo del cancer pancreatico.
Por otro lado, la inmunoterapia en cancer de pancreas ha sido puesta en
marcha, siendo los resultados prometedores, aunque discutibles, en algunos tipos

de cancer, p.ej. en el melanoma (Laheru, 2005).

Finalmente, en el abordaje del “screening” del ADP hoy en dia, se aplica el

protocolo sélo a un grupo minoritario de pacientes con diagndstico de pancreatitis
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hereditaria y/o a las personas con una historia familiar estricta del ADP (Durie,

2002).

1.2 Factores pronésticos en el ADP. Hipétesis de progresion tumoral.

La progresion tumoral rapida, sin razones precisas clinicas, ni moleculares,
forma parte de uno de los “misterios” del ADP. Real F (2003) indica el problema
como una “hipdtesis catastrofica”, que no respeta la regla general de los criterios
prondsticos y predictivos en otros tipos de cancer. Uno de los parametros clasicos y
solidos demostrados que repercuten en la evolucion de la enfermedad, es el tamafio

tumoral.

La supervivencia a los dos afios en pacientes con ADP cuyo tamafio tumoral es
de 2 cm es tan sélo de un 20%, dato que contrasta marcadamente con la supervivencia
a los 5 afios en los enfermos con otro tipo de cancer, en los cuales la medida tumoral
de 2 cm se considera como mejor prondstico. Por ejemplo, la supervivencia a los 5
afios en cancer renal o pulmonar de 2 cm es, actualmente, de un 70%, y en las
pacientes con cancer de mama sin afectacion ganglionar del 95% (Bast, 2000). Esta
discordancia en relacion tamafio tumoral-supervivencia en el ADP, comparado con

otras neoplasias, revela la importancia de la estadificacion clinico- patoldgica clasica.

Teniendo en cuenta todos estos datos, en nuestro estudio no seguimos
estrictamente los “cortes” del tamafio tumoral inferior versus igual o mayor de 2 cm,
manejando los intervalos con la idea de comparar (si la hubiera) la correlacion con los

datos moleculares.

La evolucion fatal del ADP, que no depende del tamafio tumoral, se explica por
el fenomeno de enfermedad metastasica en el momento del diagnostico, y también de
alta tasa de recidiva tumoral. Respecto a esto ultimo, se ha demostrado otro hallazgo
destacable que influye en la progresion de la multifocalidad del ADP. Tras

pancreatectomia total en un grupo de 323 pacientes, se encontraron que un tercio
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(32%) de los ADP, era multifocal de inicio, y un 25 % presentaban displasia de
epitelio ductal (Launois, 1993).

En la revision de la literatura no hemos encontrado ningun criterio clinico-

patoldgico con alta relevancia de asociacion con mejor o peor pronostico.

1.3 Avances diagnésticos y tratamiento del ADP.

Una localizacion organica retroperitoneal con dificultades de acceso para biopsia,
unido al silenciamiento clinico hasta el momento de manifiestarse por invasion de la
via biliar, hace que en muchos casos el diagnostico de una masa pancredtica se
consideran como “incidencialoma”, que supone la causa de fallecimientos por tumor
primario de origen desconocido entre 50,000 y 80,000 casos anuales (Michaud, 2004;
Matthias-Lohr, 2005).

El continuo desarrollo de las técnicas de imagen, y en particular ECO-endoscopia,
han ampliado y mejorado considerablemente el diagndstico del ADP (Iglesias-
Garcia, en prensa). Esta técnica permite el acceso transesofagico o transgastrico al
nédulo tumoral sospechoso, combinando la endoscopia convencional con imagen
ecografica simultanea, unido a la posibilidad de toma de muestra citologica con aguja

fina.

Respecto a otros medios diagndsticos, s6lo la elevaciéon en suero de los marcadores

tumorales, CA19.9 y CEA, son indicativos de una neoplasia pancreatica.
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2. Epigenética

Como se ha demostrado en el apartado previo, el ADP representa un problema
importante y, relativamente poco estudiado en comparacion con otras neoplasias
humanas, lo que requiere abordar nuevas y diferentes aproximaciones de
investigacion. Sobre todo, necesitamos comprender mejor la causa genética y
ambiental de la enfermedad y los mecanismos de su desarrollo y progresion, asi como
avanzar en nuevas estrategias para el diagnostico precoz y tratamiento. Una de las
herramientas moleculares que podria aportar luz sobre esta enfermedad son los

estudios epigenéticos.

2.1 Importancia de la epigenética en la traslacion en cancer.

Durante esta ultima década, la epigenética se ha convertido en un campo
importante en la investigacion bdsica. A su vez, en el proceso traslacional, desde la
investigacion basica al manejo diario del paciente, la epigenética se estd convirtiendo
en un nuevo paradigma a tener en cuenta. Tenemos varios ejemplos en este sentido,
aprovechando las caracteristicas que un analisis epigenético tiene: su poca necesidad
de muestra, la especificidad de la metilacion de promotores a la patologia, su facil

acceso, rapidez y bajo coste.

En este sentido podemos encontrar numerosos ensayos epigenéticos en clinica
para la identificacion de células tumorales en fluidos bioldgicos, ya sea liquido
ascitico, esputos, orina, heces o sangre, de vital importancia en un futuro en el
diagndstico de patologias como el cancer de vejiga, prdstata, estbmago o intestino. A
su vez se han desarrollado proyectos para definir la importancia de la metilacion en

cancer de mama, estudiando ganglios linfaticos, o en prostata.
En otro campo, no menos importante, la metilacién se esta convirtiendo en un

factor a tener cuenta a la hora de la eleccion terapéutica. Asi, en los glioblastomas

multiformes tratados con TEMODAL la respuesta pasa de un 64% (respuesta
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total/parcial) a solo un 4% si el gen MGMT esta o no metilado. Este y otros ejemplos
convierten a la metilaciéon en un parametro a tener en cuenta a la hora de la decision

del tratamiento.

Por ultimo, los fenomenos epigenéticos, por reversibles, se han convertido en una
diana muy interesante para el tratamiento. Numerosos ejemplos en este sentido se
encuentran en la bibliografia y en ensayos clinicos. Cabe destacar los derivados de 5-
AZA .citidina como quimioterapicos en patologias intestinales, o en crisis blastica de
leucemias linfoblasticas. Tanto los agentes inhibidores de la metilacion como los
inhibidores de la deacetilacion de histonas se estan convirtiendo en referentes en el
desarrollo farmacéutico y los veremos en pocos afios como elecciones terapéuticas

habituales.

2.2 Resultados del trabajo actual en la caracterizacion de alteraciones

epigenéticas del ADP y su impacto clinico- patologico.

La idea principal y original de nuestro trabajo, se basa en un intento de demostrar
la existencia de subtipos epigenéticos del ADP, y definir una relacion entre
metilacién aberrante de regidon de promotor de genes elegidos con parametros clinico-
patoldégicos. Podiamos aventurarnos a sugerir que, un determinado perfil epigenético
nos catalogaria los ADP segun ciertas variables clinicas, sirviendo esto para asociar

una terapéutica determinada.

2.2.1 Seleccion de los genes.

El trabajo actual, es una primera aproximacion al tema original y que lleva los
resultados de trabajo en el equipo durante varios afios. La propuesta final se basa en
completar el estudio con un total de 25 genes seleccionados tras la revision de
literatura relacionada con epigenémica en cancer, con los cuales queriamos abarcar el

estudio de distintas vias metabdlicas implicadas en la carcinogénesis.
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Los genes que hemos elegido para esta parte del estudio, no son al azar,
pertenecen a diferentes procesos celulares, implicados en la regulacion del ciclo
celular y con funcién principal antiapoptdticas, relacionados con supervivencia e
inmortalidad de las células tumorales. El papel de algunos genes (p16 y Ciclina D2),
es bien conocido en el desarrollo del ADP, mientras que las alteraciones en la funcion
mediante mecanismos epigenéticos, puede tener gran importancia, como se destaca en

otros tipos de tumores (como GSTP/ en cancer de prostata).

La primera aproximacion del estudio epigenético que hace mencidn al simple
montaje de la técnica, nos obligd a tener un cierto control interno, que explica la
inclusion de los genes (pl6 y Ciclina D2) cuya desregulacion, a través de los

mecanismos de hipermetilacion sea comparable con los resultados descritos.

Sobre la 16gica de los modelos conocidos de progresion en el ADP, afiadimos
también RASSFIA. Sin embargo, el interés especial del estado de metilacion de los
GSTP1, RAR beta 2 y HIN-1, se debe a la novedad de informacién que presumimos
obtener al respecto del cancer de pancreas, dado que la funcion de estos genes en el
ADP no figura en los meta-andlisis globales de perfiles de metilacion en esta
enfermedad, pero sus efectos como genes supresores tumorales en cancer, les

convierte en objeto cientifico atractivo para someter al estudio inicial.

2.2.2 Agrupaciones tumorales.

Los 61 pacientes diagnosticados con ADP elegidos para este estudio
representan un grupo clinicamente uniforme, siendo los enfermos con céncer de
pancreas resecable al momento del diagnostico y con seguimiento y tratamiento con
protocolo estandartizado en el mismo centro hospitalario. Seleccionamos los criterios
clinicos y patoldgicos que forman parte un perfil oncoldgico clasico (edad, género,
estadio clinico e histopatologico, el tamafio tumoral, afectacion del margen de
reseccion quirrgica y supervivencia). Como un criterio adicional incluimos al estudio

el tipo de muestra (tumoral incluida en parafina, tumoral congelada y metastasis).
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Dado que hemos instaurado la técnica de metilacién desde el inicio en el
laboratorio, esta divisidn nos ayudd, por un lado, en el tratamiento de los resultados
estadisticos al comparar tumor primario versus metastasis (que aparecen
correctamente en la misma agrupaciéon tumoral) y, por otro lado, debiamos comprobar
con la propia experiencia si la técnica es apta tanto para el material congelado, que
siempre es preferible, como para el incluido en parafina. Teniendo en cuenta la escasa
coleccion de material congelado en el Biobanco de Tumores por motivos obvios
(intervencidon quirdrgica infrecuente, errores de la entrega de material, tumor no
visible macroscdpicamente etc.), hemos demostrado la validez del material no
congelado para aplicacion de la técnica de metilacion, que a su vez permite ampliar la

serie del estudio.

Los intervalos de referencia elegidos para la division, en su mayor parte
corresponden a la clasificacion actual, salvo el tamafio tumoral y la supervivencia. Por
un lado, los cortes en 4 o menos variables, nos permitieron “codificar” los datos como

si de una secuencia de ADN se tratase para un estudio estadistico.

Las caracteristicas respecto al tamafio tumoral estan discutidas en el apartado
“Factores pronoésticos” de este capitulo. En cuanto a la supervivencia, el corte de
estudio retrospectivo de los ultimos 12 afios, impide la valoracién precisa de la
supervivencia clasica, por lo que afrontamos este problema con cortes aproximados

(véase material y métodos).

No obstante, la diferencia entre las agrupaciones tumorales, que suman las
caracteristicas clinicas y patoldgicas comunes, es minima siendo la homogeneidad
del grupo inicial. A pesar de las diferencias de criterios hemos logrado dividir los
tumores en varios subtipos segln intervalos de variables (véase material y métodos, y

tabla 12).
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2.2.3 Agrupaciones epigenéticas.

Los resultados mas evidentes de este estudio son las agrupaciones tumorales
que obtenemos tras el estudio de patrones de metilacion con sélo dos variables (u- no

metilado y m- metilado) para cada gen seleccionado (Tabla 13).

Se evidencid una clara prevalencia de desregulacion de una o mas vias en cada
uno de las siete agrupaciones (clusteres) obtenidos. Asi, en el grupo I se destaca la
metilacion prevalente de Ciclina D2, en el grupo II- del gen RAR beta 2, en grupo I11-
los genes frecuentemente metilados son RAR beta 2, RASSF1A4 y HIN- 1, en el grupo
IV el gen mas metilado es GSTPI, el mismo en conjunto con p/6 se encuentran
hipermetilados en el grupo V. Llama atencién el grupo VI, el mas numeroso (n=16),
con una alta tasa de metilacion aberrante en casi todos genes estudiados, salvo GSTP1
y Ciclina D2. El grupo VII presenta metilacion aberrante en 100% de los casos

unicamente para el gen RASSFIA.

Estos resultados por si sélos, reflejan la existencia de subtipos tumorales
epigenéticos con algunas vias metabdlicas “dominantes” desreguladas a través de
hipermetilacion de sus promotores. La coexistencia de mas de dos vias clasicamente
separadas por sus dianas y factores de activacion, tales como RAR beta 2, RASSFIA y
HIN-1 (grupolll) y GSPI y pl16 (grupo V), concuerda con las hipdtesis modernas de
las vias —candidatas y/o —colaboradoras que desencadenan un efecto funcional similar
(progresion tumoral) utilizando caracteristicas celulares distintas. El alto porcentaje de
metilacion aberrante en multiples genes (grupo VI), sugiere un efecto acumulativo,
bien conocido por los modelos animales, en las alteraciones de diferentes vias clasicas

debido a la metilacidn.
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3. Nuestros resultados comparados con otros estudios.

En este apartado comparamos los resultados que hemos obtenido en el presente
estudio con la informacion publicada sobre alteraciones epigenéticas en cancer y en el
ADP en particular, haciendo mencion tanto a los datos comunes como a las

diferencias mas significativas.

3.1 Perfiles epigenéticos y rutas metaboélicas en el estudio.

3.1.1 GSTPI

Las enzimas de la familia glutation S-transferasa (GSTs) juegan un papel
biolégico crucial en la respuesta al estrés oxidativo provocado por los agentes
xenobiodticos y los quimioterapicos, que desencadena su efecto proapoptdtico
mediante la fosforilizacién del JNK-Jun e interaccion de la via p53 hacia proliferacion
y diferenciacion (Figura 16) (Mcllwain, 2006). Por la funcién relacionada con la
detoxificacion en el carcinogénesis, los genes de esta familia se consideran también

como genes- reparadores del ADN (Esteller, 1998).

Los estudios de hipermetilacion de islas CpG del gen GSTPI, quizd mas
explorados en los ultimos afios, se relacionan, principalmente, con el cancer de
prostata. La metilacion aberrante de este gen se encuentra en los estadios precoces
con una alta especificidad y sensibilidad, en mas del 90% de los carcinomas
prostaticos primarios, pero no en el tejido normal, y hasta un 75% de alteraciones se

detectan en la orina y el suero (Lee, 1994; Gonzalgo, 2003).

No obstante, existen limitaciones de utilizacion de un solo gen como marcador
bioldgico, dado que la desregulacion epigenética del GSTPI ocurre frecuentemente en
otras neoplasias. Esteller et al (2001) en un trabajo sobre perfiles epigenéticos en
cancer humano destaca que la hipermetilacion de este gen ocurre en el 65% del

carcinoma hepatico, en el 31% del cancer de mama y en el 20% del cancer renal.
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Para evitar el problema de infradiagndstico del cancer, se utilizan analisis masivo,
buscando el conjunto de marcadores especificos y sensibles para el diagnostico y
prediccién de un determinado tumor. Respecto al cancer de prdstata, los ultimos
estudios dedicados al diagndstico epigenético y estratificacion del riesgo, confirman
la importancia de la hipermetilacion de los genes GSTPI! y RAR beta 2 como
marcadores diagnosticos, aunque un grupo de genes diferentes se asocia con

prediccion bioquimica de recurrencia local y sistémica (Vanaja, 2009).

La funcion de GSTPI en el ADP esta escasamente estudiada y permanece incierta.
En la revision de la literatura se descarta la importancia de este gen en el ADP, y se
publica un porcentaje bajo de hipermetilacion aberrante del GSTPI, desde 0/18 (0%)
(Esteller, 1998 y 2001), hasta 13% (Peng, 2006). En nuestro estudio hemos
encontrado una proporcién mas alta de hipermetilacion de promotor de GSTPI

(32,9%), lo que hace pensar una posible implicacion en el desarrollo del ADP.

Es frecuente encontrar diferentes combinaciones epigenéticas en este gen con p16,
cuyo silenciamiento es un evento conocido en la via clasica y ocurre en los estadios
precoces del ADP; por la analogia con los hallazgos en cancer de prostata, podria
indicar una posible desregulacion de este gen en el proceso inicial del ADP (Tabla
13). Por otro lado, el interés del estudio del gen GSTPI en el ADP en pacientes
tratados podria tener una relacion con el efecto de resistencia a los agentes de

quimioterapia.

3.1.2 plé6y Ciclina D2.

El papel de ambos genes coincide en su importante implicacién como puntos clave
de regulacion del ciclo celular, formando parte de las alteraciones bien conocidas en

la via “candnica” del desarrollo de cancer, y en particular del ADP (Véase Material y

métodos y Figura 17).
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Los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio concuerdan con los datos de
la literatura. Tal como habiamos mencionado previamente, la inclusion de estos genes
en el primer panel del estudio, nos sirvid, en cierto modo, como control interno de la

técnica y del estado del material, siendo los resultados finales los esperables.

La inactivacion del gen pl6 por el mecanismo de metilacion aberrante del
promotor estd descrita en multiples neoplasias. Entre ellas la proporcion de esta
alteracion es frecuentemente alta, hasta 1/3 de los casos se encuentran en melanoma y
en el ADP (Hamilton, 2000). Nuestro resultado coincide con lo descrito en la
literatura (38,2%), evidenciando dos subtipos epigenéticos con prevalencia de

metilacion aberrante de este gen (Tabla 13).

En cuanto a la Ciclina D2, otro gen crucial en la cascada reguladora del ciclo
celular, se han descrito datos de hipermetilacion aberrante en el ADP, que llega a ser
hasta un 2/3 (65,1% vs. 27,6% en nuestros resultados) en tumores primarios,
destacando que existe una discreta porcion de hipermetilacion (hasta 20%) en el tejido
normal, relacionada con la edad (Matsubayashi, 2003). Este hallazgo no descarta a la
Ciclina D2 como un candidato a formar parte del “panel epigenético” de posibles
marcadores bioldgicos en el ADP, gracias a la alta tasa de desregulacion que presenta

este tipo tumoral.

3.1.3 RAR beta 2

Los retinoides, un grupo de analogos estructurales y funcionales de la vitamina A,

son reconocidos efectores en la diferenciacion celular, apoptosis y supresion tumoral

en cancerogénesis, comprobados in vitro, en modelos animales y en ensayos clinicos

(Soprano, 2004).

Desde los afios 1990 se sabe de la pérdida de expresion de receptores retinoides

nucleares, incluso RAR beta 2, en lineas celulares de varios tipos de cancer mediante
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técnicas de Northen blotting y RT-PCR. Frecuentemente este hallazgo se ha
encontrado en células neoplasicas y/o displasicas de cancer de localizacion en cabeza-
cuello, orofaringeal, esofagico, pulmonar, mamario, prostatico y también en el ADP

(Xu, 1996).

La metilacién aberrante de la region del promotor del gen RAR beta 2 esta
probada, sobre todo, como biomarcador en cancer de mama, y como un factor
predictivo relacionado con el riesgo de recidiva en cancer pulmonar no microcitico,
utilizando material citoldgico de aspirado con aguja fina en mama y de aspirado

bronquial (Bean, 2005; Grote 2005).

Ademas, estda demostrada una estricta relacion entre induccion de la
hipermetilacion del promotor de este gen con neoplasias dependientes de los agentes
carcinogénicos del tabaco (4-metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-butanon y benzopiren
diol epoxide (BPDE)), tales como el cancer pulmonar en modelos animales y en

células de cancer esofagico (Vuellemenot, 2004; Song 2001).

En nuestro estudio hemos encontrado una proporcion alta de hipermetilacion del
gen RAR beta 2 (27,6%). Dado que el unico factor epidemioldgico de riesgo
consolidado en varios estudios del ADP estd relacionado con el tabaquismo (Lin,
2002), esto podria explicar la alteracion del metabolismo de los retinoides, aunque
clasicamente el ADP no se consideran como una neoplasia estrictamente dependiente
con el consumo del tabaco. Sin embargo, hemos encontrado al menos 2 subtipos con
alteracion prevalente en este gen en las agrupaciones espigenéticas de nuestro estudio

(Tabla 13).

Por consiguiente, la deteccion de hipermetilacion del gen RAR beta 2 se podria
proponer como un posible biomarcador diagndstico. Por otro lado, la demostracion de
induccion de expresion del RAR beta 2 tras el tratamiento con agentes demetilantes

(5-aza-2 deoxycitidine) en varias lineas celulares de cancer, hace valorar este evento
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como prometedor en posibles aplicaciones terapéuticas para el ADP (Di Croce,

2002).

3.1.4 RASSFIA

El ADP es uno de ejemplos tipicos de los tumores dependientes de RAS. Presentan
la mutacion puntual en practicamente todos los casos, inclusive en lesiones
precursoras y un alto porcentaje de esta alteracidn genédtica en pancreatitis cronica

(Mattias-Lohr, 2005).

Desde el punto de vista terapéutico, la mutaciéon de K-RAS provoca una gran
limitacién del tratamiento con agentes anti-EGFR, descartando esta linea de
quimioterapia, aplicada con éxito en tratamiento de cancer primario y metastatico

colorrectal y pulmonar (Baker, 2011).

Recientemente, se ha descubierto que el gen RASSF1A podria actuar como efector
del oncogén RAS, carente de una actividad enzimatica, como un gen supresor tumoral
y con una mayor contribuciéon en distintos tipos tumorales mediante mecanismos
epigenéticos (Pfeifer, 2005). La funcidn de este gen esta asociada a varios puntos de
control en la via apoptética de K-RAS (Figura 18) (Donninger, 2007). Sin embargo
varios estudios demostraron que no existe una relaciéon estricta entre alteraciones

genéticas entre K-RAS'y RASSF1A4 (Damann, 2003)

En nuestro estudio hemos encontrado el porcentaje mas alto de metilacion
aberrante del promotor en el gen RASSF A, aproximadamente en la mitad de los casos
(48,7%), comparado con otros genes, con una distribucion en agrupaciones mas bien
heterogénea, revelando 2 subtipos epigenéticos con hipermetilacion de este gen en el

100% de los casos (Tabla 13).

Cabe destacar que, en uno de ellos la hipermetilacion del gen RASSFIA es la tinica

alteracion epigenética presente, demostrando la importante implicacion de este gen en

114



esta patologia. Si se asume la teoria de que, virtualmente, todos los ADP presentan el
K-RAS mutado, un hallazgo bien conocido y precoz, nuestros resultados confirman
que es la principal via metabolica alterada en el ADP asociada con efectores de RAS
mediante alteracion de los mecanismos genéticos y/o epigenéticos. Ademas, que se
vean afectados epigenéticamente sustratos de RAS, ofrece posibles puntos de

aplicacion terapéutica en control de esta via metabolica.

3.1.5 HIN-1

HIN-1 (high in normal-1) es un claro candidato a gen supresor de tumores,
cuyo silenciamiento mediante hipermetilacion del promotor esta descrito en varias
neoplasias humanas, destacando una alta frecuencia en cancer de mama,
carcinoma no microcitico pulmonar y carcinoma nasofaringeo (Krop, 2004;
Wong, 2003). La funcion fisiologica de este gen, como una citoquina putativa, esta
asociada con diferenciacion terminal de las células epiteliales mucinosas

traqueobronquiales durante la embriogénesis en ratones (Porter, 2002).

El interés especial que este gen demostro en el cancer de mama, identificado
mediante analisis seriados de expresion génica, consistid en su alta expresion en
el epitelio mamario normal y una desregulacion epigenética significativa en cancer
primario (94%) y en el carcinoma in situ (95%), lo que propuso que la deteccion
de metilacion aberrante del gen HIN-I podria ser un marcador de céncer precoz,
asi como una posible diana terapéutica tras “reactivacion” del gen silenciado

(Krop, 2001).

Otra “ventaja” del gen HIN-I radica en su naturaleza secretora, que facilita la
deteccion de la proteina, relacionada con el funcionamiento del gen, en lavado
bronquial, en saliva y en suero. En cuanto a la expresion tisular, a diferencia del
carcinoma mamario que demuestra una posible hipermetilaciéon en el tejido
adyacente al tumor, en el cancer de pancreas el tejido no tumoral carece de

alteraciones epigenéticas (Krop, 2004), que correlaciona con nuestra observacion.
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En el analisis de las agrupaciones tumorales, hemos detectado dos subtipos de
ADP con muy alta tasa de metilacion aberrante del gen HIN-I (Tabla 13), que,
tomando como contexto los hallazgos en cancer mamario, podria tener valor

diagndstico y terapéutico en el ADP.

3.2 Perfil epigenético: tumores primarios versus metastasis.

El aspecto devastador del cancer y la causa principal de mortalidad por cancer
estan relacionados, en la mayor parte de casos, con la enfermedad metastasica
(Kinzler, 1996). Una de las peculiaridades del ADP consiste en su rapida progresion y
diseminacidn metastasica por via linfatica que “desprecia” los pardmetros oncologicos

clasicos, tales como el tamafio tumoral y el grado de diferenciacion (Real, 2003).

Existen varias teorias que tratan de explicar los mecanismos y especificidad
metastasica. Entre ellos la “homing theory” que sugiere una via por quimiotaxis desde
los sitios “receptores” de células malignas (Muller, 2001). La otra teoria seria la
denominada “fertil soil theory” que propone la implicacion de los factores propios
microambientales tumorales en el desarrollo e incremento de la invasion y motilidad
de las células tumorales (Fidler, 2003). Las ultimos publicaciones hacen referencia el
origen celular de las metastasis desde células troncales y sus subpopulaciones

(Nguyen D, 2011).

La enfermedad metastatica es un proceso dinamico que incluye la aparicién de un
linaje celular especifico, relacionado con microambiente celular, restricciones

anatomicas y multiples alteraciones genéticas y epigenéticas (Chiang, 2008).
Los mecanismos de progresion metastdsica en el ADP siguen siendo poco

conocidos. Se ha definido el importante papel de los genes que controlan la adhesion

celular, metaloproteasas y el gen supresor tumoral K471 (Keleg, 2003).
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Como se ha descrito en material y métodos y en resultados, unido a la correlacion
clinico-patologica y epigenética per se de los tumores tomados como un todo, hemos
comparado los perfiles de metilacion entre tumor primario y metastasis del mismo

paciente (Figuras 27-29).

Se ha demuestrado, en primer lugar, la diferencia significativa de metilacion
aberrante agrupando las muestras en parejas tumor-metastasis. En total, se ha
encontrado descenso en los niveles de metilacion aberrante del promotor “ de los
genes RASSF1A, Ciclina D2, HIN- 1 y RAR beta 2 en metastasis comparado con el
tumor primario, existiendo un discreto aumento de los niveles de metilacion en p/6 y

GSTP.

Estos hallazgos epigenéticos son discordantes con la regla general, que defiende la
acumulacion y/o conservacion (al menos) de los perfiles de expresion génica y
epigenética en la metastasis, como un evento de aumento de agresividad y capacidad
de invasion (Nguyen, 2011; Yegnasubramanian S, 2004). Sin embargo, las
caracteristicas propias de la epigenética como cambios potencialmente reversibles,
encajan con las teorias de invasion y motilidad de las células tumorales primarias tras
transformacién epitelio-mesenquimal. Es decir, que para obtener la capacidad de
invadir los tejidos, el microambiente, y en particular la pared de los vasos linfaticos,
una célula tumoral sufre varias transformaciones a nivel molecular, relacionadas tanto
con el aumento, como con la disminucién de expresion de algunas proteinas, que le

permiten realizar una accidn diferente de las células del tumor primario.
Por los resultados de nuestro estudio, se podria suponer una implicacién de

algunas vias “promotoras” de motilidad, destacando el papel de incremento de la

metilacion de los genes p16 y GSTP1 en la progresion del ADP metastatica.
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4. “Huella epigenética”. Analisis comparativo de las agrupaciones tumorales y

epigenéticas.

Una vez determinadas las agrupaciones tumorales y epigenéticas, intentamos
buscar coincidencias y solapamiento entre los dos arboles filogenéticos. Los
resultados recogidos en las Figuras 25 y 26 demostraron que existen grupos que

comparten criterios clinico-patoldgicos con alteraciones epigenéticas definidas.

Esta coincidencia es lo que definimos en la hipotesis original del trabajo como
“huella epigenética”. Para explicar este evento, hemos elegido los dos grupos mas
grandes de coincidencia en patrones clinico-patologicos y epigenéticos de 8 y 6 casos

respectivamente, marcados en circulos y sus tablas correspondientes en la Figura 26.

Una vez “descifrados” los datos que habian sido codificados para el estudio de
agrupacién PHYLIP, en el primer grupo de 8§ casos, observamos que el 100% (8/8) de
los casos el ADP se localiza en la cabeza del pancreas, estadificados como pT3,

muestran como Unica alteracion epigenética el gen RASSFIA.

La lectura de este hallazgo podria significar que, los tumores localmente
avanzados, que miden mas de 2 cm y se extienden a tejido adiposo parapancreatico
(sin afectacion del eje celiaco ni arteria mesentérica superior) tienen como patron
diferenciador las alteraciones epigenéticas en la via de RAS, destacando, una vez mas,
la implicaciéon de esta via como evento crucial en la progresion tumoral del ADP

(apartado 3.1.4 de este capitulo).

El segundo grupo lo forman 6 casos de tumores primarios con localizacion
tumoral en la cabeza del pancreas y estadio clinico IIB, que mostraron una
combinacion de metilacion aberrante de RAR beta 2 (4/6 casos), RASSF1A (5/6 casos)
y HIN-1 (6/6 casos). El estadio clinico 1IB refiere los casos del apartado pT1, pT2 y

pT3, con metéstasis ganglionares linfaticas (pN1), pero no a distancia (MO).
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El criterio basico de este estadio consiste en la afectacion ganglionar en tumores
primarios tanto localizados (pT1, pT2), asi como localmente avanzados (pT3), sin
dependencia del tamafio tumoral. Dicho de otra forma, se confirma que el conjunto de
alteraciones epigenéticas mencionadas sirve como marcador de progresion tumoral
metastasica. El hecho de que coexistan distintas vias metabdlicas involucradas en la
progresion tumoral, no contradice la hipdtesis de acumulacion genética y epigenética
en transicion de una neoplasia hacia una enfermedad metastasica (Véase el apartado

3.2 de este capitulo).

Una observacion interesante respecto a este grupo de genes, aparece cuando
comparamos el estado de metilacion en tumores primarios versus metastasis (Figuras
27-29). El grupo reducido de casos con tumor primario y metdstasis ganglionar,
recuperados para el estudio, han demostrado un efecto de pérdida/disminucién de
metilacion de RAR beta 2, RASSFI1A y HIN-I en metastasis comparado con el tumor
primario. Es decir, que mientras que el tumor primario “acumula” las alteraciones
epigenéticas llegando al “punto critico” en la progresion y disemina a metastasis, los
clones tumorales nuevos pierden esta propiedad adquirida, segun se deduce de

nuestros resultados.

Sin embargo, para extrapolar esta hipdtesis, es indispensable realizar un estudio
mas amplio, que podria tener un reflejo en la terapéutica: ;si se demostrase la
eficiencia de las drogas demetilantes, hasta qué punto su utilizacion pudiera beneficiar
el enfermo? Y ;en qué se consiste la progresiéon tumoral metastdsica a nivel

epigenético: hipermetilacion versus hipometilacion de los promotores?
Estos resultados hacen que surjan numerosas preguntas que animan a continuar

con el estudio, para lo que se precisa aumentar la serie y incrementar la bateria de

genes a estudio.
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5. Aportacion de las nuevas vias de control celular en el manejo de los pacientes

con el diagnostico de ADP.

Desde el “renacimiento” de los conocimientos y aplicaciones de la epigenética en
las ultimas dos décadas, se han abierto nuevos horizontes para los estudios
moleculares en el cancer. Cualquier evento molecular destacable forma parte de la
base de conocimiento de la enfermedad, que a su vez traslaciona a una posible

busqueda de aplicaciones en el diagnostico, prondstico, prediccion y tratamiento.

Todas estas aplicaciones diagndsticas y terapéuticas forman parte de una
necesidad en el ADP, siendo las alternativas clasicas muy pobres e inespecificas en

cada uno de esos puntos.

Los avances en el tratamiento epigenético (Tabla 7), tradicionalmente se
iniciaron en enfermedades hematologicas, siendo histéricamente revolucionarios en la
ciencia médica. Las investigaciones actuales en este campo abren el camino para
estudios en otros tipos de céncer, incluido el ADP, que supone una urgencia médica

con ¢l fin de controlar la enfermedad.

La finalidad de éste estudio conmsiste en definir y caracterizar las posibles
evidencias y aplicaciones epigenéticas de los genes seleccionados en la progresion
tumoral, y aportar conocimiento en el diagndstico, prondstico, prediccion y

tratamiento del ADP.
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CONCLUSIONES






VI CONCLUSIONES

L El estudio ha demostrado la importancia de las alteraciones epigenéticas de los genes
GSTP1, pl6, Ciclina D2, RASSF1A4, RAR beta 2 'y HIN-1 en el Adenocarcinoma Ductal
de Pancreas (ADP), comparado con el tejido pancreatico normal. Esta diferencia
especifica podria ser utilizada en la deteccion de la metilacion aberrante de estos genes,

en un panel y/o por separado, como posibles biomarcadores tumorales.

2. Se ha obtenido porcentajes significativos de metilacién aberrante en la regién del
promotor de los genes supresores tumorales seleccionados: RAR beta 2 (27,6%),
RASSF14 (48,7%), GSTP1 (32,9%), pl6 (38,2%), CiclinaD2 (27,6%) 'y HIN-1
(38,2%). Destaca la via de RAS como la principal y mas frecuentemente alterada en el

ADP.

3. En el grupo seleccionado, clinicamente uniforme, hemos obtenido siete subtipos
epigenéticos con alteracion en uno y/o mas genes estudiados mediante las técnicas de

MSP y secuenciacion.

4. Existe cierto solapamiento entre pardmetros clinico-patoldgicos y perfiles de
metilacion que definen una “huella epigenética” que muestra correlacion entre tumor
primario localmente avanzado y metilacion aberrante de la region promotorora del gen

RASSFIA,

8. Existe asociacién entre progresion tumoral hacia enfermedad metastésica y frecuente

hipermetilacion de los genes RAR beta 2, RASSFI1A 'y HIN-1.
6. Sc ha demostrado diferencia entre perfiles de metilacién en tumor primario versus
metastasis, con respecto a la discriminacion de metilacién del promotor en los genes

RAR beta 2, RASSF 1A, Ciclina D2y HIN-1

. Se propone un papel importante de la metilacién de los genes pl6 y GSTPI, como

posible promotor de progresion tumoral metastatica en los ADP.
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