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ABREVIATURAS

TLB Biopsia liquida térmica

EUS Ecoendoscopia

PAAF Puncion-aspiracion con aguja fina guiada

TC Tomografia computarizada

RM Resonancia magnética

GPC Guias de Practica Clinica

CSA Cistoadenoma seroso

PC Pseudoquiste

MCN Neoplasia quistica mucinosa

TPMI Tumor papilar mucinoso intraductal

CEA Carcinoembrionario

DSC Calorimetria diferencial de barrido

LCR Liquido cefalorraquideo

HCULB Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa

CEICA Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad Auténoma de
Aragon

Cp Capacidad calorifica



RESUMEN

Introduccion: Las neoplasias quisticas pancredticas de tipo mucinoso son las Unicas
lesiones precursoras del adenocarcinoma pancreatico facilmente identificables en
estudios de imagen. Sin embargo, su diferenciacion de otras lesiones quisticas sin
potencial maligno, o la identificacion precoz de aquellas que han comenzado su
transformacion maligna, supone a dia de hoy todo un reto diagnostico. Las técnicas de
imagen y los biomarcadores son Utiles, pero no siempre son precisos. La biopsia liquida
térmica (TLB) es una nueva técnica que puede ayudar a mejorar la precision diagndstica
de estas neoplasias.

Material y métodos: Se reclutaron muestras de liquido intraquistico de 39 pacientes
recogidas mediante puncién aspiracién con aguja fina guiada por Ecoendoscopia (EUS-
PAAF). Se utilizé el TLB para obtener los termogramas de las muestras y desarrollar un
modelo de prediccién (modelo TLB1) para diferenciar entre quistes mucinosos y no
mucinosos; y un segundo modelo de prediccion (modelo TLB2) para diferenciar entre
quistes mucinosos malignos y no malignos.

Resultados: EI modelo TLB1 aplicado a los 35 quistes incluidos en el estudio, establece
diferencias estadisticamente significativas entre la mediana de los quistes mucinosos y no
mucinosos (p < 0,001), con area bajo la curva de 0,89. EI modelo TLB2 aplicado a los 17
quistes mucinosos establece diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001) entre
quistes mucinosos malignos y no malignos con un area bajo la curva de 0,99. Ambos
modelos presentaron un valor predictivo negativo del 100%.

Conclusiones: La aplicacién del TLB en liquido intraquistico podria mejorar y ayudar en
el diagndstico diferencial entre las diferentes neoplasias quisticas pancredticas,
facilitando la toma de decisiones diagndstico-terapelticas. Segun la bibliografia, hasta la
fecha es la primera herramienta diagndstica que parece mostrar capacidad de prediccién

del potencial maligno de las neoplasias quisticas pancreéticas.

Palabras clave: Neoplasias quisticas pancreaticas, quistes mucinosos, adenocarcinoma

de pancreas, biopsia liquida térmica, Calorimetria diferencial de barrido, TPMI.



ABSTRACT

Introduction: Mucinous pancreatic cystic neoplasms are type are the only precursor
lesions of pancreatic adenocarcinoma easily identifiable by imaging studies. However,
their differentiation from other cystic lesions without malignant potential, or the early
identification of those that have begun their malignant transformation, is currently a
diagnostic challenge. Imaging techniques and biomarkers are useful, but not always
accurate. Thermal liquid biopsy (TLB) is a new technique that can help to improve the
diagnostic accuracy of these neoplasms.

Material and methods: Intracystic fluid samples from 39 patients collected by
echoendoscopy-guided fine-needle aspiration (USE-FNA) were recruited. TLB was used
to obtain their thermograms and develop a prediction model (TLB1 model) to
differentiate between mucinous and non-mucinous cysts; and a second prediction model
(TLB2 model) to differentiate between malignant and non-malignant mucinous cysts.
Results: The TLB1 model applied to the 35 cysts included in the study, establishes
statistically significant differences between the median of mucinous and non-mucinous
cysts (p < 0.001), with an area under the curve of 0.89. The TLB2 model applied to the
17 mucinous cysts establishes statistically significant differences (p < 0.001) between
malignant and non-malignant mucinous cysts with an area under the curve of 0.99. Both
models had a negative predictive value of 100%.

Conclusions: The application of TLB in intracystic fluid could improve and aid in the
differential diagnosis of pancreatic cystic neoplasms facilitating diagnostic and
therapeutic decision making. According to the literature, to date this is the first diagnostic
tool that appears to be predictive of the malignant potential of pancreatic cystic

neoplasms.

Keywords: Pancreatic cystic neoplasms, mucinous cysts, pancreatic adenocarcinoma,

thermal liquid biopsy, differential scanning calorimetry, IMPN.



INTRODUCCION

Las neoplasias quisticas pancreaticas son un grupo amplio de tumores pancreaticos con
caracteristicas morfoldgicas, histologicas y clinicas variables. Su diagnostico en los
ultimos afios ha mostrado una incidencia creciente, favorecida probablemente por el
mayor conocimiento de su naturaleza; el desarrollo y la mayor accesibilidad de las
técnicas de imagen; y el aumento de la esperanza de vida poblacional. En la actualidad su
incidencia se sitla entre el 2,4% y el 13,5% en la poblacion adulta asintomatica, y con
frecuencia su diagndstico es un hallazgo incidental en el contexto de un estudio realizado
por sintomas o patologia ajenos a la lesion (1). La prevalencia aumenta con la edad, sin
existir globalmente diferencias entre sexos (2). En tomografia computarizada (TC) se ha
descrito una tasa de deteccion de entre el 1,2%y el 2,6%, y en resonancia magnética (RM)
el rendimiento diagnostico es aun mayor, oscilando entre el 13,5% y el 19,9% (3,4). La
tasa de deteccion de la ecoendoscopia (EUS) realizada por otras causas es de un 9.4% (5).
De manera general, podemos hablar de lesiones quisticas no neoplasicas y neoplésicas
(con posibilidad de malignizacion), segin su potencial evolucion. En los Gltimos afios se
han publicado varias guias clinicas que proponen diferentes algoritmos de manejo para
facilitar la toma de decisiones diagndstico-terapéuticas en base a los resultados de las
técnicas diagndsticas con las que contamos en la actualidad (1,6-8). La diferenciacion de
los tipos de lesiones quisticas pancreéticas es de vital importancia, ya que algunas de las
lesiones, méas concretamente las de naturaleza mucinosa, son lesiones precursoras del
adenocarcinoma pancreatico, cuyo pronoéstico en la actualidad es muy desfavorable (8,9).
La cirugia pancreética es actualmente el Gnico tratamiento curativo para este tipo de
lesiones. Se trata de una cirugia compleja asociada a una importante morbimortalidad y
que debe realizarse por equipos quirdrgicos especializados en hospitales de tercer nivel
(9). Frecuentemente, nos encontramos ante pacientes asintomaticos y de mediana edad,
por lo tanto, es fundamental identificar el tipo de lesién con la mayor exactitud posible
antes de decidir el manejo terapéutico. Actualmente, la decision debe fundamentarse en
los hallazgos radiologicos y el anélisis bioquimico que se explican mas adelante. Dada la
complejidad de estas decisiones, las GPC (Guias de Préactica Clinica) recomiendan el
abordaje multidisciplinar en el seno de Comités de Tumores Pancreéaticos y, en muchas
ocasiones, pese a la participacion de multiples expertos en esta patologia no se consigue
un diagnostico preciso (10,11).

De forma general, las lesiones quisticas pancreaticas pueden clasificarse en quistes

epiteliales y no epiteliales. Las lesiones epiteliales, a su vez, se clasifican en mucinosas y
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no mucinosas, siendo las primeras las que presentan potencial maligno. En la tabla 1 se
muestra un esquema de la clasificacion méas usada en la diferenciacion de lesiones

quisticas pancreaticas.

No epiteliales Pseudoquistes
P Linfocele Benignos
No mucinosos CSA
Epiteliales : TPMI Posibilidad de
Mucinosos s
MCN malignizacion

Tabla 1. Clasificacion de lesiones quisticas pancreaticas. TPMI: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal,
MCN: Neoplasia quistica mucinosa. CSA: Cistoadenoma seroso.

En la practica clinica habitual, resulta interesante diferenciar las lesiones quisticas
epiteliales de estirpe mucinosa (con mayor capacidad de malignizacion) de todas las
demas, que suponen lesiones no epiteliales y epiteliales de estirpe no mucinosa, por
presentar estas Gltimas un comportamiento benigno. EI grupo no mucinoso comprende
los cistoadenomas serosos (CSA), los mas frecuentes dentro de este grupo, y los
pseudoquistes pancreéticos (PC), relacionados con la pancreatitis. Ademas, en este grupo
podemos encontrar también una variedad de quistes menos frecuentes como son los
epiteliales benignos, los linfoepiteliales, los congénitos y los quistes escamoideos (12).
Los CSA son lesiones microquisticas (en panal de abeja) cubiertas por células epiteliales
cuboideas ricas en glucégeno (serosas), con comportamiento habitualmente benigno y
escasa capacidad de malignizacién. Los PC son acumulaciones de liquido inflamatorio
sin cubierta epitelial, generalmente secuela de pancreatitis aguda o pancreatitis cronica.
El linfocele es un tipo de quiste poco frecuente. No existen manifestaciones clinicas
tipicas de este tipo de quiste y la mayoria de los pacientes se diagnostican de forma
incidental durante la obtencién de imagenes o durante una cirugia. Por lo tanto, el
diagnostico es dificil.

Por otro lado, dentro de las lesiones quisticas mucinosas, podemos diferenciar dos tipos
principales: las neoplasias quisticas mucinosas (MCN) y los tumores papilares mucinosos
intraductales (TPMI). Estas lesiones constituyen la mayoria de los quistes neoplasicos
con potencial maligno identificados en el pancreas. Los TPMI son tumores quisticos
pancreaticos epiteliales de células cilindricas productoras de mucina que surgen de los
conductos pancreaticos y, por tanto, su rasgo distintivo es su comunicacion con el sistema
ductal pancreatico (principal o ramificaciones secundarias). Se observan con mayor

frecuencia en pacientes de edad avanzada, con una distribucién equilibrada por sexos.
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Los TPMI son tumores de crecimiento lento con potencial maligno y su tratamiento es
dificil. La MCN es una lesion quistica mucinosa tradicionalmente considerada tipica de
mujeres de mediana edad. Su naturaleza mucinosa implica la presencia de epitelio de
células cilindricas productoras de mucina como el TPMI pero, a diferencia de éste, no
presenta comunicacion con el sistema ductal, y se encuentra cubierta por estroma ovarico
(13,14). El riesgo de cirugia en este tipo de lesiones debe sopesarse cuidadosamente frente
al riesgo de malignidad a la hora de decidir la extirpacion quirargica o la vigilancia clinica
estrecha. Esta es la razon por la que se hacen grandes esfuerzos para distinguir los quistes
mucinosos de otras lesiones quisticas pancreaticas.

A nivel radioldgico (tanto ecogréfico como en TC o RM) se han establecido unos
predictores de gravedad (worrisome features) para ayudar a seleccionar los quistes con
mayor potencial maligno. Estos predictores son: tamafio mayor de 3 cm, presencia de
nodulos intramurales, paredes engrosadas, dilatacion de conducto de Wirsung mayor de
5 mm, cambio de calibre abrupto del Wirsung y crecimiento de mas de 5 mm en dos afios
(6,14).

Ademas de las técnicas de imagen, disponemos de biomarcadores del liquido
intraquistico, los cuales adquieren especial relevancia cuando las técnicas de imagen
(ecografia transabdominal, la TC o la RM) no son concluyentes. En estos casos, es
necesario emplear otro predictor de riesgo para indicar la necesidad de seguimiento
clinico o tratamiento quirdrgico (15). Estos biomarcadores son el antigeno
carcinoembrionario (CEA), la amilasa y la glucosa.

El CEA es un conjunto de glicoproteinas que intervienen en la adhesion celular, siendo
la mucina una de ellas. Se utiliza para distinguir entre quistes con epitelio mucinoso
(MCN y TPMI) y sin él (CSA y PC). Sin embargo, no muestra diferencias entre los
distintos tipos de lesiones mucinosas ni es capaz de evaluar el potencial maligno de las
mismas. Otro de los inconvenientes del CEA es la ausencia de un punto de corte
establecido. El punto de corte actualmente aceptado para clasificar un quiste como
mucinoso es de 192 ng/mL con una sensibilidad del 73% y especificidad del 84% (16)
Los niveles mas bajos de CEA (< 5 ng/mL) descartan con una especificidad del 95% una
lesion mucinosa (17).

La presencia de amilasa en concentraciones elevadas en el liquido intraquistico indica
que existe una comunicacion entre el quiste y el sistema ductal pancreatico. Esto ocurre
tanto en los pseudoquistes como en los TPMI. Cuando los niveles de amilasa son

inferiores a 250 U/L puede descartarse la comunicacién con el conducto con una
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especificidad del 98% (17). Sin embargo, el valor de amilasa no se relaciona con la
secrecion de mucina, por lo que es incapaz de diferenciar las lesiones mucinosas de no
mucinosas. El contexto clinico del paciente, y més concretamente sus antecedentes de
enfermedad pancreatica, puede utilizarse para distinguir entre pseudoquistes pancreaticos
(mas relacionados con este tipo de enfermedades) de una lesién TPMI (menos frecuente
en este contexto, aunque ocasionalmente pueden estar relacionadas con episodios de
pancreatitis) (6,18).

En estudios recientes se ha observado que la glucosa puede ser un marcador mas preciso
que el CEA para diferenciar lesiones mucinosas de no mucinosas, con una sensibilidad
del 91 %y especificidad del 75 %. El punto de corte tampoco esta claramente establecido,
aungue el que se utiliza méas frecuentemente es 50 mg/dL. EIl uso de la glucosa como
biomarcador predictor puede ser especialmente Util en el caso de quistes cuyos niveles de
CEA se encuentren entre 5y 192 ng/mL (16,19).

El desarrollo de técnicas con mayor precision diagndstica prequirdrgica permitiria evitar
la morbimortalidad asociada a una intervencion de alto riesgo cuando no es estrictamente
necesaria, asi como reducir la sobrecarga asistencial derivada del seguimiento clinico
ambulatorio innecesario en lesiones quisticas sin potencial de malignizacion.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC de sus siglas en inglés) es una técnica
termoanalitica ampliamente aplicada en las ciencias biologicas para medir los perfiles de
desnaturalizacion térmica de biomoléculas y su interaccion con diversos metabolitos. Méas
recientemente, este método se estd expandiendo en el area biomédica para monitorear el
comportamiento térmico de fluidos bioldgicos complejos, como plasma, LCR (Liquido
Cefalorraquideo) u otros extractos obtenidos de tejido homogeneizado (20-24). El perfil
térmico de estas muestras bioldgicas (Ilamado termograma) refleja la desnaturalizacion
térmica de las principales proteinas, revelando cambios en la composicion y la presencia
de modificaciones postraduccionales y/o metabolitos que interacttan de forma global,
reflejando asi cualquier alteracion inducida por una determinada enfermedad. En 2018
nuestro grupo acufid el término "biopsia liquida térmica" (TLB de sus siglas en inglés)
para la aplicacion del DSC al diagnostico del cancer y a la monitorizacion del tratamiento
del paciente oncoldgico (25). Al igual que el plasma y otros fluidos bioldgicos, el liquido
intraquistico también estd compuesto por una mezcla de proteinas. Por lo que se puede
plantear que el TLB podria aplicarse como herramienta de diagndstico clinico para ayudar

en el manejo de los pacientes con lesiones quisticas pancreaticas.



En este trabajo se ha estudiado el potencial del TLB como posible biomarcador clinico
para la diferenciacion de lesiones quisticas mucinosas y no mucinosas a partir de muestras
de liquido intraquistico. Para ello, mediante los termogramas obtenidos hemos elaborado
un modelo de prediccion para diferenciar los quistes mucinosos de los no mucinosos. Este

estudio es la ampliacion de un trabajo ya publicado (26).

Objetivo

Uno de nuestros objetivos principales es realizar un analisis descriptivo de las neoplasias
quisticas pancreaticas en nuestra area de salud, analizando sus caracteristicas
demograficas y morfoldgicas.

Otro objetivo principal de nuestro estudio es utilizar la TLB aplicada a muestras de
liquido intraquistico para diferenciar los quistes benignos (no mucinosos) de aquellos que
presentan posibilidad de malignizacion (mucinosos). De esta manera se podria establecer
con mayor seguridad cuales requieren un seguimiento clinico ambulatorio.

Ademaés, como objetivo secundario nos hemos propuesto realizar un pequefio estudio
piloto para diferenciar dentro de los quistes mucinosos, los que han malignizado de los
que no. Asi, con ayuda de esta nueva herramienta, tendriamos mayor seguridad a la hora

de decidir qué pacientes someter a una intervencion quirdrgica.



MATERIAL Y METODOS

Sujetos y muestras
Entre enero de 2016 y mayo de 2023, el Departamento de Endoscopias Digestivas del

Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB) de Zaragoza recogié muestras de
liquido intraquistico de pacientes con lesiones quisticas en el pancreas detectadas
mediante ecoendoscopia, ecografia abdominal, TC o RM. La recogida de muestras se vio
interrumpida por la pandemia COVID, dada su repercusion sobre la actividad de la
seccion de Endoscopias Digestivas, reanudandose tan pronto como la actividad clinica
asistencial volvié a la normalidad. Este estudio forma parte de un proyecto de
investigacion de mayor alcance que estudia la TLB aplicada a diferentes muestras
bioldgicas para el diagnostico de tumores de origen digestivo. El procedimiento se realizd
de acuerdo con las recomendaciones del Comité de Etica de la Investigacion de la
Comunidad Autonoma de Aragon (CEICA) (anexo 1) y todos los pacientes dieron su
consentimiento informado tanto verbalmente como por escrito (anexo Il) previo a la
obtencidn de liquido. Para la recogida de la muestra se utiliz6 un ecoendoscopio de la
marca Olympus®, mediante la técnica de puncién-aspiracion con aguja fina (PAAF) de
calibre 19 o0 22 G (segun las caracteristicas ecogréaficas del quiste). Se anotaron las
caracteristicas del liquido intraquistico aspirado: volumen, color y viscosidad. Por
cuestiones éticas, la mayor parte de la muestra obtenida fue enviada para estudio
bioquimico al laboratorio del HCULB y, cuando se consider6 necesario se envié muestra
para estudio citoldgico al servicio de Anatomia Patoldgica. Solo en los casos en los que
la muestra fue suficientemente abundante, el sobrante (al menos 1 mL de muestra por
cada quiste) fue recogido para estudios calorimétricos. Las muestras se conservaron a -
80°C hasta su andlisis.

En los meses de mayo y junio de 2023 se realizO la recogida de datos de forma
retrospectiva mediante acceso a la historia clinica electronica del sistema de salud de
Aragon, recopilando las variables demograficas y clinicas necesarias para establecer una
sospecha diagndstica y su posterior aplicacion al analisis estadistico. El cronograma del
proyecto se puede consultar en el apartado de Anexos IlI.

El diagndstico de certeza se obtiene mediante el andlisis anatomopatoldgico de la pieza
quirdrgica tras cirugia resectiva en aquellos pacientes en los que existia indicacion
quirurgica. En caso de no haber sido sometido a cirugia establecimos como diagnostico

de sospecha uno de los siguientes: MCN, TPMI o lesiones quisticas malignizadas
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(lesiones quisticas mucinosas); pseudoquiste inflamatorio, cistoadenoma seroso u otros
quistes menos frecuentes (lesiones quisticas no mucinosas) en base a la imagen obtenida
mediante EUS y RM vy el andlisis del liquido intraquistico utilizando los niveles de CEA

(punto de corte de 192 ng/mL) y amilasa (punto de corte 250 U/L).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Los perfiles de TLB de muestras de liquido intraquistico se obtuvieron previa

centrifugacion de las muestras. Estos termogramas se registraron utilizando un
microcalorimetro VP-DSC de escaneo diferencial automatizado de alta sensibilidad
(MicroCal, Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido). El termograma consiste en la
determinacion experimental del exceso de capacidad calorifica (Cp) de la muestra,
respecto de una solucion tampén de referencia, en funcion de la temperatura a lo largo
del proceso de desnaturalizacion térmica. Cada muestra de liquido intraquistico se diluyo
(1:10) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) filtrada y se tomaron 400 pl para
el ensayo. Los experimentos se realizaron a una velocidad de escaneo de 1 °C/min,
realizando un barrido desde los 10°C hasta los 95°C. Los termogramas se corrigieron en

funcién su linea base. Ademas, los termogramas se normalizaron por su area.

Analisis de datos
La informacién obtenida de los perfiles de termogramas normalizados por el area se

utiliz6 para desarrollar un modelo de prediccion que nos permitiera diferenciar entre los
quistes mucinosos y los no mucinosos, y entre los mucinosos malignos de los no malignos
para el objetivo secundario. Para obtener un modelo de prediccién, se entrenara dicho
modelo con el 70% de los pacientes, mientras que el 30% restante se usara para validar
el modelo.

Las variables predictoras de nuestro modelo de prediccién van a ser las temperaturas del
termograma. Mas especificamente vamos a usar parejas de temperaturas que obtendremos
al aplicar el algoritmo “K-Top-Scoring-Pair (KTSP)” (libreria switchBox), centrando la
informacién entre los 55°C y los 85°C, ya que consideramos que en este rango es donde
se producen los principales cambios. De las posibles variables predictoras,
seleccionaremos las significativas para diferenciar nuestros dos grupos, aplicando un
algoritmo de clasificacion tipo “Lasso” con penalizacion, donde se realiza ademas una
validacién cruzada. Todo esto ademas, se aplica mediante técnicas de resampleo para
buscar la mayor robustez del modelo. El resultado del modelo de prediccion es un

numero, de manera que si es mayor que cero el modelo clasifica ese termograma como
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mucinoso/maligno. Mientras que, si el modelo de prediccion da un nimero menor que
cero significa que clasifica ese termograma como no mucinoso/no maligno.

Para evaluar la normalidad de las variables se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov-
Lilliefors o la prueba de Shapiro-Wilk (segun el tamafio de la muestra). Las medias entre
dos grupos independientes se compararon mediante la prueba t de Student para variables
con comportamiento normal (verificando previamente la homocedasticidad con la prueba
de Bartlett), mientras que se compararon las medianas entre dos grupos independientes
mediante la prueba de Wilcoxon para variables con comportamiento no normal. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando Rstudio, R version 3.6.1 (5 de julio de 2019).
Para todas las pruebas, un p-valor bilateral inferior a 0,05 se consideré estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

Descripcion de la muestra
Para este estudio contamos con un total de 39 pacientes, de los cuales se incluyeron en

el andlisis final 35. Las razones de exclusion fueron:

- Dos de los quistes se excluyeron por presentar un diagndstico de sospecha dudoso.
Con las pruebas complementarias realizadas no teniamos la suficiente seguridad
como para establecer una sospecha con una certeza considerable, por lo que no se
incluyeron en el andlisis.

- Otro de los quistes puncionados resulto ser un feocromocitoma dependiente de la
glandula suprarrenal por lo que se excluy6 de nuestro analisis.

- De uno de los quistes no se pudo obtener el termograma.

De los 35 pacientes finalmente incluidos, 17 fueron de sexo masculino (48,57%) y 18 de
sexo femenino (51,43%) con una edad media de 62,40 £ 12,72 afios. Se incluyeron quistes
en cualquier localizacién del pancreas, con una mediana de tamafio de 37,00 mm
[30,00;50,00] de diametro mayor, existiendo diferencias estadisticamente significativas
entre la mediana de los mucinosos y los no mucinosos (33,00 [25,25;46,75] y 45,00
[35,00;55,00] respectivamente. Prueba de Wilcoxon: p-valor = 0,040). En la tabla 2 se

muestran los andlisis bivariantes de edad y tamafio en cada uno de los grupos.

Edad (afios) Tamafio (mm)
n Media Q2
(%) (sd) p-valor [01;03] p-valor
Femenino (511 ia) (%%) [34 gg'gg 00]
Sexo Masculing 17 62.12 0,899 30,00 0,095
(48,57) (9,45) [27,00;47,00]
No Mucinoso 17 61,41 45,00
Quiste (48,57)  (10,68) 0.659 [35,00;55,00] 0.040
MUGINGSo 18 63,33 ’ 33,00 ’
(51,43)  (14,64) [25,25;46,75]
Cabeza 17 64,35 35,00
Localizacion (4%: 7 %ggg) 0,385 [27’22’38’00] 0.128
Cuerpo/Cola | 51 43y (12.74) [32,50:57,25]

Tabla 2. Andlisis bivariante de la edad y del tamafio del quiste en cada grupo.
El p-valor fue calculado mediante la prueba de T-Student o de Wilcoxon de muestras independientes,
segln la distribucién normal o no de los parametros.
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En la Tabla 3 se muestra la descriptiva de la edad, sexo y localizacion en cada uno de los
tipos de quistes. Las lesiones quisticas mas frecuentes en nuestra muestra fueron, de la
estirpe no mucinosa los pseudoquistes (11/35, 31,43%) y dentro de las lesiones mucinosas
los TPMI (11/35, 31,43%).

Sospecha n Edad Sexo Localizacién
diagndstica (%) (afos)
Femenino  Masculino | Cabeza  Cuerpo-Cola

Pseudoquiste 1 59,82 3 8 5 6
(31,43%) | (11,75) | (27,27%) (72,73) (45,45%) (54,54%)

Cistoadenoma seroso ; e g 1 2 2
(11,43%) | (5,96) (75,00%) (25,00%) | (50,00%) (50,00%)

Linfocele 2 95,95 L L L L
(5,71%) (4,95) (50,00%) (50,00%) | (50,00%) (50,00%)

TPMI 8 72,25 4 4 4 4
(22,86%) | (8,31) (50,00%) (50,00%) | (50,00%) (50,00%)

TPMI malignizado 3 58,33 L 2 2 1
(8,57%) | (10,50) | (33,33%) (66,67%) | (66,67%) (33,33%)

MCN 1 42,00 1 0 0 1
(2,86%) (0) (100%0) (0%) (0,00%) (100%)

Adenocarcinoma 3 44,33 2 1 2 1
(8,57%) 7,77) (66,67%) (33,33%) | (66,67%) (33,33%)

Neofr']isc'fn Tt 2 64,50 2 0 0 2
indeterminada (5,71%) | (13,43) (100%0) (0,00%) (0,00%) (100%)

Quiste mucinoso 1 83,00 1 0 1 0
indeterminado (2,86%) (0) (100%) (0,00%) (100%) (0,00%)

Tabla 3: Descriptiva de la edad, el sexo y la localizacion en cada tipo de quiste. En el caso de la edad se
muestra la media y su desviacién estandar. Mientras que en las variables sexo y localizacion del quiste, se
muestra el nimero y porcentaje respecto al total del grupo.

TPMI: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal

MCN: Neoplasia quistica mucinosa

La informacion clinica de las muestras se detalla en la Tabla 4. Segun los datos clinicos
(concentraciones de amilasa y CEA) y en caso de tener confirmacion histoldgica
disponible (los datos anatomopatoldgicos) las muestras se dividieron en dos grupos:
quistes no mucinosos (PC, CSA y quistes de origen linfatico) y quistes mucinosos (TPMI,
MCN, adenocarcinomas, neoplasias mucinosas indeterminadas).

Dentro del grupo de los quistes mucinosos:

- Ocho quistes (11/18, 61,11%) fueron clasificados como TPMI presentando
tanto CEA como amilasa por encima de los puntos de corte establecidos en el
estudio. Algunos de ellos fueron extirpados durante el seguimiento o por dudas
de su potencial maligno. En aquellos que disponemos informacion de su
anatomia patoldgica y sugiere de malignidad, se han clasificado como TPMI
malignizados. Los quistes Q7, Q31 y Q32 no cumplen estrictamente los

criterios de CEA y amilasa por encima de los limites establecidos, sin
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embargo, su forma de presentacion y/o imagen radiologica nos han hecho
establecer como primera sospecha diagnostica TPMI. De los 11 quistes TPMI,
3 (27,27%) fueron clasificados como lesiones quisticas mucinosas malignas.
Un quiste (1/18, 5,55%) fue clasificado como MCN debido a que se observo
en el analisis anatomopatologico tras reseccion quirdrgica la presencia de
estroma ovarico, lo que confirma el diagnodstico. Ademas, las concentraciones
de CEA y amilasa en liquido intraquistico fueron superiores al punto de corte
establecido.

Tres quistes (3/18, 16,67%) resultaron ser adenocarcinomas en el analisis
anatomopatoldgico tras reseccion quirtrgica. Todos ellos presentaban aspecto
quistico por lo que nuestra hipdtesis es que se trate de neoplasias quisticas
malignizadas.

El quiste Q34 segun las caracteristicas del liquido es de tipo mucinoso y dada
la agresividad con la que se presentd, provocando el fallecimiento de la
paciente en pocos meses de seguimiento, hemos supuesto el componente
maligno del mismo.

El quiste Q36 presenta en el analisis de su liquido intraquistico una
concentracion de CEA muy elevada (> 25.000 ng/mL) y de amilasa por debajo
del punto del punto de corte establecido (34 U/L), por lo que se asumio6 la
naturaleza mucinosa del mismo. Debido a un aumento de tamafio durante el
seguimiento, se decidi6 reseccion quirargica obteniendo como resultado una
neoplasia quistica con atipia de alto grado que no se pudo clasificar como
MCN ni como TPMI. Fue considerado como quiste mucinoso maligno.

El paciente Q11 consideramos que presentaba un quiste mucinoso por las
caracteristicas del liquido intraquistico pero no se pudo clasificar en maligno
0 no porque el paciente fallecid por otras causas sin poder realizar el

seguimiento requerido.

Dentro del grupo de los quistes no mucinosos:

Once quistes (11/17, 64,71%) fueron clasificados como PC. Todos ellos tenian
una concentracién de amilasa por encima de 250 U/L y una concentracién de
CEA por debajo de 192 ng/mL, a excepcion del Q41, que presenta una
concentracion de CEA ligeramente superior (225 ng/mL). El contexto clinico
en el que se diagnostico este quiste, tras un episodio de pancreatitis aguda,

hace altamente probable que se trate de un pseudoquiste inflamatorio, siendo
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clasificado como tal. No obstante, el paciente se sometera a un seguimiento
evolutivo que permitirad descartar el resto de las posibilidades diagndsticas.
- Cuatro quistes (4/17, 23,53%) fueron clasificados como CSA. Los quistes Q1
y Q27 fueron clasificados como CSA tanto por sus caracteristicas
morfoldgicas en pruebas de imagen como por su analisis bioquimico
(concentraciones de CEA y amilasa por debajo de los puntos de corte
establecidos). Y los quistes Q22 y Q28 se clasificaron como CSA por el
analisis anatomopatol6gico tras una intervencion quirurgica que se llevo a
cabo por dudas de su naturaleza.
- Dos quistes (2/17, 11,76%) se clasificaron como linfoceles, presentando
concentraciones de CEA y amilasa por debajo del punto de corte establecido
y en el andlisis citoldgico de la muestra se observd un aspecto quiloso con
abundante colesterol y triglicéridos lo que hizo que los diferenciaramos de los
CSA.
Se observan diferencias estadisticamente significativas entre la mediana de concentracion
de CEA del grupo de quistes no mucinosos y mucinosos (38.20 [2.34;91.78] y 647.00
[350.25;1965.50] ng/mL respectivamente. Prueba de Wilcoxon: p-valor < 0,001).
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Quistes Nombre CEA Amilasa Co_rlfirrTJa_cién _Sospelzcha
(ng/mL) (U/L) histologica diagndstica
Q1 0,69 41 No Cistoadenoma seroso
Q22 377 835 Si Cistoadenoma seroso
Q27 47 43 No Cistoadenoma seroso
Q28 93 >86000 Si Cistoadenoma seroso
Q12 0,78 24 No Linfocele
Q26 0,3 29 No Linfocele
Q4 9,23 29272 No Pseudoquiste
Q10 2,45 >30926 No Pseudoquiste
e | Q3 68,4 5635 Si Pseudoguiste
Q15 1,99 53159 No Pseudoquiste
Q16 50 >11000 No Pseudoquiste
Q18 n.c. n.c. Si Pseudoquiste
Q20 28,8 >150000 No Pseudoquiste
Q33 91,7 114800 No Pseudoquiste
Q35 29,4 183000 No Pseudoquiste
Q40 92 54336 No Pseudoquiste
Q41 225 27640 No Pseudoquiste
Q9 392 10 Si Adenocarcinoma
Q17 1192 >13000 Si Adenocarcinoma
Q19 n.c. n.c. Si Adenocarcinoma
Q5 1617 3401 Si MCN
Neoplasia quistica
Q34 14742 10 No mucinosa
indeterminada
Neoplasia quistica
Q36 268921 34 Si mucinosa
indeterminada
uiste mucinoso
Qi1 >50000 4 No Qindeterminado
Mucinosos Q2 489,2 17337 No TPMI
Q3 1488 162 No TPMI
Q7 156 56593 No TPMI
Q8 556 28600 Si TPMI
Q14 225 >46000 Si TPMI
Q31 2,92 323 No TPMI
Q32 25,1 2 No TPMI
Q37 3186 12160 No TPMI
Q25 3011 511 Si TPMI malignizado
Q29 621 47827 Si TPMI malignizado
Q38 673 2928 Si TPMI malignizado

Tabla 4. Informacion clinica de quistes incluidos en estudio.
TPMI: Tumor papilar mucinoso intraductal.

MCN: Cistoadenoma mucinoso.

Nn.c.: N0 Se conoce.
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Analisis de TLB del liquido intraquistico de quistes mucinosos y no
mucinosos
Se obtuvieron los termogramas de las 35 muestras de liquido intraquistico. En la Figura

1 se muestran las medias y desviaciones estandar (1.A y 1.B) de los termogramas
normalizados obtenidos de las muestras de liquido intraquistico, observandose diferencias
visuales entre el grupo de quistes no mucinosos (en verde) y el grupo de quistes

mucinosos (en rojo) (1.C).
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Figura 1: Media y desviacién estandar (sombreado en gris) de los termogramas de liquido intraquistico en
el grupo de pacientes con quistes no mucinosos (en verde) y mucinosos (en rojo). La linea vertical
discontinua de la figura C muestra el rango de temperaturas (entre 55 y 85°C) que se usé para elaborar el
modelo de prediccion.

El modelo de prediccion (Modelo TLB1) entrenado que se obtiene para diferenciar entre
los quistes no mucinosos de los mucinosos esta formado por cuatro variables predictoras
0 cuatro parejas de temperaturas (85>64; 58>60; 59>82; 58>56). Los resultados del
modelo TLB1 en todos los pacientes (en el entrenamiento y la validacién) muestran que
clasifica correctamente al 100% de los pacientes con quiste mucinoso (18/18 pacientes
con quiste mucinoso tienen un resultado del modelo TLB1 > 0), mientras que clasifica
correctamente al 70,59% de los pacientes con quiste no mucinoso (12/17 pacientes con
quiste no mucinoso tiene un resultado del modelo TLB1 <0). Por lo tanto, estamos
hablando de una sensibilidad del 100%, una especificidad del 70,59%, un valor predictivo
positivo y negativo del 78,26% y 100% respectivamente. Se puede ver estos resultados
en detalle en la matriz de confusion de la Tabla 5.
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Modelo TLB1
<0 >0
No Mucinosos 12 5
Mucinosos 0 18

Tabla 5. Matriz de confusion del modelo TLB1, segiin como clasifica los quistes de los pacientes en no
mucinosos (modelo TLB < 0) o mucinoso (modelo TLB > 0) a partir de los perfiles de los termogramas de
liquido intraquistico.

En la Figura 2.A se muestra el grafico de cajas del modelo TLB1 en el grupo de no
mucinosos y mucinosos, observandose diferencias estadisticamente significativas entre
la mediana del modelo TLB1 en el grupo de pacientes con quistes no mucinosos y

mucinosos (-2,10 [-2,75;1,56] y 2,39 [1,72;3,04] respectivamente. Prueba de Wilcoxon:
p-valor < 0,001). La capacidad de discriminar entre los dos grupos también se refleja en
la curva ROC global (Figura 2.B). El &rea bajo dicha curva fue de 0,89 lo que indica una

buena precision de la metodologia en términos de poder predictivo.
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Figura 2: A/ Distribucién del modelo TLB1 de todos los pacientes en cada grupo (no mucinosos en verde
y mucinosos en rojo). La linea horizontal discontinua indica el punto de corte usado para que el modelo
clasifique como no mucinoso (por debajo de cero) o como mucinoso (por encima de cero); B/ Curva de
caracteristica operativa del receptor (ROC) que ilustra el rendimiento estadistico del modelo TLB1.

**x*: p-valor < 0.001, prueba de Wilcoxon.
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En la Figura 3 se muestra la clasificacion predicha por el modelo TLB1 segun los grupos
de quistes, observandose que las cinco lesiones quisticas mal clasificadas pertenecen al

grupo de pseudoquistes (cuatro) y cistoadenomas serosos (una).

12

Modelo TLB1

Pseudoquiste Cistoadenoma Linfocele TPMI MCN Mucinoso Adenccarcinoma  TPMI Neoplasia
seroso indeterminado malignizado quistica

mucinosa
indeterminada

Figura 1. Distribucién del modelo TLB de todos los pacientes en cada grupo quiste. Se muestra en verde
los grupos de quistes no mucinosos, mientras que se muestra en color rojo los grupos de quistes mucinosos.
La linea horizontal discontinua indica el punto de corte usado para que el modelo clasifique como no
mucinoso (por debajo de cero) o0 como mucinoso (por encima de cero).

TPMI: Tumor papilar mucinoso intraductal.

MCN: Cistoadenoma mucinoso.

Anélisis del TLB de liquido intraquistico de quistes mucinosos malignos
y no malignos.

Para el objetivo secundario contdbamos con 18 quistes mucinosos. Se utilizaron 17,
porgue, como se ha comentado previamente, el Q11 no se pudo clasificar en maligno/no
maligno debido a su fallecimiento.

Los 17 quistes se clasificaron en malignos y no malignos segun el anélisis de datos
diagnosticos y/o la evolucidn clinica de los pacientes, de manera que 9 (52,94%) no eran

malignos y 8 (47,06%) si eran malignos.
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En la Figura 4 se muestran las medias y desviaciones estandar (1.A y 1.B) de los
termogramas normalizados obtenidos de las muestras de liquido intraquistico,
observandose diferencias visuales entre el grupo de quistes mucinosos no malignos (en

rojo claro) y el grupo de quistes mucinosos malignos (en rojo oscuro) (1.C).
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Figura 4: Media y desviacién estandar (sombreado en gris) de los termogramas de liquido intraquistico en
el grupo de pacientes con quistes mucinosos no malignos (en rojo claro) y mucinosos malignos (en rojo
oscuro). La linea vertical discontinua de la figura C muestra el rango de temperaturas (entre 55 y 85°C) que
se uso para elaborar el modelo de prediccion.

El modelo de prediccion (Modelo TLB2) solamente entrenado (sin validacién debido al
pequefio tamafio muestral) que se obtiene para diferenciar entre los quistes mucinosos no
malignos de los malignos, esta formado por tres variables predictoras o tres parejas de
temperaturas (62>56; 66>75; 71>73). Los resultados del modelo TLB2 (en el mismo
grupo entrenado) muestra que clasifica correctamente al 100% de los pacientes con quiste
mucinoso maligno (8/8 pacientes con quiste mucinoso maligno tienen un resultado del
modelo TLB2 > 0), mientras que clasifica correctamente al 88,89% de los pacientes con
quiste mucinoso no maligno (8/9 pacientes con quiste mucinoso no maligno tiene un
resultado del modelo TLB2 < 0). Por lo tanto, estamos hablando de una sensibilidad del
100%, una especificidad del 88,89%, un valor predictivo positivo y negativo del 88,89%
y 100% respectivamente. Se pueden ver estos resultados en la matriz de confusion de la
Tabla 6.
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Modelo TLB2
<0 >0
No Malignos 8 1
Malignos 0 8

Tabla 6. Matriz de confusién del modelo TLB2, segin cémo clasifica los quistes de los pacientes en

mucinosos no malignos (modelo TLB2 < 0) o mucinoso malignos (modelo TLB2 > 0) a partir de los perfiles
de los termogramas de liquido intraquistico.

En la Figura 5.A se muestra el grafico de cajas del modelo TLB2 en cada grupo,
observandose diferencias estadisticamente significativas entre la mediana del modelo
TLB2 en el grupo de pacientes con quistes mucinosos no malignos y malignos (-2.22 [-
2.42; -1.46] y 1.47 [1.42;1.47] respectivamente. Prueba de Wilcoxon: p-valor < 0,001).

La capacidad de discriminar entre los dos grupos también se refleja en la curva ROC
global (Figura 5.B). El area bajo dicha curva fue de 0,99 lo que indica una muy buena

precision de la metodologia en términos de poder predictivo.
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Figura 5: A/ Distribucién del modelo TLB2 en cada grupo (mucinosos no malignos en rojo claro y
mucinosos malignos en rojo oscuro). La linea horizontal discontinua indica el punto de corte usado para
que el modelo clasifiqgue como mucinoso no maligno (por debajo de cero) o como mucinoso maligno (por

encima de cero); B/ Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) que ilustra el rendimiento
estadistico del modelo TLB2.

***: p-valor < 0.001, prueba de Wilcoxon.
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DISCUSION

Las Unicas lesiones preneoplasicas conocidas del adenocarcinoma de pancreas
identificables por pruebas de imagen son las neoplasias quisticas mucinosas. Hoy en dia,
junto con la deteccién de grupos poblacionales de riesgo, el diagnostico precoz de estas
lesiones y su caracterizacion constituyen un primer paso para poder establecer un cribado
eficaz en este tipo de cancer (11). El cancer de pancreas es un problema de salud global
en aumento debido a su mal prondstico y su incidencia creciente. En 2023, se estiman
9,280 nuevos casos en el pais, con mayor incidencia en hombres y en edades avanzadas
(27). El adenocarcinoma ductal pancreéatico, el tipo mas comun, tiene una tasa de
supervivencia a los 5 afios menor del 10%. Solo un pequefio porcentaje de pacientes es
candidato a cirugia curativa e incluso en estos casos, la recurrencia después de la cirugia
es alta (hasta un 80%) (28). Aunque la mortalidad por cancer en general ha disminuido,
el cancer de pancreas es una excepcion. En gran medida la reduccion de mortalidad en
otros tipos de cancer se debe a la aplicacion de técnicas de screening que permiten un
diagndstico precoz y asi, se posibilita un tratamiento curativo (11).

Anélisis observacional de nuestra muestra
En nuestra serie se observo que los pseudoquistes pancreaticos representan la mayoria de

los pacientes de la muestra (31,42%). Este porcentaje es similar a otras series estudiadas
previamente (29).

En lo que respecta a los cistoadenomas serosos, observamos un patron similar en nuestra
muestra a la descrita en estudios previos (30). Estos quistes se presentan con mayor
frecuencia en mujeres y exhiben una distribucion uniforme en todas las regiones del
pancreas.

Por otro lado, los quistes de origen linfatico son un diagndstico poco frecuente
(representando alrededor del 5% de los casos). En nuestra muestra, la incidencia de estos
quistes es consistente con los datos estudiados previamente.

Dentro de nuestra muestra, un Unico caso correspondié a una MCN. Como es tipico en la
literatura, esta paciente en particular es una mujer con una edad de 42 afios, y el quiste se
localizo en la region mas distal del pancreas (30).

Con respecto a los TPMI, nuestras observaciones coinciden con estudios previos que
indican una incidencia similar en hombres y mujeres. Cabe destacar que su incidencia en
nuestro estudio (30%), se encuentra ligeramente disminuida con respecto a otros estudios

(15). Estos quistes tienden a localizarse con mayor frecuencia en la cabeza del pancreas.
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Este dato no coincide con nuestros hallazgos puesto que en nuestra muestra la distribucion
es uniforme en las distintas partes del pancreas. Segun la literatura publicada hasta la
fecha, los pacientes con TPMI tienden a ser de mayor edad en comparaciéon con otros
tipos de quistes, presentando en nuestra muestra la media de edad mas alta de los quistes
estudiados (72 afios) (7).

Anélisis del TLB para diagnostico diferencial de quistes pancreaticos
La Gnica manera a dia de hoy de establecer un diagnéstico de certeza de las lesiones

quisticas pancreaticas es mediante el analisis anatomopatolégico de la pieza tras
intervencion quirargica. Aunque la mortalidad relacionada con este tipo de cirugias ha
disminuido, persiste una elevada comorbilidad asociada a la misma, en torno a un 40-
60% (9).

El andlisis del liquido intraquistico puede proporcionar informacion sobre biomarcadores
que ayuden al facultativo a establecer una sospecha diagnostica adecuada para asi
seleccionar mejor a los pacientes a los que someter a de cirugia. Este tipo de muestra
bioldgica incluye una gran cantidad y diferentes tipos de proteinas, lo que representa un
reto interesante para la biopsia liquida. EI TLB aplicado en muestras de suero sanguineo
ha demostrado ser Util para el diagndstico precoz en diferentes tipos de cancer. Ademas,
el TLB se ha aplicado en otros fluidos corporales (plasma, orina, liquido cefalorraquideo)
(24,31-33). Este proyecto es el primer estudio en el que se evalUa el rendimiento
diagnostico del TLB aplicado a liquido de quiste pancreatico obtenido mediante EUS-
PAAF para el diagnostico diferencial de quistes pancreaticos.

Los indicadores empleados hasta el momento para diferenciar los tipos de quistes
pancreaticos son criterios de imagen y marcadores bioquimicos obtenidos en el analisis
de una muestra de liquido intraquistico mediante EUS-PAAF, asi como el estudio
citologico (poco sensible). Los marcadores mas utilizados en la actualidad son la
concentracion de CEA y de amilasa. El CEA es el mas importante a la hora de detectar
el origen mucinoso de los quistes (1). Esta prueba presenta una alta especificidad (80%),
pero la sensibilidad limitada de esta prueba (73%) plantea problemas a la hora de realizar
un buen cribado. Recientemente, la glucosa ha surgido como un marcador prometedor
para discernir entre quistes mucinosos y no mucinosos, mostrando una sensibilidad del
91% y mejorando asi la precision diagnostica en comparacion con el CEA (19). En los
analisis bioquimicos realizados en nuestras muestras de liquido intraquistico, se limit6 a

la evaluacion al CEA y la amilasa debido a que ésta fue la metodologia inicial aplicada al
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iniciar la recopilacion de datos en el afio 2016. La exclusion de la glucosa en nuestros
analisis podria suponer en este estudio una limitacion en la forma de establecer la
sospecha diagnostica. En futuros estudios, se deberd incorporar la glucosa como marcador
bioquimico y asi establecer la sospecha diagnostica con mayor seguridad.

Hemos obtenido un modelo de prediccion TLB1 con una sensibilidad y un valor
predictivo negativo excepcionalmente altos, del 100%, en la deteccion de lesiones
mucinosas. Esta metodologia podria enriquecer considerablemente la precision
diagnostica prequirargicay, utilizada junto a los andlisis actuales del liquido intraquistico,
contribuiria a la seleccion mas precisa de pacientes para el seguimiento clinico
ambulatorio, indicandose Unicamente en aquellos pacientes que presentan sospecha
diagndstica de lesiones de tipo mucinoso. Se ha realizado posteriormente un analisis de
los 5 quistes que nuestro modelo no clasifica correctamente para evaluar las posibles
causas de esta mala clasificacion.

- Uno de ellos (Q22) durante el seguimiento inicial del quiste se sospechaba una
lesion mucinosa, tanto por criterios de imagen como por el andlisis del liquido
intraquistico (CEA y amilasa elevadas). Por esta razén, se decidié realizar una
cirugia resectiva y en el resultado anatomopatolégico que se ha utilizado como
diagndstico de certeza se obtuvieron resultados de una lesion quistica compatible
con CSA. El TLB clasifica esta lesion como mucinosa, de acuerdo con nuestra
sospecha diagnostica prequirurgica. Se ha decidido revisar la anatomia patologica
de la pieza para comprobar con mayor seguridad la naturaleza de la lesion.

- Los otros 4 quistes mal clasificados por nuestro modelo TLB son pseudoquistes
(Q13, Q16, Q20 y Q40). En todos ellos la sospecha diagnostica fue pseudoquiste
y, solamente en uno de ellos en el que se realizé cirugia resectiva, ésta pudo
confirmarse. Esta mala clasificacién de pseudoquistes podria estar relacionada
con el contenido proteico de los mismos. En el futuro, nuestra intencién es afiadir
a nuestra investigacion el analisis protedmico de estas lesiones quisticas, para
intentar encontrar explicacion a nuestros hallazgos.

Ninguna de las metodologias diagndsticas actuales es capaz de detectar de manera
confiable el potencial maligno de las lesiones quisticas mucinosas previo al analisis
anatomopatologico, lo que limita la toma de decisiones acerca de qué pacientes someter
a cirugia resectiva. Es importante mencionar que, a pesar de la limitacion inherente de un
tamafio muestral reducido (n = 17) y de la falta de validaciéon del modelo de prediccién

por esta causa, los resultados preliminares del modelo TLB2 de los quistes mucinosos
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sugieren una prometedora capacidad para identificar la malignizacion en dichos quistes,
ya que nuestro modelo predice la malignidad de los quistes mucinosos con un AUC =
0.99 y un valor predictivo negativo del 100%.

Este modelo clasifica correctamente todos los quistes a excepcion de uno de ellos (Q37),
se ha realizado un analisis del caso particular de este paciente. Esta lesion presenta, desde
su diagndstico dudas con respecto a su malignidad, aunque esta sospecha no ha podido
ser confirmada en ninguna de las muestras obtenidas. El paciente se encuentra
actualmente en seguimiento clinico ambulatorio por el servicio de Cirugia General para
realizar un control estrecho de la lesion y poder plantear, en caso de considerarse
necesaria, la cirugia resectiva. La muestra de liquido intraquistico se tomo recientemente
y el paciente estd pendiente de continuar seguimiento. Nuestro resultado del modelo
TLB2 podria expresar una malignizacion reciente de la lesion. Se realizard seguimiento
prospectivo de este caso particular para evaluar si la prediccion diagndstica realizada por
el andlisis del TLB es cierta.

En nuestra muestra, los quistes Q34 y Q36, previo al analisis del TLB del liquido, se
presentan con niveles de CEA elevados y una amilasa normal, pero sin indicadores claros
de malignidad. Estos casos se sometieron a seguimiento clinico, y uno de ellos se sometio
a cirugia, confirmando la presencia de malignidad. El analisis de los modelos TLB1 y
TLB2 del liquido intraquistico de estos casos no solo los caracterizd como mucinosos,
sino que también predijo su potencial maligno. Este hallazgo también nos sugiere un
papel potencialmente crucial del analisis de TLB en la identificacion y priorizacion de
quistes mucinosos con riesgo de malignizacion para la intervencion quirdrgica.

Si bien se requieren estudios adicionales con una muestra mas amplia para validar estos
hallazgos, tanto el analisis global presentado, como el analisis detallado de los casos
concretos descritos, nos sugiere que el TLB podria ser una herramienta diagnostica Util
que suponga un avance importante en la identificacion de lesiones quisticas pancreéticas
malignas. Asi se podria mejorar en la deteccion precoz del adenocarcinoma de pancreas
que, en ultimo lugar, permitiria la aplicacion del Gnico tratamiento curativo; la cirugia, a
un mayor numero de pacientes.

A pesar de la gran variabilidad obtenida en los termogramas de liquido intraquistico,
gracias a los algoritmos de inteligencia artificial, hemos logrado obtener modelos de
prediccion con resultados muy favorables. Donde si se ve reflejada esta variabilidad es

en gue no somos capaces de distinguir cada subtipo especifico de quiste pancreatico. Seria
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interesante realizar estudios posteriores de clasificacion multinomial por si vemos
patrones de TLB segln el tipo de quiste.

Este estudio cuenta con algunas limitaciones. Ademas de la escasa muestra ya comentada
previamente, los quistes que se puncionan durante la EUS-PAAF no son todas las lesiones
quisticas visualizadas durante las pruebas, sino las que tienen indicacion de puncion (>3
cm o las que, por indicacion externa al presente estudio, presentan caracteristicas que
sugieren posibilidad de malignidad), por lo que, esto podria suponer un sesgo a la hora
de seleccionar los casos. Pese a este posible sesgo, cabe destacar que los casos
seleccionados son los que mayor relevancia clinica poseen y los que son mas importantes
diferenciar para establecer la necesidad de seguimiento o cirugia. Ademas, no
disponemos de confirmacion diagnostica mediante estudio anatomopatolégico de todos
los quistes incluidos en el estudio. En los quistes no operados se ha establecido una
sospecha diagnéstica mediante las técnicas existentes en la actualidad. Por ello asumimos
la posibilidad de que algunos de los quistes no estén bien clasificados por no disponer de
técnicas que nos permitan un diagndstico méas preciso. La omision de la concentracion de
glucosa en liquido intraquistico como herramienta diagndstica para establecer el
diagnostico de sospecha, podria suponer una limitacion en el establecimiento de éste. En
la ampliacion del presente estudio se incluird la concentracion de glucosa para poder
establecer la sospecha diagndstica con aun mayor precision.

Estamos presentando los resultados de un estudio retrospectivo. Cuando se amplie el
tamafio muestral y se sigan confirmando estos resultados, seria recomendable realizar un
estudio prospectivo para ver el efecto de la incorporacién el TLB en la asistencia clinica

de pacientes con quistes pancreéaticos.
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CONCLUSIONES

Segun el analisis descriptivo realizado, en nuestro medio el patron de presentacion de las
lesiones quisticas pancreaticas es similar al descrito en la literatura. Hasta donde nosotros
conocemos, este es el primer estudio que analiza la capacidad diagndstica del TLB en
liquido intraquistico de lesiones pancreaticas que se perfila como una nueva herramienta
capaz de mejorar el diagnostico diferencial entre lesiones mucinosas y no mucinosas.
Ademas, seguln la literatura hasta la fecha y siempre que se confirmen estos hallazgos en
estudios posteriores, el TLB seria la primera herramienta diagnostica capaz de diferenciar
lesiones quisticas mucinosas malignas de aquellas que todavia no han malignizado. Esto
podria mejorar la capacidad de deteccion precoz del adenocarcinoma de pancreas con
respecto a las técnicas disponibles actualmente y condicionaria un avance importante en
los programas de screening. Se requieren mas estudios con un tamario de muestra mayor
y un analisis prospectivo para validar esta nueva técnica diagnostica e implementarla
como parte de nuestra practica clinica habitual.

En definitiva, el TLB es una herramienta prometedora, tanto para el diagndstico
diferencial de lesiones quisticas mucinosas como para la identificacién precoz de su

malignizacion.
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ANEXOS

l. Informe dictamen favorable de CEICA

Infi Dicta F bt
= GOBIERNO Proyecto Investigacion Biomedica
- DE ARAGON C.P, - C1. PI13/0054
Departamento de Sanidad, 17 de abril de 2013
Blenestar Soctaly Familia

Dfia. Maria Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

CERTIFICA

10, Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunidn del dia 17/04/2013, Acta N® CPO8/2013 ha evaluado la
documentacién presentada por el investigador referida al estudio:

Titulo: Identificacién de termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para el diagndstico
y monitorizacidn clinica de patologias digestiva,

Investigador Principal: Olga Abian Franco.

Versién Protocolo: abril /2013
Version Hoja de Informacién y consentimiento informado proyecto: 08/04/2013
Version Hoja de Informacién y consentimiento informado colecclén de patologia digestiva: 08/04/2013

19, Considera que

- El proyecto se plantea sigulendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 2 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacidn es pertinente,

- Secumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos v motestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no Interflere con el respeto a los postulados éticos.

- Lacapacidad de los Investigadores y los medios disponibles son aproplados para llevar a cabo el estudio.

2%, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Zaragoza, a 17 de abril de 2013

Flo:

- g Dita. lﬁéﬁg’snnzélez Hinjos
. " Secretaria def CEIC Aragén (CEICA)
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Il.  Consentimiento informado entregado a los pacientes

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

S oo o I B 1 | SO

» He leido las hojas de informacion que se me ha entregado.

» He podido hacer preguntas sobre el estudio v sobre la coleccion v he recibido suficiente

informacion sobre los mismos,

He hablado con el Dr.

»  Comprendo gque mi participacion es voluntana.

»  Comprendo gue puedo retirarme del estudio:
1) cuando quiera
2) s=in tener gue dar explicaciones
3) s=in que esto repercuta en mis cuidados médicos

»  Presto libremente mi conformidad para:

1) Que mis muestras bioldgicas v mis datos clinicos se incorporen a la coleccion
de muestras con fines de investigacion biomédica Patologias Digestivas v se
utilicen en proyectos de investigacion autorizados llevados a cabo por el sid
grupo de investigacion indicado en la hoja de informacicn al paciente.

2] Que mis muestras bioldgicas v mis datos clinicos se incorporen a la coleccion
de muestras con fines de investigacion biomédica del consorcio eurcpeo
PANDORS v se utilicen en proyectos de investigacion de los miembros del sid
consorcio tal como se indica en la hoja de informacion al paciente,

Quiero incluir las siguientes restricciones en el uso de mis muestras (si es el caso):

Mo O

Mo O

« Autorizo que se me comunigue la informacién relevante para la mi salud S
derivada de la investigacion con mis muestras.

«  Autorizo ser contactado en el caso de que la Investigacidn con las muestras 5 [CJ
necesite mas informacian

He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza v el propasito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:

Ne O
Ne O

investigador y la tercera el centro

Este documento se firmara por triplicado, quedandose una copia el paciente, otra el
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salud
| sail

INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO

Este documento tiene por objeto pedirle su consentimiento para ser incluido como participante o
voluntario sano en un Proyecto de Investigacion que el Insfifuto Aragonés de Ciencias de la Salud
esta llevando a cabo v que lleva por titulo: “Analisis de las interacciones proteinas/metabolitos en
plasma mediante calorimetria: aplicacion como método diagnostico rapido y no invasivo para
deteccion precoz y seguimiento de patologias digestivas (DIGCAL)". La persona responsable de
dicho proyecto de investigacion es la Dra. Olga Abian Franco, investigadora del Instituto Aragonés de
Ciencias de la Salud (omabian.iacs{@aragon.es Teléfono: 8765554177,

El Objetivo de este estudio es validar una nueva técnica con la que se podrian diagnosticar una
determinada enfermedad, mediante la observacion de las diferencias entre las proteinas en sangre de
pacientes con esa patologia e individuos sanos.

Descripcion de los procedimientos del estudio:

Para este estudio se le realizara una encuesta para conocer aspectos relativos a su historia medica y
esta informacion sera recogida en una base de datos. Si usted lo autoriza, tambign se le extraeran 1-
2 tubos de sangre (7 mlftubo) de los que se analizarda el suero para estudiar los patrones de
desnaturalizacion t&rmica mediante |a técnica Calorimetria Diferencial de Barrido {DSC).

Riesgos:

Su paricipacion en este estudio no supondra ningun riesgo adicional, salvo el minimo que pueda
derivarse de la extraccion de sangre en su brazo como se hace de manera rutinara al extrag sangre
para analisis generales, v no implica ningldn cambio en las meadidas de diagndstico v tratamiento que
se le van a aplicar.

Participacion voluntaria:

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Su negativa a participar no implica ni
implicara ninguna merma en el trato del personal con usted ni en el tratamiento de su actual o futuros
procesos en este servicio v hospital. Su participacion en el estudio no le supondra ningdn beneficio
directo, si bien posiblemente ayudara al mejor conocimiento y tratamiento de la enfermedad en un
futuro. Mo esta prevista ninguna compensacion econdmica por este motive v tampoco hay contratado
un seguro para este estudio pues se considera que &l riesgo de la exfraccion de sangre es minimo.

Mo hay prevista tampoco ninguna explotacion comercial de los datos ni cesion de datos a terceros.
Igualmente no se prevé que de los resultados obtenidos se derive la posibilidad de consejo genético
alguno.

Confidencialidad:

Las muestras de sangre v los datos recogidos sobre su historial seran tratados de acuerdo con la
legislacion vigente, Ley Crganica 151999 de Proteccion de Datos de caracter Personal. Su nombre
en ningdn momento aparecera asociado a la muestra ya que ésta sera identificada dnicamente por un
nimero o conjunto de digitos. A la relacion de estos datos con su persona solo tendran acceso los
investigadores del estudio.

Le solicitamos que done el sobrante de las muestras para ser incluidas en la coleccion Patologias
Digestivas. Las muesiras se almacenaran en los Laboratorios del Grupo de Investigacion en
Patologia Digestiva del Hospital Clinico Universitario (HCU) Lozano Blesa, para que puedan ser
utilizadas en futuras investigaciones de este grupo de investigacion segln se explica en la hoja
adjunta. En caso confrario, al finalizar el estudio sus muesiras serdn destruidas. En caso de que una
vez comenzado el estudio decida revocar su consentimiento de ser incluido, la muestra’s se
desfruiran v sus datos no serdn utilizados.
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I11. Cronograma del proyecto de investigacion

ENERO 2016
MAY02023

Reclutacion
pacientes 0

Recogida de muestras de
liquido intraquistico

Recogida de
datos clinicos

Revisidn de historia dinica
Dbtencidn de termogramias.
Busquedsa biblicgrafica. Introduccion.

Analisis de
datos AGOSTO

Andlisis de datos recogidos, 2023
obtencion de resultados 0

SEPTIEMBRE Discus le.. conclusiones.
2023 evision
Presentacion
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