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RESUMEN

Introduccién: El adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) es un grave problema sanitario, de
incidencia creciente y prondstico infausto. La cirugia, Unico tratamiento curativo disponible, esta
limitado por un diagndstico habitualmente tardio. Mejorar la supervivencia exige un diagndstico precoz
y vigilancia de las lesiones quisticas de pancreas (LQP) precursoras. La biopsia liquida térmica (TLB)
es una novedosa herramienta que examina el perfil térmico de una muestra bioldgica, obteniendo
informacion global sobre sus componentes e interacciones, y posibles cambios inducidos por una
enfermedad.

Objetivos: Describir las principales caracteristicas del ACDP y las LQP en nuestro medio para
entender las dificultades que interfieren su diagnéstico y detectar opciones de mejora. Investigar el
potencial de la TLB para optimizar el diagndstico de ambas patologias.

Material y Métodos: estudio prospectivo de dos series de pacientes: 122 con ACDP y 35 con LQP. En
el primero se tratd de identificar variables asociadas a su resecabilidad. En el segundo, se analizé
el rendimiento de las herramientas diagndsticas disponibles y los resultados quirurgicos. En ambos casos
se desarrollaron modelos predictivos con algoritmos de inteligencia artificial (iTLB) para optimizar
su diagnéstico.

Resultados: El 46,7% de ACDP se diagnosticaron en estadio metastasico y se observé una tendencia
diagndstica a menor edad. Factores de riesgo frecuentemente asociados fueron: sobrepeso/
obesidad (74,1%), tabaco (41%) vy diabetes (36,9%). ElI debut diabético podria ser un
marcador precoz, especialmente en mayores de 50a, y presentd menor relacién con la obesidad que la
diabetes establecida. El tabaco se asocié a menor edad al diagndstico (p=0,009). La pancreatitis aguda
puede ser una forma de presentacion del ACDP, especialmente las idiopaticas en mayores de 60a.
La localizacién cefélica (p=0,002), el nivel mas elevado de bilirrubina (p=0,048) y nivel mas bajo de
Cal9.9 (p=0,001) presentaron asociacion con la resecabilidad. No se encontré correlacién entre
bilirrubina y Ca19.9. El 30,3% fueron candidatos quirdrgicos con mortalidad (8%) y morbilidad (73%)
elevadas. La supervivencia a 5a fue del 6,8%. Se observé supervivencia significativamente mejor
en varones (p=0,041), menores de 65a (p<0,001), menor comorbilidad (p=0,009) y normopeso
(p=0,005). La cirugia RO (45,9%) mostré tendencia a una mejor supervivencia.

Se desarrolld6 un modelo predictivo (iTLBcpl) capaz de discriminar pacientes sanos de ACDP con
sensibilidad=94,4%, especificidad=100%, y AUC=0,97. Otros modelos desarrollados para seleccionar
pacientes en distintos estadios de resecabilidad mostraron baja especificidad y VPP.

Las LQP se presentaron en pacientes con escasa comorbilidad y mediana edad. La ictericia y la
pérdida de peso son sintomas de alarma para malignizacién. Las herramientas para su diagndstico
etioldgico y de malignidad son limitadas vy la cirugia se asocia a importante morbimortalidad.

Se desarrollaron 2 modelos predictivos: iTLBql mostré buena capacidad para discriminar lesiones
mucinosas de no mucinosas (sensibilidad=92%, VPN=86%, AUC=0,79); iTLBq2 fue capaz de identificar
lesiones mucinosas malignizadas con excelente capacidad predictiva (VPP=100%, VPN=100%, AUC 1,00)

Conclusiones: La iTLB es una herramienta diagndstica prometedora para el diagnéstico de ACDP, el
diagnéstico de LQP mucinosas y su malignizacidon. Su aplicacién, junto a la consideracién de
determinados factores de riesgo y pardmetros clinico-biolégicos, podria optimizar el diagndstico precoz
de esta nefasta enfermedad.
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o INfroduccion

LESIONES OCUPANTES DE ESPACIO
PANCREATICAS

Se consideran Lesiones Ocupantes de Espacio (LOES) pancreaticas, a todas aquellas lesiones que
aparecen en el seno de la glandula pancredtica y dependen de la misma. Constituyen un grupo
heterogéneo de procesos con diferente incidencia y diferente comportamiento bioldgico, segun sus
caracteristicas fisiopatoldgicas, morfoldgicas y genéticas. Asi pues, existen LOES pancreaticas de
naturaleza exclusivamente inflamatoria, pero también LOES neoplasicas secundarias a un crecimiento
celular anémalo, con diferente riesgo de malignizacion.

Para abordar su diagnéstico diferencial, una de las caracteristicas mas relevantes es su naturaleza,
sélida o quistica, siendo diferentes las alternativas diagndsticas en uno y otro caso. Entre las neoplasias
sélidas, la mas frecuente y maligna desde el punto de vista anatomopatoldgico (AP), es el Adenocarcinoma
Ductal de Pancreas (ACDP), seguida muy de lejos por el Tumor Neuroendocrino pancreatico (pancTNE).
Otras posibilidades mas infrecuentes son el Tumor Sélido Pseudopapilar (TSSP), el linfoma pancredtico, el
pancreatoblastoma, el carcinoma de células acinares pancreaticas y las metastasis pancreaticas de otros
tumores primarios (las mas frecuentes renales y pulmonares) (1). Entre las lesiones quisticas, las
posibilidades se multiplican, convirtiendo su diagndstico diferencial en un auténtico desafio,
especialmente cuando se trata de lesiones pequeiias, indiferenciables en pruebas de imagen. Las opciones
incluirian lesiones quisticas congénitas o de naturaleza inflamatoria, en ambos casos con comportamiento
habitualmente benigno, pero también lesiones quisticas de naturaleza neoplasica con diferente capacidad
de transformacion maligna, entre las que se incluyen el Cistoadenoma Seroso (CAS), el Tumor Papilar
Mucinoso Intraductal (TPMI) y el Cistoadenoma Mucinoso (Mucinous Cystic Neoplasm o MCN segun sus
siglas en inglés), asi como tumores sélidos con degeneraciéon quistica como el TSSP, el pancTNE, el
carcinoma de células acinares y el pancreatoblastoma (2).

El ACDP y las lesiones quisticas pancreaticas (LQP) constituyen la patologia tumoral pancredtica mas
frecuente y relevante, y en el caso del ACDP, también la de peor pronéstico. El diagndstico precoz del
ACDP y el adecuado diagnéstico diferencial de las LQP, asi como la deteccion precoz de su malignizacién,
es uno de los desafios mas importantes a los que se enfrentan hoy en dia los pancreatélogos en su practica
clinica habitual.

Esta tesis doctoral investiga la utilidad de una nueva herramienta, la biopsia liquida térmica o TLB
(Thermal Liquid Biopsy), en este desafio diagndstico. Optimizar la detecciéon precoz del ACDP vy la
identificacion precisa de las diferentes LOES pancreaticas incorporando técnicas novedosas a las
herramientas diagndsticas actuales, aumentaria las opciones curativas de estos pacientes, prolongando
su supervivencia.
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ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

a. Epidemiologia.

El ACDP es la neoplasia primaria sélida maligna mas frecuente del pancreas (85-95% del total) y
constituye en la actualidad, un problema de salud de incidencia creciente a nivel mundial (especialmente
en paises desarrollados) y de extrema gravedad, vinculada a su pronéstico infausto, como reflejan un
coeficiente de muerte/incidencia de 0,98 y una tasa de supervivencia a 5 afios inferior al 10% (3).

Este mal prondstico esta condicionado por diferentes factores concurrentes, como son:

= Un diagndstico habitualmente tardio derivado de la ausencia de sintomas de alarma especificos en
fases precoces, la falta de biomarcadores que permitan un diagndstico precoz y la ausencia de
programas de cribado eficaces.

= La agresividad biolégica del propio tumor que le confiere una extraordinaria resistencia a las
terapias sistémicas actualmente disponibles (3).

= Su localizacidn retroperitoneal, entre los grandes vasos arteriales y venosos, a los que incluye e
invade en su crecimiento, dificultando enormemente su reseccion quirurgica.

= El importante deterioro general y desnutricion que condiciona en el individuo que lo padece,
limitando su capacidad de resistencia y tolerancia a los diferentes tratamientos disponibles.

Aproximadamente el 70% de los ACDP se localizan en cabeza pancredtica, el 15-20% en cuerpo y el 5-
10% en cola, pudiendo presentar afectacién difusa en torno a un 5% de los casos. La mayoria, un 85-90%,
son casos esporadicos, entre un 5-10% tienen riesgo familiar y el 3-5% presentan una mutacién genética
de riesgo (4). La incidencia del ACDP aumenta con la edad, alcanzando el pico maximo entre los 65 y los
75 aios (5), para posteriormente disminuir (4). En los Ultimos afios se viene observando una tendencia
preocupante al diagnéstico cada vez mds temprano, con incidencias crecientes a partir de los 40 afios y
especialmente llamativas en mujeres jévenes (6,7).

La probabilidad de desarrollar un ACDP a lo largo de la vida es de aproximadamente un 1,3% en una
persona de riesgo medio, y este riesgo aumenta con la edad, el sexo masculino y un nivel socioeconémico
medio-alto. Hasta el 80% de los casos se diagnostican en estadios avanzados (localmente avanzados o
metastdsicos), cuando ya no existen opciones terapéuticas curativas. De esto se deduce que, apenas un
20% de pacientes son candidatos a cirugia al diagndstico, que hoy en dia es la Unica terapia curativa
disponible (8). Los intentos de rescate quirdrgico mediante tratamientos quimioterapicos o radioterapicos
neoadyuvantes, de momento, son desalentadores. Pero incluso tras una reseccion quirurgica radical (RO),
la probabilidad de recurrencia es muy elevada (superior al 80% en los 2 afios siguientes) debido a la posible
existencia de micrometdstasis indetectables por las técnicas actuales de estadificacién (9).

En Estados Unidos (EE.UU) se han descrito diferencias raciales y étnicas (figura 1), con mayor
incidencia de ACDP entre individuos de raza negra, seguidos por la raza blanca, indios americanos,
hispanos, y asiaticos (10), observandose también una menor probabilidad de diagnéstico en estadios
localizados entre los individuos de raza negra con respecto a los blancos (11).

ACDP:

Tasa de incidencia por 100.000 personas segun raza/etnia y sexo
HOMBRES MUIJERES
15,4 Todas las razas 12,0
13,0 Hispanos 11,4
15,3 No hispanos indios americanos/ 11,0

Alaska nativos
10,9 No hispanos asiaticos/ 9,4
islefios del Pacifico
17,7 Negros No hispanos 15,1
16,0 Blancos No hispanos 11,9

Tabla 1. Tasas de Incidencia de ACDP por cada 100.000 habitantes segun raza/etnia y sexo, en EE.UU. Adaptado de: Registro
SEER (12). Abreviaturas: ACDP Adenocarcinoma ductal pancredtico.
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Incidencia y mortalidad en el mundo.

A nivel mundial, segin datos publicados por GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) (4), en el afio
2022 se diagnosticaron un total de 510.992 casos y fallecieron 467.409 individuos. Las tasas de incidencia
y mortalidad estandarizadas por edad fueron practicamente superponibles (4,7 y 4,2 casos/100.000
habitantes respectivamente), siendo el 122 tumor maligno mas frecuente, pero el 62 en mortalidad, como
puede observarse en la figura 1.

| Incidence | Mortality

Larynx
Multiple myeloma
Gallbladder

Figura 1. Incidencia (izquierda) y mortalidad (derecha) mundiales del ACDP en niimeros absolutos, en 2022. Imagen tomada de
GLOBOCAN, 2023 (4).

En la comparativa por continentes, las mayores tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por
edad, global y por sexos, se observaron en continentes desarrollados y con elevado indice
sociodemografico como Europa y Norteamérica (ver figura 2), siendo ambas tasas ligeramente superiores
en el sexo masculino de forma universal.

L I T
Incidence  Mortality Males Females
Wester Europe Western Europe
Northern America Eastern Europe
Southem Europe il Northern America
Eastem Europe 2= Southern Europe
Northern Europe Northern Europe
Australia-New Zealand Austraka-New Zealand Amtenie i3
Western Asia Western Asia -
Eastern Asia Uruguay (14 Polynesia
South America Yoy, Eastern Asia
Southern Africa Micronesia
Polynesia Southem Africa Uruguay (101)

Caribbean South America =
Micronesia Caribbean
Central America Central America
Northern Africa Northem Africa
South-Eastern Asia Melanesia
Melanesia South-Eastern Asia
Western Africa Wester Africa
Eastern Africa Eastern Africa
Middle Africa Middle Africa
South Central Asia South Central Asia

T T T T T T T T T T T T T T
20 15 0 50 0 50 10 5 2 25 20 15 10 15 20 25
Age-standardized (World) incidence and mortality rates, both sexes, per regions Age-standardized (World) incidence rates per sex, per regions

Figura 2. Comparativa por continentes de las tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad, global y por sexos, en
2022. Imagen tomada de GLOBOCAN, 2023 (4).

Segun un estudio publicado recientemente (13), el ACDP presenta una clara tendencia temporal al alza
en todos los aspectos. Entre 1990-2019 a nivel mundial, las tasas estandarizadas por edad de incidencia,
prevalencia, mortalidad y AVAD (afios de vida ajustados por discapacidad) han presentado un aumento
constante de forma global y en ambos sexos (ver figura 3). El indice AVAD refleja también el elevado y
creciente impacto econémico de la enfermedad. Estos marcadores epidemiolégicos son mayores en
paises desarrollados con elevado indice sociodemografico, y se mantienen de forma constante en torno
a un 30% mas elevados en el sexo masculino con respecto al femenino, probablemente en parte
relacionado con determinados factores de riesgo como el mayor consumo masculino de tabaco.
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Figura 3. Tendencia temporal del ACDP (1990-2019): sexo masculino (linea gris), sexo femenino (linea verde), ambos sexos (linea
azul). Indicadores de impacto global: AVAD (A); Mortalidad (B); Incidencia (C), Prevalencia (D). Imagen tomada de Ramai et al, 2024
(13)._Abreviaturas: AVAD: Afios de vida ajustados por discapacidad.

Estudios actuales indican que la prediccién para las
préximas décadas es que esta tendencia creciente
continde (ver figura 4), manteniéndose o incluso
aumentando el desequilibrio a favor del sexo
masculino, con una tasa de incidencia estandarizada
por edad estimada hasta un 43% superior, segun
algunos modelos predictivos (14).

Estimated numbers (in thousands)

Figura 4. Estimacion de la tendencia en incidencia (linea continua) y mortalidad (linea discontinua) de ACDP, 2020-2040. Sexo
masculino en azul y sexo femenino en rosa. Imagen tomada de GLOBOCAN, 2023 (4) .

En Europa, el ACDP alcanza actualmente el 82 puesto por frecuencia diagndstica en ambos sexos (82
en sexo masculino, 62 en sexo femenino), manteniéndose en el 62 puesto como cancer mas mortal. En el
afio 2040, las previsiones indican que la incidencia total de ACDP podria aumentar hasta un 30% (15).

En EE.UU, el ACDP es el 102 en frecuencia diagndstica y el 42 como cancer mas mortal, con previsién
de poder convertirse en el 22 hacia el afio 2030. En el afio 2024 se esperan un total de 66.440 diagndsticos,
y 51.750 muertes (12).

Incidencia y mortalidad en Espana.

En nuestro pais, segin la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) (5), el ACDP sigue una
tendencia paralela a la descrita a nivel mundial. La incidencia estimada en el aflo 2024 es de 9.986 nuevos
casos, lo que supone una tasa bruta (TB) de incidencia de 20,6 casos nuevos por 100.000 habitantes, con
un ligero predominio de casos en el sexo masculino (5.209 diagndsticos en sexo masculino, TB = 22 frente
a 4.777 diagnésticos en sexo femenino, TB = 19,3).
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Considerando ambos sexos, el ACDP es el 82 cdncer mas frecuente, por detras de mama, pulmén,
préstata, colon, vejiga, recto y linfoma no Hodgking. En el andlisis por sexos, es el 102 cancer mas
frecuente en el sexo masculino y el 62 en el sexo femenino (ver figura 5).

Ambos sexos

Leucemas
Encelalo y sistema nenioso
Ovario
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Laringe:
Vesicua blar
Estlago
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) 10000

20000 30000 000

Numero de casos incidentes

Prostata

Puimon

Vejga urnaria |

Colon

Recto |
Rinon (sin pebis) |
Linfomas no hodgkinianos
Cavidad Oral y Faringe

_Pancreas

Esiomago
Melanoma de piel
Leucemias
Laringe

Encelalo y sistema nenvioso

Esologo
Micloma

Tioides

Testiculo

Vesicula bilar
Linfoma de Hodgin

[

Masculino

[2

5000 10000 15000 20.000 25000 30.000 35,000

Numero de casos incidentes

Femenino

Linfomas no hodgkinianos
Metanoma de prel

ncetalo y sstema nevioso ||
Higado
Mictoma
Vesicuta bikar
Uinfoma de Hodgkin
Es0lago
Laringe

10000 20000
Numero de casos incidentes

30000 40000

Figura 5. Numero estimado de casos incidentes de cdncer en Espafia por tipo tumoral 2024: Ambos sexos (verde), sexo masculino
(azul), sexo femenino (naranja). Imagen tomada de REDECAN, 2024 (5).

En los ultimos diez afios se ha objetivado un aumento medio de la incidencia superior al 0.8% anual
en ambos sexos (16), atribuido al envejecimiento poblacional y a la mayor prevalencia de factores de
riesgo como la obesidad, el tabaco o la diabetes, pero también a la ausencia de actividades preventivas y
a los escasos avances terapéuticos. Segun previsiones de REDECAN (5), comparativamente con el afio
2014, en el afio 2024 se diagnosticaran un 17,74% mas de ACDP en el sexo masculino, y un 15,21% mas
en el sexo femenino. Este aumento de diagndsticos de ACDP llama la atencidon en contraste con la mayoria
del resto de tumores, en los que se objetiva una estabilizacion e incluso una disminucion de la incidencia,
como se observa en la tabla 2 (5). En el afio 2040 la incidencia prevista es de 11.333 nuevos casos, lo que
supone un incremento de hasta el 45.9% con respecto a 2018 que fueron un total de 7.765 (15).

HOMBRES MUIJERES
TIPO TUMORAL 2014 2024 2014 2024
Eséfago 8,9 7,6 1,4 1,4
Estdmago 24,5 17,2 12,3 9,4
Colon 80,1 75,5 41,8 40,2
Recto 38,3 38,4 19,2 18,9
Higado 22,2 22,0 6,3 51
Vesicula Biliar 6,9 53 4,9 3,6
Pancreas 18,6 21,9 13,8 15,9
Mama 116,5 130,4
Cérvix Uterino 7,0 8,4
Cuerpo uterino 24,8 26,0
Ovario 13,9 13,2
Préstata 149,5 128,1
Testiculo 5,0 6,7
Melanoma 14,0 15,4 15,2 15,1
C Oral y faringe 24,7 21,9 7,8 7,8
Laringe 14,8 11,4 1,1 1,4
Pulmén 108,2 94,8 23,4 36,6
Rifidn (sin pelvis) 22,0 25,2 8,2 10,7
Vejiga 86,3 77,2 12,6 13,3
Encéfalo y SNC 10,2 9,7 7,8 7,6
Tiroides 51 6,4 15,3 18,3
LH 3,3 3,8 2,7 3,1
LNH 22,4 25,3 18,2 16,5
Mielomas 9,0 7,7 6,4 5,0
Leucemias 17,8 14,5 9,8 8,7
Otros 40,2 43,3 24,2 24,1
Todas 731,9 679,2 414,6 440,9
(excepto piel no
melanoma)

Tabla 2. Tasas estimadas de incidencia de cdncer ajustadas a la poblacidn estdndar europea de 2013, por tipo de cdncer y sexo.
Esparfia, 2014 y 2024. Adaptado de: REDECAN, 2024 (5).
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e —— Igualmente, los datos de mortalidad por

. T ACDP en Espafia han mostrado una tendencia

creciente. A pesar de no ser uno de los canceres

mas incidentes, si es uno de los mas mortales,

—_— actualmente el 32 (ver figura 6) por detras del

cancer broncopulmonar y el cancer de colon

(CCR). Este mal prondstico también se refleja en

sus cifras de incidencia y mortalidad ajustadas

por edad, practicamente superponibles, que en

el afio 2022 fueron de 7,6 y 6,7 por cada 100.000
habitantes respectivamente (16).

Figura 6. Mortalidad estimada por cdncer en Espafia para 2020 (gris) y 2040 (azul), ambos sexos. Imagen tomada de Informe
SEOM, 2023. (16).

Ademds, segun registros de los Ultimos 70 afios, el ACDP es el Ginico en nuestro pais en el que no se ha
conseguido doblegar la curva de mortalidad en ambos sexos, junto con el cancer de pulmén en el sexo
femenino, que se atribuye a su mas tardia incorporacion al habito tabaquico (16), siguiendo una tendencia
también descrita en la mayoria de paises europeos. La evolucion temporal de la mortalidad de diferentes
tumores puede verse en la figura 7.
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Figura 7. Evolucion temporal de la mortalidad estandarizada por distintos tumores en Esparfia, por sexos. Imagen tomada de
Informe SEOM, 2023 (16)

En los préximos 20 afios, se espera que incidencia y mortalidad del ACDP contintien aumentando. Para
el afio 2030, podria alcanzar el segundo puesto en cuanto a cancer mas mortal en Espafia, y para el afio
2040 se prevee que el nimero de muertes pueda aumentar hasta un 45,9% (15). Esto es consecuencia,
sin tener en cuenta posibles fluctuaciones secundarias a modificaciones en el estilo de vida, a cambios
demograficos importantes que se esperan en nuestro pais, con una progresiva tendencia al
envejecimiento. En el afio 2015, la poblacién mayor de 70 afios suponia el 13,8% del total, mientras que
en el aflo 2040 se calcula que supondrd un 24,1%.

Supervivencia

El ACDP es probablemente el tumor sélido con menor tasa de supervivencia a 5 afios (17),
manteniéndose actualmente en nuestro pais por debajo del 10% para ambos sexos de forma global, y no
superior al 3% cuando el diagndstico se produce en estadios metastasicos. En la siguiente tabla (tabla 3)
puede verse una comparativa histérica de las tasas de supervivencia de los diferentes tumores en Espania,
en los periodos 2002-2007 y 2008-2013, observandose que la cifra correspondiente al ACDP es de forma
llamativa la menor de todas ellas (16).
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HOMBRES MUIJERES

. ; SN SN % Variacion SN SN % Variacion
st Gl el 2002-2007 | 2008-2013 | entre periodos | 2002-2007 2008-2013 | entre periodos
Cavidad oral y faringe 37,4 38,2 2,1 51,6 87,2 10,9
Esofago 9,7 13,1 35,7 17,3 15,7 -9,2
Estémago 24,6 26,0 5,7 30,6 30,3 -1,0
Colon 57,5 63,1 9,7 59,8 63,9 6,9
Recto 64,3 68,2 6,1 58,1 62,7 7,9
Higado 15,2 17,9 17,8 16,4 16,2 -1,2
Vesicula y biliar 18,5 21,8 17,8 17,8 18,8 5,6
Pancreas 5,7 7,2 26,3 7,3 10,0 37,0
Laringe 60,6 60,0 -1,0 68,5 66,1 -3,5
Pulmén 11,2 12,7 13,4 16,2 17,6 8,6
Melanoma 79,1 82,3 4,0 88,6 88,9 0,3
Mama 83,2 85,5 2,8
Cuello uterino 64,4 65,5 1,7
Cuerpo uterino 74,6 74,0 -0,8
Ovario 37,5 49,0 9,1
Préstata 87,9 89,8 2,2
Testiculo 86,1 89,2 3,6
Rifion 59,8 64,8 8,4 61,4 65,8 7,2
Vejiga 72,3 73,8 2,1 72,9 75,9 4,1
Encéfalo 18,3 20,8 7,8 21,2 24,2 14,2
Tiroides 78,3 86,1 10,0 88,8 93,1 4,8
Linfoma Hodking 80,0 80,6 0,8 83,3 82,6 -0,8
Linfoma No Hodking 57,2 62,4 9,1 63,0 68,4 8,6
Mieloma 40,1 44,8 11,7 42,5 51,2 20,5
LLC 78,8 77,7 -1,4 80,7 80,7 0,0
LLA 35,1 41,1 17,1 37,4 40,1 7,2
LMC 59,2 68,8 16,2 67,5 73,0 8,1
LMA 17,0 19,2 12,9 19,8 24,9
Todos 52,0 55,3 6,3 59,9 61,7 4,4

Tabla 3. Tasas de supervivencia neta de cdncer a cinco afios en adultos (15-99 afios), ajustada por edad, en Esparfia por sexo,
tipo de cdncery periodo. Adaptado de Informe SEOM, 2023 (16). Abreviaturas: LLC Leucemia Linfoide Cronica, LLA Leucemia Linfoide
Aguda, LMC Leucemia Mieloide Crdnica, LMA Leucemia Mieloide Aguda, SN Supervivencia neta.
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Figura 8. Tendencia temporal de las tasas de supervivencia a 5 afios estandarizadas por edad del ACDP en paises nérdicos 1964-
2013. Imagen tomada de NORDCAN Engholm et al, 2010 (19).
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En EE.UU segun la SEER (Surveillance
Epidemiology and End Results Program), la tasa de
supervivencia entre 2014-2020 fue del 12,8%, muy
ligeramente superior a la europea. En la figura 9 se
representan las diferentes supervivencias en EE.UU
segun el estadio tumoral al diagndstico, similares a
las descritas en Europa y en nuestro pais, enfatizando
la importancia del diagndstico precoz (12).

Figura 9. Supervivencia a 5 afios en EE.UU segun el estadio
tumoral. Imagen tomada de Registro SEER, 2022 (12).

También seguln la SEER, se han observado diferencias raciales en la supervivencia, asociadas a
diferencias en la respuesta terapéutica, que se han atribuido en general a variaciones regionales y
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econdmicas, o diferencias en la oportunidad de acceso a la atencidn sanitaria. Sin embargo, también se
han descrito posibles diferencias raciales en las tasas de respuesta a quimioterapia neoadyuvante, que
generan la hipdtesis de posibles biologias tumorales diferentes asociadas a la raza (20)

ACDP:

Tasa de mortalidad por 100.000 personas segun raza/etnia y sexo
HOMBRES MUIJERES
12,9 Todas las razas 9,8
9,7 Hispanos 8,2
11,5 No hispanos indios americanos/ 9,8
Alaska nativos
8,4 No hispanos asiaticos/ 7,2
islefios del Pacifico
15,3 Negros No hispanos 12,3
13,2 Blancos No hispanos 9,8

Tabla 4. Tasa de mortalidad por ACDP por 100.000 habitantes segun raza, en EE.UU. Adaptado de Registro SEER, 2022 (12).

b. Factores de riesgo para el desarrollo de ACDP

El incremento observado en la incidencia del ACDP se relaciona probablemente con el progresivo
envejecimiento de la poblacién, pero también con otros factores de riesgo como el habito tabaquico, la
obesidad, la diabetes mellitus (DM) o la pancreatitis crénica (PC). Sin embargo, en la mayoria de los
estudios publicados no se define una clara relacién de causalidad, sino mas bien una asociacion entre
ambos. Es posible clasificar estos factores de riesgo en 3 grupos diferentes: factores individuales y
predisposicion genética (no modificables), factores relacionados con el estilo de vida (susceptibles de
intervencion preventiva) y factores relacionados con enfermedades del individuo. Conocerlos bien ayuda
a identificar a los pacientes o grupos de pacientes con mayor probabilidad de desarrollar ACDP, y permite
mantener sobre ellos una especial alerta diagndstica.

Factores individuales.

a) Edad. Como hemos comentado, la incidencia aumenta con la edad, alcanzandose el pico maximo
entre los 65 y los 75 afios. Esta tendencia podria explicarse por cambios morfolégicos y patolégicos
del pancreas relacionados con el envejecimiento. Entre los cambios morfoldgicos se encuentran el
reemplazo graso, la atrofia lobulocéntrica, la ectasia del conducto pancreatico o la metaplasia de
las células endocrinas, asi como otros cambios observados también en las células de los islotes. Sin
embargo, los cambios patoldgicos relacionados con la edad son los mas relevantes en la
carcinogénesis pancreatica, jugando un papel fundamental la disfuncién de los telémeros (21).
Practicamente todas las neoplasias pancredaticas son mas comunes en pacientes de edad avanzada,
desde la neoplasia intraepitelial pancreatica (panIN), a los TPMI y el mismo ACDP. Sin embargo, en
los ultimos afios se viene observando una tendencia al diagndstico mas temprano, especialmente
en mujeres jovenes a partir de los 40 afios, de causa no del todo aclarada (6).

b) Sexo. El ACDP es mas frecuente en el sexo masculino de forma universal, y se espera que esta
diferencia aumente en el futuro. Se requieren mas estudios que clarifiquen si esto es debido a
diferencias genéticas concretas o Unicamente responde a diferencias en el estilo de vida (4).

¢) Raza. Se han comentado previamente datos de la SEER, segun los cuales, la incidencia de ACDP es
mayor en la raza negra, seguida por los indios americanos, la raza blanca, hispana y asiatica. Existen
estudios que atribuyen estas diferencias a factores como la distinta metabolizacién del humo del
tabaco, mayores niveles de tabaquismo o alcoholismo, mayor ingesta calérica, mayor prevalencia
de obesidad o diabetes de larga duracidn, o incluso a un nivel inferior de ingresos (22).
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d)

e)

Grupo sanguineo. El riesgo de sufrir ACDP es mayor en individuos con grupo sanguineo A, By AB,
comparativamente con individuos del grupo 0, con una odds ratio (OR) de 1.38 para el grupo A, de
1,47 para el grupo AB y de 1,53 para el grupo B (23,24).

Predisposicion genética: este factor de riesgo de desarrolla detalladamente mds adelante.

Factores relacionados con el estilo de vida.

a)

b)

c)

d)

e)

J)

g)

Tabaco. Es el factor de riesgo con evidencia mas sélida para el ACDP, que también aumenta el
riesgo de fallecer por dicha enfermedad una vez diagnosticada. Se estima que tiene un peso
determinante en aproximadamente el 25% de los diagndsticos, siendo el riesgo relativo (RR)
atribuido a los fumadores activos de 1,8 y a los exfumadores de 1,2 (25). El riesgo aumenta con la
cantidad de cigarrillos consumidos (26—28), especialmente en grandes fumadores que presenten
deleciones homocigotas del gen de la enzima metabolizadora de carcinégenos GSTT1 (Glutation-
S-Transferasa theta 1). Fumar mas de 30 cigarrillos diarios supone un aumento del RR de 2,2, y el
abandono del habito supone un descenso del RR a 0,6, que se alcanza a los pocos afios (29,30).

Alcohol. Como el tabaco, se asocia a un aumento del riesgo de padecer ACDP, asi como de fallecer
por la enfermedad. El riesgo se relaciona con el consumo elevado de alcohol de alta gradacién, con
o sin relacion con el desarrollo de una PC, aunque parece mas débil que para el tabaco, siendo la
evidencia disponible menos firme. No se ha probado su asociacidon con consumos bajos de vino o
cerveza, aunque si se ha descrito un aumento del riesgo de forma proporcional a la cantidad de
alcohol ingerida (31-34).

Obesidad. El sobrepeso y la obesidad se han asociado a un mayor riesgo de padecer ACDP de forma
independiente y similar en ambos sexos (35), incluso con mayor probabilidad si esta existe ya en
el momento de la adolescencia (36). Un metaanalisis publicado en 2013 (37) describié que un IMC
mayor de 30 kg/m? podria incrementar el riesgo de padecer ACDP hasta en un 34-36%, sin afectar
al prondstico de los pacientes ya diagnosticados (38). Algunos mecanismos descritos guardan
relacion con fendmenos inflamatorios y hormonales, incluso existen datos publicados que lo
relacionan con la microbiota (39).

Dieta. De forma heterogénea, algunos estudios describen la asociacidn del ACDP con determinados
alimentos, que pueden comportarse como factores favorecedores o como factores protectores.
Con evidencia limitada, se ha descrito un mayor riesgo asociado al consumo excesivo de carne roja
y grasas saturadas, alimentos procesados (40,41), azucares y bebidas azucaradas (42), té e incluso
productos de soja (43). Al contrario, otros estudios atribuyen efectos protectores al consumo de
frutas, verduras, frutos secos o cereales integrales (44), café (45—47) eincluso a la Vit D, sin claros
resultados concluyentes (48,49).

Actividad fisica. Una actividad fisica adecuada y constante puede ser factor protector frente al
ACDP, habiéndose descrito en un metaanalisis reciente de 14 estudios que la realizacién de al
menos 150 minutos de actividad fisica de cierta intensidad, con periodicidad semanal, se asocid
con una disminucion del riesgo de hasta un 15% (RR = 0,85) (50).

Oligoelementos. Se ha descrito una asociacion positiva entre el riesgo de padecer ACDP vy la
exposicion a metales pesados como el cadmio o el plomo, metales de transicién como el hierro,
oligoelementos como el arsénico, disolventes, derivados de hidrocarburos, etc. (51-53) y una
asociacién negativa con la exposicién a metales pesados como el niquel y oligoelementos como el
selenio, todo ello con evidencia limitada (54).

Tratamiento crénico con dcido acetil salicilico (aspirina®). Un metaanalisis reciente describié un
descenso del RR de padecer ACDP de 0,78 (55). Sin embargo, estos resultados no han podido
reproducirse en otros estudios de calidad (56).
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Factores relacionados con enfermedades del individuo.

a) Pancreatitis Crénica (PC) y Aguda (PA). Ambas se han asociado con mayor riesgo de ACDP, atribuido
a la existencia de dafio tisular secundario a fenémenos de inflamacién, fibrosis y finalmente
alteracion del DNA que favorece la aparicion de mutaciones genéticas y somaticas celulares. En el
caso de la PC, en un metaanalisis actual, se ha estimado un RR de hasta 22,6 (57), aunque guias
recientes establecen un valor mucho menor entre 5y 10 (58). Estas diferencias pueden deberse a
la variacién del riesgo a lo largo del tiempo. En un metaanalisis de 13 estudios se calculé un riesgo
estimado (overall risk stimated) de 16,16, dentro de los 2 afios siguientes al diagndstico de PC (59),
disminuyendo posteriormente durante el seguimiento. Ademas, el riesgo no es el mismo para
todas las etiologias de la PC, siendo mayor en la etiologia hereditaria y menor en la alcohélica (60)
A pesar de esta asociacion, en la practica clinica habitual apenas un 5% de las PC desarrollaran
ACDP (61), siendo un auténtico reto identificar dentro de este grupo a los individuos mas
susceptibles. También en el caso de la PA, se ha descrito un riesgo mas elevado durante el primer
afio tras el episodio agudo, lo que se interpreta como que el propio tumor pudo ser responsable
del episodio por obstruccion de algin ducto pancredtico. Esta informaciéon sustenta la
recomendacién de realizar siempre una prueba de imagen tras un episodio de PA presuntamente
idiopatica, especialmente en mayores de 50-60 afios (62).

b) Diabetes Mellitus (DM). Existe una relacién compleja y bidireccional entre el ACDP y la DM tipo I,
caracterizada por la resistencia a la insulina, secrecion insuficiente y anormal metabolismo
glucidico (63). Son multiples los estudios que encuentran relacién temporal entre el diagndstico de
este tipo de DM y el de ACDP poco tiempo después, con un RR hasta 7 veces mayor (64),
especialmente si el paciente asocia una pérdida de peso significativa y no explicada por otros
motivos, o tiene una edad avanzada (65). En este caso se considera que es posible que sea el efecto
metabdlico del cancer el que esté promoviendo la aparicion de la diabetes, aunque se desconoce
el mecanismo exacto. Por esto se considera que un debut diabético en un paciente sin
antecedentes familiares de diabetes ni sindrome metabdlico asociado debe ser motivo para
despistaje de ACDP (66,67). Pero también los pacientes prediabéticos (68) y diabéticos de larga
duracién parecen tener mayor riesgo para este tumor, como muestran multiples publicaciones
(69), habiéndose descrito una asociacién entre el empeoramiento del control glicémico (aumento
de las cifras de glucemia basal) y el riesgo de ACDP. Se estima que el RR de los diabéticos no
insulinodependientes es de aproximadamente 2, en especial dentro de los 2-3 primeros afios del
diagnodstico, permaneciendo durante al menos los 8 afios posteriores (66). También se ha
investigado la relaciéon de los farmacos antidiabéticos y el ACDP, con resultados dispares. Mientras
que la insulina y las sulfonilureas parecen asociarse a mayor riesgo en algunos estudios, la
metformina se asocia a un menor riesgo e incluso a una mejor supervivencia (70,71), siendo
necesario el mayor desarrollo de este area de conocimiento.

¢) Infeccién por H pylori. Algunos estudios describen un aumento del riesgo asociado a las cepas
cytotoxin-associated gene-A- Positive (72).

d) Infeccién por VHB. Existen estudios que refieren un mayor riesgo, aunque su relacién causal sigue
por determinar (73-75).

e) Lesiones Quisticas Pancredticas. El mayor riesgo de ACDP estd presente en las lesiones quisticas de
estirpe mucinosa. Este tema se desarrollara minuciosamente en el segundo capitulo de esta tesis.

Todos estos factores de riesgo y factores preventivos descritos de forma individual se resumen en la
tabla 5, representandose graficamente su relevancia, segln la evidencia actual disponible basada en
diferentes publicaciones, y la calidad de la misma.
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Factores de riesgo y prevencion en ACDP

Factores Riesgo
Individuales
Edad +++
Mutaciones genéticas +++
Raza (negra) ++
Historia familiar +
Género +
Grupo sanguineo (A/B/AB) +

Estilo de vida y ambiente
Exposicion a hierro, cadmio, arsénico, lead ++
Carne roja y procesada
Comidas y bebidas edulcoradas
Alcohol
Tabaco
Obesidad
Productos de Soja (
Exposicion a selenio y niquel (-
(
(

+ + + + o+

X

Café
Vitamina D
Verduras, frutas, frutos secos, cereales -
Actividad fisica -
Aspirina -

Enfermedades
Pancreatitis Crénica +++
DM2 ++
VHB ++
Lesiones quisticas de pancreas +
Helicobacter Pylori +

Tabla 5. Resumen de los distintos factores de riesgo y factores preventivos descritos en la literatura para el ACDP. Adaptado de
Cai J et al, 2021 (76). Notas: +++ = riesgo muy alto (> x 3); ++ = riesgo alto (x 2-3); + = riesgo moderado (x 1-2); - = reduccion del
riesgo. Entre paréntesis () indica asociacion probable pero no completamente establecida. Abreviaturas: ACDP adenocarcioma ductal
pancredtico; DM2: diabetes Mellitus tipo 2, VHB: virus de la Hepatitis B.

c. Predisposicion Genética

Como ya se ha comentado previamente, el riesgo de padecer ACDP a lo largo de la vida para la
poblacién general es aproximadamente del 1.3%, habiéndose definido a los individuos de alto riesgo como
aquellos en los que el riesgo acumulado equipara o supera el 5% (77).

Aproximadamente el 85-90% de los casos con ACDP son esporadicos, el 5-10% presentan riesgo
familiar (78,79), y el 3-5% presentan sindromes genéticos hereditarios (80), que incluyen mutaciones de
células germinales y somadticas (81). De mayor a menor riesgo, los sindromes hereditarios o con
predisposicion genética para el ACDP conocidos son:

= Sindrome de Peutz-Jeghers, ocasionado por una mutacion en el gen STK11 (serine/threonine
kinase 11), también conocido como LKBI1. Se caracteriza por la aparicion de pdlipos
hamartomatosos en el tramo gastrointestinal o en las mucosas, con mayor riesgo de CCR, y un RR
para ACDP de hasta 132 y un riesgo acumulado (RA) a lo largo de la vida del 36% (82). La edad
media de desarrollo es de 40,8 afios (83).

= Pancreatitis Hereditaria, se presenta como una PC precoz con reagudizaciones recurrentes, y se
asocia a mutaciones en los genes PRSS1 (serine protease 1, la mas frecuente), SPINK1, PRSS2, CTRC
(chymotrypsin C) y CFTR (Cystic fibrosis, menos frecuentemente), con un RR entre 26 y 87 para
ACDP, segun diferentes estudios (84,85). El RA calculado a lo largo de la vida varia entre 7.2% y
53.5% (86,87). La edad media de desarrollo es de 54 afios.
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= Sindrome Familiar atipico de la Mola-Melanoma Maligno, o Mola-Melanoma Muiltiple,
(SFMMM) asociado en un 30-40% de los casos a la inactivacion del gen supresor de tumores
CDKN2A/p16 (80), con RR variable entre 20-47 (88). Presenta un patrén de herencia autosémica
dominante, pero de penetrancia incompleta. Se caracteriza por la aparicién de multiples nevus
cutdneos que progresan a melanoma. El RA calculado a lo largo de la vida asciende hasta el 17%
(88). La edad media de desarrollo es de 59 afios.(83)

= Sindrome de Lynch, ocasionado por la alteracién en los genes reparadores de errores en la
replicacién MLH1 (MutL homolog 1), MSH2 (MutS homolog 2), MSH6, o PMS2 (PMS1 homolog 2)),
asociados también a mayor riesgo de otros tumores como CCR, vias urinarias o endometrio.
Presenta un RR para ACDP en torno a 10 (81). La tasa de mutacién de estos genes reportadas en
pacientes con ACDP es de 0,5% (89). Evidencia reciente indica que el ACDP en pacientes con
Sindrome de Lynch es mas frecuente en mutaciones MLH1 con un riesgo 8,6 veces superior para
ACDP y un RA de 3,7% a lo largo de la vida (90,91).

= Sindrome de Li-Fraumeni se debe una mutacién del gen tumor-supresor TP53, que se asocia a
multiples tumores sélidos y hematoldgicos, incluido el ACDP. El RR atribuido a esta mutacion se
sitla en torno al 7-8. El RA a lo largo de la vida es inferior al 5% (92,93).

= Enfermedad neuroldgica Ataxia-Telangiectasia en un trastorno genético recesivo debido a la
alteracion patogénica del complejo reparador ATM (Ataxia telangiectasia mutated) en ambas
copias del gen. Sin embargo, la presencia unilateral de esta mutacién es relativamente frecuente
en la poblacién y su presencia se asocia a mayor riesgo de ACDP especialmente si existe historia
familiar. EI RR se situa alrededor de 4 y el RA a lo largo de la vida en este caso también es inferior
a 5% (92,94).

= Sindrome del cancer hereditario de mama y ovario. Mutaciones BRCA1 (Breast cancer gene 1),
BRCA2 (Breast Cancer gene 2) y PALB 2 (partner and localizer of BRCA2) (95). Las mutaciones BRCA2
son el factor genético mas frecuentemente identificado, reconociéndose en hasta en 5-17% de los
casos de cancer de pancreas familiar, con un RR de 3,5-6,2 (96) y un RA de 7,4. Las mutaciones
PALB2 se estima que confieren un riesgo similar (97,98). Ambas se identifican hasta en el 7% del
total de pacientes con ACDP (99) y también se relaciona con la Anemia de Fanconi, que presenta
igualmente mayor susceptibilidad para este tumor (100). BRCA1 supone un riesgo algo menor (RR
2,2 y RA de hasta 3,8%) (101)

= Cancer pancreatico familiar. Se considera en pacientes con ACDP y 2 o mas familiares de primer
grado afectos, o bien, 3 0 mas familiares de cualquier grado afectos, siendo al menos 1 de ellos de
primer grado, que no cumplen criterios para ningun otro sindrome hereditario (aunque en un 10-
15% de los casos se identificard una mutacién germinal). El riesgo esta influenciado por el nimero
de familiares afectados y su parentesco. Asi, cuando el nimero de familiares de primer grado
afectados es 1, el RR es de 4,6, que se eleva hasta 6,4 si son 2 (102) (RA a la largo de la vida del 8-
12%) y hasta 32 (103) si son 3 0 mas (RA del 40%). Ademds, si el diagndstico es temprano (antes de
los 50 afios) el riesgo todavia se incrementa mas (RR 9.3) (104).

En la siguiente tabla se resumen estos sindromes junto a su RR para ACDP:

Genes Sindrome Riesgo de ACDP
STK11/LKB1 Sindrome Peutz-Jeghers RR, 132 (IC 95%, 44-261)
PRSS1 Pancreatitis hereditaria SIR, 53 (IC 95%, 23-105)
CDKN2A Sindrome de la Mola-Melanoma RR, 13-39
MLH1, MSH2, MSH6 Sindrome de Lynch RR, 8,6-11
TP53 Sindrome de Li-Fraumeni RR, 7,3 (C1 95%, 2-19)
ATM NA RR, 3,92 (IC 95%, 0,44-14,2)
BRCA1 Cancer de mama y ovario hereditario RR 2,26 (IC 95%, 1,26-4,06)
BRCA2, PALB2 RR 3,5-6,2 (IC 95%, 1,87-6,58)
Cancer familiar en 1-2 familiares
Cancer de péancreas familiar RR, 4-9,3
de ler grado

Tabla 6. Riesgo de ACDP en poblacidn de riesgo genético, segun distintas mutaciones. Adaptada de Aslanian et al, 2020 (83).
Abreviaturas: NA No aplicable, RR: Riesgo Relativo, SIR Standardized Incidence ratio.
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De todas las mutaciones descritas, las mas frecuentemente identificadas en pacientes con ACDP son
BRCA 1-2 (sobre todo BRCA2), ATM, PALB2 y CDKN2A/p16, y menos frecuentemente APC, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, PRSS1 y STK11 (97). Por sindromes genéticos, el mas frecuente es el Cancer de Mama y
Ovario Hereditario (BRCA 1-2, PALB2) con 5-9% del total de ACDP y la mutacién unilateral del gen ATM
con 3-4%, presentando el resto de sindromes una frecuencia < 1% (Sindrome de la Mola-Melanoma
familiar atipico (CDKN2A, p16), Sindrome de Lynch (MLH1, MSH2, MISH6, PMS2 y EPCAM), la Pancreatitis
Hereditaria (PRSS1 y SPINK1) y Sindrome de Peutz-Jeghers (STK11) (105).

d.Sintomas, diagndstico y estadificacion del ACDP.

Presentacion clinica

El ACDP se caracteriza por ser un tumor silente y oligosintomatico, especialmente durante los estadios
precoces de la enfermedad. El estudio SYMPTON publicado en 2016 (106) comparé cohortes de pacientes
mayores de 40 afios con sintomas digestivos y sospecha de ACDP, que finalmente fueron diagnosticados
de ACDP, frente a otros con diagnédstico de tumor digestivo de otra localizacidn, y otros en los que no se
identificé patologia tumoral. Los sintomas comunes mas frecuentes fueron tan inespecificos como la
pérdida de apetito, las molestias postprandiales o el cambio en el ritmo deposicional, sin observarse
diferencias entre grupos en cuanto a la frecuencia de estos o a los intervalos de aparicién. Se identificaron
algunos sintomas que se asociaron con un menor intervalo de diagndstico, como la ictericia o la pérdida
de peso, frente a otros que al contrario alargaban este intervalo como la diabetes (preexistente o de
debut) o la presencia de sintomas ansioso-depresivos. Este estudio demuestra como la vaguedad e
inespecificidad de los sintomas del ACDP, hacen que su diagndstico requiera de un elevado indice de
sospecha en pacientes que reunan factores de riesgo, aunque en ocasiones, también puede detectarse
de forma incidental durante un estudio realizado por sintomas diversos. Es importante siempre tener en
cuenta factores distractores como la diabetes (de debut o empeoramiento de diabetes preexistente) o la
depresién, que pueden retrasar el diagndstico (83).

Con relacién a la diabetes, como ya se ha comentado previamente, se recomienda prestar especial
atencion al debut diabético asociado a pérdida de peso, de dificil control glucémico y no asociado a
sindrome metabdlico (107). Se ha descrito que este puede estar presente hasta en un 15-20% de los
pacientes con ACDP, y hasta un 80% de pacientes no diabéticos la desarrollaran durante el progreso de
su enfermedad (108). Se estima que cuando un paciente desarrolla diabetes, presenta un RR de ACDP de
5,4 durante el primer afio, que se reduce a 1,5 a los cinco afios (69).

El ACDP tiene diferente forma de presentacién segun se localice en cabeza-cuello pancreaticos o
cuerpo-cola. En el primer caso, los sintomas que condicionan la busqueda de atencidn médica suelen ser
la ictericia y/o la coluria (49%) secundarias a la obstruccion biliar, aunque a la anamnesis, la pérdida de
peso inexplicada (55%) y la anorexia (48%) suelen estar ya presentes, frecuentemente acompafiadas de
sintomas de insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) como la diarrea (25%). En el segundo caso, los
sintomas de presentacion son incluso mas inespecificos al no verse comprometido el drenaje biliar, pero
es mas frecuente la invasion de estructuras vasculares (vasos celiacos, hepaticos, mesentéricos superiores
y porta), condicionando con frecuencia un dolor insidioso de moderada intensidad, epigdstrico o dorsal,
gue empeora con la ingesta o al acostarse en decubito supino. En estos tumores distales, el sindrome
constitucional (anorexia y pérdida de peso) que normalmente traduce una enfermedad ya avanzada, suele
estar también presente ya al diagnéstico (109).

Aproximadamente en un 3% de los pacientes diagnosticados de ACDP, puede identificarse un episodio
de pancreatitis aguda (PA) como sintoma de debut, que suele actuar como un factor distractor y
condicionar un retraso en el diagndstico. Por ello, en todo episodio grave o leve de PA en individuos
mayores de 50-60 afios, sin un factor etioldgico identificado, se aconseja la realizacidon de una prueba de
imagen que descarte un ACDP subyacente (110,111).

Otros sintomas menos habituales son el ya comentado sindrome depresivo, la obstruccidn
gastrointestinal por infiltracién tumoral, o el sindrome de Trousseau (tromboflebitis superficial, a veces
migratoria) asi como otras complicaciones tromboembdlicas, mas habituales en tumores distales por la
proximidad de estructuras vasculares. Mas infrecuentemente pueden aparecer sintomas cutaneos para-
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neopldsicos como la paniculitis pancreatica (areas de eritema subcutdneo, normalmente en extremidades
inferiores, secundarias a necrosis grasa), que suelen asociarse mds a carcinoma acinar de pancreas.
También estd descrita la presencia de adenopatias supraclavivulares o masas periumbilicales, como el
conocido nédulo de la hermana Maria José (109), y que indican una enfermedad ya diseminada.

Andlisis de sanare

Se recomienda la realizacién de una analitica sanguinea que incluya bioquimica general con funcidn
renal, bilirrubina total y fraccionada con perfil hepatico (transaminasas y enzimas de colestasis),
hemograma y estudio de coagulacién. La presencia o no de colestasis analitica, leucocitosis y/o
coagulopatia, permitira valorar el compromiso de la via biliar y/o la presencia de colangitis, complicacion
sin embargo raramente asociada al ACDP. En caso de caquexia o diarrea, puede completarse con
marcadores nutricionales (albumina, prealbimina, apolipoproteinas, proteina transportadora del retinol
(PTR), etc...), vitaminas liposolubles y oligoelementos, asi como elastasa fecal, para detectar la existencia
de insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) asociada.

Marcadores tumorales

El Ca 19.9 (Antigeno Carbohidrato 19.9) es una glucoproteina relacionada con el antigeno del grupo
sanguineo Lewis que se eleva en diversas enfermedades pancredticas y hepatobiliares, en las colestasis y
en diversos tumores (pancreas, estémago, colon, higado, vias biliares, ovario, endometrio, urotelio, etc...)
por lo que no es tumor-especifico. Por otra parte, al pertenecer al grupo de antigenos del grupo de Lewis,
la poblacién con grupo sanguineo Lewis-negativo no lo sintetiza, siendo uno de los mas habituales falsos
negativos (112). El antigeno Duke pancreatic monoclonal antigen type 2 (DUPAN-2), precursor del Ca 19.9,
puede ayudar a establecer el prondstico de estos pacientes, pero actualmente se encuentra en
investigacion y no disponible en la practica diaria (113,114). A pesar de ello, el Ca 19.9 es el Unico
biomarcador para ACDP aceptado por la Food and Drug Administration (FDA) y la National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) (115,116), por ser el Unico que ha demostrado utilidad diagndstica con una
precisién en torno al 77%, una sensibilidad entre 70-92% (segun el tamafio tumoral) y una especificidad
entre 68-92% (117,118). Ademas, en enfermedad potencialmente resecable, valores por encima de 100
U/ml pueden predecir enfermedad metastasica oculta, asi como menor probabilidad de cirugia RO, y en
enfermedad avanzada se considera valor pronéstico desfavorable (119,120), util para monitorizar la
respuesta al tratamiento oncoldgico, permitiendo sospechar recaidas en pacientes con tratamiento
quimioterapico antes de que se identifiquen en los controles por imagen (117).

El CEA es una glicoproteina de la familia de las inmunoglobulinas de moléculas de adhesion que se
descubrié en 1965 en la mucosa embrioldgica del colon y tejido de CCR (121). Su sensibilidad y
especificidad son bajas para el diagnéstico de ACDP y puede elevarse en otras circunstancias como en
pacientes fumadores, colecistitis, cirrosis hepatica, enfermedad inflamatoria intestinal y COVID (122,123).
Es ademas un biomarcador establecido para otros tumores como el CCR, cancer de mama y céncer de
pulmon (124). Aunque se utiliza rutinariamente como marcador en el diagndéstico del ACDP, no esta
aprobado por la FDA con esta finalidad, y existen metaanalisis recientes que demuestran su limitada
utilidad (125). También esta descrito que sus niveles pueden elevarse en pacientes con PC, por lo que
tampoco seria capaz de distinguir entre esta entidad y un posible ACDP subyacente (126). A pesar de ello,
hay investigaciones que consideran que puede aportar informacion diagndstica o como predictor de
supervivencia y de recurrencia. Ultimamente se ha descrito cierta utilidad como indicador de ACDP
avanzado al diagndstico (127) y como marcador de resecabilidad tras tratamiento neoadyuvante para
ACDP localmente avanzado (128). También se especula sobre su utilidad como predictor de malignizacién
en TPMI (129).

Existen otros biomarcadores no utilizados de forma habitual, pero que incluso se muestran en algunas
publicaciones como superiores al CEA para el diagndstico de ACDP. Entre ellos se encuentran el Ca 125
(marcador conocido del cancer de ovario) (130,131), o el Ca 242 que, a pesar de mostrar una correlacién
positiva con los niveles de Ca 19.9 (132,133), tiene un valor limitado como marcador Unico porque sus
niveles en sangre se elevan en pacientes con DM tipo 2 (130,131). Aunque ninguno de estos
biomarcadores ha destacado en todas las cohortes de pacientes estudiadas, a menudo se examinan, con
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aparentes mejores resultados, como parte de paneles de biomarcadores, junto a nuevos biomarcadores
en investigacién (124). Algunos de estos nuevos biomarcadores se describiran superficialmente mas
adelante, ya que su utilidad no sélo se analiza para el diagndstico del paciente sintomatico, sino también
para el diagndstico precoz (screening), pudiendo ser en un futuro también Utiles para monitorizar la
respuesta al tratamiento evaluando la resistencia terapéutica del tumor. La mayoria no se encuentran
actualmente disponibles en la practica clinica rutinaria (134).

Pruebas de imagen

La angiografia por tomografia axial computarizada (angio-TAC) toraco-abddmino-pélvica se
recomienda en el momento del diagnédstico para estadificar la enfermedad. Debe incluir fase arterial (40-
50 segundos) y venosa o portal (65-70 segundos). EL ACDP suele identificarse como una masa
hipoecogénica, homogénea, y con margenes mal definidos (135). Localmente, el angio-TAC aporta
informacion sobre el tamafio y localizacion dentro de la glandula pancredtica, evaluando la anatomia
vascular (venas Mesentérica Superior y Porta, asi como las arterias Celiaca, Hepatica y Mesentérica
Superior) y su contacto con el tumor, si existe (> o < de 1802), que es lo que condicionara su resecabilidad
en enfermedad localizada. También permite realizar la estadificacion a distancia, identificando
adenopatias y metdstasis a otros drganos, cuyas localizaciones mds habituales son el higado (90%), los
ganglios linfaticos (25%), el pulmon (25%), el peritoneo (20%) y los huesos (10%-15%) (136).

La resonancia magnética (RM) pancreatica, normalmente asociada a colangio-resonancia (CPRM),
presenta sensibilidad y especificidad similares a la angio-TAC para la estadificacion del ACDP, con los
inconvenientes de su mayor coste y menor disponibilidad. Puede mejorar la caracterizacién de lesiones
hepaticas indeterminadas o masas pancredticas pobremente caracterizadas en la TAC, por ser
isoecogénicas, o encontrarse en el contexto inflamatorio de PC o PA, por lo que suele reservase para estas
situaciones.

La ultrasonografia endoscépica (USE) permite visualizar y caracterizar morfolédgicamente cualquier
masa pancreatica, pero también confirmar el diagndstico citolégico o histolégico definitivo mediante la
realizacién de PAAF (puncidn aspiracion con aguja fina) o BAG (biopsia con aguja gruesa), asi como definir
la relacion del tumor con las estructuras vasculares de proximidad, identificar ganglios linfaticos loco-
regionales sospechosos de infiltracién tumoral, y en conjunto, realizar un estadiaje loco-regional detallado
gue permita evaluar la posibilidad de una reseccién completa RO (137).

La colangiopancreatografia retrégrada endoscdpica (CPRE) permite evaluar la obstruccién biliar
secundaria al tumor, y su descompresion mediante la colocacion de endoprétesis biliares,
preferiblemente metdlicas. Se trata de una prueba invasiva con posibilidad de complicaciones post-
procedimiento, y por este motivo se considera hoy en dia una técnica terapéutica y no diagndstica.

La tomografia por emision de positrones-TC (PET-TC) con un trazador de fluorodesoxiglucosa es una
herramienta de imagen funcional que evalla el metabolismo de la glucosa en el tumor y puede ayudar a
distinguir lesiones benignas y malignas; sin embargo, carece de resolucién espacial y puede captar falsos
positivos en focos infecciosos o inflamatorios. Por todo esto, no se recomienda como herramienta de
estadificacion rutinaria (138), reservandose para casos concretos.

Estadificacidon tumoral del ACDP.

En la estadificacion del ACDP se utilizan dos clasificaciones diferentes (139), con diferente finalidad e
interpretacion:

1. Laclasificacion TNM se basa en el tamafio del tumor primario (T), la existencia o no de ganglios
linfaticos afectados (N) y la presencia o no de metastasis a distancia (M). En la tabla 7 se observa
segun descripcidn de la American Joint Committee on Cancer (AJCC), octava edicion de 2017
(140). Segun las diferentes combinaciones de T, N y M, la AJCC establece 4 estadios o grupos
pronésticos que numera del | al IV, y que sirven para predecir la supervivencia esperada del
paciente. Esta clasificacién TNM es comunmente utilizada por la mayoria de tumores de otras
localizaciones, con definiciones de T, N y M adaptadas a casa tipo tumoral.
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CLASIFICACION TNM PARA EL ACDP

T: Tumor Primario

Tx: no puede ser evaluado
T 0: Sin evidenciade T
Tis: carcinoma in situ*
T1: T<2cm
-T1la<0,5
-T1b >0,5cmy > 1cm
-Tlc entre 1-2cm
T2:>2cmy<4cm
T3:>4cm
T 4: Invade TC, AMS y/o AHC

(independientemente del tamafio)

N: Nédulos linfaticos
regionales

N x: no puede ser
evaluado

N 0: sin nédulos
linfaticos

N 1: de 1-3 Nédulos
linfaticos

N 2: > 4 Nédulos
linfaticos

* Incluye Neoplasia Intraepitelial de Alto Grado (PanIN-3),

TPMI con DAG, neoplasia tubulopapilar intraductal con DAG y MCN

con DAG

M: Metastasis a distancia

M 0: No metastasis
M 1: Metastasis

Estadio 0: Tis NO MO
Estadio IA: T1 NO MO

Estadio IB: T2 NO MO

Estadio IIA: T3 NO MO

Estadio IIB: T1-3 N1 MO

Estadio lll:

Estadio IV:

T4, cualquier N, MO
T1-3, N2, MO
cualquier Ty N, M1

Tabla 7. Clasificacion TNM para el ACDP. Adaptada de Amin M et al, 2017 (140). Abreviaturas: ACDP: Adenocarcinoma Ductal
Pancredtico; AHC: Arteria Hepdtica Comun; AMS: Arteria Mesentérica Superior; DAG: Displasia de alto grado; MCN: Cistoadenoma
Mucinoso; TC: Tronco Celiaco; TPMI: Tumor Mucinoso Papilar Intraductal

2. La clasificaciéon segtn Criterios de Resecabilidad es una segunda clasificacidn mas orientada a
la toma de decisiones terapéuticas, basada en criterios morfolégicos de las pruebas de imagen
y el contacto del tumor con estructuras vasculares arteriales o venosas (141,142). Es exclusiva
del ACDP y establece 4 categorias, segun la probabilidad de cirugia RO: tumores resecables,
borderline-resecables, localmente avanzados (no resecables) y metastasicos (ver figura 9), tal

y como se resume en la siguiente tabla:

CRITERIOS PARA DEFINIR RESECABILIDAD

RESECABILIDAD

ARTERIAL
Tronco Celiaco (TC)
Arteria Mesentérica Superior (AMS)
Arteria Hepatica Comun (AHC)

VENOSO
Vena Mesentérica Superior (VMS)
Vena Porta (VP)
Vena Cava Inferior (VCI)

RESECABLE

BORDERLINE-
RESECABLE

LOCALMENTE
AVANZADO

METASTASICO

Sin contacto con estructuras arteriales

Cabeza y proceso uncinado
- Contacto con AHC sin extensién al TC o a la
bifurcacion de la AHC permitiendo reseccion y
reconstruccion
- Contacto < 180° con AMS
- Contacto con alguna variante anatdmica arterial* que
no afecte al margen quirurgico calculado

Cuerpo-cola

- Contacto con el TC < 180°
Cabeza y proceso uncinado

- Contacto > 180° con TC o AMS

Cuerpo-cola

- Contacto > 180° con TC o AMS

- Contacto con TC e infiltracién adrtica
Metdstasis a distancia

Sin contacto con estructuras venosas o contacto < 180°
sin irregularidad en el contorno venoso

Contacto con la VMS o VP > 180°

Contacto con VMS o VP < 180°pero con irregularidad del
contorno vascular o trombosis venosa, pero con extremo
venoso proximal y distal adecuado que permitan
reseccion y reconstruccion

Contacto con la VCI

Imposibilidad de reconstruccion venosa (VMS o VP) por
infiltracion u oclusién (tumoral o trombdtica)

Metdstasis a distancia

Tabla 8. Clasificacion segun criterios de resecabilidad para ACDP. Adaptada de NCCN Guidelines Tempero et al, 2024 (143).
Notas: *Ejemplo: arteria hepdtica accesoria, variante de arteria hepdtica derecha o arteria hepdtica comun y variantes de su origen.
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En la siguiente imagen puede observarse la localizacidn retroperitoneal de la glandula pancreatica y
su relacion con las diferentes estructuras vasculares y érganos de proximidad. A la derecha se representan
diferentes ACDP en los diferentes estadios de resecabilidad local: resecable, borderline-resecable y
localmente avanzado.
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Figura 10. Localizacion retroperitoneal de la gldndula pancredtica y su relacion con érganos de proximidad y estructuras
vasculares. A la derecha se representan las diferentes categorias de resecabilidad. Imagen tomada de Park et al, 2021 (105).

e. Tratamiento del ACDP

Como ya se ha comentado, el Unico tratamiento potencialmente curativo del ACDP es la reseccidn
quirurgica radical del tumor primario, o reseccién RO. Esta cirugia se caracteriza por presentar margenes
de reseccion libres de tumor en el andlisis AP de la pieza quirurgica, para lo cual, debe existir una distancia
minima de 1 mm entre las células tumorales y el margen quirdrgico libre (143), incluyendo los ganglios
linfaticos regionales. Desafortunadamente, solo una minoria de pacientes (entre el 15-20%) son
considerados como técnicamente elegibles para cirugia en el momento del diagndstico (105), es decir,
con alta probabilidad de cirugia RO, una vez finalizado el estudio de extensién.

Desde el punto de vista quirurgico, esta decision debe consensuarse de forma multidisciplinar en el
seno de Comités de Tumores pancreato-biliares, y se basa en los criterios de resecabilidad comentados
previamente. Estos comités multidisciplinares estan conformados por los principales especialistas
implicados en el manejo de esta enfermedad, como gastroenterélogos clinicos y endoscopistas, cirujanos,
radiélogos, anatomopatdlogos, oncdlogos médicos y oncélogos radioterapicos. De igual modo, se
recomienda que estos pacientes sean tratados en centros terciarios de alto volumen, en los que se
realicen como minimo 15-20 resecciones pancreaticas al afio (143) y que dispongan de las tecnologias de
diagndstico y tratamiento mas avanzadas.

La precisién de la estadificacion tumoral, basada en las pruebas de imagen radioldgicas, es
imprescindible. Lo mas complicado es establecer la resecabilidad de los casos con afectacién
exclusivamente loco-regional (pancreas y ganglios linfaticos regionales), es decir, identificar con precision
los estadios resecables y borderline-resecables, diferenciandolos de los localmente avanzados.

Tumores resecables vy borderline-resecables.

Los tumores clasificados como resecables son aquellos con mayor probabilidad de conseguir una
reseccion RO en base a diferentes guias de practica clinica (GPC) (116,143). Los tumores borderline-
resecables son aquellos que, aun siendo técnicamente resecables, presentan mayor probabilidad de
reseccion incompleta, por lo que en estos casos se recomienda tratamiento neoadyuvante previo a la
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cirugia (quimioterapico o radioquimioterapico) con objeto de conseguir una estadificacion mas favorable
(down-staging).

No obstante, incluso cuando se logra una reseccion RO, la recurrencia del tumor durante los 2 afios
siguientes es superior al 80%, fundamentalmente por el desarrollo de metdstasis a distancia. Por ello,
cada vez se tiene mas en cuenta la alta probabilidad de que existan micrometastasis indetectables por las
técnicas diagndsticas actuales, y en los afios mas recientes se han venido ampliando las indicaciones de
tratamiento sistémico prequirdrgico (neoadyuvante) a practicamente todos los candidatos a cirugia por
ACDP. Esta recomendacion es aplicada cada vez por mas expertos (144,145), con la posible excepcién de
tumores resecables de muy pequefio tamafio (< 2,5cm) y con valores de Ca 19.9 < 100 U/mL (146).

El tratamiento quimioterapico neoadyuvante tiene ademads otras ventajas como el hecho de ser mejor
tolerado por el paciente, que se evita el tiempo de latencia postquirurgico de recuperacion, y que permite
realizar lo que se conoce como “test bioldgico de respuesta y evolucidn temporal del tumor”, que valora
la efectividad de la quimioterapia como medida indirecta de la agresividad tumoral (147). El régimen
estandar actual debe basarse en esquemas de alta tasa de respuesta comprobados en enfermedad
metastdsica, que son FOLFIRINOX (fluorouracil, irinotecan, leucovorin y oxaliplatin), o Gemcitabina con
nab-paclitaxel (148), que en casos seleccionados pueden combinarse con radioterapia. Una vez superada
la cirugia, los pacientes pueden recibir tratamiento oncolégico adyuvante siempre que pueda iniciarse en
las primeras 12 semanas. En este caso, los regimenes disponibles serian Gemcitabina en monoterapia
durante 6 meses, 5-FU/LV (5 fluorouracil/leucovorin) durante 6 meses o Gemcitabina y Capecitabina
combinados. Si se sospecha reseccién R1, puede afiadirse radioterapia, siempre que no se haya recibido
previamente durante la neoadyuvancia.

No obstante, junto a estos criterios de orden técnico quirdrgico, a la hora de tomar la decisién
terapéutica, se deben considerar también otros criterios con relacion a la condicién general del paciente,
gue nos permitan predecir una adecuada tolerancia. Estos criterios son la edad, la situacion basal medida
mediante a escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), posibles comorbilidades asociadas, la
esperanza de vida, diferentes escalas de riesgo quirurgico...etc. que pueden influir decisivamente en la
supervivencia y calidad de vida postquirurgicas. En este punto es de nuevo fundamental la decision
multidisciplinar consensuada en el comité de tumores.

Una vez decidida la indicacion de cirugia, existen dos posibles complicaciones preoperatorias
derivadas de la propia fisiopatologia tumoral, que deben identificarse y tratarse previamente a la misma:
la ictericia obstructiva y la desnutricion.

La ictericia es secundaria a la obstruccién biliar, especialmente en tumores localizados en cabeza
pancreatica. Existe cierta controversia sobre los beneficios del drenaje biliar preoperatorio (DBP) porque,
si bien podria mejorar el estado general y la funcidon hepatica, también puede dificultar la reseccion
posterior por el proceso inflamatorio periprotésico, o complicarse con una colangitis/pancreatitis o
sangrado post-CPRE, que acabarian demorando la cirugia. Si bien es cierto que no parece aumentar la
morbimortalidad postquirurgica, tampoco presenta un claro beneficio en términos de supervivencia. Por
todo esto, su realizacion rutinaria no se recomienda, quedando limitada a pacientes con bilirrubina sérica
superior a 15 mg/dl en los que la cirugia no pueda programarse de forma precoz (decalaje superior a 2
semanas), o bien casos sintomaticos (colangitis aguda o prurito intratable), asi como siempre que exista
indicacion de quimioterapia neoadyuvante (149,150) .

En cuanto a la desnutricidon, es consecuencia del sindrome constitucional inherente al proceso
neoplasico, unido a la posible IPE condicionada por la pérdida de parénquima pancredtico funcionante y
la frecuente obstruccién tumoral del conducto pancredtico. Mas del 80% de los pacientes presentan una
pérdida de peso significativa al diagndstico (> 5%), que es superior al 10% en un tercio de los casos, y hasta
el 65% cumplen criterios de sarcopenia. Distintos metaandlisis demuestran que la sarcopenia se asocia a
una menor supervivencia postoperatoria a largo plazo, pero también a una menor supervivencia a largo
plazo de los pacientes que reciben tratamiento oncoldgico sistémico, con mayor probabilidad de
presentar toxicidad a la quimioterapia que, por otro lado, mantiene una relacién bidireccional con la
sarcopenia (151). Se recomienda optimizar al maximo la situacién nutricional del paciente durante el
preoperatorio, utilizando preferiblemente suplementos orales o enterales frente a parenterales, por las
posibles complicaciones asociadas a estos Ultimos. La denominada “inmunonutricién”, de la que se han
venido publicando ensayos en los ultimos afios, se fundamenta en el aporte de determinados
micronutrientes como aminoacidos (glutamina o arginina), acidos grasos poliinsaturados (omega-3),
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nucledtidos...etc, con tedrica capacidad de mejorar la inmunocompetencia del paciente. Sin embargo, la
evidencia actual para el ACDP no es concluyente y los metaandlisis no demuestran un claro beneficio
prondstico, por lo que de momento no se recomienda (152). lIgualmente se aconseja considerar la
presencia de IPE ya desde el preoperatorio, y en caso de existir, tratar al paciente con terapia enzimatica
sustitutiva (TES) a dosis adecuadas (Kreon®). La TES ha demostrado un beneficio en la supervivencia tanto
en pacientes operados, como en candidatos exclusivamente a tratamiento oncoldgico (153,154)

Finalmente, la técnica quirurgica viene determinada por la localizacion del tumor en el pancreas y su
relacién con los grandes vasos sanguineos. Sin entrar en detalle, los tumores localizados en la cabeza
pancreatica o en el proceso uncinado son tratados mediante duodenopancreatectomia cefélica (DPC) o
técnica de Whipple, con o sin preservacién pildrica (155), en tanto que los situados en cuerpo y cola
pancreaticos se tratan mediante pancreatectomia distal o corporo-caudal (PD) con esplenectomia en
bloque. Si el tumor presenta una afectacidn difusa o multicéntrica puede ser necesario llevar a cabo una
pancreatectomia total (PT) con esplenectomia, que puede ser ampliada a parte del estdmago, intestino,
vesicula, etc. En todos los casos, la reseccidon pancreatica se acompafara de la correspondiente
linfadenectomia, con el objetivo de conseguir resecciones oncoldgicas.

Sin embargo, la cirugia pancreatica tradicionalmente se ha considerado una cirugia compleja, con
elevada morbimortalidad postoperatoria en general, aunque diferente seguin la técnica quirdrgica (156).
A esto hay que afadir que, segun la evidencia actual, tanto la morbilidad como la mortalidad, se ven
incrementadas en pacientes ancianos (>70 afios), cada vez mas habituales, en los que ademas también se
observa un incremento en la tasa de complicaciones no quirdrgicas, como la neumonia o la infeccién de
la via central (157). En el caso de la DPC y la PT, la mortalidad ha disminuido de forma importante en las
ultimas décadas: de situarse en torno al 25% en 1960, a menos del 5% actual (158), incluso en torno al 1%
en centros de alto volumen (159). Esto es consecuencia de la optimizacidn de la técnica quirdrgica y el
mejor manejo de las complicaciones, por los grandes avances técnicos y en los cuidados postoperatorios.
A pesar de ello, la disminucién de la mortalidad no se ha acompafiado de una disminucién en la incidencia
de complicaciones, manteniéndose la morbilidad postoperatoria entre un 24-70% (160) segun las series,
aunque en centros de alto volumen puede ser inferior al 40% (161). Las complicaciones habituales por
orden de frecuencia son: el vaciado gastrico lento (20-30%) por denervacién del tronco celiaco asociada
a linfadenectomias amplias, los abscesos y colecciones intraabdominales (hasta un 20%, 5-10% en las
mejores series), la fistula pancreatica postoperatoria (5-20% segun las series), la hemorragia (5-12% en
frecuencia, asociada a un 16% de mortalidad), y la fistula biliar (< 5%) asociada o no a fistula pancredtica
(162,163). En el caso de la PD, no hay anastomosis que controlar durante el postoperatorio, pero la fistula
pancredtica distal es una complicacién incluso mas frecuente que en la DPC (20-40% de los casos) con
hasta un 1-2% de mortalidad asociada, siendo la hemorragia una complicacidn rara.

Esta elevada incidencia de complicaciones y su gravedad, condiciona una tasa alta de reintervenciones
en la cirugia pancreatica, que se situa en torno al 10% para la DPC (164). A largo plazo, tras una cirugia
pancreatica parcial son habituales la aparicién de IPE (36%) e insuficiencia pancreatica endocrina (22-35%)
en forma de diabetes pancreatogénica o tipo 3c, de control especialmente dificil. Estos porcentajes son
mayores en la DPC comparativamente con la PD y, obviamente, tras una PT, son del 100% (162).

Ademas del tipo de complicacién, las complicaciones pueden graduarse segun la clasificacién de
complicaciones postquirurgicas de Clavien-Dindo, que esta validada para la cirugia pancreatica y permite
evaluar su gravedad, su repercusidon en la evolucién postoperatoria del paciente, y el tratamiento
requerido para su control y resolucién (165).

Tumores localmente avanzados o metastdsicos.

Se consideran tumores localmente avanzados los que presentan infiltracidon local a estructuras de
proximidad (normalmente vasculares), que imposibilita técnicamente una reseccién radical RO. Se
recomienda su tratamiento inicial con quimioterapia sistémica usando los regimenes indicados
previamente (FOLFIRINOX o gemcitabina/nabpaclitaxel) (166). En pacientes con respuesta adecuada,
podria valorarse la posibilidad de reseccién posterior, o bien consolidar dicha respuesta combinando con
sesiones de radioterapia. Cuando el tumor no es resecable tras una primera pauta de induccién, la
esperanza de curacién se desvanece, pudiendo continuar el tratamiento con otras pautas oncoldgicas de
segunda linea.
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En tumores metastdsicos desde el diagndstico, de nuevo los dos regimenes citados FOLFIRINOX o
gemcitabina/nab-paclitaxel son los mas utilizados (136), quedando el segundo reservado para pacientes
con ECOG 2 o superior, edad avanzada o comorbilidades asociadas. Otras pautas de segunda linea serian
Irinotecan nanoliposomal combinado con 5-FU/LV, Oxaliplatino combinado con 5-FU/LV o monoterapias
(capecitabina, 5-FU) (109).

En ambos estadiajes puede ser necesario realizar cirugias de paliacidn, con el Unico objetivo de tratar
sintomas secundarios a la infiltracion tumoral y/o prolongar la supervivencia, mejorando la calidad de
vida, pero sin pretender la curacion del paciente. Los principales abordajes de esta cirugia buscan resolver
una posible obstruccién biliar, obstruccion gastroduodenal o tratar el dolor (intratable con medicacién
convencional), secundarios al efecto masa e infiltracién de estructuras de proximidad de un tumor
irresecable. En el caso de la obstruccién biliar, como ya se ha comentado, la evidencia cientifica disponible
recomienda el drenaje biliar endoscépico mediante CPRE y prétesis metdlica autoexpandible (mejor
totalmente cubierta) como primera opcidn, por presentar menos eventos adversos, menor coste y acortar
la estancia hospitalaria, comparativamente con el drenaje percutaneo o quirurgico. La alternativa a la
CPRE que se viene perfilando en los ultimos afios es el drenaje biliar guiado por USE mediante la
realizacién de una coledocoduodenostomia utilizando stents metalicos de aposicion luminal. Su
recomendacién como segunda opcion tras CPRE fallida ya es una realidad en GPC recientes (167),
existiendo estudios comparativos recientes que demuestran resultados técnicamente comparables,
especialmente en colédocos dilatados de mds de 15mm, con menor tasa de PA y mejor permeabilidad del
stent (168). Por lo tanto, es probable que, en un futuro préximo, la coledocoduodenostomia guiada por
USE sea considerada la técnica de eleccidn para el drenaje biliar de estos pacientes. En el caso de la
obstruccién gastroduodenal, el tratamiento habitual consiste en realizar una gastroyeyunostomia
quirdrgica, aunque en pacientes con mal prondstico a corto plazo (< 3 meses de supervivencia), puede
evaluarse la realizacidon de una gastroenteroanastomosis guiada por USE en centros que dispongan de
esta técnica, o incluso la colocacidn de una prétesis duodenal autoexpandible (167). En el caso del dolor,
también es posible realizar una neurdlisis del plexo celiaco guiada por USE o por TAC, para evitar el paso
por el quiréfano del paciente. Pero para establecer una recomendacién precisa en este sentido, es
necesario mejorar la calidad de la evidencia actual (169,170).

f. Screening precoz del ACDP.

Cribado en individuos de alto riesgo

El pronéstico infausto del ACDP, aunque de causa multifactorial, esta intimamente relacionado con su
diagnodstico tardio en estadios avanzados e irresecables. Por ello, resulta fundamental optimizar el
diagndstico precoz, lo que permitiria aumentar el numero de candidatos quirurgicos al diagndstico. El
primer paso pasaria por establecer un sistema de cribado eficaz. Sin embargo, |a relativa baja incidencia
del ACDP en la poblacién general, hace imposible un programa de cribado universal, como ocurre con el
CCR o el cancer de mama. En estas condiciones, el limitado valor predictivo positivo (VPP) de cualquier
test de screening podria conducir al sobrediagndstico, y en consecuencia al sobretratamiento. La diana
por lo tanto se dirige hacia grupos poblacionales de alto riesgo (RR > 5), intentando detectar tumores de
pequefio tamafo o idealmente, lesiones preinvasivas con displasia de alto grado (DAG) (171).

Previamente se han comentado los sindromes hereditarios y genéticos, incluyendo en céncer de
pancreas familiar, que presentan los individuos considerados hoy en dia poblacién de alto riesgo para
ACDP. Segun las GPC mas actuales (83,101), y por orden de mayor a menor riesgo, la edad de inicio para
comenzar un programa de screening en esta poblacién es la siguiente:

e Sindrome de Peutz-Jeghers (STK11): 35 afios o 10 afios antes de la edad de diagnéstico del
pariente mas joven con antecedente de ACDP.

e Pancreatitis Hereditaria autosémica dominante (PRSS1): 40 afios.

e Sindrome de la Mola Melanoma familiar atipico (CDKN2A): 40 afios o 10 afios antes de la edad
de diagndstico del pariente mas joven con antecedente de ACDP.
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e Sindrome de Lynch (MLH1, MSH2, MSH6) con un familiar de primer o segundo grado con
antecedente de ACDP: 50 afios o 10 afios antes de la edad de diagndstico del pariente mas
joven con antecedente de ACDP.

e Sindrome de Li-Fraumeni (TP53): 50 afos.

e Heterocigotos para la variante patogénica ATM, con un familiar de primer o segundo grado con
antecedente de ACDP: 50 afios o 10 afios antes de la edad de diagndstico del pariente mas
joven con antecedente de ACDP.

e Portadores de mutacién patogénica BRCA2: 50 afios o 10 antes de la edad de diagndstico del
pariente mas joven con antecedente de ACDP.

e Portadores de mutacidn patogénica BRCA1: 50 afios o 10 afios antes de la edad de diagndstico
del pariente mas joven con antecedente de ACDP.

e Portadores de la mutacion patogénica PALB2: 50 afios 0 10 afios antes de la edad de diagndstico
del pariente mas joven con antecedente de ACDP.

e Cancer de pancreas familiar: 50 afios o 10 afios antes de la edad de diagndstico del pariente
mas joven con antecedente de ACDP. El screening se recomienda a todos los familiares de
primer grado de los miembros afectados.

En relacidn con la PC de etiologia hereditaria, en la guia de consenso internacional publicada en el afio
2020, se alcanzé un fuerte acuerdo en la recomendacién de seguimiento de aquellas pancreatitis
asociadas a la mutacién PRSS1 (dado el elevado riesgo de desarrollar ACDP), desde los 40 afios, y hasta
que el individuo deje de ser buen candidato quirdrgico. Sin embargo, esta recomendacién no se hizo
extensiva al resto de mutaciones como SPINK1 o N34S. Para PC de otras etiologias tampoco se recomendd
iniciar ninguin seguimiento, aunque el acuerdo alcanzado fue débil. Si se concluyé que a cualquier paciente
con PC se le debe aconsejar un estilo de vida saludable, evitando factores de riesgo conocidos y
modificables (medioambientales o derivados del estilo de vida) como el tabaco, el alcohol o el sobrepeso
(58).

Finalmente, se conocen 3 lesiones pancreaticas preneopldsicas diferentes: las lesiones intraepiteliales
pancreaticas (PanIN) de las que deriva mayoritariamente el ACDP sdlido tradicional, y las lesiones quisticas
de estirpe mucinosa con riesgo elevado de transformacién maligna que son los TPMI y los MCN. A estas
ultimas se les decida un capitulo especifico mas adelante en esta tesis doctoral.

No existen otras poblaciones definidas en las que exista evidencia suficiente para recomendar su
consideracidn en un programa de cribado o screening precoz para ACDP (172).

Sin embargo, ante cualquier paciente con diagndstico de ACDP, especialmente si es joven, el primer
paso debe ser la realizacidon de una detenida historia familiar, investigando la existencia de familiares
afectos de primer o segundo grado, antecedentes familiares de pancreatitis a edades precoces, asi como
antecedentes de otros tumores como CCR, mama, ovarios, melanoma, poliposis o tumores a edad
temprana de aparicion, tanto en el individuo como en su familia. En caso de sospecha de predisposicidn
genética, los pacientes y sus familiares deben remitirse a Consultas de Consejo Genético para la
realizacién de estudio y consejo genético a toda la familia.

Una vez identificado un individuo con indicacién de cribado, las herramientas diagndsticas con las que
contamos y su rentabilidad se detallan a continuacion:

Biomarcadores

Desafortunadamente, no existen biomarcadores séricos utiles en el cribado del ACDP, y los
biomarcadores conocidos en liquido intraquistico (LIQ) de lesiones quisticas son mas Utiles para identificar
mucinosidad que malignidad, estando aun asi lejos de ser perfectos. La Guia de la American Society of
Clinical Oncology (ASCO) desaconseja el uso del Ca 19.9 por su incapacidad para detectar pacientes
asintomaticos (117). Ademas, ya se ha comentado que no es tumor-especifico y que la poblacién con
grupo sanguineo Lewis-negativo no lo sintetiza, siendo esta condicién responsable de los mas habituales
falsos negativos (112). Sin embargo, existen estudios de calidad que estan actualmente revisando su valor
para el diagnéstico precoz, como el publicado recientemente por Fahrmann et al, en el que describen que
los niveles de Ca 19.9 comienzan a elevarse 2 afios antes del diagndstico clinico, e incluso especifican una
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hoja de ruta para su utilizacion en poblaciones de alto riesgo. Incluso en LQP, Fahrmann et al han
comprobado el rendimiento clasificador del Ca 19.9 para distinguir quistes benignos y malignos, con un
area bajo la curva de 0,76 y una sensibilidad modesta, pero una especificidad del 99%, generando la
esperanza de que, en combinacidn con otros biomarcadores, pueda ayudar a estratificar estas lesiones
de forma exhaustiva y eficaz (173,174).

En la actualidad se estan investigando nuevos biomarcadores protedmicos como la Leucine-rich alpha-
2 glycoprotein 1 (LRG1), Matrix metalloproteinasas (MMPs), Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
Osteoprotegerin (OPG), Chemokines...etc. (175). También existe progresivamente mas informacion sobre
la utilidad de la deteccién de micro-RNA (miRNA), que son fragmentos de RNA sin funciéon codificadora de
proteinas, pero que si intervienen en el desarrollo y divisién celular, y que por tanto pueden estar
implicados en la progresién e invasion tumoral del ACDP (176). La expresion de miRNA se produce por
alteracion del DNA como ocurre en deleciones, amplificaciones o translocaciones que se producen en la
carcinogénesis, pero también se puede detectar el propio DNA circulante, que puede ser liberado por
necrosis, apoptosis o lisis de células tumorales o las propias células tumorales circulantes (177).

Blood based biomarkers

‘/,v \ @) Tumor biomarkers || CA 19-9, CEA, or panel | ot trategi b q | q
A 2 O—l ras estrategias basadas en paneles de
1y 3 Tm S—— s mutaciones, anticuerpos, metabolitos, ADN
L T sy | € | cme'leEK'm l metilado y exosomas, se estan investigando
£ ‘ / @) o DihmENL e (figura 11), pero hoy en dia, adolecen de falta
/ /~ (Y nibodis | m_py"'::kmm l de aplicacién en el cribado longitudinal de
individuos asintomaticos y alin no estan listos

&h’ para su uso clinico (178).

Tumor biomarkers,
mucins, mutation

Endoscopy panels, etc

Figura 11. Algunos de los biomarcadores en investigacion para la deteccién precoz del ACDP, en suero y en liquido intraquistico.
Imagen tomada de Modi el tal, 2021 (173).

El desarrollo e implantacion clinica de estas técnicas puede significar un avance en el diagndstico
precoz del ACDP, pero se requieren estudios mas amplios que validen los incipientes resultados
experimentales. Por esta razén en esta tesis no se desarrollan exhaustivamente, aunque se tratara algun
aspecto de los mismos durante la discusién.

Técnicas de imagen.

La USE y la RM pancreatica con CPRM constituyen los exdmenes propuestos con mas frecuencia para
la deteccion precoz de lesiones sospechosas en estos pacientes. El estudio multicéntrico Screening for
Early Pancreatic Neoplasia (CAPS 3 Study) (179) en el que se comparaban USE, RM y TAC multidetector
(TAC-MD), demostro la superioridad de las dos primeras técnicas, que ademas de evitar la radiacion del
paciente, pueden ser complementarias entre si. Sin embargo, el TAC-MD también puede desempefiar un
papel en casos seleccionados, especialmente para el estudio de lesiones sdlidas.

En general, la RM se considera mejor para identificar pequefias lesiones quisticas, dilataciones de los
conductos pancredticos o atrofia pancredtica, que pueden asociarse al ACDP, mientras que la USE parece
ser superior en la visualizacion de pequerias lesiones sdlidas (180).

Las GPC mas recientes (83,101) recomiendan que determinados grupos de pacientes portadores de
alteraciones genéticas o con riesgo familiar sean controlados periddicamente mediante USE o RM. Los
resultados aportados por ambas técnicas son equivalentes, por lo que la decisién de solicitar una u otra
vendra condicionada por la disponibilidad del hospital de referencia o la capacitacion técnica de su
personal, teniendo también en cuenta la preferencia del paciente.

No obstante, en determinados casos puede recomendarse una técnica sobre otra. Asi la USE se
prefiere como test inicial en pacientes con riesgo muy elevado, como el Sindrome de Peutz-Jeghers y el
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FAMMM, o cuando se deben asociar otras técnicas endoscopicas (gastroscopia, colonoscopia) como en el
sindrome de Lynch, por poder realizarse ambas en tdandem con una Unica intervencién de sedacion
profunda/anestesia del paciente. Igualmente se prefiere la USE en caso de contraindicacidn para la RM,
como en situaciones de claustrofobia, alergia a contraste, material magnetosensible o insuficiencia renal
(83,101,172). En el caso de paciente con PC subyacente, de etiologia hereditaria u otras, se recomienda
sin embargo el uso de TAC-MD o RM, ya que tumores muy precoces pueden pasar desapercibidos en la
USE por el contexto de inflamacién, fibrosis y calcificacion, que disminuyen su sensibilidad. También por
este motivo, se recomienda su valoracién en centros especializados en patologia pancreatica (58).

En general, |a frecuencia recomendada de realizacidn de estas técnicas seria anual, comenzando a las
edades indicadas previamente segun el sindrome genético asociado (101), y finalizando en el momento
que el paciente deje de ser candidato quirurgico, por edad, comorbilidades asociadas, o por su expreso
deseo de no someterse a cirugia pancreatica. Ambas pueden realizarse de forma simultdnea o intercalada.
Si en algun control anual se identificasen lesiones sospechas (habitualmente lesiones quisticas), y segun
el riesgo de las mismas, este intervalo podria acortarse a 6 o incluso 3 meses, siguiendo las GPC
internacionales (181-185), valorando siempre cada caso en el seno de comités multidisciplinares,
mientras no se decida una estrategia quirdrgica.
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LESIONES QUISTICAS PANCREATICAS.

El término de Lesion Quistica Pancredtica (LQP) es un término convencional que se refiere a una lesién
ocupante de espacio bien definida, con contenido liquido, localizada en el pancreas. Este concepto incluye
un conjunto amplio y heterogéneo de quistes pancredticos que, sin embargo, presentan caracteristicas
demogréficas, morfoldgicas, histolégicas y clinicas variables. Suelen ser asintomaticas, por lo que
habitualmente se identifican de forma incidental en estudios de imagen (TAC-MD, RM, USE) realizados
por indicacion ajena a enfermedades pancredticas.

La clasificacién propuesta por la World Health Organisation (WHO) en su 52 y mas reciente edicién,
publicada en el afio 2019, las clasifica segln su naturaleza epitelial y neopldsica tal y como se muestra en
la siguiente tabla:

Clasificacion de las LQP segtn criterios WHO (186)

Epiteliales Neoplasicas Epiteliales No Neoplasicas
Tumor Mucinoso Papilar Intraductal (TPMI) Quiste Linfoepitelial
Neoplasia Quistica Mucinosa (MCN) Quiste Mucinoso No neoplasico
Cistoadenoma Seroso (CAS) Quiste enterogénico
Neoplasias intraductales pancreaticas* Quiste de retencidn/quiste disontogenénico

Quiste periampular de la pared duodenal

Cistoadenocarcinoma Seroso

Tumor quistico neuroendocrino G1-2 Quiste Endometrial
Neoplasia Sélida Pseudopapilar Quiste congénito (sindromes malformativos)
Quiste epidermoide esplénico accesorio Transformacidn quistica acinar del pancreas**

Hamartoma quistico
Teratoma quistico (quiste dermoide)

Adenocarcinoma ductal quistico
Pancreatoblastoma quistico
Neoplasia epitelial metastasica quistica

Otras
No epiteliales Neoplasicas No epiteliales No Neoplasicas
Neoplasias Benignas no epiteliales Pseudoquistes asociados a pancreatitis
(ej. linfangiomas) Quiste parasitico

Neoplasias Malignas no epiteliales
(ej. sarcomas)

Tabla 9. Clasificacion de las diferentes LQP segtn criterios WHO en su 59 y mds reciente edicion publicada en el afio 2019
Modificado de Nagtegaal et al 2020 (186). * La neoplasia papilar oncocitica intraductal y la neoplasia tubulopapilar intraductal se
diferencian de las TPMI por ser KRAS negativas. ** Previamente denominado cistoadenoma de célula acinar, han demostrado ser
lesiones no neopldsicas por andlisis de clonalidad molecular.

Su frecuencia de diagndstico viene experimentando en las Ultimas décadas una tendencia creciente
(187), condicionada por el mayor conocimiento de su naturaleza, el desarrollo y mayor accesibilidad de
las técnicas de imagen, y el aumento de la esperanza de vida poblacional (188). Sin embargo, las cifras
exactas de incidencia y prevalencia son dificiles de establecer. Muchos estudios se fundamentan en
cohortes quirurgicas con el consiguiente sesgo de seleccion, y cuando se utilizan modalidades de imagen,
hay que tener en cuenta la diferente rentabilidad diagnéstica de cada técnica, con incidencias descritas
muy variables, entre 2,4- 49,1%, incluso en estudios realizados con RM (189). En un estudio clasico basado
en hallazgos de autopsias, se describié una prevalencia en la poblacién general del 24% (190). Estudios
mas recientes basados en TAC describen prevalencias en torno a 2,1-2,6% (191), que suben hasta un 13,5-
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45% en estudios retrospectivos con RM (182,192,193). Sin embargo, en un metaanalisis muy reciente que
incluyé 15 estudios y 65.607 pacientes con estudio por RM, se describe una prevalencia global de entre
13%-18% (187). La mayoria de las publicaciones si coinciden sin embargo en afirmar que, tanto incidencia
como prevalencia aumentan con la edad (189,194). En un estudio de 2024 que analizé la prevalencia de
LQP mediante RM, se describié un incremento de la prevalencia segun la edad, con un 9% entre los 50-59
afios, un 18% entre los 60-69 afios, un 26% entre 70-79 afios y un 38% a partir de los 80 afios (187), con
evidencia reciente de una posible relacién directa con la presencia de sindrome metabdélico (195). No se
han descrito diferentes incidencias entre las distintas regiones geograficas (187).

Segun su naturaleza, frecuencia y potencial de malignizacién, las LQP podrian clasificarse en los
siguientes grupos (196) :

= Lesiones Quisticas Inflamatorias: Son las mas frecuentes, entre el 50-70% del total de LQP, segin
algunas series hasta el 75-80% (197). Son colecciones de liquido inflamatorio con cubierta fibrosa
no epitelial, en el contexto de una patologia pancreatica inflamatoria preexistente (PA y/o PC). A
su vez se clasifican en:

= Pseudoquiste Pancreatico (PQ).
=  Walled-off Necrosis (WON): Necrosis encapsulada.

= Neoplasias Quisticas: Las segundas mas frecuentes, constituyen aproximadamente el 10-15% del
total de LQP (188). Son lesiones quisticas inicialmente benignas, pero con cubierta epitelial, que
les confiere diferente potencial neoplasico, es decir, capacidad de crecimiento por proliferacion
celular y/o malignizaciéon. Dependiendo del tipo de célula que conforme dicha cubierta epitelial, se
dividen en 2 grandes grupos:

= Neoplasias Quisticas Pancreaticas No Mucinosas (NQP-NM): Con bajo potencial de
malignizacién.

o Cistoadenoma Seroso (CAS).

= Neoplasias Quisticas Pancreaticas Mucinosas (NQP-M): Con moderado/alto potencial de
malignizacién. Se subdividen en:

o Tumor Papilar Mucinoso Intraductal (TPMI).

o Cistoadenoma Mucinoso (MCN).

o Quiste mucinoso simple (SMC, simple mucinous cyst segun sus siglas en inglés)
(198-201).

= Otras Neoplasias pancreaticas con posible degeneracién quistica: Infrecuentes en general, los
mas habituales son pancTNE con degeneracion quistica (pancTNEqg), ACDP con degeneracion
quistica (ACDPq) o el TSSP con degeneracion quistica (TSSPq).

= Otras Lesiones Quisticas sin potencial maligno: También muy infrecuentes, muchas son lesiones
congénitas y epiteliales, aunque no todas. Su comportamiento en general es benigno sin riesgo de
malignizacion. Entre ellas se encuentran:

= Quiste linfoepitelial. Algo mds frecuente en comparacién con el resto (0,5% del total de
LQP).

= Otras lesiones quisticas congénitas: quistes por duplicacidon, quistes simples,
transformacién acinar quistica, quiste hidatiforme, quiste endometrial, quiste
enterogénico.

= Qtras lesiones quisticas adquiridas: Quistes de retencidn, linfangioma, etc...

Aunque son lesiones fisiopatoldgicamente muy diferentes entre si, inicialmente pueden ser
indistinguibles mediante pruebas de imagen, especialmente cuando son inferiores a los 2cm. La TAC suele
ser la modalidad mas utilizada y normalmente la primera en identificar la LQP, pero la RM (en particular
las imagenes ponderadas en T2) y la CPRM proporcionan informaciéon valiosa que mejora su
caracterizacion (202).

Al tratarse de lesiones oligosintomaticas, incluso asintomaticas, su relevancia clinica radica en la
capacidad que tienen algunos subtipos, concretamente las de estirpe mucinosa (NQP-M), para malignizar,
desarrollando un ACDP. Esta caracteristica convierte a estos pacientes en poblacién de alto riesgo para
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ACDP vy, por tanto, objetivos potenciales de programas de seguimiento que permitan identificar
precozmente una eventual transformacion maligna (screening), que posibilite plantear resecciones
curativas.

Por esta razdn, es mucho mas util clasificar las LQP en dos Unicos grupos:

=  LQP mucinosas (LQP-M), todas ellas NQP-M.
= LQP no mucinosas (LQP-NM), donde se incluirdn algunas neoplasias quisticas, pero
también quistes inflamatorios y congénitos.

Esta es la distincidn que tratamos de establecer los pancreatélogos en nuestra practica clinica habitual,
y por tanto es la que se utilizara durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

A continuacion, se describirdn brevemente las caracteristicas demogréficas y morfoldgicas mds
relevantes de cada tipo y subtipo de LQP, asi como la gravedad de su potencial de malignizacién.
Continuara esta introduccidon resumiendo las diferentes estrategias diagndsticas disponibles y su
rendimiento, para finalmente concluir comentando las principales nociones de su manejo terapéutico.

a. Lesiones quisticas MUCINOSAS

Dentro de este grupo se encuentran los TPMI y los MCN, tanto benignas como malignas, el SMCy el
ACDPq.

Tumores Papilares Mucinosos Intfraductales (TPMI)

Suponen en torno a un 20-30% del total de LQP y hasta el 70% del total de NQP, siendo responsables
del 10-20% del total de resecciones pancreaticas. Se calcula que hasta el 1% de los ACDP pueden estar
originados a partir de TPMI (203).

Son frecuentes en ambos sexos, quizd con ligera predominancia masculina (55-60%), y se diagnostican
a cualquier edad, con una edad media en torno a los 65 afios. Su localizacion también es variable,
pudiendo ser Unicas o multifocales, y en ese caso afectar de forma difusa a la totalidad de la glandula
pancreatica (181).

Se originan a partir de células columnares productoras de mucina de la superficie ductal, y presentan
un crecimiento papilar caracteristico, afectando tanto al conducto principal como a sus ramificaciones
secundarias. Por eso, en las distintas pruebas de imagen se describe habitualmente su “comunicacién”
con el conducto pancreatico principal (CPP) en forma de dilataciones saculares ductales, centrales o
periféricas.

La mayoria de ellas son asintomaticas, siendo su diagnéstico incidental. Su verdadera relevancia clinica
radica en su potencial de malignizacién, siguiendo una secuencia adenoma-carcinoma que comparten con
el ACDP, aunque no exactamente con las mismas mutaciones germinales (ver figura 12) (204). Pese a ello,
las TPMI pueden producir también sintomas obstructivos, como veremos mas adelante, y cuando esto
ocurre, el riesgo de malignizacién es mayor.

Una de las clasificaciones mas utilizadas de las TPMI se desarrollé en las guias de consenso
internacional del afio 2012 (205). Se basa en el conducto pancreatico del que depende la lesidn, que no
solo implica una informacidn estructural, sino también prondstica. Los criterios de clasificacion, segun la
actualizacion de estas guias en el afio 2017 (185) son inicialmente morfoldgicos, basados en los hallazgos
de las pruebas de imagen, y en un segundo tiempo anatomopatoldgicos, para aquellos que son finalmente
intervenidos. Se distinguen tres subtipos:

= TPMI de rama secundaria (TPMI-RS): Se considera a cualquier quiste pancreatico de mas de 5mm
de didmetro que comunica con el CPP (sin depender del mismo), aunque en pacientes con historia
de pancreatitis o trauma abdominal habria que descartar un PQ. Son los mas frecuentes, hasta el
40-65% del total de TPMI identificadas (206), y algunas series describen que suponen hasta el 80%
de todos los quistes incidentales pancreaticos identificados (193). Pueden ser Unicos o multiples,
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y en este caso presentar una morfologia caracteristica “en racimo de uva”. Su tasa media de
displasia de alto grado/carcinoma invasor (DAG/CI) es del 1-38%, y de forma mas especifica
para Cl, de un 19% (6-38%) (181).

= TPMlI de conducto principal (TPMI-CP): Se identifican como una dilatacién del CPP de mas de 5mm,
segmental o difuso, sin otras causas obstructivas. Su tasa media de DAG/Cl es del 62% (33-85%), y
de forma mas especifica para Cl, de un 43% (11-81%), superior a los TPMI-RS. Ademads, teniendo
en cuenta la elevada prevalencia de TPMI-RS indolentes y no resecados, el riesgo real de DAG/CI
en TPMI-CP es probablemente mucho mayor (181).

= TPMI mixtos (TPMI-Mx): aunan criterios de los dos subtipos anteriores. Tradicionalmente se ha
considerado que su potencial de malignizacién es intermedio, inferior al de TPMI-CP, pero
superior al de TPMI-RS por la implicacién del CPP, y su manejo recomendado se aproxima mas al
de las TPMI-CP. Sin embargo, en las publicaciones mas recientes se considera cierta incertidumbre
en su significancia real: algunos TPMI-Mx podrian ser en realidad TPMI-RS en los que la dilatacién
del CPP se debe a la viscosidad de la mucina hipersecretada, mientras que algunos TPMI-RS
intervenidos, han demostrado afectacién neoplasica del CPP en el estudio AP posterior sin
dilatacién significativa en las pruebas de imagen, siendo en realidad TPMI-Mx. De momento no hay
evidencia suficiente para resolver esta discrepancia, y por lo tanto se seguira considerando este
tercer subtipo como tradicionalmente (181).

Existe una segunda clasificacién basada de forma especifica en el subtipo histoldgico, que distingue 4
categorias segun la distribuciéon y morfologia de las formaciones papilares: gastrico-foveolar, intestinal,
pancreatobiliar y oncocitico. Esta clasificacién no se desarrollard de forma pormenorizada, por ser de
interés limitado en la practica clinica habitual y en el desarrollo de esta tesis doctoral.

Cistoademoma Mucinoso (MCN).
Suponen un 10% del total de LQP y hasta el 25% de las NQM (207).

Son practicamente exclusivas del sexo femenino (> 95%) con un rango de edad al diagndstico entre los
40-50 afios. Habitualmente son de localizacién distal en cuerpo-cola pancredticos y NO comunican con el
CPP, aunque un estudio multicéntrico japones describié comunicacidn hasta en el 18% de los casos (208).
Suelen ser lesiones solitarias y macroquisticas multiloculares (lo mds frecuente) o uniloculares. En un 15%
de los casos, pueden presentar calcificaciones periféricas a lo largo de su capsula (209).

Histoldégicamente presentan su epitelio columnar productor de mucina caracteristico, pudiendo
apreciarse las células caliciformes, pero su rasgo practicamente patognomonico es la presencia de
estroma de tipo ovarico en las paredes y tabiques del quiste, con expresion de receptores hormonales
como progesterona, y estrégenos en menor medida. Se han propuesto diferentes hipdtesis acerca de su
posible origen, una de las mds aceptadas postula que estroma ovarico ectdpico incorporado al pancreas
durante la embriogénesis podria liberar hormonas y factores de crecimiento, causando la proliferaciéon y
formacion de quistes del epitelio adyacente. Existe evidencia de su sensibilidad hormonal, habiéndose
demostrado mayor crecimiento y malignizaciéon durante el embarazo, que incluso puede conducir a la
ruptura del quiste. Por esta razdn se recomienda estrechar su seguimiento en pacientes embarazadas
(207,210).

Aunque lo mas frecuente es que se diagnostiquen de forma incidental, pueden llegar a alcanzar
amplios didmetros, por lo que el sintoma mas relacionado es el dolor abdominal inespecifico. Este rdpido
crecimiento puede favorecer pequefias hemorragias intraquisticas que, junto con acimulos de mucina,
pueden producir cierto hiperrealce del contenido intraquistico en pruebas de imagen, a veces dificil de
diferenciar de contenido sélido real.

Se ha descrito que las MCN presentan un riesgo de malignizacidn de entre el 10-37% segun las series
(211,212). En un estudio publicado recientemente, la tasa de malignizacién observada aumenté con el
tiempo de seguimiento, siendo del 0,8% en 1 afio, del 5,6% en 5 afios y de hasta el 36,5% en 10 afios (213).
En los escasos casos reportados en varones, se ha observado un posible peor prondstico (214).
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Quiste Mucinoso Simple (SMC)

El concepto de SMC se propuso en el Consenso de Baltimore en 2014 (215). Se definié como un quiste
mayor de 1 cm, con un revestimiento mucinoso (célula productora de mucina), plano (no papilar), de tipo
gastrico y atipia minima, sin estroma de tipo ovarico subyacente y sin comunicacidn con el CPP. Diferentes
autores revisaron posteriormente sus caracteristicas clinico-patolégicas (198,200,216). Sin embargo, sus
cambios morfoldgicos siguen sin estar claros y la literatura es escasa, por lo que resulta dificil establecer
su incidencia y su prevalencia, comparativamente con otras LQP (201).

Segun Schechter et al., la media de edad de estos pacientes es de 64 afios, siendo mas frecuente en el
sexo femenino, con una proporcién 2,8 : 1 (198). Suelen ser uniloculares en casi un 60% de los casos, y no
muestran comunicacion con el CPP. En mas del 50% de los casos son de localizacién distal (cuerpo-cola)
(198). Generalmente sus paredes son finas, aunque en algunos casos se observa una notable proliferacién
fibrética del estroma circundante y sus pareces se ven engrosadas, siendo mas dificiles de diferenciar de
las MCN (200), y confundiéndose muchas veces con cambios displasicos.

Suelen identificarse de forma incidental, por tratarse de lesiones oligosintomaticas.

Krasinskas et al. han descrito a los SMC como posibles verdaderos precursores neopldasicos (216). Sin
embargo, otros informes han considerado que se tratan de entidades benignas (217,218), de hecho, en la
clasificacion de la WHO (186), se utiliza la nomenclatura Quiste Mucinoso No neoplasico (Mucinous Non-
neoplastic Cyst) para referirse a ellos.

Normalmente, la sospecha preoperatoria confunde estas lesiones con otras NQP-M mas habituales,
como las TPMI o las MCN, por superposicion de varias caracteristicas clinicas, radioldgicas y bioquimicas
(219), y el enfoque terapéutico se plantea segun las guias de manejo de estas lesiones.

ACDP con componente quistico.

Histolégicamente, el ACDP tipico muestra estructuras ducto-glandulares que infiltran el parénquima
pancreatico, provocando una respuesta estromal fuertemente desmopldsica (220,221). Las células
neopldsicas son columnares y productoras de mucinas diversas, segun la diferenciacién y los histotipos.
Varias alteraciones genéticas como KRAS, SMAD4, CDKN2A y TP53 son responsables de su desarrollo
(222,223) que evoluciona de neoplasia pancreatica intraepitelial (PanIN) de bajo grado, a PanIN de alto
grado y finalmente ACDP invasivo, siguiendo una secuencia adenoma-carcinoma (ver figura 12) (224,225).
Su aspecto es normalmente el de un tumor sélido, aunque en un 4-8% de casos puede presentar un
componente quistico (226). En esos casos, es dificil distinguir radiolégicamente si nos encontramos ante
un ACDP con componente quistico, o ante una LQP (normalmente NQP-M) con un componente sélido
asociado.
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Figura 12. Iniciacion y progreso del ACDP. Células exocrinas pancredticas (acinares y ductales) son el origen del ACDP mediante
la adquisicion de mutaciones oncogénicas y/o la pérdida de la funcién supresora de tumores. Las mutaciones activadoras del oncogén
KRAS se encuentran en las dos lesiones precursoras mds frecuentes: PanIN y TPMI. Otras mutaciones como GNAS y RNF43 se asocian
también a los TPMI. A medida que estas lesiones precursoras progresan de bajo a alto grado, se observa la pérdida del supresor
tumoral CDKN2A o de componentes de los complejos de remodelacion de la cromatina SWI/SNF. Ademds, la delecion o inactivacion
de mutaciones de los genes supresores de tumores SMAD4 o TP53 acompafian el avance de las lesiones precursoras a ACDP. Se han
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definido diferentes subtipos de ACDP transcriptémicos basados en el ARN: el cldsico, el basal y el ""hibrido" que engloba aquellos con
caracteristicas que se solapan. Tomado de Halbrook et al, 2023 (204).

Estan descritos en la literatura ACDP poco diferenciados en los que se producen fendmenos
degenerativos intratumorales en forma de necrosis y/o hemorragia, como ocurre en otros tumores
(pancTNE o TSSP). Igualmente, el ACDP puede ser causa de una PA y presentar colecciones inflamatorias
(PQ) adyacentes a la masa tumoral (226), que le den un aspecto sélido-quistico.

Por otro lado, existe un subtipo de ACDP llamado carcinoma coloide, que se caracteriza por la
presencia de acumulos extracelulares de mucina, y que morfolégicamente suele ser una lesién quistica
grande y bien delimitada. Segun la literatura, este subtipo coloide de ACDP se origina, al menos en parte,
a partir de una TPMI (227-229).

En la dltima década, la literatura viene describiendo un subtipo histoldgico de ACDP con caracteristicas
quisticas, denominado ACDP con patrén de conducto grande o large-duct pattern (230). En general es
considerada una variedad poco frecuente. Microscépicamente se describe como un ACDP invasivo que
forma glandulas dilatadas de entre 5y 10 mm en mds del 50% de las glandulas totales (231), pero que no
suelen presentar un patron de crecimiento papilar. Como el ACDP clasico, su revestimiento epitelial es
generalmente positivo para CEA (83%), presenta con frecuencia invasién perineural (88%) y su estroma
tiene una apariencia desmoplasica rica (232). Una de sus principales caracteristicas descritas es su
similitud en pruebas de imagen con otras LQP, como los TPMI-RS, por su morfologia de masa sdlida con
multiples quistes de pequefio tamafio que asemejan elementos ductales “en racimo de uva”. En el estudio
genético, comparte sin embargo mas mutaciones con el ACDP clasico que con las TPMI, presentando una
mayor probabilidad de comportamiento invasivo, y un prondstico paralelo al ACDP clasico.

Para el diagnéstico diferencial con las TPMI, las inmunotinciones, concretamente la tincién de mucina
puede resultar de gran utilidad. En la tabla 10 puede verse el patréon de tincidn de mucinas descrito por
diferentes autores para el ACDP con patrdn de conducto grande.

Perfiles de tincion de mucinas en el ACDP con patron de conducto grande

Referencia MuUC1 MuUC 2 MUC 5AC MUC 6
Kelly et al, 2012 (230) 10/10 (100%) 1/10 (10%) 9/10 (90%) 8/10 (80%)
Kosmahl et al, 2005 (226) 17/24(70,8%) 2/24(8,3%) 17/23 (73,1%) 12/23 (52,2%)
Total 27/37 (73%) 3/37 (8,1%) 26/36 (72,2%) 20/36 (55,6%)

Tabla 10. Perfiles de tincion de mucina mds habituales en el ACDP con patrén de conducto grande. Tabla adaptada de Sato et
al. (231). Abreviaturas: ACDP: adenocarcinoma ductal pancredtico.

En el estudio realizado por Kosmahl et al (226) sobre un total de 438 ACDP intervenidos, un 8%
(38/438) presentaron componente quistico en pruebas de imagen. El grupo mas numeroso (24/38) eran
ACDP con patrén de conducto grande, el segundo (8/24) eran ACDP poco diferenciados con cavidades
quisticas degenerativas de diametros comprendido entre 1y 6 cm, el tercer grupo (4/38) eran ACDP con
quistes de retencidn relacionados con el tumor (coloides, NQP-M...) y el ultimo (2/38) eran ACDP clasicos
con PQ adheridos a la masa tumoral por pancreatitis asociada. Los resultados indican que un nimero
considerable de ACDP y sus variantes presentan caracteristicas quisticas, y dentro de estos, los mas
frecuentes eran los ACDP con patrén de conducto grande.
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b. Lesiones quisticas NO MUCINOSAS

Dentro de este grupo se incluyen las lesiones quisticas inflamatorias, las NQP-NM (CAS) y otros quistes
sin potencial de malignizacién (quistes linfoepiteliales, lesiones congénitas, quistes de retencion,
linfoceles... etc).

Lesiones Quisticas Inflamatorias Pancredticas:

Como hemos comentado, son las LQP mas frecuentes (75-80%) (197). No presentan potencial
neopldsico por ser consecuencia de un proceso inflamatorio pancreatico preexistente. Por tanto, son
colecciones conformadas por liquido inflamatorio, limitado por una cdpsula fibrosa (no epitelial) que se
desarrolla en torno a la 42 semana de evolucién desde el inicio de la inflamacién aguda, como parte de su
proceso fisiolégico de “maduracién” natural. La nomenclatura para clasificar estas colecciones fue
establecida en el afio 2013, fecha de publicacion de la revision de los criterios de Atlanta (196) segun los
cuales, entre las colecciones inflamatorias encapsuladas, se pueden diferenciar dos tipos diferentes:

= Pseudoquistes (PQ): son colecciones inflamatorias de contenido exclusivamente liquido, que se
forman normalmente en el contexto de pancreatitis edematosas intersticiales, a partir de
colecciones agudas y difusas (sin capsula), que acaban reagrupdndose y encapsulandose. También
pueden aparecer como consecuencia de disrupciones del arbol ductal pancreatico en pancreatitis
necrohemorragicas, PC o traumatismos pancredticos. Suelen ser peripancredticas, aunque
también pueden estar incluidas total o parcialmente en el parénquima glandular.

= Walled-off Necrosis (WON) son colecciones inflamatorias con contenido liquido y sélido, este
ultimo constituido por necrosis tisular procedente del propio parénquima pancredtico o de la grasa
circundante (necrosis peripancreatica). Su fisiopatologia es similar a la de los PQ, pero en el
contexto de pancreatitis necrohemorragicas, y su localizacién es, indistintamente, parenquimatosa
o peripancreatica.

Con mayor frecuencia, estas colecciones inflamatorias son lesiones Unicas y de morfologia ovalada,
pero también pueden ser irregulares y multiloculadas, y hasta en un 10% de los casos pueden ser
multiples. Su didmetro oscila de los 2 cm a superar los 20 cm (233). Su origen inflamatorio, hace que su
contenido liquido sea rico en enzimas pancreaticas y habitualmente estéril, aunque una de las
complicaciones mas graves es su sobreinfeccidn, por fenémenos de traslocacion bacteriana, siendo mas
frecuente en el caso de las WON (234).

Andlogamente a los procesos inflamatorios que las originan (PA o PC), estas LQP son mas frecuentes
en varones adultos, muchas veces en el contexto de consumo perjudicial de alcohol, y algo menos en
mujeres de edad media-alta con litiasis biliar. Suelen diagnosticarse en el escenario clinico inequivoco de
enfermedad pancredtica subyacente en pacientes con los factores de riesgo descritos, con una
presentacion sintomdtica mas evidente en la PA, y generalmente mas insidiosa en la PC, pero dejando
poco lugar a la duda sobre su origen.

Una vez superado el episodio agudo, los sintomas asociados a PQ o WON suelen ser leves, y se
relacionan directamente con su tamafio y el tiempo de persistencia. Normalmente los sintomas son
consecuencia de la compresion de estructuras vecinas como dolor, saciedad precoz, nauseas e incluso
ictericia, y raramente fiebre, haciéndonos sospechar su sobreinfeccion (235).

Pero no siempre el contexto clinico ni las caracteristicas del paciente son tan evidentes, existiendo
imagenes dudosas en las pruebas de imagen, como la RM o la USE, en las que su rentabilidad diagnéstica
puede verse afectada por el proceso inflamatorio subyacente.

Neoplasias Quisticas NO MUCINOsSAS:

Su caracteristica comun frente a las NQP-M, es que estan conformadas por diferentes epitelios, todos
ellos de caracteristicas no mucinosas. Entre ellas se pueden diferenciar:
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Cistoadenoma Seroso (CAS):

Suponen en torno al 1% del total de LQP (236,237), y entre el 10-16% de todas las NQP (238). Son mas
frecuentes en el sexo femenino (75%), entre los 50-70 afios, no tienen una localizacion preferente a lo
largo de la glandula pancreatica, y no comunican con el arbol ductal.

Su revestimiento epitelial esta constituido por células cuboideas ricas en glucégeno. En la mayoria de
los casos presentan un patrén morfoldgico microquistico (quistes < 2 cm), que puede dar una falsa imagen
de consistencia sdlida, con una cicatriz central que puede estar calcificada. El elevado VPP (100%) de esta
imagen es tal, que se considera patognomaénica. Sin embargo, existen otros patrones no tan especificos,
en los que los quistes son de mayor tamafio “en panal de abeja”, o incluso pueden ser macroquisticos, sin
identificarse ninguna cicatriz central. En estos casos, diferenciarlos de otras neoplasias quisticas,
especialmente de las MCN puede ser complicado (238).

Con mayor frecuencia son lesiones asintomaticas de diagndstico incidental. Los sintomas son
infrecuentes, y cuando aparecen suelen ser consecuencia de la compresién mecanica por contigliidad en
lesiones de gran tamafio, como el dolor, la ictericia o incluso la diabetes (238).

Aunque clasicamente estad descrito que su potencial de malignizacién puede alcanzar hasta el 1%
(239), un estudio retrospectivo, internacional y multicéntrico mas reciente, que analizé 2622 casos de
CAS, describié tasas de malignizacién muy inferiores, en torno al 0,2% (238). En la practica clinica se
consideran lesiones benignas, e incluso la mayoria de las GPC estan de acuerdo en recomendar que no
precisan de ningun tipo de seguimiento (182,240). Sélo cuando son sintomaticas o cuando su diagndstico
prequirurgico es incierto, estd indicada la reseccidn quirurgica.

Tumor Sélido Pseudopapilar con degeneracion quistica (TSSPq):

Los pancTSSPq son lesiones infrecuentes, que suponen en torno a un 5% del total de NQP. Son mas
frecuentes en el sexo femenino (> 90%) y en edad joven entre 20-40 afios (241). Pueden localizarse a lo
largo de toda la glandula pancreatica, con una ligera mayor incidencia en la cola, y no comunican con el
arbol ductal.

Tienen un aspecto bien delimitado y heterogéneo con componente sélido y en algunos casos,
calcificaciones irregulares (242). Su infrecuente apariencia quistica corresponde a fendmenos de necrosis
o hemorragia intratumorales.

Su potencial de malignizacién es bajo (10-15%) con baja capacidad de metastatizacion (243). No
obstante, dada la juventud habitual de las pacientes, suele indicarse su reseccidon quirurgica, y su
prondstico posterior es excelente (supervivencia > 98% a los 5 afios)

Tumor Neuroendocrino con degeneracion quistica (TNEQ).

Los pancTNEq son también lesiones infrecuentes (entre 6-36% de todos los TNE pancredticos que ya
de por si tienen una baja incidencia, de 0,48 por 100.000 habitantes y afio (244). Son ligeramente mas
prevalentes en el sexo masculino y en edad media (50 afios). No tienen una localizacién preferente a lo
largo de la glandula pancreatica, y no comunican con el arbol ductal.

Se originan en las células endocrinas pancreaticas y son esencialmente una degeneracién quistica por
fendmenos de necrosis y hemorragia intratumoral a partir de un pancTNE sélido. Presentan paredes
gruesas que realzan en pruebas radioldégicas.

La mayoria de ellos (80-90%) son tumores no funcionantes, por lo que su sintomatologia suele ser
inespecifica, e incluso inexistente, lo que contribuye a dificultar su diagndstico diferencial con el resto de
LQP. En torno al 10% surgen en pacientes con sindrome MEN-1 (245). Hasta un 80% pueden expresar
receptores de somatostatina y ser detectados mediante Gammagrafia.

Algunos autores defienden clasificarlos como un subtipo independiente, por presentar caracteristicas
morfoldgicas tipicas y un mejor pronéstico a largo plazo, con menor tendencia a la invasion linfovascular
y perineural y a la metastatizacion (246). A pesar de ello, su comportamiento suele ser mas agresivo a
mayor tamafio (> 2cm), a medida que aumenta su componente sélido (247) o cuando aparecen sintomas,
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y a nivel histolégico, cuando presentan un grado histolégico alto, el indice de proliferacidn Ki-67 es del 3%
o superior, o presentan invasion linfovascular (248).

Oftras Lesiones Quisticas benignas.

Son lesiones intrinsecamente benignas que no requieren seguimiento a largo plazo. La mayoria de las
veces su diagndstico es casual, excepto en contadas excepciones, generalmente cuando alcanzan un
tamafio importante, en las que pueden llegar a producir sintomas por sobreinfeccién o compresion. Por
su escasisima incidencia, no se describiran de forma individual, a excepcidn de las lesiones linfoides por
interés de este estudio.

Quiste Linfofepitelial.

Suponen el 0,5% de todas la LQP. Son mds habituales en varones con una proporcién 4 : 1,y a la edad
media de 56 afios. No tienen una localizacién preferente a lo largo de la glandula pancredtica, aunque
algunos estudios describen cierto predominio distal. No comunican con el drbol ductal (249).

Histoldgicamente son lesiones quisticas revestidas por un epitelio escamoso estratificado anucleado
rodeado de tejido linfoide denso con foliculos linfoides.

Suelen ser asintomaticos o causar sintomas inespecificos (dolor abdominal), detectdndose de forma
incidental.

No tienen capacidad de malignizacién, aunque algunos autores describen que pueden elevar
determinados marcadores tumorales seroldgicos como el Ca 19.9 y el CEA (250), que pueden conducir a
errores diagndsticos.

Si no produce sintomas y el diagndstico es firme, pueden tratarse de forma conservadora.

Linfangiomas.

Los linfangiomas quisticos pancredticos son poco frecuentes, suponen menos del 1% de todos los
linfangiomas y el 0,2% del total de LQP (251). Son lesiones congénitas, por lo que suelen diagnosticarse
durante la infancia, aunque cuando son indolentes, circunstancia habitual en los linfangiomas
pancreaticos (252), pueden detectarse a edad adulta, mas frecuentemente en el sexo femenino (253).

Fisiopatolégicamente son malformaciones congénitas benignas que se originan en el sistema linfatico,
de origen no aclarado. Estan constituidas por una proliferacién de cavidades linfaticas revestidas por
epitelio cuboidal y obstruccidn del flujo linfatico, que les da un aspecto multiloculado. La pared del quiste
contiene con frecuencia células musculares lisas, linfocitos e histiocitos espumosos.

Como ya se ha comentado, con mayor frecuencia seran asintomaticos, aunque pueden alcanzar un
gran tamafio (tamafio medio: 12,7 cm) (254) y causar una masa palpable o dolor abdominal.

Aunque son lesiones benignas, si crecen, existe indicacidén de reseccion quirurgica, que no siempre se
consigue de forma radical.

c. Diagndstico de las Lesiones Quisticas Pancredticas

En lineas generales, el diagndstico de las LQP se fundamenta en el andlisis conjunto de la informacién
derivada de diferentes fuentes:

- el contexto demogréfico y clinico del paciente.

- los hallazgos morfoldgicos en pruebas de imagen (TAC-MD y RM/CPRM) y USE.

- el andlisis de marcadores en LIQ obtenido por USE-PAAF, incluyendo citologia, analisis
bioguimico o analisis genédmico.
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- otros estudios avanzados, principalmente endoscépicos, como la USE con contraste harmdnico
(CH-USE), la USE- TTNB (trough the neddle biopsy, a través de la aguja de biopsia segun sus
siglas en inglés) o la Endomicroscopia confocal.

Hoy en dia no existen marcadores serolégicos disponibles que hayan demostrado utilidad en su
diagndstico, mas allda del Ca 19.9 como marcador de malignidad. Ademads, no todas estas técnicas
diagndsticas estan disponibles en muchos centros hospitalarios, como ocurre en el caso de este estudio,
especialmente la endoscopia avanzada o los estudios de gendmica.

A continuacion, se describirdn brevemente cada una de estas herramientas, junto con su rendimiento
diagnodstico. Posteriormente, en la discusion de esta tesis doctoral, se analizard su eficacia, siendo este
uno de los principales objetivos de este estudio de investigacion.

Contexto demoagrdfico v clinico.

Determinadas caracteristicas demograficas del paciente, junto con la localizacién de la LQP y el
contexto clinico, pueden ayudar a establecer una primera sospecha diagnéstica y a estratificar el riesgo.

Como ya se ha descrito previamente de forma individual, el diagnéstico de cada subtipo de LQP puede
ser mas frecuente en un sexo concreto y en una determinada franja de edad, pudiendo también
presentarse con mayor asiduidad en localizacion distal (cuerpo-cola) o variable, dentro de la glandula
pancreatica.

Asi, las colecciones inflamatorias derivadas de PA y PC son mas habituales en varones, de mediana
edad y con habito endlico y/o tabaquico. Las TPMI también son ligeramente mas frecuentes en varones,
entre los 50-60 afios, sin que en este caso se asocie con consumos perjudiciales. Algo similar ocurre con
los pancTNEq, ligeramente mas prevalentes en el sexo masculino, en torno a los 50 afios de edad.

El resto de LQP suelen ser mas habituales en el sexo femenino, con las siguientes especificaciones:

- Los pancTSSPqg son muy caracteristicas de mujeres jévenes (> 90%).

- Los MCN son practicamente exclusivos de mujeres (98%) perimenopdusicas (40-50 afios).

- Los CAS también predominan en el sexo femenino, pero con mayor edad media al diagnéstico,
entre la 62-72 décadas de la vida.

- Los SMC predominan en mujeres de mediana edad, con una proporcién 2,8 : 1.

Con relacién a su localizacion en la glandula pancreatica, la tendencia suele ser la siguiente:

- Localizaciéon distal (cuerpo-cola): mds frecuente en colecciones inflamatorias, MCN,
pancTSSPq, SMC, quiste linfoepitelial.
- Localizacién variable: habitual de TPMI, CAS, pancTNEq o linfangioma.

Con relacidn al contexto clinico, es importante recordar que la mayoria de las LQP son asintomaticas
e incidentales. A pesar de ello, podemos definir determinados escenarios clinicos en algunos casos.

Si la LQP se identifica en el contexto de una PA, en un paciente varén y con consumo perjudicial de
alcohol es muy sugestivo de coleccidn inflamatoria. También esta opcidn es caracteristica de pacientes
con PCy factores de riesgo para su desarrollo (alcohol y tabaco, PA recidivante...) aunque hay que tener
en cuenta en este escenario, que su presentacion puede ser insidiosa, y que el paciente puede no describir
episodios previos compatibles con reagudizaciones de su PC, o incluso esta puede no estar diagnosticada
previamente.

Sin embargo, el contexto inflamatorio de un paciente no descarta al 100% que una LQP pueda tener
un origen diferente. Algunas LQP no inflamatorias, mas frecuentemente mucinosas como la TPMI, pueden
producir sintomas obstructivos en forma de dolor abdominal o PA (hasta 15-21% segun las series (255)),
pero también ictericia, insuficiencia pancreatica endocrina (DM) y exocrina (IPE). El mecanismo
fisiopatoldgico en estos casos es doble: por un lado, en su crecimiento colapsan el conducto pancreatico
del que dependen, y por otro, la hipersecrecion mucinosa puede condicionar su obstruccién. Asi, estas
lesiones se convierten en origen y no consecuencia del proceso inflamatorio subyacente y pueden ser
confundidas con colecciones inflamatorias en los estudios radioldgicos (256).
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Ademas, cuando las LQP-M son sintomaticas, su riesgo de malignizacién es mayor. La PA, el debut
diabético, o el peor control glucémico de una diabetes preexistente, se consideran signos preocupantes
(worrisome features, WF segun sus siglas en inglés) de riesgo intermedio, cuando estan relacionados con
el quiste. Eincluso laictericia se considera un signo de alto riesgo (high risk stigmata, HRS segun sus siglas
en inglés) (181).

En el caso de las MCN, el sintoma mas frecuentemente relacionado es el dolor abdominal inespecifico,
sin olvidar que en general, lo mas frecuente es que sean lesiones asintomdticas. Este dolor se atribuye
normalmente a lesiones de gran tamario, debido a su localizacidn preferiblemente distal. El crecimiento
rapido de la lesion durante el embarazo, puede ser también un dato sugestivo (207,210).

Los CAS, también con gran frecuencia asintomaticos, pueden presentar dolor abdominal inespecifico
en un 27% de los casos, seguidos de lejos por sintomas pancreatobiliares (9%) y DM (5%). La frecuencia
de estos se relaciona directamente con el tamafio de la lesién, especialmente a partir de los 4-5 cm (238),
y su presencia es el principal motivo que justifica su reseccién quirirgica.

El resto de LQP comentadas no presentan sintomas caracteristicos, siendo la mayoria de pancTSSPq,
pancTNEq (80% no funcionantes), quistes linfoepiteliales y linfangiomas lesiones asintomaticas, excepto
en casos de gran tamaiio.

Los sintomas constitucionales como la pérdida de peso inexplicada o la anorexia, deben hacernos
descartar la naturaleza maligna de la lesidn, y en su ausencia, la posible existencia de una IPE subyacente
por obstruccién ductal.

Pruebas de imagen.

Normalmente son el primer estudio diagnéstico a realizar, y su rendimiento es diferente segun se
considere su capacidad para identificar especificamente el tipo de LQP, o su capacidad para identificar
malignizacion subyacente.

Diagnostico diferencial entre las distintas LQP

El TAC-MD, la RM/CPRM o la USE, suelen ser el primer paso en el proceso diagndstico. Permiten
identificar caracteristicas morfolégicas tipicas de cada lesidon que pueden orientar hacia su diagndstico
especifico, como el tamafio, la localizacidn, el grosor o ecogenicidad de su pared, la comunicacién con el
CPP, la presencia de calcificaciones o septos, etc... Algunas de las mas frecuentes pueden verse resumidas
en la tabla 11.

Segun datos publicados en la literatura, en la actualidad, con las modalidades de imagen mads
avanzadas, la exactitud diagndstica ante una LQP se situa en torno a un 47-78% (181). Esta precision sigue
siendo relativamente baja, utilizando una sola modalidad de imagen o combindndolas, tanto para
identificar el tipo especifico de LQP (257), como para diferenciar ante LQP pequefias los verdaderos
quistes epiteliales del resto, o para identificar la conexién con CPP (189).

Analizando individualmente cada modalidad, se puede ver como el rendimiento descrito es variable
entre las distintas series y, ademas, se ha ido modificando con el tiempo y los avances experimentados
por estas técnicas.

Para el TAC-MD, en un estudio ya cldsico publicado por Procacci et al. en 1999 (258), se describié una
exactitud diagndstica para cualquier LQP del 60%. Unos afios mas tarde, en 2008, Fisher et al. redujo la
eficacia de esta técnica a solo el 39% (259). En un metaanalisis reciente de 2020, ya con TAC-MD, se
describié una exactitud diagndstica del 39-45% (260). En otras publicaciones también recientes, la
precisién descrita para identificar el tipo especifico de LQP oscilaba entre el 40-81% (261).
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Demografia PQ CAS TPMI- TPMI-RS MCN TSSPq TNEq Quiste Linfangioma
morfologia y (262) (238) CP/Mx (181) (214) (241) (244) linfo- (264)
clinica (181) epitelial
(263)
Edad 62-72 década 52.72 52.72 52.72 42.52 22-32 52-62 década 62 década Infancia
década décadas décadas décadas décadas.
Sexo 75% Varén 70% Mujer 55-60% 55-60% >95% Mujer 90% Mujer 60% Varén Varén Mujer
Varén Varén
Localizacién 65% Distal Indiferente Indiferente Indiferente Distal Distal Indiferente Distal Indiferente
Solitario vs Variable Solitario Solitario/ Variable Solitario Solitario Solitario Solitario Solitario
multifocal variable
Sintomas Dolor, PA, Incidental, Incidental, Incidental, Incidental, Incidental, Incidental, Incidental Incidental, dolor
incidental dolor ictericia, pancreatitis dolor dolor 80% no dolor abdominal
abdominal pancreatitis IPE abdominal, abdominal funcionante abdominal
pancreato- IPE crecimiento
biliar durante
5%DM embarazo
Potencial No 1% 35-85% 1-38% 10-37 % 10-15% 10% No No
maligno
Radiologia
Morfologia Redondo, Panal de Dilataciéon Ovalado o Redondo Sélida- Sélida- Redondo, Redondo,
ovalado abeja tubular tubular ovalado quistica quistica ovalado ovalado
Detritus
(WON) alta
atenuacién
Pared, Septos Unilocular, Micro- Variable Variable Micro- Capsula Pared hiper- Unilocular Multiloculado
Pared gruesa quistico quistico engrosada vascular capsula
hipercaptante
Calcificacién No. En PC, Cicatriz No No Curvilinea Periférica Periférica +/_ No
ductales y calcificada en  pared
parenquimato estrellada del quiste.
sas central 40% Infrecuente
CPP-Com Si/variable No Si Si No No No No No
RM T1 hipo, T2 T1 hipo, T2 T1 T1 T1 hipo, T2 T1 hiper, T2 T1 hipo, T2 T1 hiper, T1 hiper, T2 hipo
hiper. Cépsula hiper hipo/hiper, hipo/hiper, hiper hiper hiper T2 hipo
hiperecoica T2 hiper T2 hiper

Tabla 11. Caracteristicas morfoldgicas y radioldgicas tipicas de diferentes LQP. Abreviaturas: CAS: Cistoadenoma seroso; CPP-
Com: comunicacion con el Conducto pancredtico principal; IPE: Insuficiencia pancredtica exocrina; MCN: Cistoadenoma mucinoso;
PA: Pancreatitis Aguda,; pancTNEq: Tumor Neuroendocrino pancredtico quistico; pancTSSPq: Tumor sdlido pseudopapilar pancredtico
quistico; PC: Pancreatitis Cronica; PQ: pseudoquise; TPMI-CP: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal de Conducto Principal; TPMI-Mx:
Tumor Papilar Mucinoso Intraductal Mixto; TPMI-RS: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal de Rama Secundaria.

En general, aunque existe poca bibliografia que las compare, la TAC-MD realizada con protocolo
pancredtico y la RM/CPRM se han considerado técnicas de rendimiento equiparable para la
caracterizacién de LQP (265,266). A pesar de ello, la prevalencia de LQP notificada en estudios con TAC se
sitla en torno a un 2,1-2,6% (191), frente al 13,5-45% descritas en estudios mediante RM (182,192,243).
Esto probablemente es debido a la mayor resolucién de contraste de la RM, que le confiere una mayor
sensibilidad, pero no mayor especificidad (182).

La TAC-MD normalmente se prefiere para la deteccion de calcificaciones parenquimatosas, murales o
centrales, y especialmente para diferenciar los PQ asociados a PC del resto de LQP (267). La RM/RMCP
tiene mejor resolucion de tejidos blandos y es mas sensible para identificar la comunicacién con el CPP y
la presencia de nddulos murales o septos internos, asi como la presencia de detritus o hemorragia
intraquistica. También identifica mejor la presencia de LQP multifocal (268).

En general, la RM es la modalidad de imagen indicada para un primer diagnédstico y caracterizacion de
las LQP, y para su seguimiento, ya que cuenta con la ventaja de no exponer al paciente a radiacién
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ionizante. Su precision notificada para identificar el tipo especifico de LQP es de 40-95% (261). Sin
embargo, la RM cuenta con inconvenientes importantes como su menor disponibilidad y su mayor coste.

Estas desventajas las comparte también con la USE que aporta algun inconveniente mas, como el
hecho de ser una prueba invasiva, con necesidad de sedacién profunda, y también ser una técnica muy
operador-dependiente (269). Con cierta variabilidad entre series, la precision notificada de la morfologia
de la USE por si sola para diferenciar la LQP-M de LQP-NM es relativamente baja (48-94%), con una
sensibilidad del 36-91% y una especificidad del 45-81% (182,270). En general, es mejor que el TAC-MD y
la RM para detectar lesiones multifocales y para identificar nédulos sélidos. A pesar de todo, su principal
ventaja es que su realizacion permite la toma de muestras mediante PAAF o BAG para su andlisis
bioquimico o histolégico posterior. Por esta razén, las GPC la recomiendan como suplemento a las
anteriores, siempre que su realizacién pueda suponer un cambio en la estrategia diagndstico-terapéutica
(182), es decir, cuando la LQP presente caracteristicas clinicas o radioldgicas preocupantes identificadas
durante la investigacidn inicial o el seguimiento (sintomas, HRS/WF). Contraindicaciones relativas para la
realizacién de USE-PAAF son una distancia >10 mm entre el quiste y el transductor, o un alto riesgo de
hemorragia por la existencia de alguna coagulopatia o el uso de anticoagulantes/antiagregantes. Con
estas precauciones, la USE-PAAF es un procedimiento seguro con un riesgo bajo de complicaciones en
torno al 2-3% (182). El LIQ extraido puede remitirse para citologia, para andlisis de marcadores
bioquimicos, o para estudios gendmicos. El rendimiento de todos ellos de forma individual se analizara
individualmente mds adelante. En lo que si se ponen de acuerdo los distintos autores es en afirmar que la
combinacién de diferentes pruebas y analisis como la USE, la citologia y los marcadores bioquimicos del
LIQ, proporcionan una mayor precision diagndstica para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM que cualquiera de
ellas por si solas (271,272).

Diagnostico de malignidad

Segun datos publicados en la literatura, en la actualidad, la capacidad predictiva de DAG/Cl en las LQP,
de las modalidades de imagen mas avanzadas es variable, y se sitla en torno a un 73-97% (273).

TAC-MD, RM y USE se han descrito como equivalentes en el diagndstico de TPMI con DAG/CI (274),
aunque el TAC-MD suele ser la técnica indicada cuando se sospecha malignidad, para valorar la afectacion
vascular, peritoneal o metastasica.

En el estudio cldsico de Fisher et al. la tasa de precisién referida para el TAC-MD en la prediccion del
potencial maligno de las LQP fue del 60% (259). Publicaciones posteriores, le conceden una precisién
diagndstica superior, del 74-78% (275). En el metaanalisis reciente de Abraham et al. se especifica una
sensibilidad de 36-71% y una especificidad de 64-100% (260).

En el caso de la RM, las precisiones publicadas son similares al TAC-MD, entre el 74-75% para
identificar malignidad (275). Otro metaanalisis actual mostré para la RM una sensibilidad del 76% y una
especificidad del 80%, con un aumento de la precision diagnéstica de malignidad hasta un 81% cuando se
combinan ambas técnicas (TAC-MD y RM) (276). Un estudio publicado en 2018 por Hwang et al. sugirid
que la RMN/CPRM tiene un mejor rendimiento diagndstico incluso que la USE para diferenciar los TPMl y
los MCN pancredticos malignos de los benignos (277), pero faltan pruebas concluyentes.

Los datos sobre la capacidad de la USE para diferenciar entre LQP benignas y malignas son
contradictorios (278). La modalidad HC-USE (USE con contraste arménico, harmonic contrast-USE por sus
siglas en inglés) consiste en utilizar contrastes ecograficos simultdneamente a la realizacién de una USE.
Estos contrastes proporcionan informacién sobre la microvascularizaciéon, mejorando especialmente la
caracterizacién de nédulos murales con sospecha de malignidad. La presencia de hiperrealce de un nédulo
mural, de una masa sélida o de tabiques intraquisticos aumentan la probabilidad de transformacién
maligna, por lo que debe considerarse la realizacién de una USE-PAAF/BAG.

En una revisidn sistematica reciente, se compard la rentabilidad diagndstica de ambas modalidades
(USE convencional y HC-USE) en la deteccién de nédulos murales con sospecha de malignidad. La USE
estandar demostré una sensibilidad de 88,2%, una especificidad de 79,1%, y una precisién diagndstica de
89,6%, mientras que la HC-USE mostré una sensibilidad de 97%, una especificidad de 90,4% y una
precisién diagndstica de 95,6% (279). Como inconveniente, se ha observado cierta discordancia entre
observadores con los diferentes contrastes disponibles (270). En conclusién, la HC-USE parece superior a
la USE estandar y a la TAC-MD para la identificacién de nédulos murales sospechosos de malignidad (280).
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Las distintas GPC describen, ademds de los nédulos murales, otros signos de alarma que aumentan la
probabilidad de transformacién maligna en una TPMI. Aunque estan descritos concretamente para el
manejo de este tipo de LQP, es habitual que también se considere su presencia en el manejo de otras
lesiones, especialmente mucinosas. Se clasifican en signos de riesgo muy alto (HRS) o signos de riesgo
intermedio (WF), y estos pueden ser clinicos o radioldgicos. Se resumen en la siguiente tabla:

High Risk Stigmata (HRS) | Worrisome Features (WF)

Clinicos: Clinicos
Ictericia obstructiva Pancreatitis Aguda
T ca19.9en sangre

Debut diabético o exacerbacién

de DM previa
Radioldgicos: Radioldgicos
Nédulo mural > 5mm o Tamafio quiste > 30mm*

componente sélido )
Nédulo mural < 5mm

CPP dilatado > 10mm .
Engrosamiento paredes

Citologia + (o sospechosa)
CPP dilatado 2 5mm y < 10mm

Cambio abrupto de calibre del CPP
con atrofia pancreatica distal

Linfadenopatias

Crecimiento > 2,5mm al afio

Tabla 12. Descripcion de signos de riesgo alto (HRS) y moderado (WF) segun las principales GPC. * Segun las Guias de Fukuoka
(185). La guia europea establece un tamarfio de 40mm (182).

La presencia de HRS tiene un alto VPP para neoplasia avanzada, que oscila entre 56 y 89 %. La presencia
de WF también tienen un alto VPP, aunque menor en comparacién con la presencia de HRS. La ausencia
de estos hallazgos de imagen, por el contrario, es consistente con un bajo riesgo de malignizacién (281).
Es dificil encontrar en la literatura datos concretos sobre la precisién diagnéstica de cada uno de estos
signos por separado. En un estudio de cohortes realizado en mas de 367 LQP-M con confirmacion
histoldgica, la dilatacién del CPP y la presencia de nédulos murales fueron predictores independientes de
malignidad, con la siguiente rentabilidad (282):

= El CPP dilatado (> 5mm) presentd una exactitud diagnédstica de 73,3%, una sensibilidad de
63,3%, y una especificidad 78%.

= la identificacién de nédulos murales presentéd una exactitud diagndstica de 77,7%, una
sensibilidad de 59%, y una especificidad 86,4%.

Lo que si parece claro, es que el riesgo de DAG/CI es mayor si se identifican simultdneamente 2 o mas
de estos signos de riesgo en una misma LQP, y que este riesgo aumenta exponencialmente, conforme lo
hacen el nUmero de HRS/WF (181)

Citologia

Aunque la citologia es muy especifica (83-100%) (283,284), es relativamente insensible (27-48%), lo
que da lugar a una precisidn diagndstica baja (8-59%) (271,272,284). En un metaanalisis reciente, el
analisis citoldgico del LIQ mostré una sensibilidad del 42% y una especificidad del 99% para diferenciar la
LQP-M de LQP-NM (285).

El estudio citoldgico permite identificar epitelio mucinoso y también mucina que se tifie fuertemente
con eosina. Su presencia se interpreta a favor de neoplasias mucinosas (TPMI, MCN, ACDP y carcinomas
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coloides) y permite descartar neoplasias no mucinosas como (pancTNEq, pancTSSPq, CAS y carcinomas
de células acinares) (286).

Cada tipo y subtipo de LQP puede mostrar hallazgos citoldgicos que orienten hacia su diagnéstico. Asi,
las colecciones inflamatorias mostraran abundantes células inflamatorias, histiocitos y microcristales. En
las LQP-M, ademds de la mucina abundante, es posible identificar el epitelio mucinoso con incluso
diferentes grados de atipia si la celularidad es suficiente, pero la citologia no permite diferenciar TPMI de
MCN. Los CAS tienden a presentar citologias paucicelulares con fondo claro o hemorragico y macréfagos
cargados de hemosiderina en un liquido seroso y amarillo de baja viscosidad (287).

Otras neoplasias menos frecuentes que pueden degenerar a formas quisticas como los pancTSSPq y
los pancTNEqg suelen presentar citologias mds caracteristicas. Los primeros presentan una citologia
hipercelular de papilas fragmentadas con tallos fibrovasculares y matriz mixoide perivascular, revestidos
por células cuboidales monomarficas (287). Los segundos presentan la morfologia endocrina clasica que
incluye grupos poco cohesionados de células redondeadas o poligonales que ocasionalmente formaran
pseudorosetas, con nucleos redondeados y prominentes, de punteado fino “en patrdn de sal y papel”. La
USE-PAAF se considera el método mas preciso para diagnosticar los pancTNEq en comparacion con el
diagndstico por imagen y el andlisis bioquimico del LIQ. Hallazgos citolégicos compatibles con la
morfologia endocrina cldsica descrita, junto con las inmunotinciones caracteristicas (cromogranina y b-
catenina citoplasmica), puede proporcionar una confirmacién definitiva (288).

En el quiste linfoepitelial, la PAAF mostrard un liquido de distinta viscosidad segun los restos de
queratina, con un aspecto variable de seroso a blanquecino-caseoso, mas tipico de estas lesiones. Su
analisis citolégico mostrara las células epiteliales escamosas maduras o anucleadas, restos de queratina,
linfocitos, macroéfagos y cristales de colesterol (289). La presencia de epitelio escamoso acelular y
linfocitos en el contenido del quiste es el rasgo caracteristico diagndstico de un quiste linfoepitelial (287).
Si no se identifican las células escamosas, el diagndstico diferencial con otras lesiones linfoides es dificil,
aunque sus niveles de triglicéridos no son caracteristicos ni marcadamente elevados, por lo que podria
servir para diferenciarlos de los linfangiomas (290).

En el linfangioma, el aspecto lechoso del liquido aspirado también es muy sugestivo de su diagndstico
por su elevado contenido en grasas, aunque su aspecto también puede ser seroso o serohematico. La
citologia mostrard caracteristicas inespecificas, como linfocitos e histiocitos espumosos dispersos en un
fondo de material proteindceo amorfo. El alto contenido en triglicéridos en el analisis bioquimico del LIQ
puede confirmar el diagndstico de linfangioma; sin embargo, no siempre esta presente (287).

Para la deteccién de malignidad, la citologia puede afiadir también valor diagndstico. Obviamente, en
caso de observar células con DAG y considerarse positiva para malignidad, es una indicacion directa para
plantear cirugia. En un metaanalisis reciente se le concede una sensibilidad limitada del 50%, pero una
elevada especificidad de entre 83-100% (285). En centros con gran experiencia, la simple deteccién de
“atipia epitelial de alto grado” (sin necesidad de confirmar cambios displasicos) puede ser un importante
predictor de malignidad (185), que segiin un estudio presentd un 80% de exactitud diagndstica, superando
incluso el valor de los WF (291).

String-sign (signo de la cuerda)

Se define como la formacién de un filamento superior a 1 cm de longitud al contacto del LIQ con dos
dedos que se separan, y debe permanecer integro por mas de un segundo.

Su precision diagndstica se sitla en torno al 70%, con una sensibilidad para categorizar correctamente
una LQP-M del 59%, y una especificidad mucho mayor, de hasta un 95%, un VPP de 94%, y un valor
predictivo negativo (VPN) de 60% (292). Sin embargo, se ha descrito una gran variabilidad en su definicién
y en la evaluacion entre 2 observadores diferentes, por lo que se acepta Unicamente como una
caracteristica complementaria al resto del analisis (293). Su precisién diagndstica aumenta, cuando se
utiliza en combinacién con otras técnicas.
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Marcadores bioguimicos en liquido intraquistico

Son una de las herramientas diagnésticas mas utilizadas en practica clinica, aunque no siempre
presentan una adecuada precisidn. Los mas frecuentes son:

CEA (antigeno carcinoembrionario):

Uno de los datos mas importantes en el diagndstico diferencial entre LQP-M y LQP-NM consiste en
saber si la lesién produce o no mucina. Esto es lo que indica el nivel de CEA en LIQ, sin haberse
comprobado hasta el momento ninguna relacién con la malignizacidn del quiste (294—-296)

Un nivel de CEA en LIQ = 192 ng/mL puede distinguir LQP-M vs. LQP-NM con una precisidn diagndstica
en torno al 80%, una sensibilidad del 52-78% y una especificidad del 63-91% (294). En una reciente revision
sistematica y metaanalisis, se describid una sensibilidad de 58% y una especificidad del 87% (297). En
algunas LQP infrecuentes, como los quistes linfoides, los niveles de CEA pueden variar ampliamente y no
tienen utilidad como marcadores diagndsticos. Si el CEA esta elevado, debe considerarse junto con los
resultados citoldgicos para evitar un diagndstico erréneo como neoplasia quistica mucinosa (263).

Amilasa:

Un nivel elevado de amilasa permite inferir de forma indirecta que existe comunicacion con el CPP.
No es un marcador de mucinosidad, pero permite diferenciar LQP-M entre si, por ejemplo, TPMI vs MCN,
o descartar lesiones como el PQ (un nivel de amilasa < 250 U/L permite excluirlo con una sensibilidad del
44% y una especificidad del 98%) (296). Como su objetivo no es el diagndstico diferencial entre LQP-M y
LQP-NM, el andlisis de su precisidn diagndstica no sera objetivo de esta tesis doctoral, aunque sus niveles
si se han considerado en el estudio para establecer el diagndstico de subtipo concreto de LQP. Tal y como
ocurre con el CEA, en algunas LQP infrecuentes como los quistes linfoides, el nivel de amilasa puede ser
variable y dar lugar a confusidn, por lo que tampoco tiene valor diagnéstico en dicho contexto (263).

Glucosa:

Estudios recientes han venido demostrando que niveles de glucosa en LIQ menores de 50 ng/dL se
encuentran en lesiones productoras de mucina. Inicialmente se consideraba que la sensibilidad de este
hallazgo era alta (95%), pero su especificidad era mucho menor (57%), lo que indicaba un nimero nada
despreciable de falsos positivos. Sin embargo, un metaandlisis reciente le ha atribuido una sensibilidad y
una especificidad para identificar LQP-M de hasta 93% y 89% respectivamente (297), y otros estudios
también muy actuales indican una precisién diagndstica del 89% con un AUC de 0.87 y 0.91 (298), con un
rendimiento superior al CEA para identificar LQP-M (299). Su determinacién requiere menos volumen de
liquido y puede realizarse con un glucémetro junto al paciente, aunque a veces puede verse afectada por
su viscosidad (298).

En la tabla 13 se resume la informacion obtenida del analisis de LIQ para las principales LQP.

PQ CAS TPMI MCN pancTSSPq | pancTNEq Quistes
LINF
CEA g <5ng/ml >192 ng/ml >192 ng/ml Variable Variable Variable
(80%) (80%)
Amilasa i) 4 i) 4 4 4 Variable
Glucosa i iy <50 mg/dl <50 mg/dl Normal Normal é?
String-sign — — + + — — —

Tabla 13. Resumen de la informacién diagndstica obtenida del andlisis bioquimico del LIQ y el signo de la cuerda, para las

principales LQP.
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Marcadores biogquimicos en suero sanguineo:

Ya se ha comentado en varias ocasiones que no existen marcadores bioquimicos en suero que nos
permitan realizar un diagndstico diferencial entre LQPs o detectar precozmente su riesgo de
malignizacidén. Sin embargo, ante la identificacién de HRS/WF en pruebas de imagen, el Ca 19.9, conocido
marcador tumoral del ACDP, se recomienda por algunas GPC (182).

En la seccién previa de esta introduccion dedicada al ACDP se ha hablado detenidamente de él. Existe
poca informacidn publicada sobre el verdadero significado de su elevacién en LQP, sin embargo, algunos
estudios relativamente recientes lo identifican como factor independiente del riesgo de malignidad en
LQP-M, vy le atribuyen una sensibilidad limitada en torno a un 34,2%, con una mayor especificidad de
92,4% y una precision diagndstica del 73,8%, concretamente en TPMI (282,300).

En algunas LQP infrecuentes, como los quistes linfoides, tanto el CEA como el CA19.9 pueden estar
elevados en suero, por lo que debe tenerse precaucién para evitar una posible confusién con LQP-M (301).

Estudios Gendmicos

Mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacion aplicadas sobre el LIQ es posible identificar
mutaciones genéticas que permitan, no solo el diagndstico diferencial entre LQP-M y LQP-NM, sino
también caracterizar los diferentes subtipos de LQP-M, e identificar malignizacién.

En el diagndstico diferencial entre LQP, la mayor evidencia se encuentra en relaciéon con las TPMI.
Mutaciones en KRAS o GNAS son muy sensibles y especificas para su diagndstico. En un estudio
multicéntrico prospectivo, la identificacién de mutacidn en KRAS presentd una elevada especificidad del
96% pero una sensibilidad bastante baja del 45% (302). En otro estudio, la asociacion de KRAS y GNAS ha
demostrado una precision diagndstica del 94%, una sensibilidad del 91% y una especificidad del 97% (303).
Sin embargo, mutaciones en KRAS pueden identificarse también en otros quistes mucinosos, y la mutacidn
GNAS es mas especifica pero infrecuente.

En los CAS, existe bastante evidencia que demuestra que mutaciones en el gen VHL se identifican en
el 89-100% de los casos (185,304) con elevada especificidad.

Para el diagndstico de malignizacion, mutaciones o deleciones en genes como SMAD4, CDKN2A, TP53,
PIK3CA o PTEN presentan una sensibilidad baja de entre el 9-39%, pero con una elevada especificidad del
92-98% (297), y el gen SPINK1 ha surgido como una nueva herramienta para identificar malignizacién de
LQP-M, con sensibilidad y especificidad elevadas, aunque también presenta cierta utilidad en el
diagndstico diferencial (305,306). Un estudio prospectivo, que incluyé a 595 pacientes, encontré que la
combinacién de mutaciones de KRAS o GNAS y alteraciones en TP53, PIK3CA o PTEN tiene una sensibilidad
del 89% y especificidad del 100% para detectar neoplasia pancredtica avanzada (307).

A pesar de estos prometedores hallazgos, aun se requieren estudios para integrar las pruebas
moleculares a las pautas de diagndstico actual, no todas las LQP tienen un perfil de mutaciones
claramente definido, y lo mds importante, no es una técnica ampliamente disponible en muchos centros
hospitalarios.

Endoscopia avanzada

La utilidad y rendimiento diagnédstico de la USE se incrementa cuando se considera el desarrollo de
nuevas tecnologias como el uso de contrastes harmdnicos (HC-USE), la microscopia confocal (nCLE), o las
biopsias con pinza a través de la aguja (USE-TTNB). Sin embargo, todas ellas son técnicas no exentas de
inconvenientes, siendo uno de los mas relevantes su escasa disponibilidad, que limita su aplicabilidad en
la practica clinica diaria.

Ya se ha comentado brevemente como la HC-USE mejora la deteccién y caracterizacidon de nédulos
sélidos sospechosos en LQP, comparativamente con la USE convencional, pero también con el resto de
las pruebas de imagen.
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A continuacion, se repasardn algunos conceptos importantes del resto de técnicas de endoscopia
avanzada, junto con su rendimiento diagndstico, aunque ninguna de ellas ha podido ser considerada en
el estudio realizado en esta tesis doctoral, por falta de disposicién en nuestro centro.

La Endomicroscopia confocal (n-CLE: needle based-Confocal Laser Endomicroscopy), es una nueva
técnica que proporciona imagenes de alta resolucion mediante la introduccién de una sonda de fibra
Optica (0,85mm) a través de una aguja de 19G, permitiendo un analisis histolégico de la pared del quiste
en tiempo real. En diferentes ensayos clinicos se ha observado su superioridad con respecto al CEA, e
incluso a la USE-PAAF en la caracterizacidn de las LQP, con un rendimiento de hasta el 88%, y una precisién
diagndstica de hasta el 96% (291). Sin embargo, es una técnica no exenta de complicaciones como el
mayor riesgo de PA o hemorragia intraquistica. A esto debe afadirse su coste elevado, que prolonga el
tiempo de la exploraciéon, que la curva de aprendizaje del endoscopista es larga y que presenta cierta
variabilidad inter-observador. Ademas, su disponibilidad actualmente es escasa, en determinadas
situaciones presenta dificultades técnicas que impiden obtener una imagen adecuada, y no es una prueba
totalmente éptima para descartar malignidad, porque Unicamente permite visualizar una pequeiia parte
de la superficie interior del quiste (308).

La TTNB-USE (USE-Through The Needle Biopsy) consiste en introducir una minipinza (micropinza de
Moray) a través de una aguja de 19 G para realizar una biopsia directa de la pared del quiste. Diferentes
publicaciones han demostrado su utilidad en la caracterizacion de las LQP, con un rendimiento diagndstico
interesante, en torno al 62% para diferenciar LQP-M y LQP-NM, y de hasta el 71,5% para detectar
malignidad (309). Su principal inconveniente es su asociacidon no despreciable con efectos adversos de
hasta un 16% (11,5% en series mds recientes), la mas frecuente la hemorragia intraquistica. En una serie
publicada recientemente, se identificaron predictores de riesgo asociados a complicaciones en el
siguiente orden, de mayor a menor: diagnéstico de TPMI, nimero de pases (a mas pases mayor riesgo),
la edad (mas riesgo a mas edad) y la aspiraciéon completa del quiste. Asi, se identificé un grupo de alto
riesgo (asociado a un 28% de eventos adversos) conformado por pacientes mayores de 65 afios, con
diagndstico de TPMI en los que se realizan multiples pases (309). Por tanto, esta es una técnica en la que
resulta fundamental la seleccién adecuada del paciente para asegurar que la ratio riesgo / beneficio es
aceptable, y esta circunstancia limita incluso mas su rentabilidad diagnéstica.

El futuro nos permitira conocer su verdadera aplicabilidad e impacto en el proceso diagnéstico de LQP
y deteccién precoz de malignidad.

d. Manejo terapéutico de las LQP

Como ya se ha comentado a lo largo de esta introduccién, cuando nos encontramos ante una LQP, la
informacion derivada de las diferentes pruebas diagndsticas sirve para orientar la mejor estrategia
terapéutica, que basicamente presenta 3 posibilidades:

1. Cuando el riesgo de malignizacién es practicamente inexistente, o bien el paciente no es candidato
a seguimiento ni tratamiento, por edad o comorbilidades asociadas, puede ser dado de alta.

2. Cuando se trata de una LQP de aspecto benigno y sin signos de alarma, pero su origen es dudoso
o se sospecha origen mucinoso, es necesario establecer un seguimiento preventivo.

3. Cuando se trata de una LQP con signos de alarma y riesgo alto de malignizacién, hay que plantear
al paciente una reseccién quirdrgica.

Esta decision suele ser compleja por motivos ya referidos, recomendandose que siempre se tome de
forma multidisciplinar en el seno de comités de tumores pancredticos, y en hospitales de gran volumen.

La evidencia publicada durante los ultimos afios parece demostrar una baja tasa de transformacién
maligna de LQP asintomaticas que se diagnostican de forma incidental (0.12% anual), por lo que algunas
GPC empiezan a recomendar un seguimiento de “baja intensidad” o bien limitar el periodo de seguimiento
a 5 afios en lesiones estables y pacientes asintomaticos (183), con la excepcidn de pacientes muy jévenes
o con algun tipo de riesgo genético o familiar (181). Sin embargo, no existe un consenso que apoye de
forma taxativa esta recomendacion y, de hecho, diferentes publicaciones reportan riesgos variables de
malignizacién entre 1-18% en LQP conocidas y estables durante mds de 5 afios (310-312).
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La decisién de continuar o suspender el seguimiento debe siempre individualizarse y tomarse en
conjunto con el paciente, que debe estar bien informado de posibles riesgos y beneficios, y haber tenido
la oportunidad de resolver dudas. En casos claramente no candidatos a cirugia por edad, comorbilidades

asociadas o por rechazo personal, si parece légico suspender el seguimiento.

La decision suele apoyarse en las GPC dedicadas al manejo de diferentes LQP. Sin embargo, existe
cierta heterogeneidad en sus recomendaciones, en parte consecuencia de que cada una de ellas plantean
escenarios de aplicacion diferentes. Entre las GPC mas recientemente publicadas se encuentran:

= 2015, guias de la American Gastroenterology Association (AGA) (183): LQP asintomdticas e
incidentales.

= 2017, guias del American College of Radiologists (ACR) (184): LQP asintomaticas e incidentales.

= 2017, dltima revisidn de las guias internacionales de Fukuoka (185): exclusivas de LQP-M (TPMI y

MCN).

= 2018, guias del Grupo Europeo de Estudio de Tumores Quisticos del Pancreas (182): extensivas al
manejo de la mayoria de LQP en diferentes escenarios clinicos.
= 2018, guias del American College of Gastroenterology (ACG) (240): manejo de LQP en general.

= 2024, guias internacionales de Kyoto (181): manejo exclusivo de TPMI.

En la tabla 14 se muestra una comparativa de sus recomendaciones, poniendo de manifiesto sus
discretas discrepancias.

Seguimiento de LQP de bajo riesgo. Comparativa seguin diferentes GPC.
@ Quiste ACG AGA Europea IAP/Fukuoka®! | @ Quiste | ACR?
<lcm RM / 2 afios RM o TC/ afio. RM +/- USE/ 6 RM/TCalos 6 <1,5cm RM/USE/TC
N ) meses x 1 afio, meses y después anual x5y
x 4 afios D~espues ~/ 2 Después/12meses  cada 2 afios después cada 2
afios x 5 afios hasta no afios x 2
candidato a
cirugia RM/TC cada 6 1,5-1,9cm RM/USE/TC
meses x 1 afio con anual x 5 afios,
Después anual x 2 comunicacion  después cada 2
afios y después con CPP afios x 2
cada 2 afios
1-2cm RM / afio x 3 afios USE en 3-6 meses, 2-2,5cmcon RM/USE/TC
Después RM / 2 después RM-USE comunicacion  cada 6 meses x
afos x 4 afios alternas cada afio con CPP 4, después cada
USE en 3-6 meses, afio x 2, después
después RM-USE cada 2 afios x 3
alternas cada afio
1,5-2,5cm RM/USE/TC
sin cada 6 meses x4,
comunicacion  después cada
con CPP afio x2, después
cada 2 afios x3
2-3cm RM o USE / 6- >2,5cm RM/USE/TC
12meses x 3 afios, cada 6 meses x
Después RM 4, después cada
anual x 4 afos afio x 2, después
cada 2 afios x 3
>3cm RM-USE alternas RM-USE alternas >2,5cm RM/USE/TC
/ 6 meses x 3 cada 3-6 meses cada 6 meses x
afios, después 4, después cada
RM-USE alternas afio x 2, después
anual x 4 afios cada 2 afios x 3

Tabla 14. Resumen de las recomendaciones de diferentes GPC para el seguimiento de LQP. * dedicadas unicamente a TPMI. 2
varian segun grupos de edad. Tabla adaptada de Aziz et al, 2022 (236). Abreviaturas: ACG American College of Gastroenterology,
ACD American College of Radiology, AGA American Gastrointestinal Association, CPP Conducto pancredtico principal, GPC Guias de
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prdctica clinica, IAP International Association of Pancreatology, RM Resonancia Magnética, TC Tomografia computarizada, USE
Ultrasonografia endoscdpica. & Diémetro.

Asi, cada GPC recomienda sus propios esquemas de seguimiento y manejo terapéutico. En el siguiente
esquema se muestra el algoritmo de manejo, tanto terapéutico como de seguimiento, propuesto por las
guias de Kyoto, por ser las mas recientemente publicadas, con el inconveniente de estar dedicadas de
forma exclusiva al manejo de las TPMI.

The primary imaging methods are MRI/MRCP and MDCT.
EUS can be used for further investigation to findings of HGD / IC *.
Are any of the following “high-risk stigmata” of HGD / IC ® present?

i) obstructive jaundice in a patient with cystic lesion of the head of the pancreas
ii) enhancing mural nodule 2 5mm or solid component <
iii) main pancreatic duct 2 10mm
iv) suspicious or positive results of cytology (if performed, option)®

[o]
Are any of the following “worrisome fe ” present?
Clinical: i) acute pancreatitis
Consider surgery, i) increased serum level of CA19-9
if clinically iii) new onset or acute exacerbation of diabetes within past one year
appropriate © Imaging: iv) cyst 2 30mm

v) enhancing mural nodule < 5mm
vi) thickened/enhancing cyst walls
vii) main pancreatic duct 2 5mm and < 10mm
viii) abrupt change in caliber of pancreatic duct with distal pancreatic atrophy
ix) lymphadenopathy
x) cystic growth rate > 2.5mm/year

Yes Yes

Are any of the following factors present?
i) repeated acute pancreatitis to worsen patient’s quality of life
ii) multiple “worrisome features” augmenting the likelihood of HGD / IC* :
iii) young, fit for surgery ®
-

Surveillance

I What is the size of largest cyst? |

Surveillance with 1-6 month-interval
according to estimated risk

I <20mm I I 220mm and < 30mm | I 230mm |

Every 6 months’

6 months once, then every 6 months twice, then every
18 months, if stable 12 months, if stable ’

Progression

Stop surveillance Continue surveillance
if stable for 5 years, or

continue surveillance ®

Figura 13. Algoritmo de manejo para TPMI recomendado por la Guia internacional de Kyoto. Imagen tomada de Ohtsuka et al,
2023 (181).

Tras la reseccidon quirdrgica de una TPMI, se recomienda realizar un seguimiento del pdancreas
remanente de por vida, en tanto en cuanto el paciente sea buen candidato a cirugia. Este seguimiento
serd mas estrecho para TPMI-CP o en caso de haberse identificado DAG/CI en la TPMI resecada (182).

Las recomendaciones para el resto de LQP se pueden resumir como continda:

= CAS: Unicamente se recomienda su reseccién quirdrgica en caso de ser sintomaticos por
compresién de estructuras vecinas (via biliar, estémago, duodeno, vena porta...). Si el diagndstico
es certero y se mantienen asintomaticos, no requieren de ningin seguimiento especifico. En caso

de diagndstico incierto, pueden vigilarse, siguiendo una pauta similar a la recomendada para
TPMI-RS (182).

=  MCN: se recomienda cirugia en MCN sintomaticas, con algun factor de riesgo (como por ejemplo
un nédulo mural) o de tamafio > 40 mm. En caso de no cumplir ninguno de estos requisitos, se
recomienda seguimiento, preferiblemente con RM o USE (o una combinacién de ambas) cada 6
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meses durante el primer afio y posteriormente anual, hasta que el paciente deje de ser buen
candidato quirdrgico (182). Tras reseccidén quirurgica, si la reseccidn ha sido completa, no es
necesario ningun seguimiento sobre el pancreas remanente.

= pancTSSPq: se recomienda siempre la reseccion de estos tumores, y su prondstico postquirurgico
es excelente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, dada su infrecuencia, las series largas y
estudios de calidad son escasos (182).

= pancTNEqQ: se recomienda su reseccidn quirdrgica cuando su tamafio es > 2 cm. En casos
asintomaticos y lesiones < 2cm, se recomienda su seguimiento (182)

= Quiste linfoepitelial: Puede tratarse de forma conservadora cuando es asintomatico y el
diagndstico es aceptablemente seguro (lesidn de aspecto radiolégicamente benigno, citologia
por USE-PAAF negativa para malignidad en la que se identifiquen células epiteliales, y un CEA en
LIQ bajo) (249).

= Linfangioma: suele extirparse quirdrgicamente para evitar sintomas derivados de su crecimiento.
No siempre es posible su reseccidn radical, y en caso de resecciéon incompleta la recidiva es
frecuente. Sin embargo, tras resecciones completas, el prondstico es excelente (313).

=  Colecciones inflamatorias (PQ y WON): la mayoria se resuelven espontaneamente,
especialmente si son pequefias (< 4 cm). Sélo se recomienda drenaje en caso de sintomas y/o
complicaciones, lo que ocurre en menos del 10% de los casos. Una de las mas temidas es la
sobreinfeccién, mas frecuente en el caso de las WON (en torno al 30%) pudiendo llegar a triplicar
la mortalidad del paciente (10-15% si la coleccidn es estéril vs 30-45% si esta infectada). La mejor
estrategia de drenaje debe decidirse de forma multidisciplinar y seguir la estrategia step-up
approach (de menor a mayor invasividad), que ha demostrado disminuir la morbimortalidad
asociada, asi como la estancia hospitalaria y el coste sanitario. Normalmente se comienza por
técnicas de drenaje endoscdpico guiado por USE, por via transgastrica o transduodenal,
mediante la colocacidn de stents de aposicién luminal (tipo Axios®, Boston Scientific). Cuando
este no es posible o es insuficiente, se complementa con técnicas de drenaje percutdneo
(mdltiple gateway), siendo el drenaje quirdrgico el Ultimo recurso, por su alta tasa de
complicaciones asociadas (314).

Existen alternativas a la cirugia, en casos de contraindicacion o rechazo del paciente, mediante
técnicas menos invasivas, como la inyeccion de alcohol y otros quimioterapicos al interior de los quistes
o0 ablacién por radiofrecuencia. Sin embargo, son opciones todavia en desarrollo, no muy extendidas en
la practica clinica, salvo casos especificos.
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CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO.

a. Composicion de los liguidos bioldgicos. Concepto
de proteoma y peptidoma. 3Por qué investigar con
calorimetria®¢

Los diferentes liquidos biolégicos, como por ejemplo el suero o el plasma sanguineos, estan
compuestos por un conjunto de metabolitos entre los que predominan las proteinas. El conjunto de
proteinas que componen un liquido bioldgico recibe el nombre de proteoma (315).

El proteoma del suero/plasma humano es utilizado habitualmente en la medicina como indicador de
salud y enfermedad, y la medicién de sus diferentes concentraciones de proteinas, incluyendo técnicas
de electroforesis y otros ensayos inmunoquimicos, se consideran importantes herramientas de evaluaciéon
clinica. Las diferencias en su concentracidn o la interrelacién que estas proteinas tienen entre si, pueden
ser un marcador de infeccidn, inflamacién o producirse como consecuencia de la progresién de
enfermedades y procesos fisiopatoldgicos. El proteoma del suero/plasma humano estd constituido en un
99% por un pequefio nimero de proteinas predominantes (apenas 10 proteinas constituyen el 90%)(315),
en mayor o menor concentracién (desde pg/mL hasta varios mg/mL). Estas proteinas han sido
profundamente analizadas, y sus modificaciones relacionadas con diferentes estados de salud vy
enfermedad.

Al 1% restante, constituido por componentes minoritarios de los que apenas se tiene informacion,
pero que podrian resultar de cierta utilidad diagndstica (315), se le ha venido a denominar peptidoma.
Estas moléculas, numerosas pero presentes en muy baja concentracién, pueden combinarse con otras
proteinas mas abundantes o pesadas, lo que dificultaria todavia mas su identificacién y estudio. A este
concepto se le ha denominado interactoma. Segun esta teoria, determinados componentes y potenciales
biomarcadores de una determinada enfermedad, podrian estar unidos a albimina o a inmunoglobulinas,
formando complejos dificiles de evaluar por las técnicas habituales (316,317).

Si se acepta que los cambios producidos por una enfermedad se manifiestan no solo modificando los
niveles de determinadas proteinas individuales, sino también modificando sus interacciones, parece
razonable que, para establecer un diagndstico, se investiguen también determinados patrones de
interaccién proteica caracteristicos de un proceso patolégico determinado, mds que un biomarcador
concreto. Las técnicas de laboratorio habitualmente empleadas para el andlisis biolégico (analisis
bioquimico para cuantificacion de proteinas, electroforesis, espectrometria de masas...), buscan
identificar cambios en las concentraciones individuales de determinados componentes y establecer sus
valores habituales en individuos sanos y en distintas situaciones de enfermedad. El clinico,
posteriormente, podra comparar estos valores e inferir la presencia de una enfermedad, o incluso su
proceso evolutivo. Sin embargo, esta interpretacion individualizada de los cambios que una enfermedad
induce en un determinado marcador bioldgico podria ser insuficiente, y ser la razén de muchos falsos
positivos y falsos negativos que encontramos en los resultados de los estudios diagnésticos habituales.

Andlogamente a lo que ocurre con la sangre, el LIQ es otro liquido biolégico también constituido por
una mezcla de metabolitos entre los que destacan las proteinas. Por los cada vez mas habituales estudios
de protedmica realizados en LIQ, sabemos que su composicion es diferente entre los diferentes subtipos
de LQP, por tratarse de lesiones anatémica y fisiopatolégicamente heterogéneas (318,319).

A lo largo del desarrollo de esta tesis doctoral se ha comprobado cdmo la exactitud de muchos
marcadores bioldgicos aceptados para el diagndstico de ACDP y de LQP es insuficiente, identificando
imprecisiones relevantes. La situacién se ve agravada por el hecho de que ambas enfermedades sean, al
menos en sus estadios mas precoces, paucisintomadticas, y cuando existen sintomas, estos tienden a ser
inespecificos, tal y como se ha comentado durante la introduccidn. Esto fundamenta en ambos casos, la
necesidad de seguir buscando nuevas dianas diagnédsticas que mejoren la rentabilidad de los estudios ya
disponibles, en el caso del ACDP para optimizar su diagndstico precoz, y en el caso de las LQP, para su
mejor caracterizacion y prediccion del riesgo de malignizacién. Esto permitiria mejorar el prondstico de
una enfermedad tan temida como es el ACDP.
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El rendimiento de muchos de estos marcadores bioldgicos mejora, cuando se consideran de forma
simultdnea dos o mas, consiguiendo mejores porcentajes de sensibilidad, especificidad, y precision
diagnodstica. Por esta linea diagndstica de analizar simultdneamente datos provenientes de diferentes
fuentes de informacién, apuestan cada vez mas investigaciones en ACDP y LQP (318,320), pero también
en patologia inflamatoria pancreatica, muchas veces apoyandose en herramientas de inteligencia artificial
para la generacién de algoritmos de clasificacion (321,322).

La idea de buscar nuevos enfoques diagndsticos que analicen simultdneamente diferentes datos,
apoyados en herramientas de inteligencia artificial es la base de esta tesis. En este Ultimo concepto se
basa precisamente nuestra idea de investigar el potencial de la calorimetria como herramienta
diagnodstica en patologia oncolégica pancreatica y lesiones quisticas pancreaticas.

b. Calorimetria Diferencial de Barrido. Concepto de
Termograma

La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB o DSC por sus cifras en inglés: Differential Scanning
Calorimetry) es una técnica termoanalitica utilizada tradicionalmente para estudiar la estabilidad térmica
de las proteinas. Surgié en el afio 2007 como una herramienta novedosa en biomedicina, cuando por
primera vez, Chaires y su equipo, demostraron su potencial diagndstico realizando un analisis
calorimétrico del plasma sanguineo (315). Su aplicacién permite medir los perfiles de desnaturalizacion
térmica de un determinado liquido bioldgico, habitualmente suero o plasma (aunque no Unicamente), y
analizar el comportamiento de todos sus componentes simultdaneamente, cuando se someten a un barrido
de temperatura, es decir, cuando les aplicamos calor.

Especificamente, esta metodologia

Pressure consiste en comparar el comportamiento

térmico entre dos celdas con diferentes

Thermal — contenido: la primera con una solucién de

Shield - Jacket las proteinas a estudio (suero/plasma u

A, TR otros, con diluyente) y la segunda, de

g R control, Unicamente con diluyente.

Ambas celdas son sometidas a un

Main calentamiento constante y controlado,

Heaters i durante el cual, las proteinas de la

primera celda sufrirdn un progresivo
desplegamiento (figura 14).

Feedback Heaters

Figura 14. Esquema de un calorimetro tipico. Imagen tomada de Garbett et al, 2007 (315). Notas: S: Muestra a estudio; R:
muestra de referencia; AT: Diferencia de temperatura. Feedback Heaters: generadores térmicos.

Este proceso quimico inducido liberara o absorberd calor, y esto condicionard un desequilibrio térmico
entre ambas celdas. Para reinstaurar este equilibrio se utilizan unos generadores térmicos accionados
eléctricamente y conectados a las mismas. El comportamiento térmico de cada celda es diferente, dada
su diferente composicion (desplegamiento de proteinas), y la potencia aplicada por estos
retroalimentadores serd proporcional a los cambios de la capacidad calorifica (C,) que acompafian a las
reacciones de desnaturalizacidn y disociacién inducidas por el calor. La C, es el cociente entre la cantidad
de energia calorifica transferida a un cuerpo o sistema (en este caso, a la dilucién de liquido bioldgico o
dilucién neutra) y el cambio de temperatura que este experimenta.
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Figura 15. Termograma promedio de plasma de un individuo sano. La linea continua representa el promedio de desnaturalizacion
de cada uno de los componentes del plasma. El sombreado gris refleja la desviacion estdandar. Imagen tomada de Garbett et al, 2007
(315).

En el caso de los liquidos biolégicos (suero, plasma, y en esta investigacidn, LIQ) compuestos por una
solucion de proteinas y macromoléculas, el termograma proporciona una firma especifica para cada
muestra, reflejo de su composicion proteica (323). Ofrece por tanto una ventana y una base fisica Unicas
para analizar el proteoma en toda su integridad, incluyendo el denominado interactoma. Por ejemplo, un
ligando (peptidoma) unido a una proteina mayoritaria (proteoma), podria estabilizarla y producir un
aumento en su temperatura media de desnaturalizacién. Por el contrario, si un ligando tiene mayor
afinidad por la forma desnaturalizada de la proteina, se observara una disminucion en la temperatura
media de desnaturalizacién. Estos cambios en el patrén de desnaturalizacién térmica se pueden detectar
a través del termograma que, de esta forma, permite deducir diferencias en la composicion del liquido
analizado, pero también modificaciones o incluso interacciones entre sus diferentes metabolitos (324).

En los ultimos afios, este método se encuentra en expansion en el area biomédica para monitorizar el
comportamiento calorimétrico de diferentes liquidos bioldgicos complejos. Asi, vienen publicandose
investigaciones con calorimetria en suero/plasma sanguineo (325), pero también en el liquido sinovial
(326,327), el liquido cefalorraquideo (328), la saliva (329), la orina (330), ...etc.

2 05

£ Las diferentes enfermedades inducen
g o modificaciones en la composicion e interacciones de
-‘E las proteinas y macromoléculas que constituyen los
% 034 fluidos bioldgicos. Estos cambios modifican por tanto
(.:-, los termogramas, respecto del patron del mismo
T o2 fluido en un individuo sano. Las primeras
% publicaciones en este sentido fueron los resultados
;).’ 014 Garbett en el afio 2007, comparando muestras de
2 suero de pacientes diabéticos con distintos grados de
§ 0.0 enfermedad coronaria (figura 16).
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Figura 16. Termogramas obtenidos de muestras de suero de pacientes diabéticos, con enfermedad coronaria leve (lineas
continuas) y enfermedad coronaria severa (lineas discontinuas). Imagen tomada de Garbett et al, 2007 (315).

Asi, cambios de décimas de grados de temperatura podrian ser mucho mas significativos que los
pequeiios cambios de tamafio, forma o carga resultante de la uniéon de una proteina a un receptor
observado mediante electroforesis o métodos de espectrometria de masas (331). Desde aquella primera
publicacién de Garbett, son ya multiples las investigaciones publicadas que confirman la existencia
de cambios en los perfiles de la CDB en diversas enfermedades, respecto de los perfiles de sanos, como
por ejemplo en cancer de piel, cancer de mama, cancer de pulmdn, glioblastoma o
enfermedades neurodegenerativas (332—-337).
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Si bien la CDB no permite identificar, por el momento, quienes son concretamente los
actores intrinsecos entre todos los integrantes del fluido biolégico que ocasionan este cambio
calorimétrico en el termograma, si que aporta informacion relevante sobre la complejidad global del
proteoma, el peptidoma y el interactoma, convirtiéndose en una herramienta valiosa para el
diagndstico y la monitorizacion de muchas enfermedades, mediante la deteccion de los cambios
globales que estas inducen en los diferentes fluidos bioldgicos (338).

c. Biopsia Liquida Térmica (TLB: Thermal Liquid Biopsy)

Nuestro grupo de investigacion comenzd a aplicar la CDB a muestras bioldgicas en el afio 2015 (339).
En el afio 2018, en un estudio en colaboracidn con la Dra Garbett, pionera en la aplicacidn diagndstica de
la calorimetria, el grupo acuiié la expresion Biopsia Liquida Térmica (Thermal Liquid Biopsy o TLB por sus
siglas en inglés) para definir la técnica de la CDB aplicada a muestras bioldgicas de pacientes con diferentes
enfermedades (337,339-342). Desde entonces, venimos desarrollando con éxito esta técnica como
marcador bioldgico “composite” de las proteinas y otras macromoléculas que integran diferentes liquidos
bioldgicos en la salud y en la enfermedad.

Inicialmente el grupo desarrollé una metodologia de enfoque fenomenoldgico y analisis
multiparamétrico de los termogramas, que recibio el nombre de TLB-score, y que permitié publicaciones
en adenocarcinoma gastrico (339), melanoma (342), cancer de pulmon (343), esclerosis multiple (341), y
una primera investigacién en una pequefia muestra de LQP con LIQ (337). En concreto, en el estudio en
adenocarcinoma gastrico la TLB permitié diferenciar pacientes sanos de enfermos y sus diferentes
estadios (339). En el caso del melanoma, el analisis termografico del plasma fue capaz de correlacionarse
con el estadio clinico basado en criterios clinicos y de imagen, aportando informaciéon muy util para
detectar cambios en la enfermedad incluso antes de su manifestacion clinica (342). En el cancer de
pulmén, la TLB proporciond un score predictivo basado en los termogramas que se correlaciona muy
fuertemente con la presencia del tumor, lo que podia situarla como una técnica de cribado de esta grave
enfermedad (340). El estudio de 45 pacientes con esclerosis multiple y 40 pacientes control, demostré
que la TLB es capaz de discriminar con una certeza préxima al 80% a los pacientes con estadios iniciales,
momento en el que es especialmente relevante diferenciar la enfermedad de otros procesos neuroldgicos
(341).

En los ultimos afos, se ha investigado la implementacion de herramientas de inteligencia artificial
(algoritmos de aprendizaje automatizado o machine learning), siguiendo lineas de publicaciones recientes
(338,344,345) pero desarrollando una metodologia propia que se ha denominado i-TLB (intelligent-
Thermal Liquid Biopsy), y que ha sido recientemente publicada en la revista cientifica de primer cuartil
Advanced Intelligent Systems (346). Con esta nueva metodologia se han desarrollado las investigaciones
mas recientes en CCR y ACDP, desarrollando interesantes modelos de clasificacién que permiten
diferenciar al paciente sano del enfermo. Cuando estos modelos proporcionan un resultado positivo
(mayor que cero) el paciente es clasificado como portador de la patologia oncolégica, mientras que, si el
resultado es negativo (menor que cero), la patologia oncoldgica se descarta. Ademas, estos modelos i-TLB
parecen incluso mejorar su sensibilidad, manteniendo la especificidad, cuando se combinan con el analisis
de la sintomatologia mediante un modelo formado por variables clinicas denominado i-Clin (347).

A partir de estos conocimientos, |la hipotesis de esta tesis fue que el analisis calorimétrico del suero en
pacientes con ACDP, en diferentes estadios de diseminacién, y de LIQ de pacientes con diferentes LQP,
podria permitir identificar estas diferencias, facilitando el diagndstico precoz del ACDP o el diagnéstico
diferencial entre LQP, e incluso detectando cambios precoces inducidos por la transformacién maligna de
una LQP. Las herramientas de inteligencia artificial nos han permitido desarrollar modelos de clasificacion
mas sofisticados que interpretan mejor la informacién obtenida de los termogramas, y pueden analizar
datos con mayor variabilidad como, por ejemplo, los obtenidos en muestras de LIQ (348).
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El presente trabajo de investigacion constitutivo de tesis doctoral comprende dos estudios
independientes, aunque complementarios:

- el primero se centra en una muestra de 122 pacientes con ACDP reclutada de forma
prospectiva en dos hospitales terciarios de nuestro medio, analizando el estadio de la
enfermedad en el momento del diagnédstico y posibles variables que se relacionen con un
diagndstico mas precoz, incluyendo el analisis mediante iTLB de muestras de suero.

- el segundo se centra en una muestra de 35 pacientes con LQP reclutada también de forma
prospectiva en un hospital terciario de nuestro medio, analizando la eficacia de las diferentes
técnicas diagnésticas disponibles para su diagnéstico diferencial y la deteccién precoz de
malignizacidén, incluyendo el andlisis mediante iTLB de muestras de LIQ.
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o Estudio
del Adenocarcinoma
ductal de pdncreas.

HIPOTESIS.

= Para mejorar la supervivencia de los pacientes con ACDP es necesario optimizar su diagnéstico
precoz. Ante la ausencia de biomarcadores seroldgicos hay que centrar la atencién en otros
factores que pueden ser clave para sospechar su desarrollo en estadio preclinico.

= El andlisis conjunto de datos demograficos, sintomas inespecificos, factores de riesgo o
procesos patolégicos que pueden estar relacionados, asi como la revision de las caracteristicas
de los pacientes en los que se consigue cirugia RO, podrian incrementar el indice de sospechay
optimizar el diagndstico precoz.

= La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB), permite un analisis global de la composicion del
suero de estos pacientes, y puede ser una herramienta (til para su diagndstico precoz, lo que
seria especialmente relevante en poblacidn de riesgo medio en los que no existen programas
de cribado coste-efectivos.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

a. Objetivos principales.

e Realizar un estudio descriptivo de las caracteristicas demograficas y clinicas, factores de riesgo,
biomarcadores analiticos y resultados quirurgicos de los pacientes con ACDP en nuestro medio,
con el objetivo de identificar variables asociadas al diagndstico en estadios mas precoces,
preferiblemente resecables.

e  Obtener un modelo calorimétrico basado en biopsia liquida térmica (iTLB) a partir de muestras de
suero (modelo iTLBcpl) que permita diferenciar entre controles sanos y pacientes con ACDP,
analizando ademas su relacién con diferentes variables clinicas y demograficas.

b. Objetivos secundarios.

. Desarrollar un modelo calorimétrico basado en iTLB utilizando muestras de suero de pacientes
con ACDP, para clasificarlos segun estadios de resecabilidad, identificando de manera preferente
aquellos en estadios precoces con mayor probabilidad de reseccién curativa.
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MATERIAL Y METODOS.

Se realizé6 un estudio descriptivo observacional, de reclutamiento prospectivo y multicéntrico,
constituido por pacientes diagnosticados de ACDP siguiendo criterios clinicos, analiticos, histoldgicos y de
imagen. Posteriormente se realizd el estudio calorimétrico del suero de estos pacientes, y para la
elaboracién del modelo predictivo se incluyeron sueros de pacientes control donantes de sangre sanos.

a.Pacientes con ACDP.

Entre enero de 2014 y mayo de 2023, se reclutaron de forma prospectiva muestras de suero sanguineo
de 125 pacientes con diagndstico inicial de ACDP por prueba de imagen (TAC-MD), en el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa (HCULB) y en el Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS) de Zaragoza. Estos
son los 2 hospitales terciarios de mayor volumen de la Comunidad Auténoma de Aragdn, centros de
referencia autondmicos para patologia pancreatica.

El reclutamiento se produjo durante el ingreso hospitalario en el que se establecia el diagndstico de
ACDP, por lo que los pacientes no habian iniciado todavia ningun tipo de tratamiento oncoldgico. La
recogida de muestras fue largamente interrumpida por la pandemia COVID-19, entre enero de 2020 y
abril de 2021. La inclusion de pacientes se realizé tras proporcionar a cada uno informacién detallada,
verbal y escrita, facilitada por la autora de la tesis, sobre el contenido y objetivos del estudio de
investigacion y tras la obtenciéon de su consentimiento informado verbal y escrito, una vez que el paciente
habia podido resolver todas sus dudas y tras la firma de los documentos (ver anexos) Este estudio fue
aceptado por el Comité de Etica de Investigacion de la Comunidad Auténoma de Aragén (CEICA) con fecha
17 de abril de 2013, Acta N2 CP 08/2013 (ver anexos).

b.Pacientes control sanos.

Se consideraron inicialmente 118 muestras de donantes de sangre procedentes de una coleccién del
Banco de Sangre y Tejidos de Aragén y facilitada por el Biobanco del Sistema de Salud de Aragdn,
integrado en la Red Nacional de Biobancos. De los 118 sujetos, se excluyeron finalmente 3 por no disponer
de datos sobre sexo y edad de los mismos.

El grupo estaba constituido por sujetos sanos, caucasianos, sin evidencia de padecer ninguna otra
enfermedad oncoldgica. Se trata de una poblacién de distribucién homogénea, balanceada y ajustada en
edad con nuestra cohorte de pacientes con ACDP.

c. Criterios de inclusion y exclusion.

El reclutamiento de pacientes con ACDP se realizé conforme a los siguientes criterios de inclusién y
exclusion:

Criterios de inclusion:

e Ser mayor de 18 afios.

e Haber aceptado la participacion en el estudio y firmado el consentimiento informado.

e Diagndstico de ACDP mediante los criterios clinicos, analiticos y de pruebas de imagen indicados
en las GPC vigentes (140) en cualquier estadio TNM o de resecabilidad quirdrgica.

e Diagndstico de ACDP mediante los criterios clinicos, analiticos y de pruebas de imagen indicados
en las GPC vigentes (140) con cualquier performance status segun la escala ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group) (349).

e Haber sido evaluados por el Comité de Tumores pancreatobiliares del HCULB y del HUMS, con
toma de decisidn diagndstico-terapéutica multidisciplinar.
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Criterios de exclusion:

e Diagndstico de cualquier otra enfermedad neoplasica, infecciosa o inflamatoria no relacionada
directamente con el diagndstico de ACDP, en el momento de su inclusidn en el estudio.

e Presentar deterioro cognitivo que impida entender y firmar el consentimiento informado.

e Ser diagnosticado durante el estudio o posteriormente, de un diagndstico diferente a ACDP.

e Haber iniciado cualquier tipo de tratamiento relacionado con su proceso oncoldgico.

e Embarazo.

d. Variables recogidas

Se presentan esquematizadas en las siguientes tablas 15y 16:

VARIABLES GENERALES RECOGIDAS PARA EL ESTUDIO DE ACDP

Datos Edad Afos Modalidades Prueba de ECO CPRE
Demograficos Masculino diagnésticas imagen TAC PET/TAC
Clinicos Sexo Fermenino RM/CPRM USE
Gammagrafia
Leve (0-2)
ICC (Edad) Moderado (3-4)
Grave (> 5)
1-5
ECOG
5 Infrapeso < 18,5 A Colestasis: Brrb
IMC (kg/m?) Normopeso 18,5-24,9 Biomarcadores Tumorales: CEA
Sobrepeso 25-29,9 Suero Cal9.9
Obesidad > 30 Inflamatorios:PCR
Nutricionales: ProtT.
Alb
L Fumador e . Cabeza
Hablfo X Exfumador BICEIETEIEE e Cuerpo-cola
tabaquico No fumador deltumor Difuso
TNM I-11-11-1v
No diabético .
DM Debut diabético* Resecabilidad Resecable
Diabetes previa Borderline-resecable
Localmente Avanzado
Panf:rf-_'atitis si/ No Metastasico
Croénica (PC)
previa
; Ictericia . X L.
Sintomas Pérdida de peso** Anatomia Adenocarcinoma ductal pancreatico
Dolor abdominal Patologica
+/- dorsal
Pancreatitis aguda
Diarrea
Prurito
Otros
. B ACDP familiar . i
w Si Sindrome genético Supervivencia Meses
alto riesgo
genético Si/ No
No Fallecimiento
Fecha (dd/mm/aa)
Causa Progresion tumoral
Cirugia
Otros
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Tabla 15. Variables generales recogidas en el estudio de ACDP. * Diagndstico de DM en los 6 meses previos al diagndstico de
ACDP. ** Pérdida de peso inexplicada y > 5%. Abreviaturas: AP: Anatomia Patoldgica, Ca 19.9: Antigeno Carbohidrato 19, CEA:
Antigeno  Carcinoembrionario, =~ CPRE:  Colangiopancreatografia  retrégrada  endoscopica,  CTPH:  Colangiografia
Transaparietohepdtica, DM: Diabetes Mellitus, DPC: Duodenopancreatectomia cefdlica, ECO: Ecografia abdominal, PCR: Proteina C
Reactiva, PD: Pancreatectomia distal, PET: Tomografia por emision de positrones, Prot T.: proteinas totales, PT: Pancreatectomia
total, RM/CPRM: Resonancia Magnética/ColangioRM, TAC: Tomografia axial computarizada, USE: Ultrasonografia Endoscépica.

Interpretacion ICC corregido por edad: Factores de comorbilidad considerados: Infarto agudo de miocardio, Insuficiencia
cardiaca congestiva, Enfermedad arterial periférica, Enfermedad cerebrovascular, Enfermedad Pulmonar crénica, Ulcera
gastroduodenal, Enfermedad renal crénica, Leucemia o enfermedades linfoproliferativas, Hepatopatia, Neoplasia sélida (excluido el
tumor de piel no melanoma), Enfermedades del tejido conectivo.

Interpretacion ECOG: Valores entre 1y 5

Interpretacion Bilirrubina (mg/dL): elevada si > 1,2 mg/dlL, indicativa de obstruccion del conducto biliar, se considera HRS.

Interpretacion CEA (ng/mL): concentracién > 3 ng/mL indicativo de malignidad.

Interpretacion Ca 19.9 (U/mL): concentracion > 37 U/mL: indicativo de malignidad en ausencia de colestasis.

Interpretacion PCR: concentracion > 0,5 mg/dL sugestivo de proceso inflamatorio activo.

Interpretacion Proteinas totales: concentracion < 6,4 gr/dL marcador de desnutricion.

Interpretacion Albumina; concentracién < 3,5 gr/dL marcador de desnutricién.

VARIABLES DEL TRATAMIENTO QUIRURGICO RECOGIDAS PARA EL ESTUDIO DE ACDP
Tra.tafw Fecha dd/mm/aa Drenaje biliar Si / No. Fecha dd/mm/aa
quirdrgico prequirurgico
Modalidad Curativa Técnica CPRE
Paliativa CTPH
Si Curativa Técnica: ?DI_T_C Proétesis Plastica
PD Metdlica
Reseccién RO: Si / No
Si Paliativa Modalidad: Complicaciones
Derivacion
Gastrointestinal
Derivacion Biliar
Doble derivacién
Laparoscopia
Otras
Co_.mm Escala Clavien-Dindo | - Il - Il = [V -V * Bilirrubina a > 15mg/dL (Si / No)
quirdrgicas P
Tipo de complicacion Fistula pancreatica fecha de cirugia Valor en mg/dL
Hemorragia
Enlentencimiento
vaciado gastrico
Fuga/fistula biliar

Tabla 16. Variables del tratamiento quirdrgico recogidas durante el estudio de ACDP. *Complicaciones menores: Clavien-Dindo
I-ll;  Complicaciones mayores; Clavien-Dindo IlI-V. Abreviaturas: ACDP: adenocarcinoma ductal pancredtico, CPRE:
Colangiopancreatografia retrégrada endoscopica, CTPH: Colangiografia Transaparietohepdtica; DPC:
Duodenopancreatectomia cefdlica; PD: Pancreatectomia distal, PT: Pancreatectomia total.

e. Procesamiento de las muestras

De cada paciente con ACDP se obtuvieron 5 ml de sangre periférica, recogidos en tubo con gel
separador (BD Vacutainer®) en el momento de la inclusion en el estudio. Cada paciente, y sus muestras
correspondientes, fueron identificados con un cddigo interno asociado, con objeto de garantizar el
anonimato, siguiendo las normas descritas en el protocolo aprobado por el CEICA.

Las determinaciones analiticas, tanto bioquimicas (bilirrubina, PCR, albumina y proteinas totales),
como de los marcadores tumorales Cal9.9 y CEA, se realizaron en muestras frescas, en los laboratorios
clinicos del HCULB y HUMS, segun protocolo habitual, siguiendo controles internos y externos de calidad.

Para el andlisis calorimétrico, las muestras de sangre periférica se dejaron coagular y posteriormente
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, dentro de las 3 horas posteriores a la extraccién. El
suero resultante se distribuyé en alicuotas y se almacené a - 80° C hasta su analisis posterior. Previamente
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al andlisis en el CDB, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se centrifugaron y se
diluyeron en solucidn salina tamponada filtrada con fosfato (PBS) al 1:25, utilizando 400 pL para el ensayo.

f. Preparacion de termogramas

Como se ha detallado en la introduccidon dedicada a la CDB, los termogramas son graficas que
representan el comportamiento de un liquido biolégico al someterlo a un aumento controlado de
temperatura. Este comportamiento es consecuencia del desplegamiento o desnaturalizacién de las
proteinas y otras moléculas que lo componen. Esto supone una valiosa fuente de informacién sobre el
proteoma, el peptidoma y el interactoma del liquido analizado, es decir, sobre su composicién, pero
también sobre las interacciones entre sus diferentes componentes.

Los termogramas del estudio se obtuvieron a partir del andlisis de las muestras de suero mediante un
calorimetro de barrido diferencial VP-DSC capilar automatizado de alta sensibilidad (CBD MicroCal,
Malvern-Panalytical, Reino Unido). La linea basal del instrumento fue obtenida rutinariamente antes de
cada experimento. Para su andlisis, las muestras de suero fueron diluidas segun dilucién comentada
previamente. La velocidad de barrido fue de 1 °C / min, y el rango de escaneo de los 10° C hasta los 95°C.
En caso de que no fuera posible obtener un termograma a partir de una muestra de suero, el paciente se
excluia, aplicdndose un andlisis de caso completo sin valores de imputacion.

Posteriormente, los termogramas se procesaron mediante un software desarrollado por el grupo e
implementado en Origin 7 (OriginLab Northampton, MA, USA), que incluia la sustraccidn y correccién de
la linea de base, la interpolacidn para obtener puntos de datos distribuidos uniformemente en el intervalo
de temperatura (AT = 0,25°C) y la restriccién del andlisis al intervalo entre 40°C y 95°C. Posteriormente,
cada termograma se normalizo por su drea, previamente al analisis detallado de los cambios observados
en los mismos y su correlacién con los datos clinicos.

Las temperaturas y su valor de Cp fueron las variables predictoras del modelo de clasificacién obtenido,
cuatro por cada grado comprendido entre 402C y 952C (4 x 55), por lo que se disponia inicialmente de un
total de 221 temperaturas y posibles variables predictoras. Con el objetivo de reducir el nimero de
variables predictoras/temperaturas y evitar el sobreajuste, se redujo la informacién a cada grado de
temperatura (en lugar de cada 0,25° C), seleccionando la franja de temperatura en el que se detectaron
mayores diferencias, que fue concretamente entre 60° C y 80° C. Asi se consiguié reducir el numero de
variables predictoras a 21 (60° C, 61° C, 62° C...hasta 80° C).

g. Descripcion del modelo de  aprendizaje
automatizado.

La metodologia de andlisis se basa en la obtencién de un modelo de clasificacién, a partir de la
informacion obtenida de la forma de los termogramas. Esta informacion se obtiene, como hemos
comentado, al usar como variables predictoras las temperaturas, o mas concretamente, parejas de
temperaturas (y su valor de Cp), mediante la funcién K-Top-Scoring-Pair (KTSP) (libreria switchBox de R)
(350). KTSP se define como un método robusto de clasificacidn a partir de datos de alta dimensién basado
en un pequefio subconjunto de caracteristicas, que lo hace menos sensible al sobreajuste y
potencialmente facil de interpretar en términos bioldgicos. Tradicionalmente se ha planteado este tipo
de herramientas para analizar datos basados en dmicas. La aplicacidon de switchBox fue la propuesta
debido a las caracteristicas de alta dimensién de los datos obtenidos de los termogramas.

Al aplicar el paquete switchBox a los datos de termogramas, la variable predictora cuantitativa
continua (valor de Cp) se convierte en una variable dicotémica. El algoritmo de machine learning busca
parejas de temperaturas que permitan distinguir entre los termogramas procedentes de controles y los
termogramas procedentes de casos. Para ello, identifica parejas de temperaturas para las cuales se
cumple que, por ejemplo, en un paciente con ACDP, a la temperatura 1 (T1) el valor de C, (C,T1) es mayor
que el valor de C; a la temperatura 2 (C,T2), es decir C,T1 > C,T2, mientas que ocurre lo contrario en los
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pacientes control sano, es decir C,T1 < C,T2. De esta forma, se obtienen mdltiples variables dicotémicas
que son parejas de temperaturas, para las cuales C,T1 > C,T2 se cumple en un grupo, pero no en el otro,
permitiéndonos asociar esto a un termograma de paciente con ACDP o de control sano (ver figura 17).
Cada termograma de cada paciente podria por lo tanto alcanzar o no la condicién de los pares de
temperaturas (No/Si o 0/1).

Top Scoring Pair (TSP) __

Patient from '~ Patient from
Control Group Disease Group

C,(T1) > C,(T2) ..\C,,(Tl) < CP(TZ),

Figura 17: Ejemplo de Top Scoring Pair de la libreria switchBox de R aplicado a los datos de los termogramas de muestras
bioldgicas. Imagen tomado de Hermoso Duran S., 2024 (347).

A continuacién, el modelo de clasificacion se ajusté mediante una regresion logistica regularizada
aplicando el paquete ncvreg en R, empleando penalizaciones de Lasso o no convexas, y validacién cruzada
(351), entrenando en el 70% de los datos, y validando en el 30% restante. Las penalizaciones de Lasso se
utilizan para evitar el sobreajuste, o lo que es lo mismo, que el modelo se ajuste demasiado a los datos de
entrenamiento, y que su rendimiento sea deficiente al aplicarse a los datos de validacién. Este proceso se
repite 100 veces seleccionando aleatoriamente las muestras que participan en el entrenamiento y en la
validacién. Con ello se identifican las parejas de temperaturas mas significativas de cada una de las 100
repeticiones.

Para determinar qué pares de temperaturas se seleccionan finalmente como variables predictoras de
los modelos, se cuantifica el nimero de veces que cada pareja de temperaturas aparece seleccionada en
el total de 100 repeticiones. Posteriormente se establece un punto de corte manual, que seleccione las
parejas de temperaturas resultantes como las mas frecuentes.

Considerando ya Unicamente estos pares de temperaturas se generan de nuevo 100 modelos a partir
de la seleccidn aleatoria de los grupos de entrenamiento y validacién. En la generacién de estos modelos
se asignan coeficientes a cada una de las variables. Estos coeficientes podran también ser 0, lo que
implicaria que esa variable no tendria influencia en la prediccién con ese modelo. Se determina la
sensibilidad y especificidad obtenidas con cada uno de los 100 modelos, asi como el area bajo la curva
(AUC) ROC con su intervalo de confianza del 95%. Entre los 100 modelos entrenados, se seleccionara
finalmente aquel que presente una mayor AUC en el grupo de validacién.

En resumen, el esquema de pasos (step-wise) de la metodologia para obtener el modelo fue la
siguiente:

1. Generacidén de una matriz de remuestreo para clasificar 100 veces las muestras en grupos de
entrenamiento y de validacion, es decir, se generan un total de 100 grupos de entrenamiento
y 100 grupos de validacién diferentes. En este paso es importante que el muestreo se realice
de forma estratificada, manteniendo el porcentaje observado en la cohorte inicial (en nuestro
caso ambos grupos, sanos y enfermos, son homogéneos). Tal y como se aconseja en estos
procedimientos, el 70% de los casos se utilizaron para el entrenamiento y el 30% para la
validacion.

2. Establecimiento del rango éptimo del nUmero de parejas de temperaturas necesarias para ser
comparadas en el modelo.

3. Como el proceso se repite 100 veces seleccionando las muestras que participan en el
entrenamiento y en la validacién de forma aleatoria, las parejas de temperaturas identificadas
como significativas en cada una de las 100 repeticiones seran distintas (packages Ncvreg). Para
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determinar qué pares de temperaturas vamos a seleccionar como variables predictoras de los
modelos, se cuantifica el nimero de veces que cada pareja de temperaturas aparece
seleccionada en el total de 100 repeticiones, y se establece manualmente un punto de corte.

4. Considerando ya Unicamente esos pares de temperaturas como las variables dicotdmicas (se
cumple que CpT1>CpT2 o no se cumple), se generan 100 modelos a partir de la seleccién
aleatoria de los grupos de entrenamiento y validacién. En la generacidn de estos modelos se
les asignan coeficientes a cada una de las parejas de temperaturas seleccionadas. Estos
coeficientes determinan la influencia de cada pareja de temperaturas en la prediccién del
modelo, y su valor también puede ser de 0, lo que implicaria que esa variable seleccionada
previamente no tendria ninguna influencia predictiva, y se descartaria.

5. Seleccién, de entre los 100 modelos entrenados, el que tenga una mayor area bajo la curva (es
decir, mejor rendimiento) en el grupo de validacién.

El resultado final que ofrece el modelo es un valor numérico (entre - infinito y + infinito) para cada
suero analizado. De manera estandar, el punto de corte establecido por el modelo es cero. Esto quiere
decir que cuando el modelo de clasificacién proporciona un nimero menor que cero, el paciente se
clasifica como negativo para la condicién estudiada (en este caso no ser un ACDP), mientras que, si el
resultado es un nimero mayor de cero, se clasifica como positivo (en este caso ser un ACDP).

El rendimiento del modelo de clasificacion como prueba diagndstica se evalla posteriormente
mediante el cdlculo de indices de rendimiento comunes de una matriz de confusion (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)), asi como la curva
caracteristica operativa del receptor (ROC, Receiver Operating Characteristic) y su area bajo la curva (AUC,
area under curve) con su intervalo de confianza del 95% (IC 95%).

h. Andlisis Estadistico empleado

El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el entorno de software y lenguaje de programacion R,
concretamente en su version 4.4.2 (31 de octubre de 2024). Los contrastes de hipétesis llevados a cabo
fueron en todos los casos contrastes bilaterales y para considerar un p-valor como estadisticamente
significativo se establecié que este debia ser inferior a 0.05.

Para evaluar las relaciones estadisticas entre variables, se empled principalmente la funcién
compareGroups(), del paquete compareGroups, la cual facilita la comparacion de variables categdricas y
numéricas entre distintos grupos definidos por variables de agrupaciéon. En funcién de la naturaleza de
dichas variables, se calculan diferentes estadisticos descriptivos y se aplica la prueba estadistica mas
adecuada.

En primer lugar, se determina si la variable es categdrica o cuantitativa y, en caso de ser cuantitativa,
se aplica el test de Shapiro-Wilk para determinar si la variable presenta una distribuciéon normal o no. Si
se determina que la variable en cuestidn es continua con distribucidn normal y la comparacion se lleva a
cabo entre dos grupos, se calcula la media y se aplica la prueba t de Student para muestras
independientes, mientras que si no sigue una distribucién normal se calcula la mediana y se aplica la
prueba U de Mann-Whitney (suma de rangos Wilcoxon). En cambio, si la comparacién se lleva a cabo
entre mas de dos grupos y la variable es cuantitativa continua con distribucién normal se aplica la prueba
ANOVA o analisis de varianza, mientras que si la variable no se ajusta a una distribucién normal la prueba
de Kruskal-Wallis es la eleccién. Ademas, en los casos en los que hay mas de dos grupos, se lleva a cabo
la comparacién por pares y la correccion del p-valor por comparaciones multiples, siendo el método de
Tukey el de eleccidn en caso de que la variable cuantitativa continua presente una distribucién normal y
el método Benjamini-Hochberg en caso de que no sea asi. Por otro lado, si la variable en estudio es
categdrica y puede presentarse junto con la variable de agrupacidn en una tabla de contingencia, se aplica
la prueba exacta de Fisher cuando la frecuencia esperada en alguna de las celdas es inferior a 5, mientras
gue se recurre a la prueba de x 2 de Pearson cuando no se da esta circunstancia.

En el caso de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, las comparaciones entre grupos se llevan a
cabo aplicando la prueba Log-Rank, o la prueba de Gehan-Breslow en caso de que se produzcan
entrecruzamientos tempranos entre las curvas correspondientes a los distintos grupos.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ACDP.

a. ESTUDIO DESCRIPTIVO

Caracteristicas demoardficas, tumorales v factores de riesgo.

Demografia de la serie de pacientes con ACDP.

Del total de 125 pacientes reclutados, tres de ellos fueron finalmente excluidos por
diagnéstico diferente a ACDP: una PC pseudotumoral, una pancreatitis autoinmune y un pancTNE.
Por tanto, el tamaiio muestral definitivo fue de 122 pacientes con ACDP.

El 51.6% (63/122) fueron de sexo femenino, y el 48,4% (59/122) fueron de sexo masculino.

La media de edad de la serie a estudio fue de 69,25 afios, y la mediana de 69,5 afios [62 - 78,75]. La
edad media fue ligeramente superior en el sexo femenino (71,5 afios) en comparacidén con el sexo
masculino (67,1 afios).

El mayor pico de incidencia se observo en el rango de edad de los 65 a los 70 afios, identificandose un
segundo pico mas precoz, entre los 58 y los 62 afios (ver figura 18). A partir de los 86 afios, se observé un
claro descenso de la incidencia.

Histograma de edades
n=122;ND =0
Distribucién por sexo
n=122;ND=0

20

o

Recuento
=

Sexo
Femenino
48.4% Masculino

30 34 38 42 46 50 54 58 62 66 70 74 78 82 86 90 94
Edad

Figura 18. Distribucion de la serie de pacientes con ACDP por sexos (izquierda) y edad (derecha).

La capacidad funcional y situacién de salud basal de la cohorte, se calculé mediante el indice de
Comorbilidad de Charlson (ICC) ajustado por edad, y la puntuacién segun la escala ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group) de cada paciente reclutado en el estudio. Un 70,4% de los pacientes
presentaban un ICC leve-moderado (entre 0y 4) y algo mas de la mitad (57,3%) tenian una buena calidad
de vida al diagndstico (ECOG 0-1) (ver figura 19).
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Figura 19. Distribucion de la serie de pacientes con ACDP segun ICC corregido por edad (izquierda) y puntuacion en escala ECOG
(derecha).

Caracteristicas tumorales.

Localizacion tumoral
n=122;ND=0

La localizacion tumoral dentro de la glandula
pancreatica de los pacientes reclutados se representa en la
figura 20. La gran mayoria, un 74,6% (91/122), se localizaron
en cabeza pancreatica frente al 25,4% (31/122) que fueron
de localizacién cérporo-caudal.

Localizacién
Cabeza
Cuerpo-cola

Figura 20. Distribucién de la serie de paciente con ACDP segun localizacién tumoral.

La estadificacion de la enfermedad al diagndstico se calculd segun la clasificacion TNM y segun criterios
de resecabilidad. La mayoria de los casos se diagnosticaron en estadios avanzados, y casi la mitad (46,7%,
57/122) ya eran metastasicos al diagndstico. En la tabla 17 puede observarse en detalle la distribucion
teniendo en cuenta ambas clasificaciones.

Distribucion de los pacientes de la muestra segun estadio TNM y
resecabilidad quirtrgica
TNM Resecabilidad
Estadio | 23,8% Resecable 29,5%
Estadio Il 19,7% Borderline-Resecable 9,01%
Estadio Il 9,8% Localmente avanzado 14,75%
Estadio IV 46,7% Metastasico 46,7%

Tabla 17. Distribucidn de la serie de pacientes con ACDP, por estadios TNM y segun criterios de resecabilidad, en el momento del
diagnéstico.

Se analizaron ambas clasificaciones teniendo en cuenta la localizacién tumoral, para evaluar si el hecho
de que el tumor se localizase en cabeza o cuerpo-cola podia relacionarse con un diagndstico mas precoz.
Los resultados pueden observarse en las figuras 21y 22.
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Mas de la mitad de los tumores
de cabeza (53.8%, 49/91) se
diagnosticaron en estadios iniciales
(TNM 1-11), frente a sélo un 12,9%
(4/31) de los tumores de cuerpo-
cola. Estas diferencias resultaron
estadisticamente significativas,
con un p valor < 0,001.

Figura 21. Distribucidn de la localizacién tumoral (cabeza vs. cuerpo-cola), segtin estadios TNM (izquierda) y correlacion de cada

localizacion con estadios precoces (derecha).
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tumores no resecables, el
66% (57/86) fueron cefalicos,
frente al 34% (29/86) de
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Figura 22. Distribucion de la localizacién tumoral segun criterios de resecabilidad (izquierda) y correlacion con diagnéstico en estadio

resecable (derecha).

Genética.

En cuanto al riesgo genético de ACDP, en la serie a estudio se identificaron los siguientes casos:

- En 2 pacientes (1,6% del total) se identificaron mutaciones germinales: una mutacién en el gen

BRCA 2 y una pancreatitis hereditaria (PRSS1)

- Seidentificaron 8 pacientes (6,6% del total) que cumplian criterios de posible cancer de pancreas

familiar (antecedentes familiares de primer grado de ACDP)

Factores de riesgo.

Se analizé la distribucién de la muestra segun los principales factores de riesgo analizados que fueron:
tabaco, sobrepeso/obesidad (segin IMC), diabetes mellitus (de larga evolucidén o debut diabético) y
antecedente de enfermedad pancredtica (PC o PA). No se pudo analizar adecuadamente la ingesta
alcohdlica al no existir informacion detallada en la historia clinica electrénica (HCE) a este respecto en una

mayoria de casos.
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Tabaco.

Del total de pacientes de la serie de ACDP, el 22,13% (27/122) eran
fumadores, el 18,9% (23/122) eran exfumadores, y el resto 59%
Z;n:a%og% (72/122) eran no fumadores. Su distribucién segun el habito

’ tabaquico puede observarse en la figura 23.

e

No fumadores
59,0 % (72)

L P Figura 23. Distribucion del habito tabdquico en la serie de pacientes con ACDP.
Habito tabaquico g9 9 P

Los pacientes fumadores fueron diagnosticados a edad mds temprana que los exfumadores y estos, a
su vez, a edad mas temprana que los no fumadores, como puede observarse en la tabla 18. Las mujeres
fumadoras son las que presentaron edad media mas joven al diagndstico (56,3 afios). Para identificar si
existian diferencias significativas de la edad al diagndstico de ACDP segun el habito tabaquico, se utilizé
la comparacién de sus valores medianos, dado que la variable “edad” en dos de los tres grupos es no
paramétrica. Se encontré que la diferencia de medianas entre “exfumadores” y “no fumadores”, y entre
“si fumadores” y “no fumadores”, fueron significativas, con un p valor = 0,00091.

Cohorte | No fumadores | Exfumadores | Fumadores p valor

Edad media | 69 25 afios 74,1 afios 66,2 afios 59,1 afios
Femenino 56,3
Masculino 59,9

Edad mediana | g9 5 afios 75,5 afios 63 afios 63 afios p valor = 0,00091
[a1; Q3] [62; 68,75] [68; 82,25] [60; 69] [50; 69] No fumadores vs exfumadores
No fumadores vs fumadores

Tabla 18. Comparativa de la edad media/mediana al diagndstico entre pacientes fumadores, exfumadores y no fumadores, y la
edad media/mediana de toda la serie de ACDP.

Se realizé un andlisis bivariante para comprobar si el habito tabaquico influia en la resecabilidad del
tumor al diagndstico, comparandola entre los pacientes no fumadores (no fumadores + exfumadores) y
los fumadores, pero no se encontraron diferencias significativas (p valor = 0,238).

Obesidad.

Del total de pacientes analizados (n=122), se disponia de informacién sobre su IMC en 108 casos.

N« 108;ND ~ 14

50

Como se observa en la figura 24, el 25,9% (28/108)
presentaron normopeso, el 42,6% (46/108) presentaron
sobrepeso y el 31,5% (34/108) presentaron obesidad.

25.9%

En total, el 74,1% de los pacientes excedié del rango de
peso normal.

Normopeso Obesidad

Figura 24. Distribucion segun IMC de la serie de pacientes con ACDP.
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Un 35,3% (12/34) de los pacientes obesos (IMC >30 kg/m?) eran ademads diabéticos, y de ellos, dos,
fueron diabéticos de debut.

Se realizé un andlisis bivariante para comprobar si el IMC del paciente influia en el diagnéstico tumoral
en estadio resecable, comparando el IMC de los pacientes (normopeso vs. sobrepeso + obesidad)
considerados resecables frente al resto, sin encontrar diferencias significativas (p valor = 0,093).

Diabetes Mellitus.

El 36,9% (45/122) de los pacientes con ACDP fueron diabéticos, de los cuales, un tercio (33,3%, 15/45)
fueron diabéticos de debut (diagndstico en los 6 meses previos al diagnéstico tumoral). Su distribucidn
detallada se muestra en la figura 25, considerando el total de la serie (izquierda), y sélo el grupo de
pacientes diabéticos (derecha).

n=122:ND =0

L 8a.1% Diabéticos (n=45)

60
2 Debut Diabetes
g4 33 %(15 pac)
(-4 24.6%

Diabetes larga evolucion,
20 12.3% 67 %(30 pac)
0

No DEBUT

Si
Diabetes
Figura 25. Distribucion de nuestra serie, segun fuesen diabéticos de larga evolucion, diabéticos de debut o no diabéticos.

Para conocer si la aparicion de diabetes en un paciente podria condicionar el diagndstico de ACDP mas

precozmente, se analizé la relacién entre el diagndstico de DM vy el estadio tumoral al diagnéstico,
observando la siguiente distribucion:
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Figura 26. Estadificacion TNM al diagnéstico de pacientes diabéticos, diabéticos de debut y diabéticos veteranos.

Se observd que, aunque la mayoria de pacientes diabéticos se diagnosticaban en estadio metastasico,
como en la serie general, existia un porcentaje ligeramente mayor de pacientes con debut diabético
diagnosticados en un estadio TNM mas favorable (TNM I: 33,3%, Il: 20%, o combinado I+ll: 53,3%) que los
pacientes diabéticos veteranos (TNM I: 16,7%, Il: 16,7%, o combinado I+II: 33,4%). Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (test de Fisher, p valor = 0,2629). Andlogamente, el
porcentaje de pacientes con debut diabético que cumplian criterios de resecabilidad al diagndstico fue
del 46,6%, frente al 16,6% de los diabéticos de larga evolucién, sin alcanzar tampoco significancia
estadistica.
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Resecable | No resecable En la comparacién de la resecabilidad tumoral
entre pacientes diabéticos y no diabéticos no se

Diabéticos larga evolucién | 5 (16,6 %) 25 (83,3 %) observaron diferencias significativas (p valor =
0,749) y tampoco cuando la comparativa se realizé

Diabéticos de debut 7 (46,6 %) 8(53,3%) entre los 3 grupos (veteranos, diabéticos de debut
y no diabéticos) (p=0,101). La distribucién de los

Resecable No resecable diabéticos de la cohorte segln resecabilidad

queda reflejada en detalle en la tabla 19.

Total diabéticos 12 (26,6 %) 33 (73,3%)

Total no diabéticos 24 (31,16%) 53 (68,83%)

Tabla 19. Distribucion de los pacientes diabéticos de la cohorte segtin resecabilidad al diagndstico.

Se analiz6 la posible relacién de la DM con la obesidad o la existencia de una PC subyacente en la serie
a estudio, y se obtuvieron los siguientes resultados:

Relacion DM-Obesidad: En 42 de los 45 pacientes diabéticos de nuestra serie, teniamos datos
completos para calcular su IMC. Encontramos que el 13% (2/15) de los pacientes con debut diabético eran
obesos, frente al 37% (10/27) de los diabéticos de larga evolucién (10/27) Sin embargo estas diferencias
no alcanzaron significancia estadistica (test de Fisher, p = 0,158).

Relacién DM-PC: En todos los pacientes diabéticos (45) de nuestra serie, conociamos su antecedente
de PC, identificando a 5 pacientes en total (11,1%): 3 presentaron DM de debut y 2 eran diabéticos ya
conocidos, sin encontrar significacion estadistica.

Enfermedad pancredtica previa: pancreatitis créonica y aguda

Pancreatitis Crénica De todos los pacientes de la serie de ACDP, el 12,3% (15/122)
n=122 cumplian criterios de PC en el momento del diagndstico, tal y
como puede observarse en la figura 27.

La edad media al diagndstico de ACDP en estos pacientes era
de 64,9 afios.

Panceatj

1

| El 73,3% (11/15) tenian habito tabaquico activo y 1 caso fue
87,7 % una pancreatitis hereditaria, con una edad de 38 afios al
diagndstico de ACDP.

Figura 27. Porcentaje de pacientes de la serie de ACDP que cumplian criterios diagndsticos de PC.

Se analizé la posible influencia de la presencia subyacente de esta enfermedad en el estadio tumoral
al diagndstico, identificando una mayoria de pacientes diagnosticados en estadios precoces (TNM I-l),
comparativamente con el resto de los pacientes sin este antecedente, tal y como se muestra en la tabla
de la figura 28. Sin embargo, estas diferencias no resultaron significativas (Chi cuadrado con correccion
de Yates; p- valor 0,166). Estos resultados se confirmaron posteriormente en el analisis bivariante, que
tampoco encontré correlacion significativa entre el diagndstico en estadio resecable y el antecedente de
esta enfermedad (p = 0,349).
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Distribucién de Estadificacion TNM en pacientes con PC previa = Si

n-14

35.7%
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Estadificacion TMN

- TNM al diagnéstico segtin PC

Estadio | Estadio Il Estadio llI Estadio IV
No PC 23,1% 17,6% 10,2% 49,1%
subyacente
v

PC subyacente 28,6% 35,7% 7,1% 28,6%

28.6%

s

Recuento

~

Figura 28. Estadio TNM al diagndstico de pacientes con PC subyacente (izquierda). Comparativa con la cohorte general (derecha).

En relacién con la pancreatitis aguda (PA), en nuestra serie identificamos a 3 pacientes (2,5%) en los
que el brote inflamatorio fue el sintoma de debut del ACDP. En los 3 casos la localizacién tumoral fue la
cabeza pancredtica. El estadio TNM al diagndstico de estos pacientes fue de 2 estadios metastdasicos
(estadio IV) frente a un Unico diagndstico precoz (estadio IIB).

Sintomatologia.

80

215955 (56.6%s (55.7%) La frecuencia de los sintomas descritos por los

. pacientes con ACDP se presenta en la figura 29. Los
tres sintomas mas frecuentes fueron la ictericia

%do (59%), el dolor abdominal (56.6%) y la pérdida de
g peso 55,7%, seguidos de lejos por la diarrea (11,5%) y

el prurito (10,7%).

2

L=

14 (11.5%13 (10.7%)
9 (7.4%)

3 (2.5%)
—

2,
o)

Figura 29. Frecuencia de los sintomas descritos por los pacientes en la serie de ACDP.

Un 7,4% de los pacientes refirieron sintomas infrecuentes, concretamente 1 paciente debutd con un
SCASEST, identificando durante el ingreso colestasis analitica, cuyo estudio derivd en el diagndstico
tumoral, 2 pacientes referian haber sido diagnosticados de depresidon mayor en los 3-6 meses previos, y
4 pacientes debutaron con un episodio de HDA secundaria a la infiltracién gastroduodenal del tumor
pancredtico. De estos 4 ultimos, el 75% (3/4) presentaban un tumor cefélico, y también el 75% (3/4) se
diagnosticaron en estadio metastasico.

Se analiz6 si existia alguna relacién entre la localizacién tumoral y los sintomas descritos por los
pacientes. La ictericia se identificé como un sintoma predominante en tumores de cabeza (77,8%), pero
apenas presente en tumores de cuerpo-cola (6,5%), en los que predominaba el dolor abdominal (80,6%)
y la pérdida de peso (64,5%). La representacion grafica de la frecuencias exactas para cada sintoma segun
la localizacién tumoral puede verse en la figura 30.

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025. Pégina 72



ion en Cabeza Distribucion de si con i6n en Cuerpo-cola

30

Distribucién de sil en paci

80

25 (80.6%)

70 (77.8%)

-3
S

50 20 (64.5%)

48 (53.3%)

3 (47.8%)

Recuento
&
o
Recuento

n
=]

13 (14.4%)3 (14.4%)

6 (6.7%) 2 (6.5%)

3 (3.3%)
— 0

>
® &° &£ '
& N

®
&

&
of

S &

&

Figura 30. Distribucion de los sintomas segtin localizacion tumoral en la serie de pacientes con ACDP: cabeza (izquierda) y cuerpo-
cola (derecha)

También se analizé si existia alguna correlacion entre el sintoma predominante (ictericia, dolor y
pérdida de peso) y el estadio TNM en el momento del diagnéstico. La distribucion de cada sintoma segin
el estadio tumoral puede verse en la figura 31.

Distribucién TNM para pacientes con Pérdida de peso

Distribucién TNM para pacientes con Ictericia Distribucién TNM para con Dolor

30

25(34.7% 40 39 (56.5%) 40 38 (55.9%)

24 (33.3%)

30

n
S

30

14 (19.4%)

Recuento
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=)

9 (12.5%)

12 (17.4%) 11 (16.2%)

10 9 (13%) 9 (13%) 10 (14.7%) 9 (13.2%)
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Estadificacién TNM

EHsladilicaciOn TNM
Figura 31. Distribucion del estadio TNM al diagndstico para los 3 sintomas predominantes: ictericia (izquierda), dolor abdominal
(centro) y pérdida de peso (derecha).

La ictericia fue el sintoma predominante en los estadios TNM precoces, presente en mas de la mitad
de los pacientes (52,7% TNM | + TNM Il), para volver a repuntar en estadios metastasicos (34,7%). El dolor
abdominal o la pérdida de peso eran referidos por menos de un tercio de los pacientes en estadios
precoces: 30,4% de pacientes TNM | + TNM Il referian dolor abdominal y 30,9% de pacientes TNM | + TNM
Il referian pérdida de peso. Por el contrario, si se observan las frecuencias correspondientes a los estadios
Il + 1V, la relacidn se invierte completamente: 69,5% de pacientes en estadios avanzados presentaron
dolor abdominal y el 69,1% presentaron pérdida de peso (ver tabla 20). Esta asociaciéon inversa de la
ictericia con la progresion del estadio TNM y positiva para los sintomas de dolor abdominal y pérdida de
peso, alcanzo significacion estadistica (Chi-cuadrado, correccidn de Yates, p valor < 0,001).

Estadio Ictericia Dolor Pérdida de

TNM abdominal peso

I 33,3% 17,4% 16,2%

] 19,4% 13% 14,7%

[+ 52,7% 30,4% 30,9%

] 12,5% 13% 13,2%

\% 34,7% 56,5% 55,9%

IH+1V 47,2% 69,5% 69,1%

Tabla 20. Distribucion de los tres sintomas mds frecuentes (Ictericia, Dolor abdominal y Pérdida de peso), segtn estadios TNM.
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Biomarcadores.

Bilirrubina.

El 63,1% (77/122) del total de casos presentaron al diagnédstico bilirrubina elevada (> 1,2 mg/dL), de
los cuales el 93,5% (72/77) eran tumores de cabeza y el 6,5% (5/77) de cuerpo-cola. Se observaron niveles
claramente mds elevados en localizacion cefdlica, encontrandose diferencias significativas entre las
medianas de la bilirrubina en localizacién cefalica (7,52 mg/dL [2,45 — 15,21]) vs. cuerpo-cola (0,55 mg/mL
[0,40-0,75]) con un p valor <0.001. Estas diferencias se mantuvieron (entre cabeza y cuerpo-cola) cuando
realizamos la comparativa separando por cada estadio tumoral (p valor < 0,001), pero perdieron la
significacion al considerar Unicamente el estadio TNM sin tener en cuenta la localizacién tumoral (p valor
0,073) o los criterios de resecabilidad (p valor 0,122). Las diferencias volvieron a hacerse significativas (p
valor = 0,048) al comparar los niveles de bilirrubina inicamente de los pacientes con tumores resecables,
frente al resto.

Estos resultados se resumen graficamente en la figura 32:

Bilirrubina total seguin estadio TNM y localizacion
n=122;ND=0
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Figura 32. Comparativa de las medianas del nivel de bilirrubina en la serie de pacientes con ACDP, segtin localizacion (arriba
izquierda), segun localizacion y estadio TNM (arriba derecha), segun estadio TNM (abajo izquierda), seguin criterios de resecabilidad
(abajo centro) y resecable frente al resto (abajo derecha).

Ca19.9

En toda la muestra, el valor de Ca 19.9 al diagndstico estaba disponible para el 95% (116/122) de
pacientes. De todos ellos, el 90,5% (104/116) presentd un valor elevado (Ca 19.9 > 37 U/mL). El valor de
la mediana del grupo fue 532,4 U/mL [138,2; 2064]. Sélo el 1,8% (2/118) presentaron un valor de Ca 19.9
compatible con grupo sanguineo Lewis negativo (< 2 U/mL).
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CA19.9 segun localizacion
p=0,085 (n.s.)

In(CA19.9)

.

Cabeza Cuerpo-cola
Localizacion

Los valores del Ca 19.9 observados tendian a ser
menores en localizacién cefélica, aunque no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las
medianas de su valor en cada localizacién (439,3 U/mL
[123,4;3830,9] en cabezavs 1154,2 U/mL [290,9; 4773,2] en
cuerpo-cola) con p valor = 0.085 (figura 33).

Figura 33. Distribucién y comparativa de los valores medianos de Ca 19.9 segun localizacion tumoral

Su distribucién seguln los estadios TNM
positiva ascendente, que alcanzé la significa

y segun criterios de resecabilidad presenté una correlacion
cién estadistica en los estadios mas avanzados, y también al

comparar la mediana de su nivel entre los tumores resecables frente al resto. Estos resultados se

muestran en la figura 34.
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Figura 34. Comparativa del valor de Ca 19.9 segtin estadio TNM (izquierda) y criterios de resecabilidad (centro y derecha).

Se analizd la correlacién entre los nivele
considera que las situaciones de colestasis
nuestro andlisis no se detecté ningun tipo

s de bilirrubina y el valor del Ca 19.9, ya que habitualmente se
producen falsas elevaciones del marcador. Sin embargo, en
de correlacién, tal y como puede observarse en el siguiente

diagrama de dispersion de puntos, tanto en su analisis global (izquierda), como en su distribucion por

estadios TNM (derecha).
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Figura 35. Diagrama de dispersion de puntos en

Bilirrubina (mg/dL)

el que se muestra la correlacion existente entre los niveles de bilirrubina u los

valores de Ca 19.9 en nuestra serie de casos con ACDP, andlisis global (izquierda) y andlisis por estadios TNM.
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CEA

Del total de pacientes analizados, en el 83,6% (102/122) se disponia del valor del CEA. De todos ellos,
el 69,6% (71/102) presenté en el momento del diagndstico un valor elevado (CEA > 3 ng/mL). La mediana
de su valor fue de 4,9 ng/mL [2,63; 10,9].

En el andlisis de su comportamiento segun estadios TNM y criterios de resecabilidad, no se observé
una clara relacidn ascendente entre sus niveles y la progresidn tumoral, aunque los valores mas altos si
se observaron en estadios avanzados (TNM IV o metastasico), alcanzando en ellos significancia estadistica.
Estos resultados quedan reflejados en la figura 36:
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Figura 36. Comparativa de los niveles de CEA segtin estadios TNM y criterios de resecabilidad.

PCR

Del total de los pacientes analizados, en el 62,3% (76/122) se disponia del valor de PCR. De todos ellos,
en el 80,3% (61/76) el valor de PCR se encontraba elevado al diagndstico (> 0,5 mg/dL). Su valor medio
fue 3,79 mg/dL, y su valor mediano de 1,28 mg/dL [0,65; 3,78].

En el andlisis por estadios TNM y de resecabilidad, aunque se aprecié una tendencia creciente paralela
al avance del tumor, no se observaron diferencias significativas entre las medianas de los niveles de PCR
entre los diferentes estadios con un p-valor de 0,091. En la tabla 21 se especifican los valores medianos
de la PCR en cada estadio TNM y segun resecabilidad:

PCR
TNM Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV p-valor

Mediana 1,08 0,91 1,56 2,36 p = 0,091

Resecabilidad | Resecable | Borderline | Loc. Avanzado | Metastasico

Mediana 1,1 0,81 1,56 2,36 p=0,123

Resecable vs. Resto (Borderline + loc. avanzado + metastasico) p =0,105

Tabla 21. Comparativa de los valores de la mediana de la PCR por estadios TNM y segun criterios de resecabilidad. (TNM I+l vs
TNM IlI+1V: p valor = 0,091; resecable vs resto: p valor =0,105).

Proteinas totales

Del total de los pacientes analizados, en el 97,54% (119/122) se disponia del valor de proteinas totales.
De todos ellos, en el 64,7% (77/119) su valor se encontraba disminuido al diagndstico (< 6,4 g/dL). La
media global del grupo fue de 6,12 g/dL. En la comparativa se trabajé con valores de las medias por
ajustarse a una distribucién normal.

En el andlisis de sus valores segun estadios TNM y de resecabilidad, no se observaron diferencias
significativas entre las medias de los niveles de proteinas totales entre los diferentes estadios, como
puede observarse en la figura 37.
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Figura 37. Comparativa de los niveles medios de proteinas totales sin observarse diferencias significativas entre estadios TNM
(p valor 0,201) y segtin criterios de resecabilidad (todos p valor = 0,054; resecable vs. resto p valor = 0,221).

AlbUmina

Del total de pacientes analizados, en el 96% (117/122) se disponia de los valores de albimina. De todos
ellos, en el 70,1% (82/117) su valor se encontraba disminuido al diagnéstico (< 3,5 g/dL). La media global
del grupo fue de 3,14 g/dL. En la comparativa se trabajé con valores de las medias por ajustarse a una
distribucién normal.

En el analisis de sus valores segun estadios TNM y de resecabilidad, no se observaron diferencias
significativas entre las medias de sus niveles como puede observarse en la figura 38.
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Figura 38. Comparativa de los niveles medios de albuimina sin identificar diferencias significativas entre estadios TNM (p valor
0,759) y segun criterios de resecabilidad (todos p valor = 0,34; resecable vs. resto p valor = 0,609)

En la tabla 22 se resumen las variables en las que se ha analizado una posible correlacién con el
diagndstico precoz del ACDP, idealmente en estadio resecable. Se observaron diferencias significativas en
la localizacién cefalica tumoral (frente a cuerpo-cola), valores altos de bilirrubina y bajos de Ca 19.9.

Variable Comparativa p- valor
Localizacion Cabeza vs. cuerpo-cola p = 0,002
Tabaco Fumador vs. exfumador + No fumador p=0,238

Fumador + exfumador vs. No fumador p=0,108
IMC normopeso vs. sobrepeso + obesidad p =0,093
Diabetes: No vs. Si + debut p=0,749
Pancreatitis Crénica previa | No PCvs. Si PC p=0,349
Bilirrubina total Mediana resecables vs. mediana no resecables | p =0,048
Ca19.9 Mediana resecables vs. mediana no resecables | p=0,001
CEA Mediana resecables vs. mediana no resecables p=0,421
PCR Mediana resecables vs. mediana no resecables p=0,105
Proteinas totales Mediana resecables vs. mediana no resecables p=0,221
Albumina Mediana resecables vs. mediana no resecables p=0,609

Tabla 22. Correlacidn entre diferentes variables analizadas y ACDP resecable al diagndstico.
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Tratamiento quirdrgico.

Del total de pacientes con ACDP, tUnicamente el 30,3% (37/122) de los casos fueron considerados
candidatos a tratamiento curativo mediante cirugia radical RO. El 69,7% (85/122) restante se consideraron
candidatos a tratamiento paliativo (oncoldgico + sintomatico). De estos ultimos, un 25,9% (22/85)
también precisé intervencidon quirdrgica, obviamente con fines exclusivamente paliativos, como
tratamiento de sintomas consecuencia de la progresion tumoral. Por tanto, el total de pacientes
intervenidos con cualquier intencidn (curativa o paliativa) supuso un 48,4% (59/122) del total.

La cirugia con intencidn curativa (n = 37) en la serie total de pacientes supuso un 62,7% (37/59) del
total de cirugias. Segun la técnica quirurgica utilizada se dividieron en:

e 83,7% (31/37) Duodenopancreatectomias cefalicas.

e 10,8% (4/37) Pancreatectomias Totales

e 5,4% (2/37) Pancreatectomias Distales

e Detodas ellas, el 45,9 % (17/37) fueron RO segtin su analisis AP posterior.

Las cirugias paliativas (n = 22) se realizaron en un 18,1% (22/122) del total de pacientes y supusieron
un 37,3% (22/59) del total de cirugias. Segln la técnica quirdrgica utilizada se dividieron en:

e 27,3% (6/22) derivaciones biliares

e 18,2% (4/22) derivaciones gastricas

e 18,2% (4/22) dobles derivacion (biliar + gastrica)
e 31,8% (7/22) laparotomias exploradoras

e 4,5%(1/22) otras (bypass colo-célico)

Estos resultados se resumen en la siguiente tabla para su mejor observacién:

CIRUGIAS TOTALES (48,4% de todos los pacientes)

CURATIVA PALIATIVA

Frecuencia | 30,3% de la serie 18,1% de la serie
62,7% de las cirugias | 37,3% de las cirugias

Técnica 83,7% DPC 27,3% derivacion biliar
quirdrgica 10,8% PT 18,2% derivacion gastroduodenal
5,4% PD 18,2% doble derivacién

31,8% laparotomias exploradoras
4,5% otras

CirugiaRO | 459% ---

Tabla 23. Tipos de cirugias observadas en nuestra cohorte, segun intencion de tratamiento, técnicas empleadas y porcentaje de
cirugia radical RO. Abreviaturas: DPC: duodenopancreatectomia cefdlica, PD: Pancreatectomia Distal, PT: Pancreatectomia total.

Las complicaciones postquirurgicas observadas tras cirugia curativa
B s segln clasificacion de Clavien-Dindo fueron las siguientes: el 27%
(10/37) no presentd complicaciones (Clavien-Dindo 0), el 30% (11/37)
presentd complicaciones menores (Clavien-Dindo I-11), y el 43% (16/37)
presenté complicaciones mayores (Clavien-Dindo 1lI-V), de los cuales, 3
fueron fallecimientos como consecuencia de la cirugia, que supusieron
el 19% (3/16) del total de complicaciones mayores, y el 8% (3/37) del
total de cirugias (ver figura 39).

Fallecidos
8% (3)

No complic.
27 % (10)

Complicaciones Clavien-Dindo

Figura 39. Distribucidn de los tipos de complicaciones observadas entre las cirugias curativas de la serie de ACDP, segun
clasificacion de Clavien-Dindo.
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Por lo tanto, la mortalidad postquirurgica tras cirugia curativa en la serie analizada fue del 8% vy la
morbilidad del 73% (27/37). Los tipos de complicaciones mas frecuentes observadas fueron un 21% (8/37)
de abscesos/colecciones intraabdominales, 19% (7/37) de hemorragias postquirdrgicas, 10% (4/37) de
fistulas pancreaticas (una de ellas tras PD) y 8% (3/37) de fistulas biliares.

El andlisis y comparacion de las complicaciones asociadas a cada técnica quirdrgica (DPC (incluyendo
PT) vs. PD) no fue posible, porque el nimero de PD curativas de la serie fue muy escaso (n = 2). De las dos
PD, una no presentd complicaciones postquirurgicas y la otra presentd una complicacion mayor (Clavien-
Dindo IVa) que le impidid recibir quimioterapia adyuvante. Los 3 fallecimientos postcirugia se produjeron
tras DPC.

Dada la controversia existente con relacion a la indicacion de drenaje biliar prequirtrgico en pacientes
con ACDP e ictericia obstructiva secundaria, se analizé detalladamente esta cuestion. El 50,8% (62/122)
del total requirié drenaje biliar con cualquier intencién (curativa + paliativa) por ictericia obstructiva
secundaria, pero de ellos, solo el 24,2% (15/62) se drend como paso previo a una cirugia con intencion
curativa. En ninguno de estos 15 casos se produjeron complicaciones post-CPRE. La bilirrubina media con
la que estos pacientes drenados se intervinieron fue de 11,8 mg/dl. No se objetivé un retraso significativo
para la cirugia como consecuencia del drenaje biliar, con una media de 21 dias para los pacientes
drenados, frente a 15 dias para los pacientes operados directamente.

En el 97,3% (36/37) del total de cirugias curativas se conocia el valor de la bilirrubina en el momento
de la misma. De ellos, el 77,7% (28/36) presentaban cifras de bilirrubina < 15 mg/dL y el 22,3% (8/36)
restante se intervinieron con cifras de bilirrubina > 15mg/dL. Las complicaciones postquirdrgicas
observadas segun estas cifras de bilirrubina se resumen en la figura 40.

Complicaciones Clavien-Dindo segun nivel

de bilirrubina
40 Como puede observarse, aun sin encontrar
diferencias significativas dado el pequefio
%0 28 tamafio mu?stral, se obser\./c') u'na tendencia a
= in compiicacionss un mayor numero de complicaciones (mafyores
5%) Complicacién menor y menores) en el grupo de pacientes
20 9 B Complicacién mayor intervenidos con bilirrubina inferior a 15
82,1 %) mg/dL.
10 n: 8
3 37,5%)
2
. R
Bilirrubina < 15 Bilirrubina > 15

Figura 40. Distribucién de las complicaciones postquirdrgicas en la serie de ACDP estudiada, segun la bilirrubina prequirdrgica
fuese inferior o superior a los 15mg/dL.
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Supervivencia y causas de fallecimiento.

8

Ocho pacientes sobrevivieron mas de 5 afios

(6,8%, 8/122). De los 8 supervivientes, 3 fallecieron

meses después de superar los 5 afios (supervivencia

de 69 meses, 69 meses y 70 meses), y 5 permanecen

vivos, encontrandose en seguimiento ambulatorio

e por el servicio de Oncologia Médica, hasta el
— momento libres de enfermedad pancredtica.

Probabilidad de supervivencia
o (=] o
R 3 a
4

8

0 10 20 30 40 50 60 . . .
Tiempo (Meses) La curva de supervivencia de Kaplan-Meier a los

Number at risk 5 afos para toda la serie puede verse en la grafica
| 18 58 28 15 9 8 8 contigua.

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (Meses)

Pacientes

Figura 41. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier a los 5 afios, de la serie de pacientes con ACDP. La zona sombreada indica los
intervalos de confianza (IC 95%).

De los 117 fallecidos, en 5 no pudo determinarse la causa del
fallecimiento.

Las causas de muerte de los 112 restantes fueron: 81,25%
(91/112) por progresién tumoral, 16,07% (18/112) por otras
Mortalidad quirdrgica - complicaciones sobrevenidas y 2,7% (3/112) por complicaciones
27% de la cirugia oncoldgica.

Entre las complicaciones sobrevenidas mas frecuentes se
observaron la sepsis (fundamentalmente de origen biliar) y la
hemorragia digestiva. Tres pacientes fallecieron por un ictus, un
Causas de Mortalidad paciente presenté un tromboembolismo pulmonary un paciente
fallecié por COVID.

Figura 42. Distribucion de las causas de muerte en la serie de pacientes con ACDP estudiada.

Supervivencia segUn factores de riesgo.

Se comparo la supervivencia observada en funcion de distintas variables, mediante curvas de Kaplan-
Meier, para comprobar su posible influencia en el prondstico tumoral. Las variables consideradas fueron
sexo, edad, comorbilidad (ICC ajustado por edad), tabaquismo, DM y el IMC. Se encontraron
supervivencias significativamente mejores (test de log-Rank) en varones, menores de 65 afios, con
menos comorbilidad asociada y normopeso. No se encontraron diferencias segin habito tabaquico o
DM. Estos resultados se resumen en la tabla 24. En las figuras 43 y 44 se representan las curvas de
Kaplan-Meier.

COMPARATIVA DE SUPERVIVENCIA SEGUN DIFERENTES VARIABLES

Variable Comparativa Significancia
Sexo Hombre vs. Mujer p =0,041
Edad <65 afios*vs. 65-80 afios / >80 afios p <0,001*

Comorbilidad O-1-11* vs. lI-IV vs. >V p = 0,009*

(ICC ajustado por edad)

Tabaco Fumador vs. exfumador + No fumador | n.s. (p =0,634)
Fumador + exfumador vs. No fumador | n.s. (p =0,774)

DM No DM vs. DM n.s (p=0,92)

IMC (kg/m?) Normopeso* vs sobrepeso /obesidad | p =0,005*

Tabla 24. Comparativa de la supervivencia segun diferentes variables analizadas, indicando aquellas en las que se observaron
diferencias significativas.
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Figura 43. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de las variables entre las que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas: edad, sexo, IMC y comorbilidad (ICC ajustado por edad). La zona sombreada representa el intervalo de confianza (IC

95%)
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Figura 44. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de las variables entre las que NO se encontraron diferencias
estadisticamente significativas: Tabaco (No fumador + exfumador vs. fumador) y Diabetes (de larga evolucién vs. debut vs. no
diabetes). La zona sombreada representa el intervalo de confianza (IC 95%)

Supervivencia segin biomarcadores.

Se realiz6 una comparativa de supervivencia en los pacientes de la serie seglin niveles de CEA,
Proteinas totales y albumina:

CEA.

Se observé que los individuos con CEA < 20 mg/dL (n = 81) presentaron una mediana de supervivencia
de 10,0 meses [3,00; 21,00], mientras que los pacientes con CEA > 20 mg/dL (n = 17) fue de 5,0 meses
[2,00; 12,00]. A pesar de estas diferencias, no resultaron estadisticamente significativas (prueba de Log-
Rank: p = 0,140). Aumentando el punto de corte del CEA a 50mg/dL, observamos que los individuos con
CEA <50 mg/dL (n = 86) presentaron una mediana de 10,0 meses [3,0; 20,0], mientras que en los pacientes
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con CEA > 50mg/dL (n = 12) fue de 5,5 meses [1,5; 19,5], que tampoco resultaron estadisticamente
significativas (prueba de Log-Rank: p = 0,55).

Proteinas totales.

Tampoco comprobamos diferencias significativas entre la mediana de supervivencia en meses de los
pacientes con niveles normales de proteinas totales al diagnéstico (mediana de 12 meses [3; 20,5])
comparando con la de los pacientes con niveles de proteinas totales disminuidas (mediana de 7 meses [2;
16,5]).

Albumina.

Igualmente, tampoco se observaron diferencias significativas entre la mediana de supervivencia en
meses de los pacientes con niveles normales de albumina al diagndstico (mediana de 9,5 meses [3; 19,75])
frente a la de los que presentaron un nivel de albdmina disminuido (mediana de 8 meses [2; 16,25].

Supervivencia segin técnica quirirgica.

En la siguiente tabla se recogen las técnicas quirdrgicas y las medianas de supervivencia de los grupos
de pacientes intervenidos segun la técnica empleada:

Cirugias curativas | n | Supervivencia | Supervivencia > 5 aiios
(n=37) mediana
DPC 31 21 meses 5 pacientes
[14; 33 meses]
PT 4 10,5 meses 1 paciente
PD 2 1 mes. 1 paciente

Tabla 25. Supervivencias observadas en los grupos de pacientes sometidos a cada técnica quirdrgica

No se observaron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de las diferentes técnicas
quirurgicas (DPC + PT vs. PD, p valor = 0,598), aunque debe tenerse en cuenta que la mayoria de las
cirugias fueron de tipo DPC, con un escaso nimero de PD (n = 2).

Supervivencia segin reseccion RO frente a R1.

Del total de pacientes con cirugia RO (n=17), tres son supervivientes, considerados hasta el momento
libres de enfermedad. Entre los finalmente fallecidos (n=14) se compard su supervivencia frente a la
cirugia R1 en la serie a estudio. La mediana de la supervivencia de los pacientes RO fue de 24,0 meses
[14,5; 51.0] frente a los pacientes con cirugia R1 (n=20) que fue de 13,0 meses [6,50; 35,00], no
observandose diferencias estadisticamente significativas (prueba de Log-Rank: p valor = 0,15)

Supervivencia segun nivel de bilirrubina previo a la cirugia.

También se analiz6 si el nivel de bilirrubina previo a la cirugia fue determinante en la supervivencia
postquirdrgica. En la figura 45 puede observarse la comparativa de las curvas de Kaplan-Meier de
pacientes intervenidos con bilirrubina superior o inferior a 15mg/dL.

) . . Como puede observarse, no se encontraron
Curva de supervivencia Kaplan-Meier

p-valor = 0.772 diferencias significativas, con un p valor de 0.772. Las
Bilirubing previa a cirugia > 16 mglll = No = 1 medianas de supervivencia de ambos grupos fueron
= 1.00 de 21,5 meses [15; 35] frente a 12 meses [8; N.A:].
S
=
2 0.75
g
3
© 0.50
o
B
%o.zs Figura 45. Curvas de Kaplan-Meier de los pacientes
% intervenidos con bilirrubina > 15mg/dL (azul) frente a bilirrubina <
@ 0.00 15mg/dL (rojo).
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (meses)
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b.Resultados de los modelos de clasificacion iTLBcp.

A partir del andlisis calorimétrico de suero sanguineo, y mediante la aplicaciéon de herramientas de
inteligencia artificial, se entrenaron un total de 4 modelos predictivos con los siguientes objetivos:

OBJETIVO DEL MODELO

Modelo iTLBcp 1 | Discriminar entre poblacién sana y afecta por ACDP.

Modelo iTLBcp 2 | Discriminar tumores resecables vs resto (borderline, avanzado o metastasico)

Modelo iTLBcp 3 | Discriminar tumores resecables + borderline vs resto (localmente avanzado o metastdsico)

Modelo iTLBcp 4 | Identificar a los tumores en estadio metastasico.

Tabla 26. Modelos calorimétricos predictivos desarrollados en este estudio de investigacion, con sus objetivos.

El modelo iTLBcpl se desarrolld a partir del analisis calorimétrico del suero de pacientes con ACDP (n
=122) y del suero de individuos sanos procedentes del banco de sangre (n = 115).

Los modelos iTLBcp?2, iTLBcp3 e iTLBcp4 se desarrollaron a partir del analisis calorimétrico del suero
de pacientes con ACDP (n = 122).

Modelo iTLBcp]l.

Este modelo predictivo se disefié para discriminar entre la poblacién sana y la afecta por ACDP.

Del total de pacientes con ACDP (n = 122), en 5 sueros no fue posible obtener el termograma por
problemas técnicos con el analisis calorimétrico. Por lo que el nimero de sueros de pacientes con ACDP
definitivo fue de 117.

Asi, el nimero total de muestras de suero consideradas para el
disefio del modelo fue de 232, de las cuales 115 (49,56%) provenian
del grupo de donantes de sangre sanos y 117 (50,43%%) de la serie
de pacientes con ACDP. Esta distribucidon puede observarse en la

Controles ACDP figura 46.
49,6 % (115) M7k}

Figura 46. Distribucion de la poblacion considerada para la elaboracién del
modelo de prediccion iTLBcp1 (intelligence-Thermal Liquid Biopsy cdncer de pdncreas

1).

En la figura 47 se muestra la representacién media (linea continua) de los termogramas normalizados
por el area obtenidos para cada grupo de pacientes (sanos y enfermos), con su desviacién estandar
(sombreado), asi como ambas medias superpuestas, resaltando las diferencias entre los 2 grupos. Para
entrenar el modelo de clasificacién se utilizo el intervalo de temperaturas de entre 60 - 80°C, que contenia
las mayores diferencias, tal y como queda reflejado en la grafica de la derecha con las lineas verticales
discontinuas.
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Figura 47. La linea continua representa la media de los termogramas normalizados por el drea del grupo de controles sanos
(verdes) y el grupo de pacientes con ACDP (rojo), con su desviacion estdndar representada a través del sombreado. La grdfica de la
derecha muestra ambas curvas superpuestas, evidenciando sus diferencias. Con lineas discontinuas verticales se muestra el intervalo
de temperaturas (60°C - 80°C) utilizado para el entrenamiento del modelo. Abreviaturas: ACDP adenocarcinoma ductal pancredtico.
C.p (a.u): capacidad calorifica (unidades arbitrarias).

Como se detalla en el apartado de material y métodos, con el total de los sueros se generd una matriz
de remuestreo para clasificar 100 veces las muestras en grupos de entrenamiento y de validacién, es decir,
se generaron un total de 100 grupos de entrenamiento y 100 grupos de validacion diferentes,
manteniendo la proporcién 70% / 30% para entrenamiento y validacion. El algoritmo de machine learning
(swichBox) buscé parejas de temperaturas que identificasen diferencias entre los termogramas de cada
grupo (controles sanos y ACDP). Para ello, identificd parejas de temperaturas para las cuales se cumplia
que, por ejemplo, C,T1 > C,T2 en un grupo, mientras que ocurria lo contrario en el otro grupo, es decir
CoT1 < CpT2 (ver figura 17). De esta forma, se obtuvieron multiples variables dicotémicas que eran parejas
de temperaturas, permitiéndonos asociar esto a un termograma de tipo control sano o de tipo caso-ACDP.

50 De todos los pares de temperaturas identificados por
el algoritmo, se seleccionaron manualmente aquellos que
mantuvieron esa condicién al menos en el 35% de los 100
pases de entrenamiento.

40 M

30

Los pares de temperaturas seleccionados fueron dos:
71°C > 64°C y 78°C > 60°C, como puede observarse en la
10 figura 48.

0 DDD:D H ﬁﬁm:DD\ H

20

Figura 48. Pares de temperaturas seleccionados durante el entrenamiento del modelo iTLBcpl. La linea roja continua indica el
punto de corte (frecuencia de repeticion) seleccionado, que fue del 35%.

A cada pareja de temperaturas seleccionadas se le aplicé un coeficiente. Como puede observarse en
la figura 49, el par formado por las temperaturas 71°C > 64°C presentd un peso estadistico ligeramente
mayor.

Considerando ya Unicamente estos 2 pares de temperaturas, se generaron 100 modelos aleatorios a
partir de los grupos de entrenamiento y validacidn, seleccionandose finalmente el que mejor area bajo la
curva ROC presentd en el grupo de validacién.
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Figura 49: Grdfica izquierda: coeficiente de ambas parejas de temperaturas. Grdfica derecha: se muestra la ubicacion de los dos
pares de temperaturas a lo largo del termograma medio de cada grupo.

Los resultados obtenidos del modelo iTLBcpl en el grupo de validacion se detallan a continuacidn:

La poblacién del grupo de validacidn estuvo constituida por 70
pacientes (30% de toda la poblacién considerada), de los cuales 34

Entrenamiento Validacién eran controles sanos y 36 pacientes con ACDP (ver figura 50).
162 pac. (70%) 70 pac. (30%)

Figura 50. Distribucion de la poblacion utilizada en la generacién del modelo
iTLBcp1.

Dado que se consideraron 2 parejas de temperaturas y que la condiciéon 71°C > 64°C y 78°C > 60°C
podia cumplirse o no cumplirse, existian 4 posibles respuestas (si/si; si/no; no/no; no/si), por lo que el
modelo predictivo clasificaba cada suero con 4 posibles valores numéricos, que fueron -1,136; 5,664;
6,933y 13,7333.

Como puede verse en la tabla 27, el modelo clasificé con el valor inferior a 0 (-1,136) al 100% (34/34)
de los controles sanos y sélo al 5,6% (2/36) de los pacientes con ACDP. El 94,4% (34/36) restante de
pacientes con ACDP fueron clasificados por el modelo con los otros 3 valores superiores a 0 (5,664; 6,933
y 13,7333), con la distribucidn indicada.

iTLBcp1 (valor numérico) -1,136 5,664 6,933 13,7333

Controles sanos n=34 34V 0 0 0

Pacientes ACDP n=36 2x 3v 4v 27V

Tabla 27. Clasificacion de los pacientes del grupo de validacion por el modelo iTLBcpl. La doble linea representa el punto de
corte estdndar establecido en 0.

Por tanto, estableciendo el punto de corte estandar en 0, los valores de iTLBcpl negativos (< 0) indicaban
una prediccién de malignidad NO (sano), mientras que los valores de iTLBcp1 positivos (> 0) indicaban una
prediccion de malignidad Si (ACDP). Esto quiere decir que modelo iTLBcp1 clasificé correctamente al 100%
de los pacientes control sanos (34/34) y al 94,4% de los pacientes con ACDP (34/36).
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p valor < 0,001

i e S Como puede observarse en la figura 51,

al considerar la respuesta del modelo

10 0.75 iTLBcpl como una variable continua, se

3 - curvaRoG (AUC: 0,97) o'bsgr.var(.)n diferencias estadl's.ticamente

2 oee ks significativas entre las medianas del

!; - f(;;,o.so resultado obtenido por el grupo de

§ % 8 controles sanos (-1.136 [-1,136; -1,136]) y el

= 0.25 grupo de pacientes con ACDP (13,734

[12,034; 13,734]) (prueba de Wilcoxon: p-

(I R LR L valor < 0.001) con un AUC de 0.97 (ICosy% =
— - 0.00 0.9306-1).

Sanos ACDP 1.00 075 050 0.25 0.00

Especificidad

Figura 51. Resultados del modelo iTLBcpl obtenido para diferenciar los termogramas de suero de controles sanos (en verde)
frente a pacientes con ACDP (en rojo). Izquierda: Clasificacion del modelo. Diferencia de medianas del modelo iTLBcp1 en cada grupo:
controles sanos (verde) y ACDP (en rojo), representando en linea horizontal discontinua el punto de corte estandar de cero; Derecha:
Area bajo la curva ROC; Abreviaturas: ACDP: adenocarcinoma ductal pancredtico. AUC: area under the curve; : iTLB: intelligence
Thermal Liquid Biopsy; ROC: receiver operating characteristic.

Posteriormente se calcularon los indices de prediccién del modelo, obteniendo los resultados que se
observan en la tabla 28:

Modelo iTLBcpl

<0 >0
Sano 34 0
ACDP 2 34

Precision | Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN
97,14% 94,44% 100% 100% | 94,44%

Tabla 28: Resultados del modelo iTLBcpl en el grupo de validacion, obtenido para diferenciar los termogramas de suero de
pacientes sanos y pacientes con ACDP. Arriba: Tabla de contingencia de la prediccion. Abajo: rendimiento del modelo iTLBcpl.
Abreviaturas: iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Una vez obtenido el modelo iTLBcpl, se analizd si su prediccién podia verse influida por diferentes
variables relacionadas con caracteristicas del tumor (localizacidn, estadio TNM vy criterios de
resecabilidad) o del paciente (IMC, comorbilidad, antecedente de PC, DM).

Prediocion TLB en funcion de MG Para realizar este analisis, el modelo se aplicé al

100 total de pacientes con ACDP (n = 117), y se estudid si
) existian diferencias significativas en el resultado del

1 mismo (> 0 o < 0) segun las variables seleccionadas.

75 (41%)

Del total de variables analizadas, Unicamente se

< . . pe . . . . e .

2 LB identificaron diferencias significativas en el caso del
g 50 0 .

g moo IMC, de modo que los pacientes con sobrepeso u
o

obesidad obtenian mds resultados > 0 frente a
pacientes con normopeso, con un p valor =0,021, tal y
como se observa en la figura 52.

25

Normopeso Sobrepeso/Obesidad

Figura 52. Prediccion del modelo iTLBcpl segun IMC. El modelo predice mds resultados positivos en los pacientes con
sobrepeso/obesidad, siendo estas diferencias estadisticamente significativas con un p valor de 0,021.
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En la siguiente tabla se resume el resultado obtenido tras el analisis del resto de variables:

Variable Descripcién de los grupos (n) p-valor
Localizacion Cabeza (88) p=0,779
tumoral Cuerpo cola (29) (ns.)
Estadificacion TNM | TNM | (26) p=0,942
TNM 1 (24) (ns.)
TNM 1l (12)
TNM IV (55)
Resecabilidad Resecable n (33) p=0,975
Borderline n (11) (ns.)
Loc Avanzado n (18)
Metastasico n (55)
IMC Normopeso (27) p =0,021
Sobrepeso/Obesidad (78)
Pancreatitis crénica | Sin PC (105) p=0,728
PC previa (12) (ns.)
ICC Leve-moderado (82) p=0,174
Grave (35) (ns.)
Diabetes (n=38) Sin DM (79) p =0,506
DM (38) (ns.)

Tabla 29. Resumen de los resultados obtenidos tras analizar la posible influencia de diferentes variables en los resultados del

modelo iTLBcp1.

De igual modo, se analizo si los niveles de diferentes biomarcadores en el suero (Ca 19.9, CEA, PCR,
bilirrubina, proteinas totales o albimina) pudieran influir en el resultado del modelo iTLBcpl,
considerando en este caso los cuatro valores numéricos posibles del modelo de prediccidon. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas GUnicamente entre pacientes con niveles de bilirrubina elevados
(p = 0,001), en los que el valor adjudicado por el modelo iTLBcpl tendia a ser positivo. Estos resultados
guedan resumidos en la figura 53.
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Figura 53. Prediccion del modelo iTLBcpl segtn diferentes biomarcadores (Ca 19.9, CEA, PCR, bilirrubina, proteinas totales y
albuimina). Valores de bilirrubina mds elevados inducen un resultados del modelo iTLBcp1 > 0 con un p valor de 0,001.
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Curva de supervivencia Kaplan-Meier Finalmente, se realizd también un andlisis de
ale 0,025 supervivencia agrupando a los pacientes segin el
valor numérico que obtenian del modelo iTLBcp1. El
1001 g resultado se muestra en la figura 54 donde se
observan las curvas de Kaplan-Meier para cada
grupo, y puede apreciarse que los pacientes
clasificados con el valor numérico negativo (-1,14)
presentaron una mayor supervivencia, con

diferencias que alcanzaron la significancia estadistica
L—L (test Log-rank p-valor = 0,025).

s 114 566 = 693 13.73

o
~
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Figura 54. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de los grupos de pacientes segun el valor obtenido con el modelo iTLBcpl. E/
sombreado indica el intervalo de confianza (IC 95%).

Modelos iTLBcp 2, iTLBcp 3, iTLBcp 4.

De los resultados presentados previamente del modelo iTLBcp 1 se deduce que, a pesar de ser un buen
modelo para discriminar individuos sanos y enfermos, entre los pacientes con ACDP carece de utilidad
para discriminar estadios mas precoces, o mayor probabilidad de reseccion radical RO. Por esta razén, se
planted el entrenamiento de otros modelos, disefiados especificamente para este objetivo, que fueron
los modelos iTLBcp 2, iTLBcp 3 e iTLBcp 4.

La metodologia utilizada es la misma descrita para el modelo iTLBcpl, por lo que no se volvera a
desarrollar en detalle especificando cada paso a seguir. Para elaborar los grupos de entrenamiento y
validacion se consideraron sueros de pacientes con ACDP en los que pudieron obtenerse los termogramas
(n=117). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en cada modelo:

Modelo iTLBcp 2: objetivo discriminar ACDP resecable vs. resto.

Este modelo se entrend para comparar al grupo de pacientes con ACDP en estadio resecable al
diagndstico frente al resto de pacientes con ACDP no resecable, es decir, en estadio borderline, localmente
avanzado y metastdsico. En la figura 55 se muestra la representacion media (linea continua) de los
termogramas normalizados por el area obtenidos para cada grupo de pacientes (resecables en verde vs.
no resecables en rojo), con su desviacion estandar (sombreado), asi como ambas medias superpuestas,
gue permiten visualizar graficamente las ligeras diferencias existentes entre ambos grupos. El intervalo
de temperaturas considerado en el entrenamiento del modelo fue 60-80°C, por contener las mayores
diferencias, tal y como queda reflejado en la grafica de la derecha, con las lineas verticales discontinuas.
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Figura 55. La linea continua representa la media de los termogramas normalizados por el drea del grupo de pacientes con ACDP
resecable (en verde) y el grupo de pacientes con ACDP no resecable (en rojo), con su desviacion estdndar representada a través del
sombreado. La grdfica de la derecha muestra ambas curvas superpuestas, evidenciando sus ligeras diferencias. Con lineas
discontinuas verticales se muestra el intervalo de temperaturas (60°C - 80°C) utilizado para el entrenamiento del modelo.
Abreviaturas: C.p (a.u): capacidad calorifica (unidades arbitrarias).

Se generd la matriz de remuestreo con las 117 muestras para clasificarlas en 100 grupos de
entrenamiento y 100 grupos de validacién diferentes. El algoritmo de machine-learning identificé los
pares de temperaturas que marcaban diferencias entre los termogramas de ambos grupos (resecables y
no resecables). Se establecid el punto de corte para seleccionar las mas frecuentes y posteriormente se
les aplicaron los coeficientes correspondientes. En este modelo, las parejas de temperaturas
seleccionadas fueron 3: 61°C > 70°C; 74°C > 68°C; 66°C > 63°C (ver figura 56).
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Figura 56. Izquierda: Pares de temperaturas seleccionados durante el entrenamiento del modelo iTLBcp2. La linea roja continua
indica el punto de corte (frecuencia de repeticion) seleccionado manualmente. Centro: coeficientes correspondientes a los pares de
temperaturas seleccionados finalmente. Derecha: se muestra la ubicacidn de los tres pares de temperaturas seleccionados a lo largo
del termograma medio de cada grupo.

Finalmente, considerando ya Unicamente estos 3 pares de temperaturas, se generaron 100 modelos
aleatorios a partir de los grupos de entrenamiento y validacion, selecciondandose el que mejor drea bajo
la curva ROC presento en el grupo de validacién, y calculdndose sus indices de prediccién.
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Figura 57. Resultados del modelo iTLBcp2 obtenido para diferenciar los termogramas de suero de ACDP resecables (en verde)
frente a pacientes con ACDP no resecables (en rojo). Izquierda: Clasificacién del modelo. Diferencia de medianas del modelo iTLBcp2
en cada grupo: resecables (en verde) y no resecables (en rojo), representando en linea horizontal el punto de corte estdndar de cero;
Centro: Area bajo la curva ROC; Derecha: Tabla de contingencia e indices de prediccion del modelo. Abreviaturas: AUC: area under
the curve; ROC: receiver operating characteristic.

Por tanto, estableciendo el punto de corte en 0, los valores de iTLBcp2 negativos (< 0) indican una
predicciéon de NO resecabilidad (borderline + localmente avanzado + metastasico), mientras que los
valores de iTLBcp2 positivos (> 0) indican una prediccion de resecabilidad. El modelo iTLBcp2 clasificd
correctamente al 90% (9/10) de los ACDP resecables, pero sélo al 54,09% (33/61) de los ACDP no
resecables.

Al considerar la respuesta del mismo como una variable continua, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las medianas del resultado obtenido por el grupo de pacientes
resecables (1.114 [0,1001; 1,114]) y no resecables (-0,114 [-0,126; 1,114]) (prueba de Wilcoxon: p valor =
0,018) con un AUC de 0.73 (ICss% = 0.5975-0,8459) (Figura 57)

Modelo iTLBcp 3: objetivo discriminar entre resecable + borderline
frente al resto.

Este modelo se entrend para comparar al grupo de pacientes con ACDP en estadio resecable +
borderline al diagndstico frente al resto de pacientes con ACDP en estadio localmente avanzado +
metastdsico.

En la figura 58 se muestra la representacién media (linea continua) de los termogramas normalizados
por el drea obtenidos para cada grupo de pacientes (resecables + borderline en verde vs. localmente
avanzados + metastdsicos en rojo), con su desviacidon estandar (sombreado), asi como ambas medias
superpuestas, resaltando graficamente las escasas diferencias entre ambos grupos. El intervalo de
temperaturas considerado en el entrenamiento del modelo fue 60-80°C, por contener las mayores
diferencias, tal y como queda reflejado en la grafica de la derecha, con las lineas verticales discontinuas.
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Figura 58. La linea continua representa la media de los termogramas normalizados por el drea del grupo de pacientes con ACDP
resecable + borderline (en verde) y el grupo de pacientes con ACDP localmente avanzado + metastdsico (en rojo), con su desviacion
estdndar representada a través del sombreado. La grdfica de la derecha muestra ambas curvas superpuestas, evidenciando sus
ligeras diferencias. Con lineas discontinuas verticales se muestra el intervalo de temperaturas (60°C - 80°C) utilizado para el
entrenamiento del modelo. Abreviaturas: C.p (a.u): capacidad calorifica (unidades arbitrarias).

Se generd la matriz de remuestreo con las 117 muestras para clasificarlas en 100 grupos de
entrenamiento y 100 grupos de validacién diferentes. El algoritmo de machine-learning seleccioné los
pares de temperaturas que marcaban diferencias entre los termogramas de ambos grupos. Se establecié
el punto de corte para seleccionar las mas frecuentes y posteriormente se les aplicaron los coeficientes
correspondientes. En este modelo, las parejas de temperaturas seleccionadas fueron finalmente 2: 72°C
>73°C; 65°C > 64°C (ver figura 59).
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Figura 59. Izquierda: Pares de temperaturas seleccionados durante el entrenamiento del modelo iTLBcp3. La linea roja continua
indica el punto de corte (frecuencia de repeticion) seleccionado manualmente. Centro: coeficientes correspondientes a los pares de
temperaturas seleccionados finalmente (uno de ellos fue de 0). Derecha: se muestra la ubicacidn de los dos pares de temperaturas
seleccionados a lo largo del termograma medio de cada grupo.

Finalmente, considerando ya Unicamente estos 2 pares de temperaturas, se generaron 100 modelos
aleatorios a partir de los grupos de entrenamiento y validacion, selecciondandose el que mejor drea bajo
la curva ROC presentd en el grupo de validacion, y calculdndose sus indices de prediccion, cuyos resultados
se muestran en la figura 60.

Por tanto, estableciendo el punto de corte en 0, los valores de iTLBcp3 negativos (< 0) indicaron una
prediccién de ACDP localmente avanzado + metastasico, mientras que los valores de iTLBcp3 positivos (>
0) indicaron una prediccién de ACDP resecable + borderline. El modelo iTLBcp3 clasificé correctamente al
84,6% (11/13) de los ACDP resecables + borderline, pero sélo al 61,9% (26/42) de los ACDP localmente
avanzados + metastdsicos.

Al considerar la respuesta del mismo como una variable continua, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las medianas del resultado obtenido por el grupo de pacientes
resecables + borderline (0,3924 [0.3924; 0,3924]) y el resto (localmente avanzados + metastasicos) (-
0,2035 [-0,2035; 0,3924]) (prueba de Wilcoxon: p-valor = 0,015) con un AUC de 0.74 (ICosy% = 0.6117-
0,8452) (Figura 60).
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Figura 60. Resultados del modelo iTLBcp3 obtenido para diferenciar los termogramas de suero de ACDP resecables + borderline (en
verde) frente a pacientes con ACDP localmente avanzados + metastdsicos (en rojo). Izquierda: Clasificacion del modelo. Diferencia
de medianas del modelo iTLBcp3 en cada grupo: resecables + borderline (en verde) y localmente avanzados + metastdsicos (en rojo),
representando en linea horizontal discontinua el punto de corte estdndar de cero; Centro: Area bajo la curva ROC; Derecha: Tabla de
contingencia e indices de prediccion del modelo. Abreviaturas: AUC: area under the curve; ROC: receiver operating characteristic.

Modelo iTLBcp 4: objefivo discriminar a los pacientes metastasicos
frente al resto.

Este modelo se entrend para comparar al grupo de pacientes con ACDP metastasico al diagndstico
frente al grupo de pacientes no metastasicos (resecable + borderline + localmente avanzado).

En la figura 61 se muestra la representacién media (linea continua) de los termogramas normalizados
por el drea obtenidos para cada grupo de pacientes (no metastasicos en verde vs. metastdsicos en rojo)
con su desviacién estandar (sombreado), asi como ambas medias superpuestas, resaltando las escasas
diferencias entre ambos grupos. El intervalo de temperaturas considerado en el entrenamiento del
modelo fue 60-80°C, por contener las mayores diferencias, tal y como queda reflejado en la gréfica de la
derecha con las lineas verticales discontinuas.
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Figura 61. La linea continua representa la media de los termogramas normalizados por el drea del grupo de pacientes con ACDP
no metastdsico (en verde) y el grupo de pacientes con ACDP metastdsico (en rojo), con su desviacion estdndar representada a través
del sombreado. La grdfica de la derecha muestra ambas curvas superpuestas, evidenciando sus ligeras diferencias. Con lineas
discontinuas verticales se muestra el intervalo de temperaturas (60°C - 80°C) utilizado para el entrenamiento del modelo.
Abreviaturas: C.p (a.u): capacidad calorifica (unidades arbitrarias).

Se generd la matriz de remuestreo con las 117 muestras para clasificarlas en 100 grupos de
entrenamiento y 100 grupos de validacién diferentes. El algoritmo de machine-learning identificé los
pares de temperaturas que marcaban diferencias entre los termogramas de ambos grupos (metastasicos
y no metastasicos). Se establecio el punto de corte para seleccionar las mas frecuentes y posteriormente
se les aplicaron los coeficientes correspondientes. En este modelo las parejas de temperaturas
seleccionadas fueron finalmente 3: 71°C > 61°C; 65°C > 79°C; 67°C > 68°C (ver figura 62).

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025. Pégina 92



20 4

L
15 r
10 0.04
Q
2
c
2L =
10 © =
© S
o 0.5
o 0.02
5
o.o0 0.00
0 - 71=61 65=79 67=68 40 60 80
by g Pares de temperaturas Temperatura (°C)

Figura 62. Izquierda: Pares de temperaturas seleccionados durante el entrenamiento del modelo iTLBcp4. La linea roja continua
indica el punto de corte (frecuencia de repeticion) seleccionado manualmente. Centro: coeficientes correspondientes a los pares de
temperaturas seleccionados finalmente. Derecha: se muestra la ubicacidn de los tres pares de temperaturas seleccionados a lo largo
del termograma medio de cada grupo.

Considerando ya Unicamente estos 3 pares de temperaturas, se generaron 100 modelos aleatorios a
partir de los grupos de entrenamiento y validacién, selecciondndose el que mejor area bajo la curva ROC

presentd en el grupo de validacién, y calculandose sus indices de prediccidn, cuyos resultados se muestran
en la figura 63.

Por tanto, estableciendo el punto de corte en 0, los valores de iTLBcp4 negativos (< 0) indican una
prediccién de ACDP NO metastdsico, mientras que los valores de iTLBcp4 positivos (> 0) indican una
prediccién de ACDP metastdsico.

El modelo iTLBcp4 en el grupo de validacidn clasifica correctamente sélo al 34,78% (8/23) de los ACDP
no metastasicos, y al 81,25% (13/16) de los ACDP metastasicos. Al considerar la respuesta del mismo
como una variable continua, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las

medianas del resultado obtenido por cada grupo (prueba de Wilcoxon: p-valor = 0,074) con un AUC de
0.65 (ICos% = 0.4701-0,8057) (Figura 63).

ROC Curve (AUC = 0.65)
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Figura 63. Resultados del modelo iTLBcp4 obtenido para diferenciar los termogramas de suero de ACDP no metastdsicos (en
verde) frente a pacientes con ACDP metastdsico (en rojo). lzquierda: Clasificacion del modelo. Diferencia de medianas del modelo
iTLBcp2 en cada grupo: no metastdsicos (en verde) y metastdsicos (en rojo), representando en linea horizontal discontinua el punto
de corte estdndar de cero; Centro: Area bajo la curva ROC; Derecha: Tabla de contingencia e indices de prediccién del modelo.
Abreviaturas: AUC: area under the curve; ROC: receiver operating characteristic.
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c. CURIOSIDADES

PACIENTES SUPERVIVIENTES.

Del total de la serie analizada, se identificaron 5 supervivientes, que actualmente se encuentran en
seguimiento en consultas de Oncologia Médica y se consideran libres de enfermedad pancreatica. Se
contacto con ellos y se les solicitd nuevo consentimiento para una nueva extraccidén sanguinea y repetir
el andlisis calorimétrico en las nuevas muestras de suero.

A continuacién se muestra la comparativa de los termogramas obtenidos en 3 de ellos que aceptaron
participar de nuevo en el estudio. En las graficas de la figura 64, nivel inferior, se pueden ver ambas curvas
superpuestas, en rojo el termograma obtenido al diagndstico de ACDP y en amarillo el termograma de
control.
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Figura 64. Evolucidn grdfica de los termogramas de los 3 pacientes supervivientes, al diagndstico y a la curacién. Comparacién
con las medias de los termogramas de los controles sanos y los pacientes con ACDP. Las 2 grdficas de arriba representan las curvas
medias de los termogramas de los controles sanos (en verde) y los pacientes con ACDP (en rojo). En las 3 grdficas de abajo se
representan superpuestos los termogramas de los pacientes supervivientes en el momento del diagnéstico de ACDP (en rojo) y una
vez superada la enfermedad pancredtica (en amarillo).

En los pacientes P162C y P559S (graficas inferiores centro y derecha) se observa como la curva
amarilla, que representa el termograma del paciente tras superar la enfermedad pancredtica, tiende a
recuperar la morfologia tipica del control sano (curva verde, gréfica superior izquierda).

En el paciente P159C (grafica inferior izquierda) esta evolucién no se observé. A las 2 semanas de la
segunda extraccion fue diagnosticado de un tumor escamoso pulmonar metastasico.

De estas observaciones se deduciria que la calorimetria también podria jugar un papel en el
seguimiento de los pacientes con ACDP, confirmando o no su curacién, como una prueba mas a favor de
que los pacientes han conseguido superar la enfermedad, o bien presentan enfermedad remanente.
Aunque no es posible extraer conclusiones a partir de un nimero tan escaso de casos, seria interesante
confirmar estos resultados en una serie con un mayor tamafio muestral
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PACIENTES CON DIAGNOSTICO DIFERENTE A ACDP

De los pacientes reclutados inicialmente, 3 se excluyeron del estudio por presentar un diagndstico
diferente a ACDP. Los diagnésticos definitivos fueron PC pseudotumoral, pancreatitis autoinmune y

pancTNE.
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Sus termogramas se representan
superpuestos en la grafica inferior de la
figura 65. El paciente P526S fue una PC
pseudotumoral con curva en amarillo, el
paciente P134C fue una pancreatitis
autoinmune con curva en rojo, y el
paciente P551S fue un pancTNE con curva
en granate.

Como puede observarse, las curvas de
estos 3 pacientes son morfolégicamente
muy diferentes entre si, pero también en
comparaciéon con el termograma medio
del grupo control sano (grafica superior
izquierda en verde), y el de los pacientes
con ACDP (grafica superior derecha en
rojo).

Figura 65. Comparacion grdfica de las medias de los termogramas de los controles sanos y los pacientes con ACDP frente a los
termogramas de los 3 pacientes con diagndstico diferente a ACDP. Las 2 grdficas de arriba representan las curvas medias de los
termogramas de los controles sanos (en verde) y los pacientes con ACDP (en rojo). La grdficas inferiores representan las curvas
superpuestas de los termogramas del paciente con pancreatitis autoinmune (en rojo), PC pseudotumoral (en amarillo) y pancTNE (en

granate)

Andlogamente a lo que ocurre con los pacientes supervivientes, de estas observaciones se deduciria
que el andlisis calorimétrico del suero es capaz de identificar diferencias existentes en pacientes con
diferentes enfermedades pancreaticas, sin poder extraer conclusiones relevantes. Su alcance diagnédstico
deberia analizarse en una serie de pacientes de mayor tamafo, que incluyese patologia pancreatica

diversa.
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DISCUSION ACDP.

a. ¢Es posible mejorar la supervivencia del ACDPze

El ACDP es hoy en dia una enfermedad que supone un grave problema de salud, con una incidencia
creciente a nivel mundial, y muy especialmente en los paises mas desarrollados. Esta circunstancia puede
relacionarse con el aumento de la esperanza de vida, la creciente prevalencia de factores de riesgo
conocidos como la obesidad o la diabetes, y ciertos habitos como el consumo de alcohol y tabaco,
asociados a niveles socioecondmicos medios-altos. Su prondstico hoy en dia es infausto y la cirugia sigue
siendo el Unico tratamiento curativo disponible. Pero las opciones quirdrgicas son limitadas (menos del
20% al diagnéstico) (17) y la recurrencia postquirdrgica muy elevada (hasta un 80% en 2 afios), incluso
tras resecciones radicales RO (352). Esta nefasta situacion se ve favorecida por las limitaciones de las
herramientas diagnésticas disponibles, con ausencia de biomarcadores precoces y programas eficaces de
cribado (152).

Segun las series publicadas, la localizacién mas frecuente del ACDP es la cabeza pancredtica (70%),
circunstancia que se cumple en la serie de ACDP estudiada, con un 74,6% de tumores cefélicos. En cuanto
a la distribucién por sexo, generalmente se ha descrito un ligero pero progresivo predominio masculino,
gue no se ha confirmado en nuestro andlisis, que muestra contrariamente una ligera predominancia
femenina (51.6% de casos femeninos frente al 48,4% masculinos). La edad de maxima incidencia descrita
en la literatura se sitda entre los 65 y los 75 afios con sélo un 20% de diagndsticos en menores de 60 afios
(4). Enla serie a estudio, analogamente, el mayor pico de incidencia se observé entre los 65 y los 70 afios,
pero también se identificé un pico secundario mds precoz, entre los 58 y los 62 afios. Sélo un 23,8% de
pacientes se diagnosticaron con edad inferior a los 60 afios. Esta tendencia al diagndstico a edades mas
tempranas ha sido también descrita en otras series en los Ultimos afios, como ya se ha comentado en la
introduccién de esta tesis doctoral (6,7). La cohorte de pacientes presenté al diagnéstico un ICC ajustado
a la edad y una puntuacién ECOG acorde con su perfil poblacional (70,4% ICC leve-moderado y 57,3%
ECOG entre 0-1). Por tanto, desde el punto de vista demografico, se puede considerar que la serie
estudiada es representativa, y acorde con las caracteristicas descritas de la poblacién que padece ACDP.

Si algo caracteriza a este tumor es su elevadisima tasa de letalidad. Actualmente se considera el tercer
cancer mas mortal en EEUU, y se estima que pronto sobrepasara al CCR, quedando en segundo lugar tras
el cancer de pulmén (353—-356). Un escaso porcentaje de pacientes de entre el 3-15% (356—359) supera
los 5 afios de supervivencia, correspondiéndose el limite inferior con los estadios metastdsicos.

La supervivencia observada en la serie analizada ha sido baja, del 6,8% a los 5 afios, siendo la
pervivencia media de los fallecidos de 12 meses. Este porcentaje se situa dentro de la horquilla de
supervivencia publicada, probablemente algo penalizada debido a que el reclutamiento del estudio se
inicié en 2014. En cualquier caso, este mal prondstico parece principalmente atribuirse a la letalidad de la
enfermedad, ya que no se observé una elevada comorbilidad preexistente entre los pacientes analizados.
El analisis de supervivencia con curvas de Kaplan-Meier mostré supervivencias significativamente mejores
en pacientes varones jovenes (especialmente por debajo de los 65 afios), con normopeso y menor
comorbilidad asociada. Sin embargo, no se objetivaron diferencias entre la supervivencia de pacientes
con o sin diabetes, o en dependencia de su habito tabaquico.

Entre los multiples factores que condicionan la elevada letalidad del ACDP, se ha descrito su evolucién
silente especialmente en fases precoces, la falta de disponibilidad de biomarcadores con adecuada
sensibilidad y especificidad, la resistencia a los tratamientos de quimioterapia actuales, asi como su
localizacién anatémica, que dificulta su extirpacion quirlrgica, y la propia agresividad bioldgica del tumor
gue provoca un rapido y grave deterioro nutricional y del estado general del paciente que lo padece (3).
A todo esto, se une que, la mayoria de los casos de ACDP son esporadicos, sin factores de riesgo
especificos que permitan establecer sistemas de cribado eficaces.

En resumen, como se ha descrito, el pancreatélogo se enfrenta al reto de diagnosticar un tumor muy
letal, de sintomatologia inespecifica y tardia, sin ayuda de biomarcadores eficientes y de dificil
tratamiento. Resulta pues evidente la necesidad de explorar nuevas herramientas que permitan su
diagndstico mas temprano, como se ha pretendido en esta investigacidén, que constituye esta tesis
doctoral.
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De modo similar al modelo del CCR, la lesién considerada inicial del ACDP es la neoplasia intraepitelial
pancreatica (PanIN) que, tras iniciar una serie de mutaciones y atipias citoldgicas, se transforma primero
en un adenocarcinoma in situ y, posteriormente, en un adenocarcinoma invasor (360,361).
Lamentablemente, esta lesién inicial es indetectable para las técnicas diagndsticas disponibles
actualmente. Esta forma oculta de desarrollo tumoral esporadico parece ser la responsable del 85-90%
de los ACDP (78,79). S6lo en un 3-10% de casos puede identificarse algun tipo de predisposicion genética
(80), que permite definir a este pequefio grupo como poblacién de alto riesgo. Y en otro escaso 10-15%
el ACDP se desarrollara en el seno de NQP-M (TPMI y MCN), que si se identifican con las técnicas de
imagen disponibles (105), y que constituyen otro segundo grupo poblacional de riesgo, también objeto
de estudio de esta tesis doctoral.

El ACDP es un tumor con un periodo inicial de desarrollo lento, estimandose en unos 15 afios el tiempo
gue transcurre entre las mutaciones genéticas iniciales y la aparicidn de la primera sintomatologia (362).
Tedricamente, este periodo ventana deberia ser utilizado para el diagnéstico en fase éptima de
tratamiento, que se considera antes de que el tumor alcance los 3 cm de diametro (sin afectar a vasos
esenciales) y sin que haya provocado metastasis (77). En esta situaciéon se puede llevar a cabo una
reseccion quirdrgica radical RO (143), accesible hoy en dia para solo una minoria de pacientes (15-20%)
por el habitual retraso diagndstico (17). Si se consiguiese anticipar el diagndstico unos meses o, mejor 1 o
2 afos, la mejora estimada en la supervivencia se calcula en torno a un 40%, porque el tumor no habria
invadido estructuras vecinas ni desarrollado metastasis, los pacientes no experimentarian un deterioro y
desnutricion tan rapidos, y tolerarian mejor el tratamiento quimioterapico y/o quirurgico (363,364). Por
tanto, el objetivo seria detectar y tratar a los pacientes con PanIN de alto grado y tumores en estadio T1
NO MO accesibles a resecciones curativas (83).

En la serie estudiada, como sucede en otras publicadas, la mayoria de los pacientes se diagnosticaron
en estadios no quirdrgicos (56,5% estadios Ill-IV; 61,45% localmente avanzados-metastdsicos), y casi la
mitad (46,7%) eran ya metastasicos.

Para incrementar el porcentaje de pacientes en estadios TNM | o Il, se precisaria de un sistema de
cribado probablemente dirigido a poblacion mayor de 50-60 afios, a la que idealmente deberiamos
ofrecer una prueba simple, barata, fiable y no invasiva. Sin embargo, en la actualidad no se dispone de
una prueba que reuna estas caracteristicas, y en caso de existir, dada la baja incidencia de esta
enfermedad, tampoco se consideraria coste-efectiva. La US Preventive Services Task Force, estimando que
aproximadamente el 1,6% de los habitantes de USA sufriran este cancer a lo largo de su vida, refiere que
incluso una prueba ideal que tuviese un 99% de sensibilidad y un 99% de especificidad, produciria 1.000
falsos positivos por cada 100.000 personas examinadas (365). Por ello, de momento, el esfuerzo deberia
dirigirse hacia:

1. Poblacién de alto riesgo genético: sindromes genéticos y familiares de primer grado de
pacientes afectos, como he comentado en la introduccién.

2. Pacientes portadores de NQP-M, que se tratan en otro apartado de esta tesis.

3. Poblacién de riesgo bajo (ACDP esporadico) pero que reune factores de riesgo conocido para
el desarrollo del ACDP, que los convierte en poblacidn de riesgo moderado.

Poblacidn de alto riesgo genético.

El cribado en poblacidn de alto riesgo esta bien establecido. El programa mds amplio de seguimiento
de poblaciéon de alto riesgo es el denominado “Cancer of the Pancreas Screening Study” (CAPS study),
liderado por la John Hopkins University (366), que incluye a mas de 2.000 individuos y que se dirige a los
portadores de variantes patogénicas de mutaciones germinales, como las que se encuentran en los
sindromes genéticos detallados en la introduccidn, con criterios bastante restrictivos.

Una via adicional ya explorada ha sido cribar también a individuos con un unico familiar de primer
grado con ACDP, en ausencia de otros factores de riesgo. Sin embargo, el riesgo estimado de esta
poblacién es demasiado bajo (RR aproximado x 4,6), por lo que, de momento, no se recomienda (94).
Actualmente la estrategia consiste en seleccionar a individuos con mayor riesgo, como aquellos con dos
familiares de primer grado afectos (RR x 6,4) o, como indica la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), portadores de mutaciones germinales (ATM, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, LS genes [MLH1, MSH2,
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MSH6, EPCAM], PALB2, STK11, y TP53) en todos los pacientes con diagnéstico de ACDP, mediante la
realizacién de un estudio genético. Si resultan portadores de alguna de ellas, debera investigarse a los
familiares de primer grado y someterlos a seguimiento anual (367).

En la serie estudiada el nimero de individuos identificados cumpliendo esta condicién ha sido tan
escaso como Unicamente 2 pacientes (1,6% del total): una mutacion BRCA2 y una pancreatitis hereditaria
(PRSS1). Ademas, se han identificado 8 pacientes (6,6% del total) con al menos 2 antecedentes familiares
de primer grado de ACDP, cifras ligeramente inferiores a los porcentajes publicados (3-5% de riesgo
genético y 5-10% de riesgo familiar (81)), aunque es posible que exista cierto sesgo de informacién en
relacion con la deficitaria recogida de antecedentes familiares en la HCE.

Aunque moderadamente, en la actualidad los criterios tienden a expandirse. Con la experiencia que
se va adquiriendo, se considera que un programa de cribado para ACDP resulta efectivo cuando se dirige
a individuos con un moderado incremento del riesgo (estimado en al menos el 5%). La guia mas reciente
de la American Society for Gastrointestinal Endoscopy (ASGE) incluye ya a los portadores de mutaciones
patogénicas germinales BRCA2, BRCA1 o PALB2, independientemente de su historia familiar de ACDP
(101,368), cuando antes requeria de la existencia de al menos un familiar de primer grado afecto.

Poblacibn de baqgjo riesgo, pero con condiciones
predisponentes para el desarrollo del ACDP (excluido riesgo
genético y NQP).

Lograr el diagndstico precoz en este grupo poblacional es uno de los mayores retos actuales. Uno de
los objetivos de esta tesis ha sido analizar la importancia de diferentes factores de riesgo conocidos y
otras variables en el diagndstico de esta enfermedad, y revisar su posible utilidad para facilitar su
diagnodstico precoz, junto con diferentes biomarcadores tumorales y marcadores inflamatorios y
nutricionales.

Dirigiendo la atencion a los factores de riesgo
Tabaco y alcohol.

Multiples estudios confirman que el habito de fumar aumenta el riesgo de padecer ACDP entre 1,5-3
veces, y que este riesgo se incrementa con la intensidad y duracion del habito (26-28,30,369). Mientras
qgue hay autores que defienden que los fumadores ocasionales de menos de 10 cigarrillos diarios no
presentan mayor riesgo que la poblacién general (30), hay otros que afirman que si se eliminara el habito
de fumar la incidencia de ACDP podria disminuir hasta en un 27% (370). La implicacién del alcohol en el
riesgo del ACDP es mas inconsistente. Hay estudios que estiman que el consumo intenso de alcohol (a
partir de 50 g/dia) es un factor independiente de riesgo para ACDP (1.69, 95% IC: 1.21-2.37) (32), pero
otros no encuentran esta asociacion (34,371). También los datos sobre los diferentes tipos de alcohol son
contradictorios (32).

En la serie a estudio el 41% de los pacientes eran fumadores o exfumadores, observandose en este
grupo un diagndstico a edad mas temprana, con una mediana de 63 afios, que presentd diferencias
significativas frente a la mediana de edad al diagnéstico de los pacientes no fumadores de 75 afos (p
valor = 0,0091). Revisando la bibliografia puede comprobarse que esta observacién se confirma en
otras series (104,372). En concreto Rulyak et al (373), estudiando una poblacién con riesgo familiar,
encuentra que el tabaco incrementa el riesgo de ACDP (OR. 3.7), multiplicdndose en varones y menores
de 50 afios (OR: 5.2 y OR: 7.6 respectivamente) y, que anticipa una década la edad de diagndstico. Entre
los fumadores de la serie estudiada, el sexo femenino sin embargo mostré una tendencia al diagndstico
a edad mas joven (mediana de 56,3 afios frente a 59,9 afios en sexo masculino) pero sin encontrar
diferencias significativas. No se detectaron diferencias segin el habito tabaquico en términos de
supervivencia, probablemente debido a la elevada letalidad de este tumor, que hace muy dificil
encontrar variaciones en supervivencia entre aquellos sometidos o no a un factor de riesgo. Tampoco
se observaron diferencias en cuanto al diagndstico en estadios resecables o no, entre fumadores y
no fumadores. No se pudo investigar la
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importancia de la ingesta alcohdlica de riesgo, dada la dificultad de obtener informacién fiable en la HCE
de forma retrospectiva.

El mecanismo procarcinégeno del tabaco no es bien conocido, pero se cree que componentes como
aminas heterociclicas e hidrocarbonos policiclicos aromaticos, pueden ser los causantes de la inflamacion
crdnica y, como consecuencia de ésta, la subsiguiente mutacién somdtica (374). Una vez abandonado el
habito, el riesgo persiste elevado (RR = 1.7) durante 10 afios y solo se equipara al de los no fumadores
transcurridos 15-20 afios (26). Desgraciadamente, no se ha podido analizar esto en la cohorte, por falta
de informacion concreta respecto al tiempo transcurrido desde el abandono del habito en nuestros
pacientes exfumadores. En el caso del alcohol, el mecanismo por el que podria contribuir a la génesis del
tumor seria la induccién de una inflamacién crénica del tejido pancreatico, a través del propio alcohol o
ciertos metabolitos como el acetaldehido, que han demostrado experimentalmente provocar inflamacion
y alteraciones en las stem cells y en los genes reparadores del DNA (374-376). Como el tabaco, parece
favorecer el diagnéstico a una edad menor y por un mecanismo directo, sin que sea necesario que su
consumo se asocie a la aparicién previa de PC (377).

Un aspecto que ha despertado el interés de los investigadores es si el riesgo se multiplica cuando se
asocian varios factores. Con respecto a la asociacion entre tabaco y alcohol, un estudio caso-control
realizado por el Consortium (PanC4) publicado en 2017, confirmé el mayor riesgo entre fumadores y altos
consumidores de alcohol, sin encontrar una clara potenciacion entre ambos (377). Sin embargo, otros
investigadores confirman que la suma de tres factores resulta especialmente influyente en el diagndstico
a edad mas temprana: el tabaquismo, la existencia de PC y antecedentes familiares (378—380).

En conclusién, tabaco y el alcohol deben considerarse factores de riesgo independientes, aunque
posiblemente se potencien entre si y en asociacion con otros factores. El tabaco (y probablemente
también el alcohol) podria intervenir en un periodo temprano de la enfermedad o acelerar el proceso de
carcinogénesis sobre un organismo ya predispuesto genéticamente o sometido a otros factores de riesgo.
El hallazgo en nuestra serie de un diagndstico todavia mas temprano en las mujeres fumadoras, aun sin
alcanzar diferencias significativas, plantea la incégnita de una posible mayor sensibilidad del sexo
femenino. A la luz de estos hallazgos, se podria especular que, si se plantease el cribado en pacientes
fumadores deberia iniciarse a una edad temprana (especialmente en mujeres), sobre todo si se asocia a
consumo elevado de alcohol, antecedentes familiares o PC.

Existen publicaciones que defienden que el deterioro del peso y la masa muscular asociados al habito
tabdaquico, asi como la presencia de enfermedades broncopulmonares y cardiovasculares relacionadas,
puede repercutir negativamente en el pronéstico del ACDP, limitando la tolerancia al tratamiento con
quimioterapicos (381) y, en consecuencia, la supervivencia. Sin embargo, nuestro analisis no ha
identificado diferencias significativas en la supervivencia de los pacientes en dependencia de su habito
tabdaquico (fumador vs. exfumador + no fumador; p = 0,634; fumador + exfumador vs. no fumador; p=
0,774)

La parte positiva es que el consumo de tabaco parece estar declinando, al menos en los paises
desarrollados. En el sexo masculino se estima que el pico maximo se alcanzé en torno al afio 1986 y desde
entonces sufre un lento descenso. En el sexo femenino este pico se alcanzé mas tarde, hacia 2014 (382).
Estas variaciones en la epidemiologia del habito de fumar deberian traducirse en un descenso en su
implicacién en el desarrollo de tumores, incluido el ACDP, en las préximas décadas.

Pancreatitis aguda y crénica

Segun Korpela et al, hasta un 6,6% de los pacientes con ACDP estaban previamente diagnosticados de
PC, y el tabaquismo fue el principal factor asociado. A la inversa, estudios realizados sobre piezas
quirargicas de ACDP, observaron que el 38.8% presentd histopatologia compatible con PC (383). En la
serie estudiada, el 12,3% de pacientes tenian antecedente diagndstico de PC, el doble de lo descrito por
Korpela et al, siendo diagnosticados a edad ligeramente mas joven (64,9 afios vs. 69,8 afios en pacientes
sin dicho antecedente), aunque sin diferencias significativas. En el 73,3% de los casos el tabaquismo fue
un factor asociado, y solo 1 caso fue una pancreatitis crénica hereditaria.

La relacién entre PC y ACDP es bien conocida por los clinicos, ya que un porcentaje significativo de
pacientes con ACDP (aproximadamente un 5%), son erréneamente diagnosticados de PC, retrasando el
adecuado diagndstico y tratamiento (59). Contrariamente, en nuestro estudio, observamos un porcentaje
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mayoritario de diagndstico en estadios precoces (TNM I-1l) en el pequefio grupo de pacientes con
antecedente de PC (n = 15) que fue de 64,3%, frente al 40,7% en el grupo de pacientes sin antecedente
de PC (ver figura 26), probablemente debido a la especial dedicacién en el control de los pacientes con PC
en nuestro medio. Sin embargo, el andlisis estadistico no demostré diferencias significativas entre ambos
grupos, ni para el diagnéstico precoz (p valor = 0.166), ni en estadio resecable (p valor= 0,349), muy
probablemente debido al pequefio tamafio muestral.

Seguln un metaanalisis reciente, se calcula que los pacientes con PC presentan un incremento de riesgo
para ACDP de 22,6 (57), aunque guias recientes establecen valores menores, de entre 5y 10 veces (58).
Estas diferencias pueden deberse a que el diagndstico de ACDP es mas frecuente cuanto mas reciente es
el diagndstico de PC. En otro amplio metaanalisis de 13 estudios publicados, se ha encontrado un RR de
16,16 en los dos afos siguientes al diagndstico de PC, que desciende a 7,9 a los cinco afios del diagndstico,
e incluso hasta 3,5 a los 9 afios de seguimiento (59). Si esto significa que el tumor ya estaba presente
cuando se diagnosticé la PC no puede asegurarse, pero bien podria ser su causa al provocar una
obstruccién ductal. El riesgo de ACDP tampoco es el mismo para todas las etiologias de la PC, siendo mayor
en la etiologia hereditaria y menor en la alcohdlica (60). El International Pancreatitis Study Group ha
calculado, sin embargo, que el tiempo medio transcurrido entre el diagndstico de PCy el de ACDP es de
unos 20 afios y, ademas, existe una correlacién lineal que se incrementa con el paso de los afios, desde
1,8% a los 10 afios de evolucién hasta el 4% después de 20 afios (384). De igual modo, se desconoce cuanta
de esta asociacion entre PC y ACDP se debe a la interferencia provocada por el tabaquismo y el consumo
de alcohol, ambos considerados factores de riesgo independientes para ACDP. Otro dato muy interesante
es que hasta un 90% de los pacientes con PC presentan mutaciones en el oncogen KRAS, que también esta
presente en el ACDP, lo que sugiere la posibilidad de una fisiopatologia comun entre las dos enfermedades
(59). En todo caso, a pesar de todas estas observaciones, en la practica clinica habitual apenas un 5% de
las PC desarrollaran ACDP (61).

En cuanto a la Pancreatitis Autoinmune (PAI), que puede afectar a otros érganos, y también es una
causa de PC, no se ha demostrado que aumente el riesgo de ACDP, aunque los estudios disponibles de
momento son de pequefio tamafno muestral (385,386).

La conclusién que se debe extraer de toda esta informacidn es que es importante realizar un estricto
proceso diagndstico de todos los pacientes con PC para descartar con seguridad la existencia de un ACDP
subyacente, especialmente en pacientes que asocian otros factores de riesgo, como el tabaco o el alcohol.
En toda PC de larga evolucién debera valorarse establecer un algun tipo de seguimiento, aunque hasta la
fecha no existe evidencia de que esto contribuya a una mejor supervivencia atribuible a un diagnéstico
mas precoz (387). Por ello, en el consenso internacional recientemente publicado por las asociaciones
americana, japonesa y europea, este seguimiento no se recomienda en pacientes con PC esporadica,
aungue si en casos de pancreatitis hereditaria (58).

También la Pancreatitis Aguda (PA) se asocia con cierta frecuencia al ACDP, y si el diagndstico es
préximo en el tiempo, es posible que el propio tumor sea la causa del brote inflamatorio. Asi ocurrié en
3 de nuestros pacientes (2,5% del total) que debutaron con una PA, siendo diagnosticados en el mismo
ingreso de ACDP. Los trabajos publicados indican que el porcentaje de pacientes con ACDP y antecedente
de PA oscila entre 1,4% y 5,9% (388,389). Lamentablemente el antecedente de episodios previos de PA
no fue una de las variables recogidas en la serie estudiada. La asociacién mas fuerte se ha observado entre
las PA idiopaticas que se presentan en pacientes entre la sexta y séptima décadas de la vida (390), entre
los que es imperativo el despistaje de un ACDP oculto. Incluso se ha descrito que estos pacientes pueden
presentar un estadio mas favorable y un mejor pronéstico. De la descripcién de los 3 casos identificados
en la serie estudiada no pueden sin embargo extraerse todas estas conclusiones: los 3 eran tumores
cefdlicos de pacientes mayores de 50 afios y sin otra etiologia que justificase la PA, uno de ellos se
diagnosticé en estadio localmente avanzado (IIB) y los otros dos en estadio metastdsico (IV).
Curiosamente, el primero presentd también un debut diabético.

En base a esta informacidn, édeberia considerarse la PA como un posible sintoma marcador de ACDP?
En concordancia con esta teoria, cabria recordar que la PA también es una forma posible de presentacién
de los TPMI (WF), consideradas lesiones precursoras del ACDP. En una serie de 326 pacientes con TPMI
intervenidos en el Massachusetts General Hospital se encontré que el 21% tenian antecedente de PA 'y
presentaron un OR para ACDP de 1,97 (OR 1.97, 95% CI 1.07-3.63) (255). Otros autores, que revisan su
casuistica encuentran un 23,4% con antecedente de PA y una OR para DAG de 6.29. realizando también
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un metaanalisis de cinco casos-control con un total de 930 pacientes, en el que encuentran una OR para
HGD de 2.13 (391).

Por tanto, puede concluirse que es licito afirmar que el padecimiento reciente de una PA, en especial
si no se ha identificado un factor etiolégico evidente, puede tener capacidad predictiva para ACDP y debe
considerarse, también, como una manifestacion clinica de alarma.

En el caso de antecedentes mdas remotos o de PA recurrentes, parece haber acuerdo en que el proceso
fisiopatolégico subyacente deberia ser la inflamacién mantenida, quizd en el seno de una PC no
diagnosticada. El proceso inflamatorio y la infiltracidn neutrofilica, matizada por mecanismos de control
de la inflamacién o epigenéticos, que pueden controlar o estimular su efecto, condicionarian la progresion
de metaplasia a displasia ductal y el subsiguiente desarrollo del ACDP (392).

Diabetes Mellitus.

Entre DM tipo 2 y ACDP existe una relacién bidireccional (63). Se estima que en torno a un 30-50% de
los pacientes con ACDP presentan DM (393) vy, a su vez, la poblacién diabética tiene un riesgo mayor de
sufrir ACDP, estimado en unas 2-3 veces superior a la poblacién general (394-398). Esta observacion se
confirma en nuestra serie, en la que se observaron un 36,9% de pacientes diabéticos, situdndonos dentro
del porcentaje descrito.

Lo mds interesante es que la asociacién es mayor cuando se trata de diabetes de reciente diagndstico,
por lo que el debut diabético podria ser considerado un marcador del desarrollo tumoral. Sin embargo,
tal y como describen algunos estudios, en la practica clinica, con cierta frecuencia el diagndstico de
diabetes actia como factor distractor que alarga el intervalo diagnéstico del ACDP (106). En estos casos,
la pérdida de peso descrita por el paciente o la presencia de otros sintomas inespecificos son atribuidos
al efecto de la dieta diabética o a efectos secundarios del tratamiento antidiabético, disminuyendo el
indice de sospecha del médico.

El nuestra serie de pacientes con ACDP, el 12,3 % de los pacientes habia sido diagnosticado de DM en
los 6 meses previos, suponiendo el 33,3% del total de diabéticos. Con relacién al estadio tumoral al
diagndstico, 33,3% de los diabéticos de debut se diagnosticaron en estadio TNM | frente a Unicamente el
16.7% de los diabéticos veteranos (ver figura 24), pero estas diferencias no resultaron significativas (p
valor = 0,2629). La tendencia observada fue similar entre los tumores resecables al diagndstico (ver tabla
19), pero tampoco en este caso se encontré significancia estadistica al comparar pacientes diabéticos y
no diabéticos (p valor = 0,749) ni en la comparativa de los 3 grupos (diabéticos veteranos, diabéticos de
debut y no diabéticos, p valor =0,101). Por tanto, a pesar de la tendencia observada, no podemos asegurar
que el debut diabético se asocie a un diagndstico mas temprano ni con mas opciones de resecabilidad.

Es importante considerar que, en nuestro estudio, la diabetes de debut se definié como aquella
diagnosticada en los 6 meses previos al diagndstico del tumor. Sin embargo, otros autores amplian este
periodo hasta 2-3 afios, lo que podria aumentar considerablemente los porcentajes. Efectivamente, Lee
HS et al. (393), en un estudio caso-control sobre una base poblacional de mas de 88.000 pacientes
diabéticos, encuentran un RR de 3,81 para los diabéticos de debut (hasta 3 afios previos al diagnéstico
tumoral) frente a 1,53 en los diabéticos de larga evolucién y, lo que es muy significativo, con una ventajosa
tasa de reseccion del ACDP entre los diabéticos recientes frente a los de larga evolucién (8,09% vs 1,79%).

En un muy reciente estudio de casos y controles inglés realizado sobre 28.137 casos de ACDP y 261.219
controles apareados (399) han encontrado que la hemoglobina glicosilada (HbAlc) comienza a elevarse
entre 2y 3 afios antes del diagndstico del tumor, siendo mds precoz en los diabéticos veteranos (33 meses)
frente a los debutantes (21 meses). Enlazando esto con la teoria del desarrollo biolégico del ACDP, segun
la cual pueden transcurrir hasta 15 afios desde la aparicién de los primeros cambios celulares hasta el
debut sintomatico, la diabetes apareceria como una de las Ultimas consecuencias del desarrollo tumoral.
Las hipotesis etiopatogénicas para el desarrollo de la diabetes en los pacientes con ACDP son varias: bien
a través de la destruccién de los acinos pancreaticos, bien por originar resistencia a la insulina (400) o
bien por tratarse de una manifestacion paraneopldsica secundaria a la liberacién de algin metabolito
producido por las células tumorales o los mediadores de inflamacién inducidos en su entorno. Apoyando
esta ultima teoria de una interferencia paraneoplasica, varios estudios encuentran que la reseccion del
tumor cura o mejora el control diabético (394,401-403), a pesar de incrementar todavia mas el déficit de
acinos. También apoya esta teoria la evidencia experimental segun la cual extractos del medio de cultivo
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de lineas celulares cancerosas pancredticas provocan intolerancia a la glucosa en animales

experimentacion y alteran la secrecién de insulina en los islotes (401,404—406).

Desde el punto de vista contrario, el posible mecanismo carcinogénico de la DM tipo 2 ha
sido analizado en diferentes investigaciones. La hiperinsulinemia compensatoria a la resistencia a la
insulina provocaria un aumento de la insulin-like growth factor (IGF), que seria la responsable de
estimular la carcinogénesis por su actividad angiogénica, mitogénica y antiapoptdpica (407,408). En
este sentido, Sascha Rahn et al. (409) han demostrado recientemente que la hiperglicemia
promueve la transicidn epitelial-mesenquimal de las células epiteliales ductales pancreaticas. Otras
lineas de investigacién analizan la asociacion de la DM tipo 2 a la obesidad y al sindrome
metabdlico, condiciones todas ellas asociadas a la existencia de un estado inflamatorio de fondo
que podria inducir la transformacién oncoldgica.

En nuestra serie se analizd la posible relacién existente entre DM y obesidad en los pacientes
diagnosticados de ACDP, y también entre DM y PC, por ser otra condicién inflamatoria subyacente con
posible efecto carcindgeno asociado. Los resultados obtenidos pueden ser interesantes, a pesar del
pequeiio tamano muestral, que impide extraer conclusiones firmes. Entre los pacientes diabéticos de
debut solo identificamos un 13% (2/15) de obesos, frente al 37% (10/27) en el caso de diabéticos
veteranos, aunque la diferencia no alcanzé significancia estadistica (p-valor = 0,158). Viendo estas
observaciones podria aventurarse que la obesidad junto a la diabetes como factores sinérgicos
favorecedores del ACDP, requeririan de un tiempo mas prolongado de evolucion durante el cual actuaria
el contexto inflamatorio descrito. Sin embargo, en los diabéticos de debut, la diabetes parece
consecuencia directa del proceso tumoral, mientras que la obesidad no supondria un factor tan relevante.
En el caso de la PC, solo se observaron 5 pacientes que cumpliesen ambas condiciones, por lo que no fue
posible realizar ninguna deduccidn.

Se podria concluir que la DM de reciente diagndstico puede considerarse una manifestacion temprana
del ACDP y probablemente un marcador precoz en pacientes asintomaticos. Teniendo en cuenta que se
ha demostrado que la hiperglicemia precede en aproximadamente 2-3 afios al diagndstico del tumor, este
tiempo ventana podria ser muy Util para su deteccién precoz (410). En concreto se debe extremar la
sospecha entre los nuevos diabéticos de edad avanzada en los que el riesgo puede aumentar hasta 8 veces
(411), en especial si no existe historia de diabetes familiar, no son obesos y sufren una evolucién
desfavorable en su control (65). De hecho, la actual guia del National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) del Reino Unido recomienda la realizacién sin demora de una prueba de imagen para
los pacientes mayores de 60 afios con debut DM tipo 2 y pérdida de peso (412).

En nuestra serie, el diagndstico de diabetes, tanto previo como de debut, no presenté diferencias
con los pacientes no diabéticos en términos de supervivencia (p = 0,92) tal y como se observa en la tabla
24 y en la figura 44, aunque ya hemos comentado que, ante un tumor con un indice tan elevado de
letalidad, es dificil encontrar estas diferencias.

Obesidad, dieta, nutricién y microbiota.

El riesgo atribuido a personas obesas o con sobrepeso es de 1,34 veces el de la poblacién general y se
incrementa en un 20% por cada 5 unidades que aumenta el IMC (413), en tanto que una vida con actividad
fisica activa y una ingesta reducida en calorias, lo reduce (414). En nuestra serie el 74,1% de los pacientes
presentaron IMC superior o igual a 25 kg/m?, de los cuales, el 42,6% presentaron sobrepeso (IMC > 25
kg/m?y < 30 kg/m?), el 31,5% obesidad (IMC > 30 kg/m?). Sélo el 25,9% de pacientes presenté normopeso
(IMC <25 kg/m?).

La obesidad y el sobrepeso no solo incrementan la incidencia del ACDP, sino que también penalizan su
supervivencia. Efectivamente, en nuestra serie se comprueba una supervivencia mas prolongada en los
pacientes con normopeso respecto de los pacientes obesos y/o con sobrepeso, de forma estadisticamente
significativa (p valor = 0.005).

Ya se ha comentado la conocida relacidon existente entre DM tipo 2 y obesidad. La obesidad
predominantemente abdominal se asocia a resistencia a la insulina, que a su vez provoca hiperinsulinismo
secundario incrementando los niveles de insulin-like growth factor (IGF), que puede tener
responsabilidad oncogenética (415). Del total de pacientes obesos de la serie (IMC > 30 kg/m?), el 35,3%
(12/34) fueron
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diabéticos, pero de ellos, solo 2 fueron diabéticos de debut. No se observé una relacion significativa entre
el IMCYy la probabilidad de ser diagnosticado en estadio resecable (p valor = 0,093)

También se ha demostrado que la obesidad y la ausencia de ejercicio se asocian a la esteatosis
pancreatica y que el depdsito de grasa intrapancreatica se asocia a TPMI y ACDP (416,417).

Los habitos dietéticos como factores predisponentes al desarrollo de ACDP (76)(ver tabla 5) no solo
actuarian mediante la induccién de sobrepeso, sino que también podrian inducir cambios en la microbiota
secundarios a dietas hipercaldricas ricas en grasas saturadas, carnes rojas o alimentos procesados.
Lamentablemente, no disponemos de datos sobre los habitos dietéticos de los pacientes de la serie
analizada, una informacién que, como es bien sabido por los epidemidlogos, es extremadamente dificil
de obtener con fiabilidad.

Esta hipotética disbiosis relacionada con la obesidad podria contribuir a la resistencia a la insulina, y
contribuir al estado de inflamacién que puede facilitar la carcinogénesis en diversos tumores (418). Una
posible via patogenética se basaria en el aumento en la produccién de productos bacterianos genotdxicos,
como especies reactivas de oxigeno, acidos biliares secundarios y aminas bidgenas que pueden dafiar el
DNA e iniciar la inestabilidad gendmica y las mutaciones (419) que, a su vez, podrian conducir a la génesis
del ACDP (420). Por el contrario, dietas ricas en frutas, vegetales, legumbres, frutos secos...etc, parecen
tener una relacidn negativa con el riesgo de ACDP (421), atribuida a su contenido en antioxidantes y
propiedades antiinflamatorias, aunque no todos los estudios comparten estos resultados (422).

En todo caso, por el momento, la evidencia sobre la posible influencia de la microbiota en el ACDP es
muy limitada. Estan en marcha estudios sobre poblaciéon bacteriana caracteristica del conducto de
Wirsung, procedente del duodeno, y sobre los géneros y especies bacterianas intestinales que
predominan en pacientes con ACDP (423,424), pero todavia no se dispone de informacion relevante.

Por otro lado, la literatura describe que la desnutricién de los pacientes con ACDP influye
notablemente en su supervivencia, bien mediante mecanismos fisiopatoldégicos directos, o
indirectamente, incrementando el riesgo de complicaciones postquirirgicas o derivadas de los
tratamientos quimioterapicos. En nuestra serie tratamos de realizar un analisis indirecto de la situacidn
nutricional mediante el nivel en sangre de proteinas totales y albumina. Observamos que ya desde el
diagndstico, el 64,7% de los pacientes analizados presentaban valores bajos de proteinas totales (< 6,4
g/dl) y el 70,1% presentaban valores bajos de albumina (< 3,5 g/dl), sugiriendo una alta frecuencia de
posibles déficits nutricionales, que se sitlan en linea con lo publicado (425). Lo esperable hubiera sido
que estos valores se hubieran visto progresivamente disminuidos conforme progresaba el estadio
tumoral. En nuestra serie, esto se observé de forma mas uniforme con los niveles de proteinas totales
que con los niveles de albumina, sin que las diferencias alcanzaran ninguna significancia estadistica,
aunque en ambos casos, los niveles inferiores se observaron en los estadios metastasicos. Esta
observacion puede explicarse entendiendo que la albumina, aun manteniendo una fuerte vinculacién con
el estado nutricional del paciente, puede verse afectada por muchos otros factores no nutricionales, como
la enfermedad, la hospitalizacién o determinados tratamientos (426). Existen publicaciones segun las
cuales, niveles disminuidos de ambos pardmetros parecen asociarse con una menor supervivencia, tanto
en ACDP como en otros tumores (427,428). En nuestra serie sin embargo no se encontrd esta asociacion,
sin objetivarse diferentes supervivencias entre pacientes con valores normales o disminuidos de ninguno
de los 2 marcadores nutricionales.

En los ultimos afios ha crecido el interés investigador por cuantificar la implicacidn de la nutricién en
la respuesta inmune y en la supervivencia de pacientes oncoldgicos, y se han desarrollado numerosos
indices prondsticos que incluyen variables como la relacién entre PCR y albimina (429) y entre fibrindgeno
y albumina o prealbimina o la relacién del recuento de neutréfilos con linfocitos o de plaquetas con
linfocitos (430). Este podria ser un objetivo futuro de nuestra investigacién, para el que seria necesario
ampliar en tamafio muestral y realizar un analisis nutricional mas preciso.

Biomarcadores.

En la actualidad no se dispone de buenos biomarcadores, con sensibilidad y especificidad elevadas,
que permitan diagnosticar el ACDP en estadios precoces. En la serie de pacientes estudiada se analizé la
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precisién que mostraron algunos parametros analiticos comunes, y especialmente los marcadores
tumorales, para conducir a un diagnéstico precoz, comparando estos resultados con datos extraidos de
la literatura.

Ca19.9.

El marcador tumoral Ca 19.9 es el mas utilizado en ACDP, a pesar de que algunas guias como la de la
American Society of Clinical Oncology desaconsejan su uso como test de cribado por su escasa sensibilidad
para detectar pacientes asintomaticos (117). En un estudio publicado por Kim et al (431) su VPP para
detectar el tumor fue de solo 0.9% en personas asintomadticas y, en un amplio estudio poblacional en el
gue se asocid con ecografia, no se logré demostrar su eficacia (432).

En nuestra serie a estudio, el 90,5% de los pacientes presentd niveles elevados (> 37 U/mL), siendo
su mediana de 523,4 U/mL. Al analizar su valor en los distintos estadios TNM y de resecabilidad
observamos un nivel ascendente paralelo al avance del estadio tumoral, alcanzando significacién
estadistica en los estadios mds avanzados (p valor < 0.001) (ver figura 34). Estos resultados
confirman su utilidad como marcador prondstico, Util para la toma de decisiones terapéuticas, pero
descartan su utilidad para el diagnéstico precoz del tumor. Al analizar su valor segin la localizacion
tumoral, se observo una tendencia a valores inferiores en tumores cefélicos, aunque la diferencia de sus
medianas no alcanzd significacidn estadistica (p valor = 0,085). Tradicionalmente se considera que su
valor puede elevarse en caso de colestasis obstructiva, tal y como muestran diferentes publicaciones
(433). Sin embargo, en nuestra serie no encontramos una clara correlacién entre sus valores y los
valores de bilirrubina total, ni en su andlisis global, ni en su distribucidon por estadios tumorales, como
puede verse en la grafica de dispersidon de puntos de la figura 35. Esta aparente contradiccion
probablemente indica que la elevacidn del Ca 19.9 estd estrechamente relacionada con la progresidon
tumoral, mas que con la colestasis y, en la muestra estudiada, refleja el estadio mas precoz de los
tumores localizados en cabeza. Por tanto, en cualquier paciente con ictericia obstructiva a estudio,
elevaciones relevantes de este marcador deben aumentar el indice de sospecha de un posible ACDP
subyacente, incluso cuando se identifique patologia benigna que pudiera justificar la ictericia (como por
ejemplo la PC).

Su validez para reflejar la progresion tumoral parece confirmarse en diferentes publicaciones (119),
qgue avalan su uso para indicar tratamiento neoadyuvante y valorar la respuesta tumoral a
la quimioterapia, antes de intervenir a un paciente con criterios limite de resecabilidad
(borderline-resecable), asi como para monitorizar la recurrencia del tumor tras la cirugia (434-436). En
esta misma linea, Emiah et al. (437) en un articulo reciente, encuentran que con un punto de corte de
400 U/mL se podria inferir directamente la existencia de metdstasis. No obstante, también pueden
encontrarse observaciones discrepantes, como se ha comentado en la introducciéon, de autores
que indican elevaciones muy precoces de este marcador (174).

También es importante recordar que en un 5-10% de la poblacién con grupo sanguineo Lewis-
negativo el Ca 19.9 no se elevara, siendo una de las causas mas habituales de falsos negativos (112).
Curiosamente, un estudio muy amplio realizado a partir de la National Cancer Database inglesa
demostré que los ACDP que no lo expresan presentan mayor riesgo de metastasis al diagndstico, y
concretamente los ACDP resecados presentan menor supervivencia (438). Por lo tanto, es
necesario extremar el estudio de extension a la busqueda de metastasis en esta poblacion. En nuestra
serie, solamente 2 pacientes (1,8% del total) presentaron niveles de Ca 19.9 < 2 U/mL, siendo
compatibles con grupo sanguineo Lewis-negativo, aunque de ellos, solo 1 presenté metdstasis al
diagndstico, por lo que no podemos extraer conclusiones relevantes. En estos casos Ca 19.9
negativos, su precursor, el antigeno DUPAN-2 ha mostrado utilidad prondstica, y correlacion con
estadio tumoral mds avanzado y menor probabilidad de resecabilidad (113,114). Lamentablemente, este
marcador no esta de momento disponible en la practica clinica.

CEA

El otro marcador usualmente utilizado es el CEA, a pesar de que, como ya se ha comentado, no es
especifico de este tumor, su sensibilidad y especificidad son bajas, y también puede elevarse en procesos
no neoplasicos como el consumo de tabaco, la cirrosis hepatica (122,123) e incluso la PC (126).
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En nuestra serie el 69,6% de los pacientes presentd un valor elevado de CEA (> 3ng/mL), siendo la
mediana de su valor 4,9 ng/mL. Al analizar su comportamiento en los distintos estadios TNM y de
resecabilidad, no se observd una clara relacidon ascendente entre sus niveles y la progresién de los
estadios, aunque los valores mas elevados si se correspondieron con pacientes en estadios avanzados,
como queda reflejado en la figura 34, alcanzando en ellos significacién estadistica (p-valor = 0,01 entre
estadio TNM Il y TNM IV; p-valor = 0,043 entre tumor localmente avanzado y metastasico).

La interpretacién de estos resultados indica que el CEA debe considerarse un marcador relevante en
estadios tumorales avanzados y probablemente también tiene utilidad como predictor de supervivencia.
En la serie a estudio observamos una mediana de supervivencia inferior en los pacientes con CEA > 20
ng/mL (5,00 meses), frente a los pacientes con CEA < 20 ng/mL (10,00 meses). Estableciendo el punto de
corte en 50 ng/mL, también observamos estas diferencias (5,5 meses si CEA > 50 ng/mL frente
a 10 meses si CEA < 50 ng/mL), pero estas diferencias no resultaron significativas (p valor = 0,140 y p
valor = 0,55, respectivamente), probablemente en relacién con el insuficiente tamafio muestral.

Estos resultados concuerdan con los descritos por otros investigadores que han analizado la utilidad de
este marcador como indicador de ACDP avanzado al diagnédstico (127) y de resecabilidad tras tratamiento
neoadyuvante (128). Otros autores también especulan sobre su utilidad como predictor de malignizacion
en TPMI (129).

En conclusién, el CEA se puede considerar un complemento del Ca 19.9 como marcador prondstico,
de modo que su elevacién en el momento del diagndstico nos debe indicar que la enfermedad
probablemente esta ya localmente avanzada, en una situacidn de no resecabilidad o incluso metastasica,
y sus valores mas elevados pueden predecir menores supervivencias.

Marcadores de inflamacion.

En la busqueda de indicadores precoces para el diagndstico del ACDP también se ha investigado en
esta tesis la capacidad de discriminacién de marcadores inflamatorios. En general, su elevacion es
considerada secundaria al contexto inflamatorio que acompafia al proceso oncolégico y, por tanto, es
inespecifica. Entre ellos, el mas importante es la Proteina C Reactiva (PCR).

PCR

En la serie estudiada se ha revisado su utilidad, observando que en el 80,3% de los casos su valor se
encontraba elevado al diagndstico (> 0,5mg/dL). La mediana de su valor en el grupo fue de 1,28 mg/dLy
la media de 3,79 mg/dL, por lo que no se constato, en cualquier caso, una elevacion importante. Al revisar
sus niveles segun los estadios TNM y de resecabilidad, se aprecidé una tendencia ascendente paralela a la
progresion tumoral, pero sin diferencias significativas entre las medianas de su valor entre los diferentes
estadios (TNM I+l vs TNM llI+1V: p valor = 0,091; resecable vs resto: p valor =0,105).

Estos resultados indican que la mayor utilidad de la PCR seria la de complementar al Ca 19.9 y al CEA
como marcador inespecifico del contexto inflamatorio que acompafia a la enfermedad tumoral avanzada
siempre y cuando se mantenga en niveles bajo-moderados (mediana de 1,28 mg/dL en la serie de ACDP),
sin otra relevancia. Niveles altos de PCR deberian inducir la sospecha de proceso infeccioso-inflamatorio
asociado al proceso tumoral como, por ejemplo, una colangitis aguda por obstruccion biliar tumoral. Esta
opinién es compartida por otros investigadores que también observan cierta correlacién con la progresion
de la enfermedad, pero sin demostrar capacidad para el diagndstico temprano (439,440), sugiriendo la
necesidad de estudiar otros marcadores de inflamacion que puedan resultar mas especificos del
microambiente inflamatorio asociado al ACDP. Algunos otros menos habituales como la interleukina-6 o
el fibrindgeno, han sido también analizados en la literatura, pero las conclusiones han sido equivalentes:
pueden ser indicadores inespecificos de proceso avanzado, pero sin utilidad para el cribado (430,439).

Por tanto, y como conclusién con relacidn a los biomarcadores analizados en este estudio, podemos
resumir en general que carecen de valor para el diagndstico temprano del ACDP. Como consecuencia, es
importante recordar que deben manejarse con cierta cautela evitando su uso indiscriminado, porque los
falsos positivos pueden crear graves situaciones de alarma en los pacientes, asi como la necesidad de
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realizar un gran niumero de exploraciones de seguimiento innecesarias, que pueden provocar un gran
gasto sanitario y, lo que es mas grave, entorpecer y demorar el diagnostico de los verdaderos enfermos.
Por ello, como ya se ha comentado, las guias cientificas siguen desaconsejando el cribado poblacional de
riesgo bajo y recomiendan centrarse en las poblaciones de alto riesgo. Sin embargo, los esfuerzos de
cribado dirigidos a la poblacién de alto riesgo, con ser efectivos, a dia de hoy no son suficientes para
mejorar la supervivencia de este tumor, como se ha visto en los ultimos afios.

b.3Es posible mejorar el diagndstico clinico de
pacientes con sinfomatologia inespecifica?

La sintomatologia que acompafia al ACDP, especialmente en estadios precoces, es de caracter leve o
muy inespecifica, e indudablemente, esto redunda en un retraso diagndstico y, por tanto, terapéutico.
Diferentes estudios demuestran que los primeros sintomas aparecen tardiamente, cuando el tumor ha
alcanzado ya unos 3 cm de diametro, con un tiempo medio de duplicacion de unos 5 meses (441-443).
Esto explica que la mayoria de tumores sean irresecables e incluso metastasicos al diagndstico, como se
confirma en la serie estudiaday en la préctica clinica. El estudio SYMPTON (106) encontré que los sintomas
mas comunes durante los meses previos al diagndstico fueron anorexia, molestias postprandiales,
distension abdominal, nduseas, pirosis, dolor abdominal o de espalda o cambios en el ritmo deposicional.
Todos ellos son sintomas inespecificos, frecuentes en otras entidades patoldgicas digestivas, con
frecuencia de pronéstico benigno, que dificultan establecer una sospecha clinica firme.

En esta investigacion se ha intentado no obstante analizar el papel de determinados sintomas para
conducir a la sospecha diagndstica en un estadio tumoral precoz. Los sintomas mas frecuentemente
observados en nuestra serie han sido la ictericia (59%), el dolor abdominal o dorsal (56,6%) y la pérdida
de peso (55,7%), seguidos por sintomas mucho menos frecuentes como la diarrea (11,5%) (traduciendo
probablemente una IPE ya establecida), el prurito (10,7%) y otros mucho menos prevalentes como la HDA
(3,3%). Como era de esperar, la ictericia fue especialmente frecuente en tumores cefalicos (77,8%), y
mucho menos (6,5%) en tumores de cuerpo-cola. Ademas, la elevacidn cuantitativa de la bilirrubina
observada fue también mayor en tumores de cabeza, encontrandose diferencias significativas entre los
valores de sus medianas para cada localizaciéon, tanto de forma global (p < 0,001), como comparando
por estadios TNM (p < 0,01), y se mantuvieron cuando se compararon entre ACDP considerados
resecables al diagnédstico frente al resto (p valor = 0,048) (ver figura 32). Llamd nuestra atencién la
escasa correlacién con el prurito, sélo presente al diagnéstico en el 10,7% de los casos. En
localizacién distal la ictericia apenas tuvo relevancia, predominando el dolor (abdominal y/o dorsal)
(80,6%) y la pérdida de peso (64,5%), sintomatologia que también estuvo presente en los
tumores de cabeza, pero con menor representacion (47,8% vy 53,3% respectivamente). Los
resultados observados coinciden con un estudio poblacional realizado sobre una cohorte de mas de
15 millones de controles y 23.640 casos de ACDP, realizado en Reino Unido (444) que encontrd,
entre los pacientes con ACDP, que la ictericia obtuvo el mayor RR, pudiendo servir como marcador
precoz, pero con la limitacidon de aparecer también en estadios avanzados, y su escasa frecuencia en
tumores distales. El resto de sintomatologia fue tan inespecifica como la recogida en el estudio
SYMPTON, aunque resulté llamativa la incorporacién de la sed, que podria estar relacionada con la
existencia de DM tipo 2.

En nuestra serie, la pérdida de peso no deseada ha sido un sintoma presente en localizacién cefélica
(53,3%) pero algo mas frecuente en localizacidn cérporo-caudal (64,5%), poniendo en valor su peso a la
hora de establecer una sospecha diagndstica. Este sintoma es relativamente infrecuente en las consultas
médicas de atencion primaria, y debe poner siempre en alerta al facultativo. En una cohorte
retrospectiva de casi 64.000 pacientes, se encontrd entre los que la presentaron una incidencia de
cancer del 2,2% en un periodo maximo de 2 afios, suponiendo el ACDP mas de un 5% del total (445). La
pérdida ponderal se considera un sintoma de aparicion tardio, que traduce un tumor en estadio
avanzado. En la serie estudiada esto se ha confirmado, siendo este sintoma referido por un 55,9% de
pacientes en estadio IV metastasico, frente a un 16,2% de pacientes en estadio TNM I, un 14,7% de
pacientes en estadio TNM Il y un 13,2% de pacientes en estadio TNM Ill. Sin embargo, existe la
posibilidad de que ACDP cefélicos condicionen la aparicidn precoz de IPE (diarrea y pérdida de peso)
por obstruccidn ductal, y por tanto no tan relacionada con la progresién tumoral. En este sentido, en la
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serie estudiada se observo que la pérdida de peso presentd frecuencias similares entre tumores de
cabeza y de cuerpo-cola (53,5% y 64,5% respectivamente), sin embargo, se encontraron mayores
diferencias en la frecuencia de la diarrea en tumores cefalicos (14,4% en cabeza vs. 3,2% en cola). En
cualquier caso, la pérdida de peso es un sintoma muy frecuente en el ACDP y diferentes autores
indican que su valor predictivo solo es superado por la ictericia (446-448). En la ya citada cohorte
inglesa de Tan et al (399) se revisaron los valores de IMC 12 meses antes del diagndstico de ACDP
observando que presenta una curva de OR en forma de “U” (ver figura 66): la OR es tan alta como 6,5
en IMC inferiores a 20 kg/m?, pasando a valores normales con IMC entre 20-30 kg/m?, para volver a
crecer de 1,5 hasta 4 cuando el IMC vuelve a incrementarse a partir 30 kg/m?.
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Figura 66. OR de padecer ACDP en funcion de IMC. Tomado de Tan et al (399).

Otros estudios que analizan la potencia diagnéstica de la sintomatologia encuentran que la mayor
rentabilidad se obtiene cuando se combinan con distintos factores como el habito tabaquico, el alcohol,
la DM2 y tromboembolismo (444). Similares resultados se han obtenido tratando de encontrar algoritmos
matematicos predictivos (449).

En nuestra investigacion se traté de analizar la posible correlacidn entre los sintomas mas comunes
descritos por el paciente con ACDP (ictericia, dolor y pérdida de peso), y el estadio TNM tumoral en el
momento del diagndstico. La frecuencia de estos sintomas segun los diferentes estadios tumorales en la
serie a estudio se representa en la tabla 20. En resumen, los 3 sintomas son muy prevalentes en los
estadios mas avanzados, con la excepcion de la ictericia, que también esta presente hasta en el 33,3 % de
los tumores TNM | (hasta el 52,7% si consideramos TNM | - 11), siendo en esta fase precoz de la enfermedad
el sintoma predominante, confirmando su valor como sintoma indicador mas precoz. Como hemos
comentado previamente, los niveles de bilirrubina fueron siempre mas elevados en tumores de cabeza
de forma significativa, tanto globalmente como por estadios, y en tumores resecables. Por tanto,
debemos finalmente concluir que la elevacién de los niveles de bilirrubina puede tener valor como
marcador tumoral precoz, pero especialmente en tumores cefalicos.

Una observacion curiosa en nuestra serie es el debut de 4 de nuestros pacientes en forma de HDA,
que se confirmd mediante gastroscopia como secundaria a la infiltracion tumoral de la mucosa
gastroduodenal. En el 75% de estos casos el ACDP se localizada en cabeza pancredtica. Esta forma de
presentacion no se asocia con frecuencia al ACDP, aunque en un muy amplio estudio caso-control anidado
de Liao et al (444), realizado sobre 23.640 casos de ACDP, la ictericia y la HDA se consideraron sintomas
de alarma acaecidos en los 3 meses previos al diagndstico. Lamentablemente, carece de utilidad como
indicador precoz dado que aparece en un momento evolutivo tardio de la enfermedad, como observamos
en nuestra serie, en la que 3 de los 4 pacientes se encontraban ya en estadio metastasico.

c.3Cudles son los resultados y conclusiones del
tratamiento quirdrgico en nuestra serie?

Del total de pacientes de la serie, el 30,3% fueron candidatos a cirugia curativa en el momento del
diagndstico. Este porcentaje es elevado en comparacion con otras series publicadas, en las que esta cifra
alcanza como maximo al 20% de los pacientes (17). Es probable que esta observacion sea consecuencia
del momento en el que se inicid el reclutamiento (afio 2014). En estos ultimos afios, se han producido 2
circunstancias fundamentales que probablemente han optimizado la seleccién de los pacientes con ACDP
candidatos a cirugia. Estas circunstancias son, en primer lugar, la implementacion en la practica clinica de
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los criterios de resecabilidad (frente al estadio TNM) a la hora de tomar decisiones terapéuticas y, en
segundo lugar, la normalizacién de los comités tumorales en nuestros hospitales, que garantizan
decisiones multidisciplinares apoyadas por todos los especialistas implicados en el manejo de esta
enfermedad (especialmente cirujanos y oncélogos médicos).

Con relacion a la tasa de reseccion RO, en nuestra cohorte fue del 45,9%. En los ultimos afos ha
existido mucha variabilidad en los porcentajes de cirugia RO reportados por otras series quirdrgicas, con
tasas descritas desde el 15% al 90% (450). En un reciente estudio de cohortes retrospectivo a escala
nacional publicado por el potente grupo holandés (451), se describe un porcentaje de cirugias RO en ACDP
del 49%, observandose un descenso en la tasa de estas resecciones con el paso de los afios (del 68% en
2009 al 43% en 2019), que atribuyen a la mayor precisién y exigencia actual de los informes
anatomopatoldgicos. La tasa de reseccién RO observada en nuestra serie es por tanto similar a los
resultados descritos. Un dato también confirmado en este amplio estudio holandés es la asociacién
independiente de la cirugia RO con una mayor probabilidad de supervivencia. En la serie a estudio se
observa una tendencia a una mayor supervivencia entre los pacientes con resecciones RO (mediana de 24
meses, frente a la mediana de 13 meses de los pacientes con reseccion R1), que no alcanzé significacién
estadistica (p-valor = 0,15). Ademas, entre los pacientes con reseccion RO se encontraron 3 de los 5
supervivientes considerados libres de enfermedad.

Con relacién a las complicaciones postquirurgicas, la mortalidad de nuestra serie fue del 8% vy la
morbilidad del 73%. El 30% de los pacientes intervenidos con intencidn curativa presenté complicaciones
menores (Clavien-Dindo I-11), y el 43% presenté complicaciones mayores (Clavien-Dindo IlI-V). La cifra de
mortalidad es elevada con relaciéon a la que se considera aceptable en la actualidad para cirugia
pancreatica en centros terciarios de gran volumen (en torno a un 5% (158)). Sin embargo, hay que tener
en cuenta en la interpretacién de este dato que probablemente el porcentaje se encuentre penalizado
por la existencia de casos reclutados desde el afio 2014, y también porque se considera Unicamente
cirugia de pacientes oncolégicos. En relacién con la morbilidad, nos situamos en el extremo superior de
la horquilla reflejada por otras series, entre el 24-70% (160). Con respecto al tipo de complicacién, la
hemorragia y la fistula biliar fueron algo mas frecuentes frente a lo descrito en otras series (19% y 8%
respectivamente), mientras que los abscesos y colecciones intraabdominales y la fistula pancreatica
presentaron frecuencias similares a las descritas (21% y 10% respectivamente).

Respecto a la controversia en torno al drenaje biliar prequirdrgico, en nuestro andlisis se observé
curiosamente una tendencia a un mayor numero de complicaciones postquirurgicas (mayores y menores)
entre los pacientes intervenidos con bilirrubina inferior a 15 mg/dL, sin significancia estadistica, dado el
pequefio tamafio muestral. No se observaron diferencias en términos de supervivencia entre ambos
grupos (p valor = 0,772) (ver figura 45). La evidencia mds actual se inclina por no recomendarlo de forma
rutinaria, dada la probabilidad de complicaciones asociadas al drenaje (como la colangitis o la pancreatitis
post-CPRE), que pudieran retrasar la cirugia, e incluso dificultar la reseccion por la inflamacién en torno a
la prétesis biliar. No obstante, tampoco hemos constatado en nuestra serie la interferencia de eventuales
complicaciones, ni un retraso importante en la fecha de intervencién. Por tanto, segin nuestros
resultados, y en linea con las recomendaciones de las GPC actuales, nos inclinariamos a recomendar el
drenaje biliar unicamente en aquellos pacientes en los que la obstruccidn biliar condicione sintomatologia
intratable y/o no sea posible programar una cirugia precoz, sin que el nivel de bilirrubina sea
especialmente determinante en esta decisién, y obviamente, siempre que exista indicacion de QT
neoadyuvante (149,150).

Como conclusién de este apartado podemos afirmar que la incorporacién de los comités
multidisciplinares de patologia pancreatica en nuestros hospitales contribuye a mejorar la decisién
terapéutica de los pacientes, en especial para la indicacién de cirugia con intencién curativa, y que
debemos seguir vigilantes en cuanto a la morbimortalidad quirurgica, que, a buen seguro, debe seguir
una evolucién favorable en los préximos afios.

d. Aportacion de los modelos iTLB

Ante la ausencia de herramientas y biomarcadores eficaces para el diagnéstico precoz del ACDP, en
esta tesis se ha propuesto la utilizaciéon de la tecnologia de la CDB unida a la inteligencia artificial para
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identificar, a partir de muestras de suero, a los pacientes con ACDP. Un segundo objetivo ha sido también
tratar de identificar entre los individuos con ACDP, a aquellos en estadios mas precoces, con mayor
probabilidad de recibir un tratamiento curativo.

Modelo iTLBcp 1.

Para el primer objetivo, se realizo el andlisis calorimétrico del suero de una poblacion de 115 controles
sanos y 117 pacientes caso con ACDP, ambas series homogéneas en cuanto a edad y sexo.

El primer hallazgo relevante fue observar que la morfologia de los termogramas normalizados por el
area de cada grupo (sanos y ACDP) eran sensiblemente diferentes, como puede verse en la figura 47,
poniendo de manifiesto las diferencias en el contenido proteico y de macromoléculas de los sueros y su
diferente comportamiento al aplicarles calor. Partiendo de estos datos, utilizando la metodologia de
aprendizaje automatico descrita y validada por el grupo de investigacidon, se obtuvo el modelo de
clasificacion iTLBcp 1 que mostrd una sensibilidad del 94,4%, una especificidad del 100%, un VPP de 100%,
un VPN de 94,44%, y una precision (accuracy) diagnéstica del 97,14%, para identificar pacientes sanos y
afectos por ACDP.

Para dar consistencia a nuestro modelo y, a fin de descartar que la seleccién de los pacientes se vea
influida o mediatizada por otras variables asociadas, pero no directamente dependientes del tumor, se
contrasté la prediccién en funcién de distintas variables como la localizacién tumoral, el estadio TNM, la
clasificacion de resecabilidad, el IMC, el ICC ajustado por edad, el antecedente de PC o el antecedente de
DM (ver tabla 29). De igual modo procedimos a contrastar el resultado del modelo iTLBcp 1 con los
valores de biomarcadores como Ca 19.9, CEA, PCR, bilirrubina, proteinas totales o albumina (ver figura
53). De todos estos andlisis, los Unicos que mostraron significacion estadistica fueron el IMC y el
valor de la bilirrubina. La existencia de sobrepeso u obesidad, o un valor mas elevado de
bilirrubina, se asocio significativamente a un valor ofrecido por el modelo predictivo mas elevado.

En nuestra opinidn, resulta muy interesante que sean precisamente el IMCy el valor de bilirrubina, los
gue muestren una relacidon estadisticamente significativa con la obtencién de un indice de iTLBcp 1 mas
elevado. Consideramos que esta circunstancia debe ser consecuencia, indudablemente, de las
caracteristicas del suero de estos pacientes. Esto parece muy claro en el caso de la bilirrubina, pero resulta
mas especulativo en el caso de los pacientes con IMC elevado.

La bilirrubina es una molécula poco hidrosoluble que, en el torrente sanguineo, se une fuertemente a
la albamina (bilirrubina no conjugada) para ser transportada al higado donde se transforma en su forma
conjugada, ya hidrosoluble. Su unién a la albimina en su versidon no conjugada, y su presencia libre en su
forma conjugada, puede ser un factor de interferencia en el resultado del termograma. Este problema ha
sido estudiado previamente en el grupo de investigacién, por la Dra. Hermoso Durdn (347). En dicha
investigacién, se prepararon muestras de suero de controles sanos con diferentes concentraciones
crecientes de bilirrubina y, tras su andlisis calorimétrico, se procedid a comparar los termogramas
obtenidos para cada alicuota, y estos, a su vez, se compararon con sueros de pacientes cuya concentracion
de bilirrubina era similar a la concentracion de la alicuota. El estudio demostrd que hasta la concentracion
de 10 mg/dL de bilirrubina los termogramas de pacientes con ACDP y de las alicuotas de similar
concentracién eran claramente diferentes, pero a partir de la concentracion de 15 mg/dL los termogramas
comenzaron a mimetizarse, siendo practicamente iguales a concentracion de 25 mg/dL. Es decir, las
concentraciones bajas de bilirrubina no deberian dificultar la identificacion correcta de pacientes con
ACDP, mientras que a partir de los 15 mg/dL o superior, puede ser imposible su discriminacién de los
pacientes que pudieran presentar una elevacidn de bilirrubina por una causa benigna. La importancia de
esta circunstancia es relevante a la hora de aplicar la calorimetria a la practica clinica, bien es cierto que,
normalmente, los niveles de bilirrubina mas elevados suelen observarse en obstrucciones biliares
malignas. Afortunadamente, en estos casos también contamos con la informacién obtenida de las
distintas pruebas de imagen y endoscépicas (TAC, RM y USE) que muy probablemente conducirian al
diagndstico correcto. Ante un paciente con ictericia importante manifiesta, el clinico debe realizar un
estudio etiolégico exhaustivo y la aplicacién de modelo iTLBcpl deberia considerarse con la cautela
indicada.
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En el caso de la interferencia del resultado del modelo en la poblacién con sobrepeso u obesidad, la
explicacidon resulta mas compleja, y debera investigarse entre ciertos contenidos del suero de estos
pacientes que puedan modificar el termograma. Es importante recordar en este punto que la obesidad es
una enfermedad compleja y multifactorial, que condiciona un estado proinflamatorio permanente en el
organismo que la padece (39), y que el IMC es una medida simple incapaz de reflejar toda la complejidad
fisiopatoldgica de esta enfermedad. Diferentes estudios, como el llevado a cabo por Ozcariz et al (452),
profundizan en esta diversidad, encontrando tres clusters de pacientes con diferentes perfiles
metabolédmicos. Entre los posibles candidatos a distractores se pueden incluir la concentracién de
quilomicrones y distintos lipidos sanguineos, concentraciones de proteinas y albimina, asi como posibles
moléculas proinflamatorias, osmolaridad del suero, etc. que requerirdn de un estudio profundo y que se
ha propuesto como objetivo de investigacion futura en el grupo de investigacion.

El modelo también parece tener cierta utilidad en cuanto a prediccion de supervivencia. Como hemos
descrito en los resultados y puede verse en la figura 54, los pacientes con un valor predictivo de -1,14 han
presentado una significativa mayor supervivencia, y curiosamente este valor coincide con el adjudicado
por el modelo a los controles sanos.

A pesar de las cautelas expuestas y subsidiarias de mayor investigacién, la conclusion es que los
resultados obtenidos con el modelo iTLBcp1 resultan altamente prometedores, sin olvidar que deberian
confirmarse en una validaciéon con una poblacion externa, que también forma parte de los objetivos
futuros del grupo de investigacion.

Modelos iTLBcp 2, iTLBcp 3 vy iTLBcp 4.

Por el contrario, con relacidn al segundo objetivo, los resultados obtenidos con los modelos disefiados
para tratar de discriminar dentro del grupo de pacientes con ACDP a aquellos con estadio evolutivo mas
precoz y, por tanto, candidatos a tratamiento curativo, han demostrado resultados limitados que abren
oportunidades que sugieren areas para desarrollo y optimizacion.

Como se ha expuesto en el apartado de resultados, los modelos iTLBcp 2, iTLBcp 3 y iTLBcp 4, son
capaces de identificar correctamente a los pacientes objetivo (resecables para iTLBcp2, resecables +
borderline para iTLBcp 3 y metastasicos para iTLBcp 4), aunque presentan una especificidad muy baja
(entre 34,8% y 61,9%), con un valor predictivo positivo bajo (VPP), limitando su utilidad practica en la
clasificacion precisa de pacientes. Estos resultados sugieren que las caracteristicas calorimétricas del
suero en pacientes con ACDP no varian significativamente a lo largo de la progresion de la enfermedad,
lo que dificulta que la TLB los clasifique segln sus estadios evolutivos (TNM, resecabilidad). En nuevos
estudios que comenzara el grupo de investigacién en breve, se explorara la identificacidon de proteinas
especificas en los grupos de pacientes clasificados por iTLBcp2, iTLBcp3 e iTLBcp4, mediante técnicas
proteémicas avanzadas. Estos andlisis tienen como objetivo descubrir marcadores bioldgicos que
permitan una mejor caracterizacion de los pacientes segun sus estadios evolutivos.

Esta aproximacion estd basada en las evidencias encontradas en un estudio previo del grupo sobre
CCR, actualmente pendiente de publicacion. En él se observé que incorporar la informacién
proporcionada por iTLB al andlisis bioinformatico asociado a datos protedmicos, permitié enfocar de
manera innovadora la identificacion de biomarcadores relacionados con el prondstico y la supervivencia
de los pacientes. Este enfoque combinado ofrece una prometedora linea de investigacion para mejorar
la utilidad de la TLB en la clasificacion y manejo de pacientes con ACDP.

En conclusidn, el analisis calorimétrico resulta especialmente eficaz para discriminar entre individuos
sanos y pacientes con ACDP. Esta capacidad, de confirmarse en una serie mas amplia, puede tener una
gran utilidad en el cribado de la poblacion de “riesgo moderado” descrita en el apartado de introduccion,
para la que actualmente no existen programas de screening definidos. Ademas de eficaz, la TLB tiene la
ventaja de ser de una prueba sencilla, poco invasiva y de bajo coste, caracteristicas fundamentales en las
herramientas diagndsticas de cribado.
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e. sEs posible disenar una estrategia de cribado en
poblacion de riesgo moderado?

Si bien el cribado poblacional general no reldne condiciones adecuadas de coste-beneficio, dada la
elevada letalidad de esta enfermedad y las escasas opciones de tratamiento curativo, se debe seguir
investigando en la optimizacidn de las herramientas ya disponibles o bien, en la obtencidén de nuevas
herramientas que posibiliten dirigir mejor el esfuerzo a la hora de diagnosticar esta enfermedad. La
incidencia de ACDP es de unos 13 casos por 100.000 habitantes, pero alcanza la tasa de 68 casos por
100.000 habitantes después de los 55 afios, y todavia se incrementa mas a partir de los 65 afios (389).

De los resultados obtenidos en la serie de pacientes analizados, y de la revision bibliografica realizada,
se puede concluir que existen una serie de circunstancias que, o bien pueden servir de indicadores
precoces de que existe un proceso de carcinogénesis pancreatico, o bien pueden alertar de que ese
individuo presenta un riesgo mas elevado de padecerlo (sin incluir aqui a los sindromes genéticos o
individuos con riesgo familiar).

Repasando lo expuesto, este trabajo de investigacidon propone centrar la atencién en pacientes con
los siguientes criterios de riesgo, que se dividen en 3 grupos de menor a mayor relevancia:

e  Criterios menores: fumadores de al menos de una cajetilla diaria, bebedor de alcohol
intenso (> 50 g/dia), IMC superior a 30 kg/m?2.

e Criterios intermedios: diagndstico de PC o PA idiopatica en mayor de 60 afos,
descompensacion injustificada de una diabetes previa, dolor abdominal en epigastrio o
dorsal de caracteristicas pancreaticas

e Criterios mayores: ictericia, DM de debut a partir de los 50 afios (especialmente en
pacientes con normopeso), o pérdida de peso no deseada superior a un 5%.

Y en funcién de estos criterios, se propone el siguiente protocolo de actuacidn, dirigido al diagndstico
precoz del ACDP:

e Pacientes con dos o mas criterios menores:
o Historia clinica detallada dirigida a buscar sintomas sospechosos
o Aplicacién del modelo iTLBcp 1.
O Yy quizad una exploracién de imagen a partir de los 60 afios.

e Pacientes con un criterio intermedio:
o Aplicacién del modelo iTLBcp 1.
o TAC o RM programado en un plazo maximo de 30 dias.

e Pacientes con un criterio mayor:

o Aplicacién del modelo iTLBcp 1.
o TACo RM en un plazo maximo de 7 dias.

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025. Pagina 111



LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO.

Puede considerarse una debilidad del estudio que no todos los pacientes con ACDP analizados cuenten
con confirmacién del diagndstico anatomopatoldgico. Sin embargo, esto concuerda con la practica clinica
habitual. Los pacientes que se encuentran en estadios avanzados y son Unicamente candidatos a
tratamiento paliativo por edad, comorbilidad y otros factores, no son sometidos al proceso invasivo de
obtencion de una biopsia para evitar molestias y posibles complicaciones.

Aunque nuestra serie de ACDP cuenta con 122 pacientes y replica adecuadamente, en cuanto a
demografia y caracteristicas del tumor, a la gran mayoria de las series publicadas, para el objetivo de
encontrar herramientas que optimicen el diagndstico mas precoz, seria deseable ampliar la serie para
contar con mas pacientes en estadios iniciales (TNM I-1l y con criterios de resecabilidad o resecables-
borderline) y captar mejor las peculiaridades calorimétricas del suero de estos pacientes.

El estudio tampoco ha podido analizar la posible contribucién de factores de riesgo relevantes, como
la ingesta de alcohol, o de determinadas costumbres dietéticas, al no disponer de informacién fehaciente
en la HCE, como consecuencia de la recopilacidn retrospectiva de parte de los datos analizados.

Algunos porcentajes, como la proporcion de pacientes considerados candidatos a cirugia curativa
podria considerarse superior a la media publicada. La explicacién probablemente radica en el largo
periodo de reclutamiento que incluye pacientes en los que la decision terapéutica se tomo antes de la
normalizacion del comité multidisciplinar especifico para tumores pancreaticos, aunque esto no deberia
tener influencia en el resto de variables evaluadas. Ademas, la tasa de reseccién RO se encuentra dentro
de la horquilla descrita por otras series. También fue llamativa la muy ligera predominancia de pacientes
de sexo femenino, comparativamente con otras series publicadas en las que se describe lo contrario. Esta
observacion sdlo podemos atribuirla a la casualidad.

Por el contrario, el estudio también cuenta con fortalezas. El reclutamiento de pacientes fue
prospectivo y multicéntrico, incluyendo los dos centros hospitalarios de mayor nivel de la comunidad
auténoma de Aragon, que son centro de referencia para el manejo de patologia pancreatica, con un
volumen anual de pacientes muy superior al exigido por los estandares internacionales. El tamafio
muestral de 122 pacientes, sin ser muy elevado ha demostrado ser coherente en sus caracteristicas con
las series multicéntricas mas amplias publicadas.

A la hora de definir las variables analizadas, se ha sido especialmente exigentes. Por ejemplo, se ha
considerado como DM de debut a pacientes diagnosticados en los 6 meses anteriores al diagndstico de
ACDP, a diferencia de otras series que contabilizan hasta 24 o 36 meses. Este criterio mas restrictivo podria
potenciar el significado de la asociacion observada con relacién al diagndstico de ACDP, ya que considerar
periodos mas prolongados pueden reflejar una asociacion fortuita con mayor frecuencia.

Para la construccion de los modelos de prediccion he contado con el equipo de la Dra. Abian Franco,
gue ha aplicado algoritmos de analisis actuales exigentes para evitar errores de manipulacién de datos
como el sobremuestreo y otros sesgos de seleccién o intrapolacion, realizando en cada caso 100 modelos
de aleatorizacidn. Igualmente, este equipo se ha encargado de realizar el analisis estadistico.

La metodologia de la calorimetria como herramienta diagndstica debe considerarse también una de
las principales fortalezas, por su capacidad de analisis global de las caracteristicas calorimétricas del suero
de los pacientes, que traduce caracteristicas cualitativas de sus composicidon, pero también el
comportamiento de sus componentes (plegamiento/desplegamiento de proteinas) y sus interacciones, al
ser sometidos a un aumento controlado de temperatura. A pesar de la posible interferencia que pueda
inferirse de los resultados en cuanto al nivel de bilirrubina, en nuestro modelo iTLBcpl no deberia
presuponerse un problema grave, dado que la mediana de bilirrubina de los pacientes analizados se sitlio
por debajo del umbral de interferencia descrito.
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LINEAS DE FUTURO.

A partir de estos primeros resultados, el grupo de investigacion se ha propuesto diferentes lineas
futuras de trabajo:

ampliar el tamafio muestral para contar con un mayor grupo de pacientes en estadios iniciales
y validar los resultados de nuestros modelos en una poblacién externa, en colaboracion con
otros centros hospitalarios.

analizar el estudio calorimétrico del suero de pacientes con niveles elevados de bilirrubina
secundarios a patologia benigna como las litiasis, estenosis biliares postquirurgicas o estenosis
derivadas de enfermedades inflamatorias como la PC, y comparar estos resultados con los
obtenidos en pacientes con ACDP.

investigar detalladamente la razén de la interferencia observada en el analisis calorimétrico del
suero de pacientes obesos y con sobrepeso. Probablemente en este sentido seria interesante
el andlisis protedmico o metaboldmico detallado del suero de este grupo de individuos.
investigar el papel de la calorimetria en el seguimiento del paciente oncolégico, como prueba
gue permita confirmar o descartar su curacion.

investigar el papel de la calorimetria en patologia pancredtica inflamatoria como la PC, la
pancreatitis autoinmune, y en otras estirpes tumorales, como el TNE.

elaborar scores predictivos o de riesgo a partir de estos resultados, considerando
simultdaneamente las variables identificadas en esta investigacion junto con los resultados del
andlisis calorimétrico, y valorar las posibilidades de optimizar la rentabilidad de esta linea
diagnostica.

identificar proteinas especificas en el suero de pacientes con ACDP que sirvan como
marcadores prondsticos y de supervivencia, con técnicas de protedmica avanzadas.
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CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DE ACDRP.

En el estudio dedicado al ACDP, se han definido las principales caracteristicas de esta enfermedad en
nuestro medio, a partir de una serie multicéntrica y representativa de 122 pacientes con caracteristicas
similares a la poblacién descrita en la literatura.

Los hallazgos principales han sido los siguientes:

e Existe una tendencia preocupante al diagndstico de ACDP a edad mas temprana, que se ha
comprobado en nuestra serie con un segundo pico de incidencia entre los 58 y los 62 afios.

e El diagndstico se produce mayoritariamente en fases avanzadas (46,7% en estadios
metastasicos), que, junto a otros factores, condiciona una escasa supervivencia (6,8% a los 5 afios
en nuestra serie). Las mayores supervivencias se observaron en individuos del sexo masculino (p
= 0,041), menores de 65 afios (p < 0,001), con menor comorbilidad asociada (p = 0,009) y con
normopeso (p = 0,005). La causa mas frecuente del fallecimiento de los pacientes fue la
progresion tumoral.

e Los pacientes con predisposicién genética son una minoria: 1,6% con mutaciones genéticas y
6,6% con criterios de cancer familiar.

e El tabaco es un importante factor de riesgo asociado (41% de fumadores o exfumadores en
nuestra serie), que adelanta el diagndstico a edades mas tempranas (p = 0.00091). Posiblemente
el sexo femenino presenta mayor sensibilidad, y posiblemente el consumo de alcohol puede ser
un factor potenciador. Sin embargo, no ha demostrado en nuestra serie disminuir la
supervivencia.

e El12,3% de nuestros pacientes presentaron PC, en un 73.3% de los casos asociado con el tabaco
y en un pequefio porcentaje (2,5%) el ACDP debuté como una PA. Esto debe considerarse
especialmente en PA idiopaticas de pacientes mayores de 50 afios.

e Ladiabetes es frecuente en pacientes con ACDP (36,9% en nuestra serie), pero el debut diabético
(33,3% del total de diabéticos) en un paciente mayor de 50 afios, obliga a descartar un ACDP que
podria suponer un diagndstico mas temprano. En nuestra serie, la diabetes no ha demostrado
influir en la supervivencia.

e La obesidad/sobrepeso son muy frecuentes en pacientes con ACDP (74,1% en nuestra serie) e
influyen negativamente en la supervivencia de los pacientes (p=0,005). Se asocia a la DM
establecida pero no tanto a la diabetes de debut.

e Los niveles de proteinas totales y albumina se encuentran con frecuencia disminuidos al
diagndstico, pero no se ha encontrado correlacidén con la progresidon tumoral ni efectos en
términos de supervivencia.

e EICa19.9 es un buen marcador de la evolucidn y el prondstico tumoral, sin clara utilidad como
marcador de diagndstico precoz, aunque los tumores resecables si han presentado niveles
significativamente mas bajos (p = 0,001) con respecto al resto. No presenta correlacidon con
los niveles de bilirrubina, por lo que su elevacidn debe considerarse consecuencia de la
progresion tumoral y no de la colestasis, lo que es relevante a la hora de interpretar su
significado en pacientes con ictericia.

e El CEA y la PCR pueden considerarse complementarios al Ca 19.9 como indicadores de tumor
avanzado y con posible utilidad como predictores de supervivencia.

e Los sintomas mas frecuentes en nuestra serie han sido: ictericia, pérdida de peso y dolor
abdominal /dorsal. La ictericia es predominante en localizacion cefélica y en tumores resecables
(p < 0,001) El dolor abdominal/dorsal y la pérdida de peso fueron predominantes en tumores
distales, traduciendo también probablemente una enfermedad mas avanzada. Aunque no fue un
sintoma habitual (11,5%) la diarrea fue mas frecuente en tumores de cabeza, traduciendo
probablemente una IPE secundaria a obstruccion del CPP.

e La probabilidad de diagndstico en estadio resecable fue mayor en tumores de localizacién
cefalica (p = 0,002)

e Nuestra serie presentd un porcentaje alto de cirugia con intencién curativa (30,3%), con una
adecuada proporcién de cirugia RO (45,9%), pero presentd unas cifras elevadas de mortalidad
(8%) y morbilidad (73%). Esto probablemente traduce la importancia de la decisidén
multidisciplinar en comités de tumores, ya totalmente instaurada en nuestros hospitales, pero
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también el hecho de que en nuestra serie se consideren Unicamente pacientes oncoldgicos. Se
observé una tendencia a una mayor supervivencia de las cirugias RO, sin alcanzar significacion
estadistica, probablemente por el pequefio tamafio muestral. No se confirmé ningun efecto
sobre la morbimortalidad postquirurgica de los niveles de bilirrubina > 15mg/dL prequirurgicos.

e Nuestro modelo predictivo (iTLBcp1) basado en el andlisis calorimétrico de muestras de suero de
controles sanos y pacientes con ACDP ha demostrado ser una herramienta capaz de identificar
correctamente a pacientes con ACDP con sensibilidad del 94,4%, especificidad del 100% y AUC
de 0,97, aunque en pacientes con niveles de bilirrubina muy elevados (> 20-25 mg/dL) y/o
sobrepeso/obesidad debe manejarse con cierta cautela.

e Los modelos desarrollados para seleccionar a pacientes con ACDP en estadio
resecable/borderline o metastdsico no han mostrado suficiente especificidad, pero
consideramos que su precision podria mejorarse con una muestra mas amplia.

e  Estatecnologia es sencilla de realizar, minimamente invasiva, sin variabilidad entre observadores
y econdmica, lo que le confiere capacidad como prueba diagndstica para cribado en poblacidn
de riesgo medio.

En resumen, de nuestro estudio deriva una propuesta de actuaciéon que pretende optimizar el
diagnéstico precoz del ACDP en individuos sin predisposiciéon genética, pero con otros factores
predisponentes, que constituyen la poblacién mas frecuente en la que se diagnostica esta enfermedad.
El protocolo incluiria la aplicacion del modelo iTLBcpl junto a una prueba de imagen especifica (TAC-MD
o RM) con distinto nivel de preferencia segun factores de riesgo definidos y confirmados en esta
investigacion.

Nuestra intencidn es seguir esta linea de investigacion para contrastar nuestro modelo en un estudio
prospectivo con una poblacién externa mas amplia.
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oEstudio de las
lesiones quisticas
oancredticas

HIPOTESIS.

= Optimizar el diagndstico diferencial de las LQP facilitard su manejo clinico y probablemente
mejorara la supervivencia de los pacientes con ACDP. Las herramientas actuales son imprecisas,
especialmente en el contexto de quistes pequefios y asintomaticos.

= Analizar las caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes diagnosticados de LQP en
nuestro medio, en combinacién con la evaluacién del rendimiento de las modalidades
diagnodsticas disponibles, permite identificar las limitaciones y dificultades del proceso
diagnéstico terapéutico y proponer posibles mejoras especificas.

= La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) permite un analisis global de la composicién del
LIQ y podria representar una herramienta Util para optimizar el diagnéstico diferencial de las
LQP y facilitar la deteccién temprana de su malignizacion.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

a. Objetivos principales:

= Realizar un estudio descriptivo de las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes
con LQP en nuestro medio, analizar el rendimiento de las técnicas diagndstico-terapéuticas
disponibles y valorar los resultados quirargicos.

= Desarrollar un modelo predictivo con algoritmos de inteligencia artificial (iTLBg 1), utilizando
los datos obtenidos tras el analisis mediante biopsia liquida térmica de las muestras de LIQ de
pacientes con LQP que permita diferenciar eficazmente lesiones mucinosas y no mucinosas
(LQP-M vs. LQP-NM).

b. Objetivos secundarios:

= Desarrollar un modelo predictivo con algoritmos de inteligencia artificial (iTLBg 2) que permita
diferenciar eficazmente lesiones quisticas mucinosas benignas y malignas (LQP-Mb vs. LQP-
Mm).
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MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo, observacional de reclutamiento prospectivo y unicéntrico, de una
muestra de pacientes diagnosticados de LQP mediante los criterios clinicos, analiticos y de pruebas de
imagen descritos en la introduccion. Posteriormente se realizé el estudio calorimétrico del LIQ de estos
pacientes para la elaboracién de los modelos predictivos.

a.Poblacion de estudio

Entre enero de 2016 y mayo de 2023, en el Servicio de Digestivo del HCULB, se reclutaron de forma
prospectiva 41 muestras de LIQ de pacientes con LQP de diagndstico no aclarado y con criterios para
realizar USE-PAAF, segun GPC vigentes (205), como son:

= tamafio igual o superiora 2 cm

= sintomas atribuibles a la LQP

= presencia de signos de alarma: WF y/o HRS, incluyendo crecimiento > 2,5 mm/afio
objetivado durante el seguimiento.

El reclutamiento fue largamente interrumpido por la pandemia COVID-19, entre enero de 2020 y abril
de 2021, dada la importante limitacion para la realizaciéon de USE-PAAF durante aquellos meses, a
excepcion de situaciones de preferencia y/o urgencia.

La inclusién se realizé tras proporcionar a cada paciente informacién detallada, verbal y escrita,
facilitada por la autora de la tesis, sobre el contenido y objetivos del estudio de investigacién, y tras la
obtencion de su consentimiento informado verbal y escrito, una vez que el paciente habia podido resolver
todas sus dudas, y firmar los documentos (ver Anexo). Este estudio recibié informe favorable por el
Comité de Etica de Investigacion de la Comunidad Auténoma de Aragén (CEICA) con fecha 17 de abril de
2013, Acta N° CP 08/2013 (ver Anexo). Se realiz6 enmienda posterior para incluir las muestras de LIQ,
modificandose el documento informativo entregado al paciente (ver anexo).

Por cuestiones éticas, dado que la prioridad debia ser el diagndstico de la LQP siguiendo las GPC
vigentes, para el analisis calorimétrico del LIQ se utilizd exclusivamente la muestra sobrante tras reservar
la cantidad necesaria para su analisis bioquimico (CEA, glucosa y amilasa) y citoldgico ocasionalmente,
cuando esta era al menos de 1 mL.

. Criterios de inclusion y exclusion:

El reclutamiento de pacientes con LQP se realizé conforme a los siguientes criterios de inclusion y
exclusion:

Criterios de inclusion:

= Ser mayor de 18 afios.

= Haber aceptado la participacion en el estudio y firmado el consentimiento informado.

= Diagndstico de LQP segun criterios clinicos, analiticos y de pruebas de imagen indicados por las
GPC vigentes (181).

= Haber sido evaluado por el Comité de Tumores Pancreatobiliares del HCULB, con toma de
decisidon diagndstico-terapéutica multidisciplinar.

= Cumplir criterios establecidos de indicacién para la realizacién de USE-PAAF segln las GPC
vigentes (181), independientemente de la participacion del paciente en el estudio.

= Firmar el consentimiento para la realizacion de la USE-PAAF.

Criterios de exclusion:

= Diagndstico de cualquier otra enfermedad neoplasica, infecciosa o inflamatoria activa, no
relacionada directamente con el diagnéstico de LQP, en el momento de su inclusion en el
estudio.
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Presentar deterioro cognitivo que le impida entender y firmar el consentimiento informado.
Presentar alguna contraindicacién para la realizacién de la USE-PAAF o ausencia de
consentimiento para su realizacion.
Ser diagnosticado durante el estudio o posteriormente de un diagnéstico diferente a LQP.
Muestra de LIQ residual insuficiente (< 1 mL) o imposibilidad técnica para obtener el

termograma.

Imposibilidad para establecer un diagndstico confirmado o de alta probabilidad por falta de
estudio AP e informacidn clinica insuficiente que impida el consenso de especialistas.

Embarazo.

c. Variables recogidas

Se presentan esquematizadas en la tabla 30:

VARIABLES RECOGIDAS DURANTE EL ESTUDIO DE LQP

Datos

demograficos y

clinicos

Edad

Sexo

Habito
tabaquico

Habito
alcohdlico

Localizacién

Tamafiio

Pancreatitis
Cronica (PC)

Afos

Masculino
Femenino

Fumador
Exfumador
No fumador
Si/ No

Cabeza (C)
Cuerpo-Cola (CC)
Milimetros (mm)

Si/ No

Resultados de
estudios

diagndsticos

Morfologia por
imagen
(RM y/o USE)

Caracteristicas
LIQ

Biomarcadores
LiQ

Biomarcadores
Suero

Presencia HRS/WF
Imagen patognomonica
(CAS)

Comunicacion con CPP

(Si/No)

Color: Seroso
Serohematico
Marronaceo

String-sign (Si/No)

CEA (ng/mL)
Glucosa (mg/dL)
Amilasa (U/L)

Ca 19.9 (U/mL)
Bilirrubina (mg/dL)

previa
Sintomas Dolor abdominal Analisis Si Citologia
(atribuibles a +/- dorsal histolégico (AP) Biopsia
la LQP) Ictericia Pieza quirurgica
Pérdida de peso No
Pancreatitis aguda
(PA) Diagndstico * L .
(tipo y subtipo) Diagndstico confirmado
Diagnéstico de alta probabilidad
i6 Si/N
Tratamiento Reseccion f/No Evolucién Involucién de la LQP
Quirdrgico .
Modalidad bPC (sino Estabilidad de la LQP
PD intervenidos) P i6n de la LQP imientoy/ L
L, Sintomas rogresion de la : crecimiento y/o aparicion
Indicacién v de HRS/WF
Ambos

Complicaciones

(Escala Clavien-

Dindo) (165)

I=1=1=1V=V

Tabla 30. Variables recogidas en el estudio de LQP. Abreviaturas: AP: Anatomia Patoldgica, Ca 19.9: Antigeno Carbohidrato 19,
CAS: Cistoadenoma seroso, CEA: Antigeno Carcinoembrionario, CPP: Conducto Pancredtico Principa), DPC: Duodenopancreatectomia
Cefdlica, HRS: High Risk stigmata, LQP: lesion Quistica Pancredtica, PD: Pancreatectomia Distal, RM: Resonancia Magnética, USE:
Ultrasonografia Endoscdpica, WF: Worrisome Features. * Ver modalidades diagnésticas,

Interpretacion “string sign”: el aspecto filante se considera sugestivo de LQP-M.

Interpretacion CEA: concentracién > 192 ng/mL en LIQ sugestivo de LQP-M.
Interpretacion Glucosa: concentracién < 50 mg/dL en LIQ sugestivo de LQP-M.

Interpretacion Amilasa: concentracién > 250 U/L sugestivo de comunicacién con CPP, caracteristico de PQ y TPMI.
Interpretacion Ca 19.9 (U/mL): concentracion > 37 U/mL en suero indicativo de malignidad en ausencia de colestasis.
Interpretacion Bilirrubina (mg/dL): concentracion > 1,2 mg/dL indicativa de indicativa de colestasis (HRS).
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Para

el diagnéstico de la LQP segun tipo y subtipo, se establecieron 2 modalidades *:

Diagndstico Confirmado: cuando cumplia uno/ambos de los siguientes requisitos:
o Anélisis AP disponible: por citologia, biopsia y/o analisis de la pieza quirdrgica.
o Imagen patognomdnica: en el caso de los CAS.

Diagnéstico de Alta Probabilidad: cuando no se contaba con andlisis AP ni imagen
patognomonica el diagndstico debia establecerse mediante analisis conjunto de los datos
clinicos y demogréficos del paciente, caracteristicas morfoldgicas en la imagen (TAC, RM y/o
USE), analisis bioquimico del LIQ (CEA, glucosa y amilasa), o analisis bioquimico en suero del
marcador tumoral Ca 19.9. Se exigié el consenso undnime de, al menos, tres pancreatdlogos

expertos (clinicos, endoscopistas, radidlogos y/o cirujanos) tras valoracién del caso en comité
multidisciplinar.

d. Clasificacion de las LQP.

Segun el diagndstico de cada LQP establecido segun las 2 modalidades descritas previamente,
finalmente todos los quistes se clasificaron en 2 Unicos grupos, como puede verse en la tabla 31:

LQP-NM (No Mucinosas) LQP-M (Mucinosas)

TPMI-CP (Conducto Principal)

Pseudoquiste (PQ) TPMI-RS (Rama Secundaria)
Cistoadenoma Seroso (CAS) TPMI-Mx (Mixta)
Quistes linfoides (LINF) Cistoadenoma Mucinoso (MCN)

Quiste Mucinoso Simple (SMC)
ACDP con componente quistico (ACDPq)

Subdivididas ademas segun:

o Benignas (LQP-Mb)

o Todas las anteriores sin evidencia de malignizacion
o Malignas (LQP-Mm):

o TPMI malignizado (TPMIm)

o ACDPq

o SMC con displasia alto grado (SMC-DAG).

Tabla 31: Clasificacion diagnéstica de la serie de LQP a estudio. Abreviaturas: LQP: lesion quistica pancredtica; TPMI tumor
papilar mucinoso intraductal; LQP-Mb: lesion quistica pancredtica mucinosa benigna; LQP-Mm: lesion quistica pancredtica mucinosa

maligna.

Como
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LQP-NM se incluyeron:

Pseudoquistes inflamatorios (PQ): colecciones encapsuladas de origen inflamatorio,
considerando bajo esta misma nomenclatura, tanto PQ como WON (Walled-off necrosis).
Cistoadenomas serosos (CAS).

Quistes de naturaleza linfoide (LINF): 2 lesiones linfaticas en las que se planted el diagnéstico
diferencial entre quiste linfoepitelial vs. linfangioma. En la citologia de ambas sélo se
identificaron linfocitos, sin células epiteliales. Esto confirmé su naturaleza linfoide al 100%,
pero la ausencia de epitelio no permitié confirmar ni descartar que se tratasen de un quiste
linfoepitelial. En una de ellas (Q26), el analisis bioquimico presentd una cifra elevada de

triglicéridos, lo que la hace muy sugestiva de linfangioma. Ambas se agruparon bajo la misma
nomenclatura.
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Como LQP-M se incluyeron:

=  Tumor Mucinoso Papilar Intraductal de conducto principal (TPMI-CP).
=  Tumor Mucinoso Papilar Intraductal de rama secundaria (TPMI-RS).

=  Tumor Mucinoso Papilar Intraductal Mixto (TPMI-Mx)

= (Cistoadenoma Mucinoso (MCN).

= Quiste Mucinoso Simple (SMC) (198).

= Adenocarcinoma Ductal Pancreatico con componente quistico (ACDPq)

Dentro de las LQP-M, especificamente para la malignidad se establecié una segunda clasificacion:

=  LQP-M Benignas (LQP-Mb): sin evidencia clinica ni AP de malignizacién

=  LQP-M Malignas (LQP-Mm): malignidad confirmada mediante estudio AP
o  TPMI malignizada (TPMIm): ACDP sobre TPMI
o ACDP con componente quistico asociado (ACDPq)
o SMC con displasia de alto grado (SMC-DAG)

e. Procesamiento de las muestras.

Las muestras de LIQ se obtuvieron mediante la realizacidon de USE-PAAF con ecoendoscopio curvilineo
marca Olympus’ 140 (Olympus, Tokio, Japén). Se utilizaron agujas de la marca Boston Scientific™ Expect”,
calibre 19 0 22-G, y la técnica de extraccion utilizada fue dry-suction. El endoscopista decidio el calibre de
la aguja segun caracteristicas y accesibilidad de la LQP. La muestra se recogia para su procesamiento
posterior en un tubo tipo eppendorf. Cada paciente y sus muestras correspondientes fueron
identificados con un cédigo interno asociado, con objeto de garantizar el anonimato, siguiendo las
normas éticas descritas en el protocolo aprobado por el CEICA.

Las determinaciones bioquimicas en suero (bilirrubina y Ca 19.9) y en LIQ (CEA, amilasa y glucosa), se
realizaron en muestras frescas, en los laboratorios clinicos del HCULB, segln protocolo habitual, siguiendo
controles internos y externos de calidad.

Para su conservacion, las muestras de LIQ se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, dentro de
las 3 horas posteriores a la extraccion. Su contenido se distribuyd en alicuotas que posteriormente se
almacenaron a -80 °C. Previamente al analisis calorimétrico con CDB, las muestras se descongelaron a
temperatura ambiente, se centrifugaron y diluyeron al 1:10 en solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS), utilizando 400 L para el ensayo.

f. Preparacion de termogramas

Como ya se ha comentado en el capitulo dedicado a la CDB y en el estudio de ACDP, los termogramas
son graficas que se obtienen tras el andlisis calorimétrico de una muestra bioldgica en disolucion (LIQ en
este estudio), y que representan su comportamiento al someterlo a un aumento controlado de
temperatura, consecuencia del desplegamiento o desnaturalizacidon de las proteinas y otras moléculas
qgue lo componen. Supone una valiosa fuente de informacién sobre el proteoma, el peptidoma vy el
interactoma del liquido en cuestion, es decir, sobre su composicion, pero también sobre las interacciones
entre sus diferentes componentes.

Los termogramas de este estudio se obtuvieron mediante un calorimetro de barrido diferencial VP-
DSC capilar automatizado de alta sensibilidad (CBD MicroCal, Malvern-Panalytical, Reino Unido). La linea
basal del instrumento fue obtenida rutinariamente antes de cada experimento. Los experimentos fueron
realizados en 400 pL de muestra de LIQ a la dilucién comentada previamente. La velocidad de barrido fue
de 1°C/min, con un rango de escaneo desde los 10°C hasta los 95°C. En caso de que no fuera posible
obtener un termograma a partir de una muestra de LIQ, el paciente se excluia, aplicdndose un analisis de
caso completo sin valores de imputacion.

Posteriormente, los termogramas se procesaron utilizando un software desarrollado por el grupo e
implementado en Origin 7 (OriginLab Northampton, MA, USA), que implicé la resta y correccion de las
lineas base, la interpolacion para obtener puntos de datos distribuidos uniformemente en el rango de
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temperatura (AT = 0.25°C), y la restriccion del andlisis al intervalo entre 40°Cy 95°C. A continuacion, cada
termograma se normalizé por su area, previamente a su andlisis detallado.

Las temperaturas y su valor de Cp fueron las variables predictoras del modelo de clasificacion, por lo
que se disponia de 221 temperaturas/variables predictoras. Con el objetivo de reducir el nimero de
variables predictoras/temperaturas y evitar el sobreajuste, se utilizd la informacién de cada grado de
temperatura, seleccionando los intervalos de temperatura en los que se detectaron mayores diferencias.
Asi, se selecciond el rango comprendido entre 55°C y 85°C, reduciéndose el nimero de variables
predictoras a 31 (55°C, 56°C, 57°C...).

g. Descripcion del modelo de  aprendizaje
automatizado

A semejanza de lo descrito previamente en el estudio de ACDP, la metodologia de andlisis se basa en
la obtencidon de un modelo de clasificacion, a partir de informacién obtenida de la forma de los
termogramas. Esta informacidn se obtiene al usar como variables predictoras las temperaturas (y su valor
de Cp), 0 mas concretamente, parejas de temperaturas, seleccionadas mediante la funcién K-Top-Scoring-
Pair (KTSP) (libreria switchBox de R) (350). KTSP se define como un método robusto de clasificacion a
partir de datos de alta dimensién basado en un pequefio subconjunto de caracteristicas, que lo hace
menos sensible al sobreajuste y potencialmente facil de interpretar en términos bioldgicos.
Tradicionalmente se ha planteado este tipo de herramientas para analizar datos basados en dmicas. La
aplicacién de switchBox fue la propuesta debido a las caracteristicas de alta dimensién de los datos de los
termogramas.

Al aplicar el paquete switchBox a los datos de termogramas, la variable predictora cuantitativa
continua (valor de Cp) se convirtié en una variable dicotémica. Para ello, el algoritmo selecciona pares de
temperaturas (T1, T2) como variable til predictiva, cuando existe una fuerte correlacién entre el signo
de la diferencia de Cp entre esa pareja de temperaturas en un grupo, Cp(T1) > Cp(T2) 0 Cp(T1) < Cp(T2), y
una correlacion de signo contrario en el otro grupo (ver figura 17 en material y métodos del estudio de
ACDP). Por esta razén, cada termograma de cada paciente podria alcanzar o no la condicién de los pares
de temperaturas (No/Si 0 0/1).

Posteriormente, el modelo de clasificacion se ajusté mediante una regresién logistica regularizada
aplicando el paquete ncvreg de R, que utiliza penalizaciones de Lasso o no convexas y validacién cruzada
(351), identificando las parejas de temperaturas mas significativas. Las temperaturas finalmente
seleccionadas seran las que se repitan mas frecuentemente.

Metodologia paso a paso (step-wise) para la obtencidn de un
modelo de clasificacion iTLB para LQP a partir de termogramas

En resumen, el esquema de pasos de la metodologia para obtener el modelo fue la siguiente:

1. Seutilizé como grupo de entrenamiento a los pacientes con LQP y diagnédstico confirmado (AP y/o
imagen patognomaonica), y como grupo de validacion a los pacientes con LQP y diagndstico de alta
probabilidad (consenso multidisciplinar).

2. Establecimiento del rango dptimo del nUmero de parejas de temperaturas necesarias para ser

comparadas en el modelo.

Seleccién de las parejas de temperaturas mas frecuentemente seleccionadas en los ajustes.

4. Entrenamiento del modelo a partir de las parejas de temperaturas mas frecuentes seleccionadas
anteriormente y adjudicacién de sus coeficientes.

w

El resultado del modelo de clasificacidn es un valor real numérico para cada paciente (entre - infinito
y + infinito). De manera estandar, el punto de corte establecido por el modelo era de cero. Esto quiere
decir que cuando el modelo de clasificacidon proporcionaba un nimero menor que cero, el paciente se
clasificaba como negativo para la condicion estudiada (ser una LQP no mucinosa (LQP-NM) o una LQP-M
no maligna (LQP-Mb), segiin el modelo iTLBql o iTLBg2 respectivamente), mientras que, si el resultado
era un nimero mayor de cero, se clasificaba como positivo para dicha condicidn (ser una LQP mucinosa
(LQP-M) o una LQP-M maligna (LQP-Mm) segun el modelo iTLBql o iTLBg2 respectivamente).
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El rendimiento del modelo de clasificacion como prueba diagndstica se evalué posteriormente
mediante el calculo de indices de rendimiento comunes (sensibilidad, especificidad, VPP y VPN), asi como
la curva ROC y su area bajo la curva (AUC) con su intervalo de confianza del 95% (IC 95%).

h. Modelos de clasificacion para LQP.

En el estudio de LQP, a partir de los termogramas se obtuvieron dos modelos diferentes:

1. Modelo iTLBq1: Diseiiado para discriminar entre LQP No Mucinosa (LQP-NM) vs. LQP Mucinosa
(LQP-M).

Para el entrenamiento del modelo se consideraron las lesiones con diagnéstico confirmado,
que suponian el 63% del total de la muestra (22/35). El resto de LQP con diagndstico de alta
probabilidad, un 37% del total (13/35), se consideraron para su validacién. El entrenamiento con
lesiones de diagndstico seguro da mas firmeza a este modelo de clasificacién.

2. Modelo iTLBq2: Disefiado para discriminar entre LQP Mucinosa Benigna (LQP-Mb) vs. LQP
Mucinosa Maligna (LQP-Mm).
En este caso, y dado el pequefio tamafio muestral, todas las LQP-M se utilizaron para el
entrenamiento del modelo.

i. Andlisis estadistico empleado:

En primer lugar, se comprobé la normalidad de las variables mediante las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov-Lilliefors o de Shapiro-Wilk (segln el tamafio muestral). Las medianas entre dos grupos
independientes/dependientes se compararon mediante la prueba t de Student de muestras no
pareadas/pareadas para variables con comportamiento normal (verificando previamente la
homocedasticidad con la prueba de Bartlett), mientras que las medianas entre dos grupos
independientes/pareados se compararon mediante la prueba de Wilcoxon de muestras no
pareadas/pareadas para variables con comportamiento no normal.

Las medias entre tres o mas grupos pareados de distribucion paramétrica se compararon mediante la
prueba de analisis de las varianzas (ANOVA) para muestras pareadas, con la comprobacién de la
esfericidad mediante la prueba de Mauchly. En caso de no cumplirse la hipdtesis de esfericidad, se realizé
la correccion del p-valor mediante Greenhouse-Geisser. El posterior andlisis multiple bivariante se realizd
ajustando los p-valores segun el método de Bonferroni.

La asociacidn entre grupos para variables cualitativas dicotomicas se evalué mediante la prueba de x2
de Pearson con la correccion de Yates, excepto cuando el tamafio muestral era pequefio (<20) donde se
utilizo la prueba de Fisher.

Para todas las pruebas, se considerd estadisticamente significativo un p-valor bilateral inferior a 0.05.
Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje y entorno para la informatica estadistica del
equipo central de R, en su versién 4.3.2 (31 de octubre de 2023).
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LQP

Se reclutaron inicialmente un total de 41 casos de LQP que cumplian criterios para realizacién de USE-
PAAF independientemente de la participacién en el estudio. Durante el andlisis posterior, 6 de ellos fueron
excluidos por los motivos que a continuacidn se detallan:

= Q6: por informacién insuficiente durante la revisién de la HCE para establecer consenso
diagndstico.

= Q21: por diagndstico diferente a LQP (feocromocitoma de glandula suprarrenal).

= Q23: por error en la identificacion mediante cédigo interno asociado, que impidid la adecuada
identificacidn posterior.

= Q24: por error en la identificacién mediante cddigo interno asociado, que impidié la adecuada
identificacidn posterior.

= Q30: por imposibilidad técnica para realizar el estudio calorimétrico del LIQ y obtener el
termograma.

= Q39: por presentar historia de neoplasia previa extrapancreatica y diagndstico diferente a LQP
(metastasis pancreaticas de tumor renal de células claras). Estos diagndsticos se confirmaron
con posterioridad al estudio mediante USE-PAAF, y como consecuencia de este.

Por tanto, el tamaiio muestral definitivo fue 35 LQP.

a. Estudio descriptivo.

Descriptiva de la serie de pacientes con LQP

Del total de 35 casos, el 49% (17/35) fueron LQP-M y el 51% (18/35) fueron LQP-NM. Dentro de las
LQP-M, el 48% (8/17) fueron LQP-Mm. Todas las LQP-NM fueron benignas.

En el 63% de los pacientes (22/35) pudo establecerse un diagndstico confirmado (confirmacion
histoldgica y/o imagen patognomonica), y en el 37% (13/35) restante se establecié un diagndstico de alta
probabilidad (consenso multidisciplinar). La distribucién de los diferentes subtipos de LQP segun los tipos
de diagndstico se muestran en la siguiente figura

49% LQP Mucinosas

63% Diagnostico 37% Diagnostico Alta

confirmado  [EEESEE, - ol Probabilidad
(AP) ... (Consenso)
LQP-No Mucinosa
Alta probabilidad 23 %

51% LQP No Mucinosas

Figura 67: Distribucidn de la serie de casos de LQP segun su diagndstico confirmado o de alta probabilidad, y su estirpe mucinosa
0 no mucinosa. Abreviaturas: AP: anatomia patoldgica; LQP: lesiones quistica pancredtica.

En resumen, la mayoria de las LQP del estudio (63 %) tuvieron un diagnédstico confirmado. Para cada
tipo de lesion (LQP-M y LQM-NM), también la mayoria de los diagndsticos fueron
confirmados, suponiendo el 71 % de LQP-M, el 55 % de LQP-NM y el 100 % de las LQP-Mm.
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En la tabla 32 se detallan las principales caracteristicas demograficas para cada tipo y subtipo de LQP,
indicdndose el numero total, el porcentaje de cada subtipo de lesién con respecto al total y respecto a
cada grupo (LQP-NM o LQP-M), la edad media y el sexo mas frecuente de diagndstico, la mediana del
tamafio y la localizacién mas habitual dentro de la glandula pancreatica. Como ya se ha especificado en el
apartado de material y métodos, dentro del grupo denominado PQ se incluyen todas las colecciones
inflamatorias encapsuladas (pseudoquistes y WON), y dentro del grupo denominado LINF se agruparon
las 2 lesiones de naturaleza linfoide identificadas.

De igual manera, en las tablas suplementarias de LQP que aparecen al final de esta tesis, se muestran
en detalle las caracteristicas especificas de cada paciente.

0, . .
Lqp* n (*yf C.ir:ut::)) Edad” S;;‘;;?n Tamafo™ (mm) (;);)E'cr:**
. (005 usss) U 35, 62) 8 (4a%)
Ao 1 (21;) (4:-275) 3(27%) [335;585] > (45%)
CAS 5 (;g:) (607;6) 4 (80%) [404;545] 2 (40%)
LINF 2 : 16;/;;’ : (525_559) 1(50%) : 474; 848] 1(50%)
LQP-M: 17 49% (100%) G 66_;3) 10 (59%) o 63; 250] 9 (52%)
TPMI 10 éizﬁ) ( 4:_23) 4 (40%) [252;835] 4 (40%)
MCN 2 (16;;) (32312) 2 (100%) [33;131] 2 (100%)
SMC-DAG 1 (Z:f;) (555_555) 1 (100%) [585;858] 1 (100%)
ACDPq 4 é;:) (385_374) 3 (75%) [446;580] 2 (50%)
Total 35 100% ( 3:; q 18 (51%) " 04; 05 . 17 (49%)

Tabla 32: Descriptiva de la serie de LQP segtn la edad, sexo, tamafio y localizacién para cada tipo y subtipo de quiste. *edad:
media (minima-mdxima); ** tamafio: mediana [Q1; Q3]; ***% Loc CC: localizacion en cuerpo-cola.

Sintomass.

La mayoria de las LQP (69%, 24/35) fueron sintomaticas al diagndstico. De todas ellas, las mas
frecuentemente sintomaticas fueron las lesiones inflamatorias o PQ (42%, 10/24), seguidas por las
lesiones malignizadas o LQP-Mm (29%, 7/24).

En el subanalisis de los sintomas concretos que presentaba cada grupo (LQP-NM vs LQP-M), los
resultados fueron los siguientes:

= LQP-NM: el 67% (12/18) fueron sintomaticas, de las cuales, un 83% (10/12) fueron PQ, y dentro
de estos PQ sintomaticos, el 90% (9/10) presentaban una PC subyacente. El 17% (2/12) restante
de LQP-NM sintomaticas fueron CAS. El dolor abdominal fue el sintoma universal entre las 12
LQP-NM sintomaticas, y Unicamente 1 de ellas afiadié al dolor la pérdida de peso (IPE por PC
subyacente).

= LQP-M: el 71% (12/17) fueron sintomaticas. Dentro de las LQP-M sintomaticas, segun
presentasen o no malignizacidn, los sintomas observados fueron los siguientes

o Entre las LQP-Mb (n = 9) el sintoma mas frecuente fue el dolor abdominal (44%, 4/9), a
destacar un debut como PA de una TPMI-RS (10%, 1/10 de todas las TPMI).

o Entre las LQP-Mm (n = 8), predominaron sintomas como la ictericia (100% de TPMIm y
25% de ACDP) y la pérdida de peso (100% de ACDP y 67% de TPMIm).
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Cinco LQP se diagnosticaron en el contexto de un debut diabético, de las cuales 3 fueron LQP-Mm (2
TPMImy 1 ACDP), y 2 fueron CAS (ambas con un tamarfio de 40 mm o mas).

El SMC y las 2 lesiones linfoides (LINF) fueron asintomaticas, a pesar de su tamafio (58mm, 47mm vy
49mm respectivamente).

Rendimiento de las pruebas diagndsticas.

Se analizé la veracidad del diagndstico establecido en cada una de las pruebas realizadas de forma
individual, tanto para la caracterizacidn de las diferentes LQP, como para la deteccién de malignidad. Para
ello, se comparé el resultado informado de cada prueba, con el diagndstico definitivo de cada lesidn,
considerando como definitivo el diagndstico confirmado o de alta probabilidad, segiin cada caso.

Para cada modalidad diagndstica se calcularon los indices comunes de rendimiento diagnéstico,
concretamente precision, sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, con el fin de poder compararlos con lo
descrito en la literatura. Los resultados pueden verse resumidos en la tabla 33, que aparece mas adelante.

Rendimiento para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM.
Se consideraron en este analisis 3 modalidades de estudio diagnéstico:

=  Pruebas de imagen: TAC-MD, RM, USE: segun diagndstico expresado en el informe emitido.
= String sign: segun informe del endoscopista, presente o no.
= Bioquimica del LIQ: Marcadores de mucinosidad: CEA (> 192 ng/mL) y Glucosa (< 50 mg/dL)

Pruebas de imagen: TAC-MD, RM y USE.

En 22/35 lesiones, el informe del especialista estaba disponible y concluia una hipétesis diagndstica al
menos en una de las pruebas de imagen. Estas correspondian a 10/22 LQP-NM y 12/22 LQP-M.

Debido a que no todas las LQP contaban con estudio completo que incluyese todas las modalidades
de imagen (TAC-MD, RM y USE), junto a cada modalidad se refleja el total de LQP en las que se realizo.

TAC-MD (n = 16):

= de 5 LQP-NM, el TAC-MD identificé correctamente a 4 (80%)
= de 11 LQP-M, el TAC-MD identificé correctamente a 8 (73%)

Los indices de rendimiento del TAC-MD para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM en la serie estudiada
fueron:

precision diagnoéstica del 75%
sensibilidad del 73%
especificidad del 80%

VPP del 89%

VPN del 57%

O O O O O

RM (n = 16):

= de 7 LQP-NM, la RM identificd correctamente a 5 (71%)
= de 9 LQP-M, la RM identificd correctamente a 4 (44%)

Los indices de rendimiento de la RM para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM en la serie estudiada fueron:

precision diagnoéstica del 56%
sensibilidad del 44%
especificidad del 71%

VPP del 67%,

VPN del 50%

O O O O O
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USE (n = 22):

= de 10 LQP-NM, la USE identificé correctamente a 9 (90%)
= de 12 LQP-M, la USE identificé correctamente a 8 (67%)

Los indices de rendimiento de la USE para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM en la serie estudiada fueron:

precision diagnoéstica del 77%
sensibilidad del 67%
especificidad del 90%

VPP del 89%

VPN del 69%

O O O O O

String-sign (signo de la cuerda).
Su presencia sugiere la naturaleza mucinosa de la LQP estudiada.

En la serie de LQP estudiada, este signo se describié como positivo en el 59% (10/17) de LQP-M y en
el 16% (3/18) de LPQ-NM. Con estos resultados, sus indices de rendimiento para diferenciar LQP-M vs.
LQP-NM fueron:

precisién diagndstica del 71%
sensibilidad del 59%
especificidad del 83%

VPP del 77%

VPN del 68%

O O O O O

Bioquimica del LIQ (CEA y Glucosa)
CEA > 192 ng/ml como marcador de mucinosidad

Se disponia del valor de CEA en LIQ en todas las LQP estudiadas, excepto en una LQP-NM, es decir, en
el 97,2% (34/35).

Entre las LQP-NM (n = 17), el 17,6% (3/17) presentd un valor de CEA-LIQ > 192 ng/mL.

Entre las LQP-M (n = 17), el 76,5% (13/17) presentd un valor de CEA-LIQ > 192 ng/mL.

Los indices de rendimiento del CEA-LIQ para diferenciar LQP-M vs. LQP-NM en la serie fueron:

precision diagnoéstica del 79%
sensibilidad del 76%
especificidad del 82%

VPP del 81%

VPN del 78%

O O O O O

Glucosa < 50 mg/dL como marcador de mucinosidad

Se disponia del valor de glucosa en LIQ Unicamente en 10 de las LQP de la cohorte (28,5%). De ellas, 6
eran LQP-NM vy 4 eran LQP-M.

De las 6 LQP-NM, el 33,3% (2/6) presentaron un nivel < 50mg/dL.
De las 4 LQP-M, el 50% (2/2) presentaron un nivel < 50mg/dL.

Los indices de rendimiento de la glucosa en LIQ para diferenciar lesiones mucinosas y no mucinosas
(LQP-M vs. LQP-NM) en la cohorte fueron:

- precisién diagnoéstica del 60%
- sensibilidad del 50%

- especificidad del 67%

- VPP del 50%

- VPN del 67%
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Rendimiento para identificar malignidad (LQP-Mb vs. LQP-Mm)
Se consideraron en este analisis 3 modalidades de estudios diagndsticos:

=  Pruebas de imagen: TAC-MD, RM, USE: segun diagndstico expresado en el informe emitido.
= Presencia de signos de riesgo, HRS/WF: descritos en el informe de pruebas de imagen
= Bioquimica en suero del marcador tumoral Ca 19.9: > 37 U/mL indicativo de malignidad.

Pruebas de imagen: TAC-MD, RM y USE.

Como se ha comentado previamente, en 22/35 lesiones el informe estaba disponible y/o concluia
claramente una sospecha de malignidad en al menos una de las pruebas consideradas. De
ellas, el 64% (14/22) correspondian a lesiones benignas (LQP-NM y LQP-Mb).

Debido a que no todas las LQP contaban con estudio completo que incluyese todas las modalidades
(TAC-MD, RM y USE), junto a cada modalidad se identifica el total de LQP en las que se realizo.

TAC-MD (n = 16):

= de 8 lesiones benignas, el TAC-MD identificé correctamente a 7 (88%)
= de 8 lesiones malignas, el TAC-MD identificé correctamente a 7 (88%)

Los indices de rendimiento del TAC-MD para diferenciar lesiones benignas y malignas (LQP-NM y LQP-
Mb vs. LQP-Mm) en la serie estudiada fueron:

precision diagnoéstica del 88%
sensibilidad del 88%
especificidad del 88%

VPP del 88%

VPN del 88%

O O O O O

RM (n = 16):

= de 10 lesiones benignas, la RM identificé todas correctamente (100%)
= de 6 lesiones malignas, la RM identificé correctamente a 4 (66%)

Los indices de rendimiento de la RM para diferenciar lesiones benignas y malignas (LQP-NM y LQP-Mb
vs. LQP-Mm) en la serie estudiada fueron:

precisién diagndstica del 87,5%
sensibilidad del 66 %
especificidad del 100%

VPP del 100%

VPN del 83%

O O O O O

USE (n = 22):

= de 14 lesiones benignas, la USE identificé todas correctamente (100%)
= de 8 lesiones malignas, la USE identificé correctamente a 6 (75%)

Los indices de rendimiento calculados de la USE para diferenciar lesiones benignas y malignas (LQP-
NM y LQP-Mb vs. LQP-Mm) en la serie estudiada fueron:

precision diagnoéstica del 91%
sensibilidad del 75%
especificidad del 100%

VPP del 100%

VPN del 88%

O O O O O
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Presencia de signos de riesgo: HRS y WF.

Para analizar su validez diagndstica en nuestra serie, se consideraron aquellos signos de alarma
radioldgicos mas relevantes desde el punto de vista morfoldgico. Como HRS se consideraron la presencia
de nédulos murales > 5 mm o de componente sélido asociado, y la dilatacién del CPP > 10 mm. Como WF
se consideraron el tamafio de la LQP (> 30mm), el engrosamiento de la pared del quiste, la dilatacién del
CPP entre 5-9 mm, o la presencia de adenopatias.

Observamos los siguientes resultados respecto a los HRS:

= 3 pacientes presentaron nédulos murales > 5 mm:
o 2eran TPMI: sélo 1 de ellas TPMIm
o 1eraPQ, que involuciond hasta desaparecer en controles radiolégicos posteriores
= 4 pacientes presentaron componente sélido: todos ellos con malignidad confirmada:
o 2ACDPq
o 2TPMim
= 1 TPMI-CP presentd un CPP > 10 mm. El estudio citoldgico fue negativo para malignidad y la
paciente no se intervino por su avanzada edad. La evolucién hasta la fecha fue favorable.

Respecto a los signos de riesgo WF:

= Se describié engrosamiento de la pared quistica en 4 pacientes:
o 2fueron PQ
o 1fueCAS
o 1fue ACDPq
= Dentro de las LQP-M, un 65 % (11/17) tuvieron un tamafio > 30 mm, de los cuales:
o 5 fueron LQP-Mb (45%)
o 6 fueron LQP-Mm (55%): de ellas:

- 3 fueron ACDPq
- 2 fueron TPMIm (2 de CP y 1 de RS)
- 1SMC-DAG
= Se identificd un CPP dilatado de entre 5-9 mm en:
o 1ACDPq

o 4TPMI (3 de ellas (75%) TPMIm)
= Se describieron adenopatias de aspecto patoldgico en 2/17 LQP-M, ambos eran pacientes con
ACDPq.

Se calcularon los indices de rendimiento para predecir malignidad de los diferentes HRS y WF
observados en nuestra serie de LQP. Los resultados obtenidos quedan reflejados en la tabla 33.

Bioquimica en suero (marcador tumoral Ca 19.9 > 37 U/mL)

La concentracién de Ca 19.9 en suero, cuando es superior a 37 U/mL, en ausencia de colestasis, es el
Unico marcador de malignidad pancredtica aprobado por la FDA. En la serie de 35 LQP, se disponia de este
valor en el 67% (12/18) de LQP-NM (todas benignas) y en el 94% (16/17) de las LQP-M, de las cuales, 8
eran LQP-Mm.

En el 70% (14/20) de las lesiones benignas (12 LQP-NM y 8 LQP-Mb), el CA 19.9 presentd un valor < 37
U/mL, indicando correctamente su naturaleza no maligna.

En el 62,5% (5/8) de las lesiones malignas (LQP-Mm), el Ca 19.9 presentdé un valor > 37 U/mL,
prediciendo adecuadamente su malignidad.

Con estos resultados, se calcularon los indices del rendimiento diagnéstico del Ca 19.9 para predecir
malignidad en la serie a estudio, obteniendo los siguientes valores:

- precisién diagndstica del 68%
- sensibilidad del 62%

- especificidad del 70%

- VPP del 45%

- VPN del 82%
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En la tabla 33 pueden observarse resumidos, para su mejor valoracién y comparacion, todos los indices
de rendimiento calculados en nuestro estudio, para cada una de las modalidades diagnésticas, y segun el
objetivo de diferenciar quistes mucinosos y no mucinosos, o benignos y malignos.

No Mucinoso vs. Mucinoso Benigno vs Maligno

Acc Sens Espec VPP VPN Acc Sens Espec VPP VPN
TAC-MD 75% 73% 80% 89% 57% 88% 88% 88% 88% 88%
RM 56% 44% 71% 67% 50% 87% 66% 100% 100% 83%
USE 77% 67% 90% 89% 69% 91% 75% 100% 100% 88%
CPP dilatado 65% 50% 78% 67% 64%
Né6dulo >5 mm 53% 12% 89% 50% 53%
Comp. sélido 76% 50% 100% 100% 69%
Adenopatias 65% 25% 100% 100% 60%
String-sign (L1Q) 71% 59% 83% 77% 68%
CEA-LIQ 79% 76% 82% 81% 78%
Gle-LIQ 60% 50% 67% 50% 67%
CA 19.9 suero 68% 62% 70% 45% 82%

Tabla 33: R
sign 'y biomarca

esumen del rendimiento diagndstico de cada una de las modalidades de imagen, signos de riesgo (HRS/WF), string-
dores en suero y LIQ. Notas: Puntos de corte considerados para CEA, glucosa y CA 19.9 de 192 ng/mL, 50 mg/dLy 37

U/mL respectivamente. Abreviaturas: Acc: Accuracy o Precision diagndstica; CPP: Conducto pancredtico principal; Espec:
Especificidad; LIQ: Liquido intraquistico, RM: Resonancia magnética; Sens: Sensibilidad; TAC-MD: Tomografia axial computarizada-
Multidetector; USE: Ultrasonografia Endoscdépica; VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo.

Citologia

Se realizé estudio citoldgico en un 43% (15/35) de las muestras totales de la cohorte a estudio.

En algo menos de la mitad (47%, 7/15), los hallazgos fueron compatibles con el diagnéstico definitivo.
En el resto (53%, 8/15) la citologia no aporté informacidn al diagnéstico, o este fue erréneo:

Tratami

- En3casos (20%, 3/15) por ser una muestra hipocelular.
- Enlos otros 5 (33%, 5/15) por error diagndstico:
o De 6 LQP-Mm analizadas, en 3 casos no identific6 malignidad (50% de error
para identificar malignidad)
o De 8 LQP-M analizadas, en 2 casos no identific6 cambios mucinosos (25% de
error para identificar mucinosidad)

ento quirdrgico.

Casi la mitad de los pacientes (49%, 17/35) de la serie a estudio fueron intervenidos, y de todas las
cirugias realizadas el 70,58% (12/17) fueron cirugias pancredticas. Las técnicas quirlrgicas practicadas y
el diagnéstico postquirurgico de las LQP intervenidas fueron los siguientes:

6 pancreatectomias distales (PD): 2 MCN, 2 TPMI (benignos), 1PQ, 1 SMC.

6 duodenopancreatectomias cefdlicas (DPC): 2 TPMIm, 2CAS, 1 ACDPq, 1 PQ (urgente por
hemoperitoneo).

3 laparotomias exploradoras (intencién curativa inicial, pero la cirugia reveld extensién
tumoral): 2 ACDPq, 1 TPMIm.

2 quistogastrostomias: 2 PQ.

En al menos el 41% (7/17) del total de cirugias existio discrepancia entre la sospecha prequirdrgica y
el diagndstico definitivo postquirdrgico. No se pudo identificar un tipo o subtipo concreto de LQP en el
gue esta discrepancia fuese mas habitual. Las lesiones en las que se objetivo fueron 1 MCN, 1 TPMI-BD, 1

PQ, 2 CAS, 1

SMC, 1 ACDPq.
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Todas las cirugias (100%) se indicaron correctamente, bien por la presencia de sintomas atribuidos a
la LQP, bien por tratarse de lesiones sospechosas con HRS o WF.

Se analizé la idoneidad de la cirugia pancredtica tras el analisis de la pieza quirurgica. Segun la técnica
empleada, se observo:

= Enlas 6 PD: Uno de ellos fue finalmente un PQ, los 5 restantes (83,33%) se confirmaron como
LQP-M, pero solo 1/6 (20%) presentd DAG.

= Enlas 6 DPC: 3/6 (50%) se confirmaron como LQP-Mm. Del resto 2/6 (33%) fueron finalmente
CAS y 1/6 (17%) fue una coleccién inflamatoria. Esta ultima fue una cirugia urgente
(hemoperitoneo).

Respecto a las complicaciones postquirargicas:

= Todas las complicaciones se observaron en cirugias pancredticas (DPC o PD)

= Se produjeron en 7 pacientes, suponiendo el 41,17% (7/17) del total de cirugias, y el 58,33%
(7/12) de las cirugias pancreaticas.

= Complicaciones menores (Clavien-Dindo: I-ll): se observaron en 5 pacientes, todos ellos
intervenidos de PD, suponiendo el 71% (5/7) del total de complicaciones y el 29,4% (5/17) del
total de cirugias.

= Complicaciones mayores (Clavien-Dindo: IlI-V, siendo V el fallecimiento postcirugia): se
observaron en 2 pacientes, los 2 fueron fallecimientos postcirugia y se produjeron tras DPC.
Supusieron el 29% (2/7) del total de complicaciones y el 11,8% (2/17) del total de cirugias. Una
de ellas fue una cirugia urgente por hemoperitoneo.

b. Termogramas.

A partir del andlisis calorimétrico de cada una de las muestras de LIQ se obtuvieron sus termogramas,
siguiendo la metodologia comentada previamente.

Se agruparon los termogramas de los distintos quistes por tipo y subtipo, representdandose en una
Unica grafica la media (linea continua) del conjunto, y la desviacién estandar (en sombreado gris) de cada
uno los termogramas normalizados individuales. Esto permitié observar graficamente las variaciones inter
e intraindividuales, y definir morfologias muy similares de los termogramas dentro de cada grupo de LQP.
Para mayor exactitud, analizamos por separado los quistes con diagndstico confirmado y los quistes con
diagnéstico de alta probabilidad.

La imagen grafica del termograma de cada grupo puede observarse en la siguiente figura:
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LQP=CAS LQP=PQ LQP=WON
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Figura 68: Media y desviacion estdndar de los termogramas normalizados de muestras de LIQ segun el subtipo de lesién. A/
Quistes con diagndstico confirmado; B/ Quistes con diagndstico de alta probabilidad. Notas: Cp: exceso de capacidad calorifica; a.u.:
unidades arbitrarias.

c. Resultados de los modelos iTLBg

Se tratd de entrenar un modelo de clasificacion que permitiese diferenciar las LQP-M de las LQP-NM
mediante el andlisis calorimétrico del LIQ. Este modelo se denomind iTLBql

Modelo iTLBgl (LQP-NM vs. LQP-M)

Entrenamiento del modelo.

La informacidn para entrenar este modelo se obtuvo a partir de los termogramas normalizados de
muestras de LIQ de LQP con diagndstico confirmado. Estas suponian el 63% (22/35) del total de LQP de la
cohorte a estudio. De todas ellas:

- EI45,5% (10/22) eran LQP-NM: 4 CAS, 2 LINF y 4 PQ (de los que 3 eran WON)
- EI55% (12/22) eran LQP-M: 5 TPMI (de los cuales, 3 TPMIm), 2 MCN, 4 ACDPq y 1 SMC-DAG

Los termogramas normalizados por el area pueden verse en la figura 69, con su curva media para cada
grupo en linea continua (verde para LQP-NM y rojo para LQP-M) y sus desviaciones estandar
representadas con el sombreado gris. En la grafica de la derecha se representan ambas medias
superpuestas, para mejor valoracion de sus diferencias, detectables a simple vista. Las lineas discontinuas
verticales sefialan las temperaturas 55°C y 85°C, indicando la franja de temperaturas en la que se
identificaron las diferencias mas representativas y de donde se obtuvo la informacién para el
entrenamiento del modelo de clasificacion iTLBq1.
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Figura 69. Representacion de las medias de los termogramas normalizados por el drea en cada uno de los grupos: a la izquierda
LQP-NM en verde y en el centro LQP-M en rojo. El sombreado en gris representa la desviacion estdndar en cada grupo. A la derecha,
ambas curvas se superponen y las lineas verticales discontinuas indican el rango de temperaturas utilizado para entrenar el modelo
de clasificacién iTLBq1 (55°C-85°C). Notas: Cp: exceso de capacidad calorifica; a.u.: unidades arbitrarias.
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Siguiendo la metodologia explicada previamente, a partir de la informacién obtenida en dichos
termogramas se seleccionaron 2 parejas de temperaturas (59°C > 82°C y 71°C > 72°C) que mostraban
mayores diferencias entre ambos grupos como variables predictoras, y se les asignaron los coeficientes
en valor absoluto que se muestran en la figura 70. En la grafica de la derecha, estas parejas de
temperaturas se representan con un punto negro sobre las medias de los termogramas de cada grupo.

15 0.04/
210 ~0.03]
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Figura 70. Resultados del modelo iTLBq1 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de las LQP-NM vs. LQP-M. A/ Valor
absoluto de los coeficientes del modelo iTLBql en cada una de las variables predictoras; B/ Representacion de las medias de los
termogramas normalizados en cada grupo (no mucinosos en verde y mucinosos en rojo) superpuestas entre si, y marcado con
puntos negros se representan las temperaturas utilizadas en el modelo iTLBq1. Notas: Cp: excess heat capacity; a.u.: arbitrary units.

El modelo asignaba a cada muestra de LIQ un valor numérico, y el punto de corte estandar se
establecid en 0. Cuando el valor numérico era < 0 la lesidn se clasificaba como LQP-NM. Cuando el valor
numérico era >0, la lesidn se clasificaba como LQP-M. Al considerar la respuesta del modelo iTLBg1 como
una variable continua, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medianas del
resultado obtenido por el grupo LQP-NM (-1.31 [-1.31; 0.04]) y el grupo LQP-M (1.54 [0.04; 1.54]) (prueba
de Wilcoxon: p-valor = 0.042) con un AUC de 0.79 (ICssy% = 0.59-0.99). Estos resultados se muestran
graficamente en la figura 71.

Wilcoxon, p = 0.042 CurvaROCAUC =0,79
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Figura 71. Resultados del modelo iTLBq1 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de las LQP-NM vs. LQP-M. Izquierda:
Diferencia de medianas del modelo iTLB1 en cada grupo (no mucinosos (LQP-NM) en verde y mucinosos (LQP-M) en rojo),
representando en linea horizontal el punto de corte estdndar de cero; Derecha: Area bajo la curva ROC; Notas: AUC: area under the
curve; ROC: receiver operating characteristic.

Posteriormente se calcularon los indices de prediccién del modelo, obteniendo los siguientes
resultados (tabla 34):

precision diagnoéstica del 77%
sensibilidad del 92%
especificidad del 60%

VPP del 73%

VPN del 86%

O O O O O

Es decir, el modelo iTLBqg1 clasificé erréneamente a 4/10 LQP-NM y a solo 1/12 LQP-M.
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Modelo iTLBq1
<0 >0
No Mucinoso 6 4
Mucinoso 1 11
Precision Sensibilidad Especificidad VPP VPN
77% 92% 60% 73% 86%

Tabla 34. Resultados del modelo iTLBql1 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de las LQP-NM vs. LQP-M. Arriba:
Tabla de contingencia de la prediccion. Abajo: rendimiento del modelo iTLBq1. Abreviaturas: iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy;
VPN: valor predictive negative; VPP: valor predictive positivo.

Validaciéon del modelo.

Posteriormente, el modelo iTLBq1 se validd en las muestras de LIQ del resto de LQP, es decir, aquellas
con diagnéstico de alta probabilidad (n = 13, 8 LQP-NM y 5 LQP-M) establecido por consenso
multidisciplinar. El modelo clasificé correctamente al 50% (4/8) de las LQP-NM (1CAS y 3 PQ), y al 60%
(3/5) de las LQP-M (3 TPMI). En la figura 72 se representa la puntuacion que el modelo iTLBg1 dio a cada
tipo de lesion, considerando la totalidad de las muestras analizadas (tanto las de diagndstico confirmado
como las de diagndstico de alta probabilidad).
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Figura 72: Clasificacion de todas las LQP de la muestra, segtin el modelo iTLBq1, tanto diagndstico confirmado como de alta
probabilidad. LQP-NM (no mucinosas) en verde, LQP-Mb (mucinosas no malignas) en negro y LQP-Mm (mucinosas malignas) en rojo.
Abreviaturas: PQ: pseudoquiste; CAS: Cistoadenoma seroso; LINF: lesion linfoide; MCN: Cistoadenoma mucinoso; TPMI: tumor
mucinoso papilar intraductal (m: maligno); SMC-DAG: Simple Mucinous Cyst con displasia de alto grado; ACDPq: adenocarcinoma
ductal pancredtico con componente quistico.

Considerando el total de LQPs, entre entrenamiento y validacién, el modelo clasificé erroneamente
las siguientes lesiones:

- LQP-NM 8/18 mal clasificadas, de las cuales 5 fueron colecciones inflamatorias (PQ) y 3 CAS. Cinco
de los 11 PQ del total de la muestra y 3 de los 5 CAS del total de la muestra fueron por tanto mal
clasificados.

- LQP-M unicamente 3/17 mal clasificadas, que fueron 3 IPMN (3/10), siendo todos ellos benignos, es
decir, todas las LQP-Mm se clasificaron correctamente como LQP-M.

En un segundo tiempo, se investigd la capacidad del modelo iTLBgl para discriminar entre lesiones
benignas y malignas, aplicandose exclusivamente sobre LQP-M (tanto diagndstico confirmado como de
alta probabilidad). Los resultados se muestran en la Figura 73. Como puede verse, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las LQP-Mb (0.189 [-1.313; 1.544]) y las LQP-Mm (1.544
[1.169; 1.544], Wilcoxon test: p-valor = 0.180), de lo que se deduce que el modelo iTLBgl no mostrd
utilidad para la identificacion de malignidad.

Modelo iTLBq1

Figura 73: Clasificacion del modelo iTLBql de las lesiones
mucinosas benignas (LQP-Mb) frente a las lesiones mucinosas
LQP-Mb LQP-Mm malignas (LQP-Mm). Abreviaturas. ns: no significativo.
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Modelo iTLBg?2 (LQP-Mb vs LQP-Mm)

El modelo iTLBg2 se construyo para discriminar entre LQP-Mb y LQP-Mm, al no haber encontrado el
modelo iTLBq1l diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Su ajuste se realizé con los termogramas normalizados del LIQ de las 17 LQP-M (71%, 12/17, con
diagnostico confirmado), de las cuales el 53% eran LQP-Mb (7 TPMIy 2 MCN) y el 47% restante eran LQP-
Mm (3 TPMIm, 1 SMC-DAG y 4 ACDPq). Dado el pequefio tamafio muestral, todas las lesiones mucinosas
incluidas en el estudio se utilizaron en el entrenamiento del modelo, que no pudo por tanto validarse.

En la figura 74 se representan los termogramas de LIQ normalizados por el drea en cada grupo de
lesiones mucinosas: sus medias (en negro LQP-Mb y en rojo LQP-Mm) y con sus desviaciones estandar
(sombreado gris). En la grafica de la derecha, se superponen ambas medias, y andlogamente al caso
anterior, puede comprobarse que existen diferencias entre ellas detectables a simple vista. Se sefiala con
lineas discontinuas verticales las temperaturas 55°C-85°C, que indican el intervalo de temperaturas
utilizado para ajustar el modelo de clasificacion iTLBg2, por identificarse en dicho intervalo las diferencias
mas representativas.
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Figura 74. Representacion de las medias de los termogramas normalizados por el drea en cada uno de los grupos: a la izquierda
LQP-Mb en negroy en el centro LQP-Mm en rojo. El sombreado en gris representa la desviacion estandar en cada grupo. A la derecha,
ambas curvas se superponen y las lineas verticales discontinuas indican el rango de temperaturas utilizado para entrenar el modelo
de clasificacion iTLBg2 (55°C-85°C). Notas: Cp: exceso de capacidad calorifica; a.u.: unidades arbitrarias.

Se obtuvo un modelo iTLBg2 para diferenciar las LQP-Mb y LQP-Mm, formado en este caso por tres
parejas de temperaturas, que pueden observarse en la figura 75, junto a los coeficientes en valor absoluto
asignados a cada una de ellas. Estas parejas de temperaturas también se pueden ver, representadas con
un punto azul, sobre las medias de los termogramas de cada grupo en la grafica de la derecha.
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Figura 75: Resultados del modelo iTLBq2 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de las LQP-Mb vs. LQP-Mm.
Izquierda: Valor absoluto de los coeficientes del modelo iTLBq2 en cada una de las variables predictoras; Derecha: Representacion
de las medias de los termogramas normalizados en cada grupo (mucinosas benignas en negro, y mucinosas malignas en rojo)
superpuestas entre si, y marcado con puntos azules se representan las temperaturas utilizadas. Notas: Ce: excess heat capacity; a.u.:
unidades arbitrarias.
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Al considerar la respuesta del modelo iTLBg2 como una variable continua, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iTLBg2 entre el grupo de LQP-Mb
(-2.17 [-3.30; -2.17]) y el grupo de LQP-Mm (1.90 [1.90;1.90]) (prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) con
un AUC de 1.00 (ICos% = 1.00-1.00). Estos resultados se representan graficamente en la figura 76.
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Figura 76. Resultados del modelo iTLBq2 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de los pacientes con LQP-Mb vs.
LQP-Mm. C/ Diferencia de medianas del modelo iTLBq2 en cada grupo (LQP-Mb en negro y LQP-Mm en rojo), representando en
linea horizontal el punto de corte estdndar; D/ Area bajo la curva ROC del modelo iTLBq2. Notas: AUC: area under the curve;
iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Como puede observarse en la figura superior izquierda, el modelo clasificé correctamente todos los
quistes, siendo capaz de diferenciar perfectamente las lesiones benignas y malignas. Los indices de
prediccién del modelo fueron excelentes, con una precision diagnéstica, sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN del 100%, tal y como se muestra en la tabla 35.

Modelo iTLBq2
<0 >0
Mucinoso benigno 9
Mucinoso maligno 0
Precision Sensibilidad Especificidad VPP VPN
100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 35. Resultados del modelo iTLBq2 obtenido para diferenciar los termogramas de LIQ de los pacientes con LQP-Mb vs. LQP-
Mm. Arriba: Tabla de contingencia de la prediccion. Abajo: Rendimiento del modelo iTLBq2. Abreviaturas: iTLB: intelligence Thermal
Liquid Biopsy; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.
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DISCUSION DEL ESTUDIO DE LQP

a. Andlisis de las caracteristicas sociodemograficas.

Las LQP son entidades patoldgicas de relevancia creciente en las ultimas décadas, a medida que
aumentan su incidencia y prevalencia que, ademads, lo hacen de forma progresiva con la edad,
especialmente en mayores de 50 afios (187). En la cohorte analizada, el 83% (29/35) de los pacientes son
mayores de 50 afios y dentro de ellos, el 45% (13/29) tiene 70 afios o0 mas.

El diagndstico certero de estas lesiones, habitualmente indolentes, y muchas veces con un aspecto
radioldgico similar, supone hoy en dia un auténtico desafio para el pancreatdlogo. Se ha descrito que el
analisis conjunto de los datos demograficos del paciente y sus antecedentes, junto con las caracteristicas
morfoldgicas definidas en estudios de imagen, pueden facilitar un diagndstico preciso en hasta el 70% de
los casos (453). Sin embargo, cuando nos encontramos ante pacientes asintomaticos y lesiones pequefias,
probablemente el escenario mas frecuente en la practica clinica, establecer este diagndstico diferencial
con las técnicas disponibles hoy en dia, puede convertirse en una labor desafiante. Para ayudar en la toma
de decisiones y homogeneizar el manejo de estas lesiones, en los Ultimos 20 afios, se han publicado
diferentes GPC, basadas fundamentalmente en opiniones de expertos y que no siempre se ponen de
acuerdo en sus recomendaciones (236). Ademas, aquellas que graduan la calidad de la evidencia en la que
fundamentan sus recomendaciones, suelen definirla como baja, o0 muy baja (181-185).

La importancia clinica real de las LQP radica en su potencial de malignizacién, y la piedra angular de su
manejo, es la identificacidn certera de aquellas con mayor riesgo, es decir, las LQP-M. Dentro de estas,
poder reconocer, preferiblemente de forma precoz, aquellas que han iniciado su transformacién maligna
(DAG o ClI), permitiria ofrecer al paciente la posibilidad de una reseccién quirdrgica curativa y de esta
manera, mejorar el prondstico de una enfermedad tan temida como el ACDP. Segun algunos autores, el
riesgo global de malignizacion de las LQP puede ser tan bajo como del 0,5-1,5%, con un riesgo anual de
progresion del 0,5% (454,455). Por el contrario, hay estudios que estiman que hasta el 15% de todos los
ACDP se originan en LQP-M (178,456,457). La cuestidn es que estas lesiones son hoy en dia los Unicos
precursores reconocibles mediante pruebas de imagen y su identificacion correcta es una oportunidad
Unica de prevenir o realizar screening precoz del ACDP, mediante el seguimiento de una lesién de riesgo
identificada previamente.

La decision quirargica, debe sin embargo sopesarse cuidadosamente, dado que, de forma global, los
quistes benignos y de bajo riesgo son mucho mas comunes, y la cirugia pancreatica esta gravada con una
importante morbimortalidad, como se ha analizado durante la introduccion. Ademas, los pacientes con
LQP son habitualmente pacientes sanos, asintomaticos y en general jévenes (entre los 50 y los 70 afios),
lo que incrementa la inquietud del clinico por establecer una indicacién errénea, dadas las indeseables
consecuencias derivadas del error, en uno u otro sentido. Por si todo este contexto fuera insuficiente, no
deben subestimarse la carga emocional (para el paciente) y econdmica (para el sistema sanitario) que
suponen una evaluacién continuada, una vigilancia durante afios de seguimiento y una eventual cirugia
profilactica (458).

Hoy en dia, la principal herramienta diagnéstica del pancreatélogo para manejarse en este complejo
escenario, es el andlisis conjunto de diferentes fuentes de informacién, cuando estan disponibles. Los
datos demograficos y antecedentes del paciente, los sintomas (si existen) atribuibles a la lesion, las
caracteristicas morfoldgicas de la misma en pruebas de imagen y el analisis de biomarcadores en LIQ son
los mas utilizados y disponibles. Otras opciones como los estudios genéticos o pruebas de endoscopia
avanzada suelen ser de disponibilidad limitada, y en ocasiones se asocian a un riesgo no despreciable
como la USE-TTNB o la USE-ELC. Actualmente no se conocen biomarcadores séricos capaces de
discriminar eficazmente los distintos subtipos de LQP o que detecten precozmente su malignizacion,
mas alld del marcador tumoral Ca 19.9, de escasa sensibilidad y precisién diagndstica limitada en
los quistes pancredticos.

Lamentablemente, la precision de todas estas herramientas aln analizadas en conjunto estd lejos de
ser perfecta, y las decisiones diagndstico-terapéuticas se toman, con frecuencia, con importante grado de
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incertidumbre, en el seno de Comités de Tumores pancreaticos multidisciplinares y apoyandose en las
recomendaciones de las GPC que, como ya hemos comentado, no son uniformes (236). La tabla 14 refleja
estas variaciones en las pautas de seguimiento para LPQ pequeiias y no sospechosas, pero también
existen discretas diferencias a la hora de definir los signos/sintomas de alarma que deben considerarse
para plantear una reseccion quirurgica. Muchas recomendaciones se basan en estudios retrospectivos
gue no tienen en cuenta factores especificos del tumor y del paciente. Y existen publicaciones que
demuestran que las pautas de manejo indicadas por las distintas GPC presentan sensibilidades vy
especificidades variables para predecir la malignizacién de cada LQP. Por ejemplo, en un estudio de 269
pacientes con LQP resecadas, se describid una sensibilidad del 7,3% y una especificidad del 88,2% para las
guias de la AGA, una sensibilidad del 73,2% y una especificidad del 45,6% para las guias de la IAP/Fukuoka
(2012), y una sensibilidad del 53,7% y una especificidad de 61% para las guias de la ACR (459).

Este escenario de imprecision e incertidumbre hace imprescindible el desarrollo de técnicas con mayor
precision diagnédstica, idealmente minimamente invasivas, sencillas en su realizacién, que no requieran
de un entrenamiento complejo, que no presenten importantes variaciones interobservador, y que no
supongan una gran inversion econdmica para facilitar su disponibilidad. Conseguir una técnica que cumpla
estos requisitos simplificaria la toma de decisiones diagndstico-terapéuticas, evitaria riesgos quirurgicos
innecesarios, y reduciria la sobrecarga asistencial y econdmica derivada de seguimientos ambulatorios
prescindibles, evitando sobrecostes sanitarios, sin olvidar el descanso psicolégico que supondria para
muchos pacientes.

Con algunas diferencias entre las distintas series publicadas, considerando todas las LQP, las
colecciones inflamatorias son las mas frecuentes (entre el 75-80%) (197) seguidas por las neoplasias
quisticas (NQP) el 10-15% (188), quedando un escaso porcentaje del 5-10% para el resto de neoplasias
infrecuentes con degeneracidon quistica y otras lesiones quisticas sin potencial maligno (quiste
linfoepitelial (0,5%), lesiones congénitas, quistes de retencidn, linfangiomas, etc.). Entre las lesiones
benignas, las dos mas prevalentes son los PQ y los CAS (281).

Dentro de las NQP, es decir, lesiones epiteliales, las LQP-M son las mas frecuentes, con predominio de
las TPMI (hasta un 70%), especialmente los subtipos TPMI-BD (40-65% del total de TPMI (206)), seguidas
por las MCN vy los CAS, con frecuencias variables entre series, de un 10-25% para los MCN, y un 10-16%
para los CAS (209,238). Como ya hemos comentado, el riesgo de malignizacion esta intrinsecamente
ligado a cada tipo de lesidn, y los datos son ligeramente variables entre las distintas series. De mayor a
menor riesgo, podria resumirse con el siguiente orden: TPMI-CP: 33-85%, TPMI-RS: 1-38%, MCN: 10-37%,
CAS: 1%, PQ: 0% (281).

En series quirdrgicas, aunque también con ligeras variaciones, las NQP mds resecadas son las
mucinosas (38% TPMI, 23% MCN), seguidas por el CAS (16%), los pancTNEq (7%) y los TSSPq (3%). Las
TPMI pueden llegar a ser responsables de hasta un 10-20% del total de resecciones pancreaticas (209). Al
analizar el acierto de la indicacion quirdrgica, algunas estimaciones indican que hasta el 20-30% de los PQ
son innecesariamente intervenidos por ser interpretados erroneamente como NQP malignizadas
(236,237), y hasta el 60% de las indicaciones quirdrgicas que se realizaron en CAS fueron debidas a un
diagndstico prequirdrgico erréneo (460).

En nuestra serie de LQP, la mas frecuente fue el PQ (31%, 11/35), seguida de cerca por los TPMI (29%,
10/35). La clara predominancia de los PQ frente a las TPMI descrita en series generales desaparece, como
consecuencia del sesgo de seleccién inherente a nuestro reclutamiento de pacientes, por la inclusién
exclusiva de quistes con indicacién de USE-PAAF, por cuestiones éticas. Considerando Unicamente las
lesiones benignas, el PQ (40%, 11/27) seguido por el CAS (18%, 5/27) fueron predominantes, coincidiendo
con los datos de la literatura publicada. Si hablamos unicamente de NQP, es decir, de lesiones epiteliales,
las TPMI resultaron el quiste mas frecuente (45%, 10/22), seguidas por los CAS (22%, 5/22) y los MCN en
tercera posicidn (9%, 2/22). Llama la atencion el “sorpasso” de los CAS con respecto a los MCN, que podria
presentar 2 justificaciones: por un lado, las escasas diferencias observadas en otras series publicadas
plantea la duda de una clara predominancia de MCN sobre CAS en frecuencias absolutas, y por otro lado,
todos los CAS incluidos en nuestra cohorte presentaron en su mayoria sintomas (dolor o debut diabético)
o signos de alarma (tamafio > 4cm, engrosamiento de sus paredes) que condujeron al estudio mediante
USE-PAAF, lo que, una vez mas, condiciona en nuestra cohorte un cierto sesgo de seleccion de casos.

Con relacién a las lesiones malignas, en el estudio presentado fueron 8 en total suponiendo el 23%
(8/35) de la cohorte al completo. Todas ellas fueron LQP-M, y dentro de este grupo supusieron un 48%
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(8/17). Segun su analisis AP, sus diagndsticos especificos fueron: 4 ACDPq, 3 TPMIm y 1 SMC-DAG. Ninguna
de las 2 MCN presentaron evidencia de malignizacién, al igual que ninguno de los 5 CAS, confirmando en
el primer caso su menor riesgo, incluso inexistente en el segundo. En general, se trata de un porcentaje
de lesiones malignas elevado, lo que explicamos una vez mas por nuestro particular sesgo de seleccién.

Considerando de forma especifica las TPMI, en nuestra serie el 60% fueron TPMI-RS (6/10), el 20%
TPMI-Mx (2/10) y otro 20% TPMI-CP (2/10). El 30% del total de TPMI eran malignas (3/10), de las cuales
una era de cada subtipo especifico (1 TPMI-RS, 1 TPMI-Mx y 1 TPMI-CP). Estos porcentajes confirmarian
el mayor riesgo de degeneracion maligna descrito para los subtipos TPMI-CP y TPMI-Mx frente al subtipo
TPMI-RS (50%, 50% y 16% respectivamente).

En relacion con los datos demograficos y de localizacidn intrapancreatica de las lesiones, nuestros
resultados suscriben también los porcentajes descritos en series publicadas para cada tipo y subtipo:

= PQ: tamafio entre 33-85 mm, edad entre 49-75 afos, 73% sexo masculino, sin clara
predominancia entre cuerpo y cola (55/45)

=  TPMI: tamaiio entre 25-35 mm, edad media 68 afios, ligero predominio masculino (60%), con
localizacidn variable, algo mas frecuente en cabeza (60/40)

= MCN: tamano entre 30-31 mm, edad media 39 afios, 100% sexo femenino, 100% localizacion
distal (cola)

= CAS: tamano entre 40-45 mm, edad media 72 afios (entre 60-86 afios), 80% sexo femenino, sin
clara predominancia entre cabeza y cuerpo-cola (60/40)

=  SMC: un uUnico caso de 58mm, sexo femenino, 55 afios, localizado en cola pancreatica.

= LINF: dos Unicos casos, uno de ellos de 49 mm, sexo femenino, 52 afios, localizado en cabeza;
el otro de 47 mm, sexo masculino, 59 afios, localizado en cuerpo.

Asi, una vez analizadas minuciosamente las caracteristicas de la serie a estudio, se concluyd que, a
pesar de su pequefio tamafio muestral y el posible sesgo de seleccién derivado del reclutamiento, se
trataba de una serie equilibrada y representativa del escenario real, con presencia de los principales y mas
relevantes subtipos, incluyendo también algunos infrecuentes como MCN y CAS, e incluso
extremadamente infrecuentes, como las lesiones linfoides y un SMC. Su distribucidon en lo que a
caracteristicas sociodemograficas se refiere, también es coherente con los datos de la literatura, asi como
la tendencia observada a la malignizacion. Como inconvenientes, la cohorte no tiene representacién de
lesiones del tipo pancTSSPq ni pancTNEq, por otro lado muy infrecuentes, y que en general son de
identificacion algo menos compleja, por presentar morfologia un poco mas especifica en pruebas de
imagen, opciones diagndsticas radioldgicas adicionales como la gammagrafia en los pancTNEq, y porque
la citologia (junto con la aplicacion de inmunotinciones caracteristicas) presenta un mejor rendimiento
diagnéstico comparativamente con el resto de LQP (hasta un 71% para el pancTNEq e incluso superior en
los pancTSSPc), tal y como se ha descrito durante la introduccién (288,461).

Entre todas las LQP de la cohorte, existen 2 variantes sobre las que merece la pena detener
momentaneamente la atencién: el ACDPq y el SMC.

Con relacidn al ACDPq, es importante comentar que todos aquellos ACDP considerados en esta serie
parten de un diagndstico inicial de LQP por su evidente componente quistico en pruebas de imagen. El
andlisis AP y resultados de pruebas radioldgicas complementarias confirmaron posteriormente su
naturaleza maligna. Como se ha comentado detalladamente en la introduccion, cuando se identifica un
ACDP con componente quistico (ACDPq), existen diferentes posibilidades diagndsticas: que se trate de un
ACDP con degeneracion quistica (necrosis y hemorragia), que se trate de una ACDP en patrén de conducto
grande o large-duct pattern, o que se trate de una LQP-M (TPMI o MCN) malignizada. Identificar el origen
exacto entre estas tres opciones, ante una imagen quistica con componente sélido asociado y estudio AP
compatible con adenocarcinoma, es una tarea complicada. Pero es sabido que la transformacion maligna
del ACDP “clasico” a partir de PanINs y la de las LQP-M, siguen una misma secuencia adenoma-carcinoma,
y también que suelen compartir mutaciones genéticas como KRAS, por lo que seria esperable encontrar
similitudes en el analisis del LIQ obtenido (204). Esto ha llevado a considerar todas estas lesiones en
conjunto para el analisis calorimétrico ya que parece fisiopatolégicamente compatible y, ademas, refleja
la realidad en la forma de identificarlas en la practica clinica habitual.

Con relacién al SMC, se trata de una lesion infrecuente, escasamente descrita en la literatura y que,
ademds en este caso, presenta DAG confirmada histolégicamente, lo que la hace si cabe, un poco
mas interesante. A pesar de la escasa informacién existente, se ha descrito que los SMC son mas
frecuentes
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en el sexo femenino, y que su naturaleza es mucinosa, pero con revestimiento no papilar (epitelio
mucinoso “plano”), sin estroma de tipo ovarico y sin conexidn con el CPP, de localizacidn habitualmente
distal (198,200,216). Frecuentemente se confunden con otras NQP-M mas habituales (TPMI y MCN). La
mayoria de los autores las han considerado lesiones benignas, existiendo Unicamente una descripcién en
la literatura de su posible malignizacién (216). En nuestro caso, se trataba de una paciente de sexo
femenino de 55 afos, asintomatica, remitida desde otro centro hospitalario periférico. El quiste era
conocido desde hacia 24 afios y se encontraba en seguimiento mediante pruebas de imagen, dada la
estabilidad inicial de la lesién (durante unos 20 afios de seguimiento) y la ausencia de sintomas. En los
ultimos afios se venia objetivando crecimiento en los controles programados, hasta alcanzar los 58mm
(aproximadamente 25-30mm en 3 afios), sin otros HRS/WF. Se decidié en nuestro centro la reseccién
quirargica (PD), y el analisis AP posterior confirmd la existencia de DAG, asi como su reseccion radical.
Esta precoz transformacion maligna era sin duda la responsable del crecimiento objetivado. El pronéstico
posterior de la paciente ha sido excelente. Por tanto, la conclusion de esta investigacion es que los SMC
deben considerarse auténticas lesiones mucinosas premalignas, aunque el riesgo de malignizacién
especifico requiere, obviamente, un analisis mas profundo con un nimero de casos suficiente. Este caso
tan particular se encuentra actualmente pendiente de su publicacién en una revista cientifica.

. Discusion sobre la sinftomatologia.

En la serie estudiada destaca el predominio de pacientes sintomdticos (69%) de forma global, pero
también en los distintos tipos de LQP: 67% (12/18) de todas las LQP-NM y 71% (12/17) de todas las LQP-
M. Este resultado, aparentemente contradictorio con el habitual caracter indolente de las LQP, tiene
como fundamental razén el elevado porcentaje de lesiones inflamatorias, muchas de ellas con PC
subyacente, y el elevado porcentaje de lesiones malignas, confirmandose en nuestra serie que las lesiones
sintomaticas presentan un alto riesgo de malignizacion.

En relacion con el sintoma o sintomas mas frecuentes en cada grupo, se observaron las siguientes
diferencias:

= Entre las LQP-NM: el sintoma mas frecuente y practicamente el Unico referido fue el dolor

= Entre las LQP-M: el dolor fue el sintoma mds frecuente entre las lesiones benignas (LQP-Mb), y
una TPMI-RS que debutdé en forma de PA. Entre las lesiones malignas (LQP-Mm), sin embargo,
la ictericia y la pérdida de peso fueron mas frecuentes, confirmando su utilidad como
indicadores significativos de malignidad. En la mayoria (75%) de los pacientes con ictericia, la
localizacién de la LQP era proximal (cabeza). En el 100% de los casos, las lesiones que
presentaron ictericia eran malignas.

Merece la pena comentar también el debut diabético, considerado por las GPC como un WF clinico
(181), y que se confirma como tal en nuestra serie, observandose en el 37% (3/8) de las lesiones
malignizadas. Las otras dos lesiones que presentaron debut diabético fueron CAS, ambos de tamafio
superior a los 40mm vy localizados en cabeza pancredtica. Estas observaciones coinciden con las descritas
en un estudio multicéntrico reciente que incluyd 2622 CAS, y que describié a la DM como el tercer sintoma
mas frecuente en estos quistes cuando son de gran tamario (5% de casos), por detras del dolor abdominal
inespecifico y de los sintomas pancreatobiliares (238).
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c. Discusion sobre el rendimiento de modalidades
diagnosticas: LQP-NM vs. LQP-M.

Para identificar la naturaleza mucinosa de una LQP, habitualmente se utilizan pruebas de imagen (TAC-
MD, RM/CPRM y USE), en LIQ se observa si el string-sign esta presente o se analiza la concentracién de
CEA y glucosa. Cuando estan disponibles, también puede considerarse la presencia o ausencia de
mutaciones gendmicas que indican mucinosidad (KRAS y GNAS).

El work-up diagndstico suele iniciarse con las pruebas de imagen que pueden describir determinadas
variables morfoldgicas caracteristicas de cada tipo y subtipo de LQP (ver tabla 11). Sin embargo, esto
depende en buena medida de la habilidad del observador, especialmente en lesiones pequefias, y no
estan presentes en todos los casos. Esto hace que la precisién diagndstica de las pruebas de imagen por
si mismas sea limitada para el diagndstico del tipo especifico de LQP, aunque esta suele mejorar cuando
se combinan entre si. En la literatura, la precisién diagnéstica global descrita para las modalidades de
imagen mds avanzadas es variable y relativamente baja, situandose entre el 47-78% (181). En un
metaandlisis publicado en el afio 2020, la TAC-MD mostré una precision de sélo el 39-45% (260), aunque
en otras publicaciones también relativamente recientes, la precision mejord oscilando entre el 40-81%
(261). En nuestra serie, la precision diagnéstica del TAC-MD para el diagndstico diferencial entre LQP-M y
LQP-NM fue del 75%, ajustandose a los estandares descritos.

Aunque el rendimiento de TAC-MD y RM suelen considerarse equivalentes, en la literatura la precision
diagndstica descrita para la RM se sitla en torno al 40-95%, atribuyéndole mejor resolucién y sensibilidad
(261). En nuestra serie, la precision diagnéstica de la RM fue del 56%, cifra que aun estando dentro del
limite inferior descrito en la literatura, no supuso ninguna ventaja diagnostica respecto al TAC-MD, sino
mas bien al contrario. Estos resultados probablemente reflejan la idiosincrasia concreta de nuestro centro
hospitalario para manejar la lista de espera de pacientes pendientes de RM/CPRM, siendo frecuente la
derivacién a centros externos que realizan la exploracion con equipos de menor resolucion, en
dispositivos méviles y sin acceso al historial médico del paciente, realizando el radiélogo un informe
telematico.

Con relacion a la USE convencional, que es la disponible en el centro en el que se realizé este estudio
(HCULB), la precisién diagnéstica notificada en la literatura es también variable, entre 48-94% (182,270).
En nuestra serie, la precision diagndstica observada se situd en torno al 77%, manteniéndose en niveles
intermedios en comparacién con los datos publicados. De momento, no se dispone de otras técnicas
avanzadas (HC-USE, TTNB-USE o n-CLE) que puedan mejorar esta precisidon del simple analisis morfoldgico.

La presencia de string sign (filancia del LIQ) se considera, como ya se ha comentado, prueba de
mucinosidad de una LQP. Su precisidn diagnéstica publicada se sitia en torna a un 70% (292). En la cohorte
a estudio, este signo se describié como positivo solo en el 59% de las LQP-M, y en el 16% de las LQP-NM
fue falsamente positivo. Con estos resultados, la precision calculada fue del 71%, situdndose en la linea
de lo descrito por la literatura (292).

Entre los marcadores bioquimicos del LIQ, los dos habituales en el diagndstico diferencial entre LQP-
M y LQP-NM son el CEA (> 192 ng/mL) y la glucosa (< 50 mg/dL). La precision diagndstica sefialada por la
literatura para ambos es del 80% (294) y el 89% (298) respectivamente, con superioridad de la glucosa
sobre el CEA. En la serie analizada, la precision diagndstica calculada para el CEA coincide con los datos
publicados y se sitda en el 79%. En una reciente revision sistematica y metaanalisis, el CEA presenté una
baja sensibilidad, pero una mayor especificidad para LQP-M de 58% and 87% respectivamente (297),
obteniendo en la cohorte a estudio mayor sensibilidad y algo menor especificidad (76% y 82%). Sin
embargo, y a pesar de este resultado, mds que aceptable, sigue estando lejos de ser un marcador perfecto
de mucinosidad. En la literatura estd descrito que hasta el 30% de las TPMI pueden presentar niveles
inferiores a 192 ng/mL (462). En la cohorte estudiada esto se ha observado en el 20% de las TPMI y el
50% de las MCN. Otras publicaciones recientes generan dudas sobre la idoneidad del punto de corte
(294), observando que con valores mas altos Unicamente aumenta la especificidad a costa de disminuir
todavia mas la sensibilidad y sin observar correlacién alguna con el riesgo de malignizacién. También hay
autores que sugieren que su precision diagndstica podria ser mayor para para identificar MCN,
basandose en la hipétesis de que, en los TPMI, la comunicacidn con el CPP, cuya secrecion es rica en
agua y bicarbonato, podria diluir su concentracién, dando lugar a un mayor niumero de falsos negativos,
incluso superior al 30% referido por el anterior estudio (296). Otros estudios han evaluado la repeticién
de su determinacion
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durante el seguimiento de LQP, observando que hasta un 20% de las lesiones cambiarian de clasificacion
segun el valor de control del CEA, sin existir cambios a nivel morfoldgico (320). En cualquier caso, lo que
es seguro es que no es un marcador que permita diferenciar entre TPMIy MCN, y que no es valido como
marcador de malignidad (294).

Con relacién a la glucosa, esta investigacién encontré un rendimiento llamativamente bajo, con una
precision diagndstica en torno al 60%, una sensibilidad del 50% y una especificidad del 67%. Estos
resultados resultan muy diferentes a la informacién que proviene de publicaciones recientes, y se
interpretan como un sesgo del estudio que puede llevar a confusion, probablemente secundario al escaso
numero de pacientes en los que se analizé la concentracidn de glucosa en la serie analizada. Como se ha
explicado en el apartado de material y métodos, el periodo de reclutamiento del estudio fue largo (entre
enero de 2016 y mayo de 2023) y la evidencia a favor de la utilidad de la glucosa como marcador de
mucinosidad es relativamente reciente. Esto llevd a un retraso en su incorporacion a la practica clinica y,
por tanto, sélo se determind en las LQP que se recogieron en los ultimos meses de reclutamiento.

El analisis gendmico también puede facilitar la identificacion de LQP-M y LQP-NM, encontrandose la
mayor evidencia en TPMI. Para la identificacion de mutaciones KRAS, también caracteristicas del ACDP,
se han descrito especificidades elevadas (76-96%) a costa de una baja sensibilidad (45-46%) (302). Esto es
debido a que la mutacién KRAS no es exclusiva de TPMI, sino que también aparece en otras LQP-M como
las MCN. Y las mutaciones GNAS, que parecen mas especificas, son menos frecuentes, apareciendo
Unicamente en un 55% de los casos. Cuando la mutacién KRAS se combina con la mutacion GNAS, su
rentabilidad mejora considerablemente, con una precisidn diagndstica del 94%, una sensibilidad del 79-
91% y una especificidad del 97% (303). Esto es debido a que practicamente el 85% de los TPMI presenta
al menos una de las 2 mutaciones, pero sélo el 50% presenta ambas simultdneamente. En el caso de los
MCN, también pueden presentar mutaciones en el oncogen KRAS, aunque solo lo hacen en el 35% de los
casos, y no se relacionan con mutaciones GNAS. Los CAS presentan mutaciones en el gen VHL con una
sensibilidad limitada (56%) pero muy especifica (99%) (297). Estas mutaciones Unicamente ayudan a
clasificar el tipo de LQP, pero no sirven para seleccionar aquellos con mayor riesgo de malignizar y su
principal inconveniente diagndstico es su todavia limitada disponibilidad, como ocurre en el centro
hospitalario donde se realizo este estudio. Por esta razén no ha sido posible definir el rendimiento de esta
herramienta en la serie estudiada.

d. Discusion sobre el rendimiento del Modelo iTLBgT
(LQP-NM vs. LQP-M)

El modelo de clasificacion iTLBgl se elaboré por el grupo de investigacion para investigar su utilidad
como herramienta diagnéstica en la diferenciacion entre LQP-M vs LQP-NM, y compararlo con las técnicas
diagnodsticas previamente comentadas. El rendimiento diagndstico observado para el mismo fue el
siguiente:

exactitud diagndstica del 77%
sensibilidad del 92%
especificidad del 60%

VPP de 73%

VPN de 86%

AUC de 0.79.

O O O O O O

Como puede observarse en la tabla 36, el modelo iTLBql destacd por su mejor sensibilidad y VPN
comparativamente con el resto de herramientas diagndsticas analizadas. Con relacion a la precisién o
exactitud diagndstica, se situd a nivel de la USE, y solo se vio superado por el CEA. Es importante comentar
aqui de nuevo que, debido al posible sesgo derivado de la incorporacién tardia de la glucosa en la serie a
estudio, no seria prudente concluir que el modelo iTLBgl la supere en términos de rendimiento
diagnéstico, siendo en este caso mas real la comparativa con la precision diagndstica atribuido a la glucosa
en las distintas publicaciones.
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No Mucinoso vs. Mucinoso Benigno vs Maligno

Acc Sens Espec VPP VPN Acc Sens Espec VPP VPN
TAC-MD 75% 73% 80% 89% 57% 88% 88% 88% 88% 88%
RM 56% 44% 71% 67% 50% 87% 66% 100% 100% 83%
USE 77% 67% 90% 89% 69% 91% 75% 100% 100% 88%
CPP dilatado 65% 50% 78% 67% 64%
Né6dulo >5 mm 53% 12% 89% 50% 53%
Comp. sélido 76% 50% 100% 100% 69%
Adenopatias 65% 25% 100% 100% 60%

String-sign (LIQ)  71%  59%  83% 77%  68%

CEA-LIQ 79% 76% 82% 81% 78%
Gle-LIQ 60% 50% 67% 50% 67%
CA 19.9 suero 68% 62% 70% 45% 82%

Modelo iTLBql 77% 92% 60% 73%  86%

Tabla 36. Resumen del rendimiento diagndstico de cada una de las modalidades de imagen, signos de riesgo y biomarcadores
en suero y LIQ, afiadiendo en la dltima fila el modelo iTLBql. Notas: Puntos de corte considerados para CEA, glucosa y CA 19.9 de
192 ng/mL, 50 mg/dL y 37 U/mL respectivamente. Abreviaturas: Acc: Precision diagndstica; CPP: Conducto pancredtico principal;
Espec: Especificidad; iTLBq1: intelligence Thermal Liquid Biopsy, LIQ: Liquido intraquistico, Sens: Sensibilidad; VPN: Valor predictivo
negativo; VPP: Valor predictivo positivo.

Obviamente, no fue posible comparar el rendimiento del modelo iTLBgl con estudios no disponibles
en nuestro medio, como el analisis genémico. Por ello, el siguiente paso fue realizar la comparativa con
los rendimientos diagndsticos descritos en la literatura, incluyendo el analisis gendmico. Esta comparativa
puede verse resumida en la tabla 37:

TAC-MD RM USE String-Sign CEA-LIQ Glc-LIQ Gendmica iTLBq1l
Precision 40-81% 40-95% 48-94% 70% 80% 89% 94%* 0 -
diagnéstica (261) (261) (270) (292) (294) (298) (303)
literatura
Precision 75% 56% 77% 71% 79% 60% - 77%
diagndstica
serie

Tabla 37. Comparativa de la precision diagndstica del modelo iTLBql observada en nuestra investigacion, con la precision
diagndstica de las diferentes modalidades, en nuestra serie y segun descripcion en la literatura (entre paréntesis se indica la
referencia bibliogrdfica). *Resultados para la combinacion de KRAS y GNAS, sélo presente en el 50% de las TPMI.

Como puede deducirse de la observacién de la tabla, en comparacién con la literatura, el modelo
iTLBgl solo se ve claramente superado por la concentracién de glucosa en LIQ y el andlisis genémico
(exactitud diagndstica de 89% y 94% respectivamente). En el resto de las modalidades diagndsticas, existe
una importante variabilidad en las cifras aportadas por las distintas series, y aunque los limites superiores
también superan la rentabilidad del modelo iTLBq1, los limites inferiores descritos estan claramente por
debajo, y en la muestra del estudio la rentabilidad se sitia en posiciones intermedias, que el modelo
equipara e incluso supera, a excepcion de la RM, sobre la que ya se ha comentado el resultado.

La determinacion de glucosa en LIQ tiene ventajas importantes, como el requerimiento de un escaso
volumen para su determinacion, o la posibilidad de realizarse “a pie de cama” del paciente utilizando un
simple glucometro, haciendo de ella una técnica sencilla y econdmica. Sin embargo, en la literatura se
describen posibles errores en su lectura hasta en el 22% de los casos, especialmente cuando se realiza en
muestras de elevada viscosidad que, por otro lado, es una caracteristica propia del fenotipo mucinoso
(463). Y también existe evidencia de resultados confusos en diferentes tipos de LQP, como los pancTNEq
o las colecciones inflamatorias, con casi un 30% de falsos positivos descritos en PQ (464). Segun estos
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estudios, la glucosa actia como un buen marcador cuando se comparan NQP-M vs. NQP-NM (es decir
TPMI/MCN frente a CAS), pero no parece tan eficaz cuando se compara con LQP de naturaleza diferente
(464).

El analisis gendmico es una de las herramientas mas prometedoras para la tipificacién de LQP, que
probablemente sera capaz de aportar en un futuro a corto-medio plazo valiosisima informacidn para
mejorar su caracterizacion y tomar decisiones diagndstico-terapéuticas. Sin embargo, presenta algunos
inconvenientes como su relativamente baja sensibilidad dada la escasa celularidad en las muestras de LIQ
(aunque mejora al combinar mutaciones), su coste, y lo mas importante, su limitada disponibilidad en los
centros sanitarios, incluso de tercer nivel. Ademas, la cantidad de LIQ necesaria para los estudios
avanzados suele ser superior a los 2 mL, y la calidad del material genético de la muestra puede verse
influenciada por la técnica de extraccion, el tipo y el tamafio de la LQP.

Frente a ambas, el modelo iTLBq1 es una técnica sencilla, que precisa de una minima cantidad de LIQ
(<1 mlL), y cuyo resultado no se ve alterado por las caracteristicas de este, como la viscosidad. No presenta
ninguna variabilidad inter-observador ni requiere de un entrenamiento complicado. Ademas, resulta una
técnica barata, cuyo coste estimado no supera al de una analitica rutinaria.

Finalmente, también se valoraron detenidamente las lesiones mal caracterizadas por el modelo
iTLBg1, con el objetivo de identificar factores comunes que justificasen el error. Primero se analizaron los
errores cometidos en el grupo de entrenamiento, y posteriormente en el de validacion.

En el grupo de entrenamiento, constituido por las LQP con diagndstico confirmado AP, el modelo
clasifico erréneamente 4 LQP, concretamente 3 CAS (de los 4 incluidos en este grupo) y 1 TPMI benigna.
Esta observacidn se interpretd como un posible reflejo de la capacidad que tiene el analisis calorimétrico
para detectar la diferente composicion del LIQ en los CAS, comparativamente con el resto de LQP-NM (PC
y lesiones linfoides). Debido al pequefio tamafo muestral, la metodologia de este estudio ha intentado
clasificar homogéneamente todas las LQP-NM, siendo esta ademas la clasificacidn clinicamente mas util.
Sin embargo, es evidente que, aun siendo todas ellas LQP-NM, existen grandes diferencias en la
composicién de su LIQy que, por tanto, lograr un modelo que las unifique es un reto complejo de alcanzar.
Esta hipdtesis sobre la capacidad de la calorimetria para identificar estas diferencias se afianza mediante
la observacion y comparacion de las diferentes morfologias de los termogramas cuando se agrupan por
subtipos de LQP, y se representan mediante su media y su desviacion estandar (figura 68). En general
puede observarse una importante homogeneidad dentro de cada subtipo, y llamativas diferencias entre
ellos. Esto hace probable que, con un mayor tamano muestral, sea posible entrenar un modelo capaz de
discriminar eficazmente incluso los distintos subtipos de LQP-NM a partir de la informacion que se obtiene
de sus termogramas. Este es uno de los objetivos futuros en nuestra linea de investigacion, que ya esta
en marcha.

En el grupo de validacidn, constituido por las LQP con diagnéstico de alta probabilidad establecido por
consenso multidisciplinar, el modelo clasificé erréneamente 7 LQP, concretamente 5 PQ y 2 TPMI
benignas. Los 5 PQ estaban asociados a inflamacién pancredtica severa (PC evolucionadas o PA
necrohemorragicas graves). La explicacion para esta observacion continda con la linea anterior: la
composicién del liquido inflamatorio de los PQ es, por su fisiopatologia, la mds heterogénea en lo que a
proteinas y otros metabolitos se refiere, especialmente cuando incluye detritus necrdéticos (WON), y
probablemente diferente en caso de sobreinfeccién. Es posible que, aumentando el tamafio muestral, el
analisis calorimétrico permita también desarrollar modelos que no sélo identifiquen la naturaleza
inflamatoria de estas lesiones, sino también posibles complicaciones asociadas (necrosis, infeccion,
fistulizacion a érgano hueco, hemorragia...) a través del andlisis global de los componentes de su
contenido. Indicio evidente de esto es el patrdn caracteristico que ya se observa en el termograma de las
lesiones de nuestra cohorte diagnosticadas como WON (figura 68).

e. Discusion sobre el rendimiento de modalidades
diagndsticas: LQP-Mb vs. LQP-Mm.

Para identificar la malignidad de una LQP, normalmente el clinico se apoya en los resultados de las
pruebas de imagen (TAC-MD, RM/CPRM y USE), la identificacién de HRS/WF (CPP dilatado (> 5mm),
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presencia de nddulo mural, componente sélido o adenopatias sospechosas), la concentracion del
marcador sérico de malignidad Ca 19.9, y cuando estan disponibles, también puede considerarse la
presencia o ausencia de mutaciones gendmicas que indican malignidad (TP53, SMAD4, CDKN2A, y PIK3CA)

En la deteccidn de malignidad, los datos publicados en la literatura refieren una exactitud predictiva
global para DAG/CI de 73-97%, con las modalidades de imagen mas avanzadas (273). Con relacion al TAC-
MD de forma individualizada, publicaciones actuales le atribuyen una precisién diagnéstica en torno a 74-
78% (275), y para la RM, las precisiones publicadas son similares, entre el 74-75% (275). Al igual que
ocurria con el diagnéstico diferencial, la mayor dificultad se encuentra en identificar malignizacién precoz
0 muy precoz en lesiones no muy grandes, que seria el momento dptimo para asegurar cirugias curativas.
Cuando ambas técnicas se combinan, su capacidad para detectar malignidad se ve aumentada hasta
un 81% (276). En nuestra serie de casos, la exactitud diagndstica del TAC-MD para detectar
malignidad fue del 88%, y la de la RM de un 87%. Con una rentabilidad similar, ambas
modalidades se situan ligeramente por encima del rango descrito en las publicaciones.

Con relacion a la USE convencional sin apoyarse en contrastes armodnicos ni otras técnicas de
endoscopia avanzada, que es la disponible en el centro en el que se realizé este estudio (HCULB), la
literatura indica datos de precision diagndstica para malignidad de hasta un 89,6% (279), siendo la mejor
modalidad de imagen con este fin, comparativamente con las demas. En nuestra serie de casos, la
precision de la USE fue del 91%, reproduciendo estos mismos resultados, y superando al TAC-MD y a la
RM/CPRM.

Aunque existe informacién limitada de forma individualizada, el rendimiento atribuido en la literatura
a determinados HRS o WF se ha descrito durante la introduccidn de esta tesis. A la dilatacién del CPP (>
5mm) se le confiere una exactitud en torno al 73,3%, mientras que en el caso de identificarse nédulos
murales se situa en torno al 77,7%. De forma general, en el estudio estos signos presentaron una baja
sensibilidad, y valores mas interesantes de especificidad, que llegé incluso al 100% para la presencia de
componente sdlido o de adenopatias sospechosas de malignidad. En cualquier caso, el rendimiento
observado fue algo inferior al descrito en GPC (sensibilidad del 73-100% y especificidad de 73-85% para
la presencia de nédulos murales), probablemente porque estas se refieren al manejo concreto de TPMI
(182,185), y por nuestro pequefio tamafo muestral. Las cifras concretas de exactitud diagnodstica
observadas en nuestra serie fueron del 65% para el hallazgo de un CPP dilatado (>5mm), del 53% para la
presencia de un ndédulo sélido, del 76% para la identificacidn de componente sélido y del 65% para la
descripcion de adenopatias sospechosas (ver tabla 38 a continuacion).

En los diferentes estudios sobre la rentabilidad de estos signos de riesgo, se describe que su valor de
forma aislada tiene un impacto limitado en la predicciéon de malignidad, aumentando el riesgo de DAG/CI
de forma ascendente conforme aumenta el numero de WF identificados (22%, 34%, y 59% con 1, 2,y 3
WEF respectivamente y hasta el 100% en pacientes con 4 o mas WF) (181). Ambas observaciones se
confirmaron en el estudio de nuestra serie de casos, con ejemplos de nédulos murales aislados descritos
en LQP que resultaron PQ, o dilataciones del CPP de mas de 10 mm en TPMI sin malignidad, asi como una
tendencia de las LQP-Mm a acumular mas de un HRS/WF (hasta el 37% (3/8) presentaron 3 o mas). Pero
también se identificaron casos contrarios como el de una TPMI intervenida por debut sintomatico
(pancreatitis aguda), nddulo mural de 8 mm y elevacion de CA 19.9 en suero (> 800 U/mL), que resulté
ser benigna en el analisis AP posterior.

Con relacién al marcador Ca 19.9, segun las GPC europeas (182) su elevacidn es una indicacién relativa
para cirugia en el manejo de LQP. Esta recomendacion se fundamenta en metaanalisis publicados hace
unos anos que lo consideraban un factor de riesgo independiente para malignidad (300), otorgandole una
baja sensibilidad de 34,2%, pero una elevada especificidad del 92,4%, y una precisién diagndstica del
73,8% (282). Sin embargo, existe evidencia reciente en la literatura que plantea dudas sobre esta
interpretacion (465). Un estudio publicado en 2023 traté de evaluar el papel de la monitorizacion de este
marcador para la deteccidn precoz de malignidad en una cohorte de 685 pacientes en seguimiento por
quistes pancreaticos, y concluyd que esta practica causé un dafio sustancial al acortar los intervalos de
vigilancia (y la realizacién de cirugias innecesarias), sugiriendo en todo caso considerar un punto de corte
superior para disminuir los falsos positivos (466). En nuestra serie de casos, el Ca 19.9 presentd una
sensibilidad del 62%, una especificidad del 70% y una precision diagndstica del 68%, cifras algo inferiores
a las indicadas por los estudios referidos previamente, probablemente mas en la linea de lo indicado por
la evidencia mds reciente.

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025. Pagina 144



También estudios de gendmica en LIQ son capaces de detectar mutaciones genéticas (TP53, SMAD4,
CDKNZ2A 'y PIK3CA) utiles en la deteccidn de malignidad (DAG/CI). Los estudios les atribuyen normalmente
una baja sensibilidad (9-39%) con elevada especificidad (92-98%) como ocurria en los estudios gendmicos
para diferenciar LQP-M y LQP-NM (297). Su limitada sensibilidad y su escasa disponibilidad actual
constituyen hoy el dia sus dos principales inconvenientes que limitan su aplicabilidad. Como ya se ha
comentado, en el centro del estudio no disponemos de esta herramienta, lo que ha impedido analizar su
rendimiento en la serie de casos analizada.

f. Discusion sobre el rendimiento del Modelo iTLBg2
(LQP-Mb vs. LQP-Mm)

El modelo de clasificacién iTLBq2 se elaboré por el grupo de investigacion como herramienta
diagnodstica para detectar malignidad y permitir la diferenciacién entre LQP-Mb y LQP-Mm, comparando
su utilidad con las modalidades tradicionalmente utilizadas. Fue capaz de clasificar correctamente todas
las LQP-Mb y LQP-Mm, por lo que sus valores de exactitud diagndstica, sensibilidad, especificidad, VPP y
VPN fueron del 100%. Por tanto, el modelo iTLBg2 fue la herramienta de mayor rentabilidad diagnéstica
comparativamente con el resto de herramientas analizadas durante el estudio, superando el rendimiento
observado durante el mismo, pero también el descrito en la literatura para cada una de ellas. Todas estas
observaciones quedan resumidas en la tabla 38.

No Mucinoso vs. Mucinoso Benigno vs Maligno

Acc Sens Espec VPP VPN | Acc Sens Espec VPP VPN

TAC-MD 75% 73% 80% 89% 57% | 88% 88% 88% 88% 88%
RM 56% 44% 71% 67% 50% | 87% 66% 100% 100% 83%
USE 77% 67%  90% 89% 69% | 91% 75% 100% 100% 88%
CPP dilatado 65% 50% 78% 67% 64%
Nédulo > 5 mm 53% 12% 89% 50% 53%
Comp. sélido 76% 50% 100% 100% 69%
Adenopatias 65% 25% 100% 100% 60%

String-sign (LIQ)  71% 59% 83%  77% 68%

CEA-LIQ 79% 76% 82% 81% 78%
Gle-LIQ 60% 50% 67% 50% 67%
CA 19.9 suero 68% 62% 70% 45% 82%
Modelo iTLBg2 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 38. Resumen del rendimiento diagndstico en nuestro estudio de cada una de las modalidades de imagen, signos de riesgo
y biomarcadores en suero y LIQ, afiadiendo en la dltima fila el modelo iTLBq2. Notas: Puntos de corte considerados para CEA, glucosa
y CA 19.9 de 192 ng/mL, 50 mg/dL y 37 U/mL respectivamente. Abreviaturas: Acc: Precisién diagndstica; CPP: Conducto pancredtico
principal; Espec: Especificidad; iTLBq1: intelligence Thermal Liquid Biopsy, LIQ: Liquido intraquistico, Sens: Sensibilidad; VPN: Valor
predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo.

Resulta especialmente relevante el hecho de que este modelo iTLBg2 fuera capaz de detectar y
clasificar correctamente una LQP con malignizacién en estadios muy precoces (DAG), que se correspondia
con un SMC en el que se venia objetivando crecimiento en los ultimos controles, tras afios de seguimiento
sin variaciones. Este detalle, la juventud y buen estado general de la paciente y su localizacion distal, nos
llevaron a tomar la decision de intervenir, y el analisis AP posterior confirmd su naturaleza, asi como su
malignizacion precoz. No se identificaron otros signos de riesgo radiolégicos (HRS ni WF) ni clinicos (la
paciente se encontraba asintomatica). Existe pocos estudios publicados sobre SMC, considerandose
infrecuentes, por lo que tampoco existe informacion detallada sobre el valor normal de biomarcadores
intraquisticos y seroldgicos. En nuestro caso, el valor del CEA intraquistico resulté sorprendentemente
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alto (286.921 ng/mL) con una amilasa baja (34 U/L) y un Ca 19.9 en sangre normal (6,6 U/mL). No
contamos con nivel de glucosa en LIQ.

A pesar de estos resultados, es necesario recordar que, dado el pequefio tamafio muestral, el
entrenamiento del modelo iTLBp2 se realizé con todas las LQP-M de la muestra y que no pudo, por tanto,
validarse. Por todo esto, este modelo iTLBg2 sélo puede considerarse un estudio piloto, que deberia
obligatoriamente confirmar sus resultados con un mayor tamafio muestral.

g. Discusion sobre el rendimiento de la Citologia

La citologia se caracteriza en general por presentar una sensibilidad muy limitada y una especificidad
mayor, tanto para la caracterizaciéon de lesiones (en este caso LQP), como para la deteccidén de malignidad.
Esto es consecuencia de la variable carga celular de las diferentes muestras, que depende con frecuencia
del tipo de lesion y de la técnica empleada (cepillado, puncidn...). Para la extraccién de LIQ, la USE-PAAF
suele realizarse con agujas de 22 o0 19G, mediante la técnica dry suction que consiste es aspirar utilizando
el vacio creado en una jeringa, que se acopla al dispositivo de puncidn.

La evidencia sobre el rendimiento de la citologia es limitada, pero en general se ha descrito que las
muestras son con frecuencia hipocelulares (hasta el 60% segln series) siendo este uno de los principales
inconvenientes de la técnica. En nuestra serie de estudio, también hemos observado una rentabilidad
diagndstica subdptima, con un 20% de muestras hipocelulares y un 33% de errores diagndsticos.

h. Discusion sobre los resultados quirdrgicos

El tratamiento habitual de las LQP sospechosas es la cirugia pancredtica, pero su importante
morbilidad y posible mortalidad asociadas, hacen especialmente relevante la optimizacién del diagndstico
prequirurgico.

En la muestra de casos analizada, se observd un elevado porcentaje de cirugias (49%, 17/35),
probablemente influido por el alto nimero de pacientes sintomaticos o con sospecha de malignidad. Las
técnicas quirdrgicas mas frecuentes fueron la DPC en un 35,3% (6/17, una de ellas urgente) y la PD en un
35,3% (6/17). El resto de cirugias no especificamente pancreaticas fueron 3 laparotomias exploradoras y
2 quistogastrostomias. En todos los casos la indicacion fue correcta segun recomendaciones de las GPC,
dada la existencia de sintomas o signos de alarma.

Segun el tipo de LQP intervenida, las frecuencias observadas, considerando solo las cirugias
pancredticas (n = 12), fueron similares a las publicadas: el 33,3% (4/12) fueron TPMI (frente al 38%
descrito), el 16,6% (2/12) fueron MCN (frente al 23% descrito) y el 16,6% (2/12) fueron CAS (frente al 16%
descrito) (209). Las cirugias de PQ supusieron el 23% (4/17) del total, similar a lo descrito en otras series
quirdrgicas, en torno a un 20%. Del total de CAS, los intervenidos supusieron el 40% (2/5), una cifra algo
inferior al 60% descrito en la literatura (460), pero en la misma linea. Por tanto, se concluyd que, a pesar
del pequefio tamafio muestral de la serie analizada, en general, presenta resultados quirurgicos
coherentes con frecuencias descritas en series mas amplias, y por tanto podia considerarse
representativa.

Un estudio realizado en la Clinica Mayo sobre 174 LQP intervenidas, traté de analizar la correlacion
entre el diagndstico pre y postquirurgico, encontrando importantes discrepancias en hasta el 31% de los
casos analizados, o lo que es lo mismo, practicamente en 1 de cada 3 pacientes intervenidos por una LQP,
el diagndstico preoperatorio no se confirmé tras la cirugia (457). La mayor discrepancia se encontré
concretamente en las MCN (confirmacién postoperatoria del diagndstico de presuncion solo en el 53,6%
de casos), seguidas por las TPMI-CP/Mx (confirmacidn postoperatoria del diagnéstico de presuncién solo
en el 66,7% de casos).
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En nuestra serie de LQP, esta discrepancia diagndstica pre y postquirdrgica, se identificéd hasta en el
41% del total de cirugias, una cifra ligeramente superior a los datos publicados, pero sin claro predominio
de ningun subtipo de LQP en concreto.

Asi, del total de cirugias realizadas un 53,3% (10/17) fueron sobre lesiones que finalmente resultaron
benignas. De todas ellas, la mas frecuentemente intervenida fue el PQ, con un 40% de los casos (4/10),
aunque en 3, la indicacién quirdrgica estaba en relacién con complicaciones de la propia coleccidon
inflamatoria (una cirugia urgente por hemoperitoneo, una fistula pancredtica tras cirugia adrtica y un
sindrome de desconexidn del ducto). Las otras 6 lesiones benignas operadas fueron 2 CAS (DPC), 2MCN
(PD)y 2 TPMI benignas (PD). En el caso de los 2 CAS la indicacion quirurgica fue consecuencia de su tamafio
(> 40mm) y de los sintomas referidos por los pacientes, que incluyeron 2 debut diabéticos, y que
condicionaron una razonable sospecha de malignidad. En el caso de las 2 MCN se intervinieron por
crecimiento, que también generd dudas sobre su malignizacion, y el deseo de embarazo de las pacientes,
con necesidad en ambos casos de terapia hormonal. En el caso de las TPMI, por sospecha de malignidad
(presencia de HRS, elevaciéon de Ca 19.9 y crecimiento) que, tras la cirugia, no se confirmé

Por tanto, podriamos concluir que, del total de las lesiones intervenidas en nuestra serie, aquellas en
las que se podria cuestionar la indicacion fueron finalmente 7 (1PQ, 2CAS, 2MCN y 2TPMI) sin
malignidad subyacente tras el andlisis postquirdrgico, aunque las cirugias de las MCN estuvieron
probablemente muy influenciadas por el deseo de embarazo bajo terapia hormonal de las pacientes.

En cuanto a complicaciones postquirurgicas, se produjeron en el 41% (7/17) del total de cirugias, o el
58.33% (7/12) de las cirugias pancreéticas, con la siguiente distribucion segun gravedad:

= 71,42% (5/7) Complicaciones menores (Clavien-Dindo I-11): todos ellas correspondientes a PD.
= 28,57% (2/7) Complicaciones mayores (Clavien-Dindo IlI-V): 2 fallecimientos, ambos tras DPC,
una de ellas urgente por hemoperitoneo.

La mortalidad de la cirugia pancreatica en nuestra serie fue por tanto elevada (16,6%), especialmente
en comparacion con la descrita en centros de amplia experiencia, como el Massachussetts General
Hospital, que la sitia en un 0,5% (209). Sin embargo, esta comparativa no puede realizarse sin considerar
el pequefio tamaino muestral de nuestra serie, que incluye un nimero alto de casos malignos, y que uno
de los fallecimientos postquirurgicos (de los dos observados) se produjo en el contexto de una urgencia
vital por hemoperitoneo y por tanto no puede atribuirse exclusivamente a complicaciones
postoperatorias. La morbilidad también resultd elevada, con un 58,3%, comparativamente con el 38%
referido por otras series (209).

Para finalizar este andlisis, se traté de valorar la influencia que los modelos calorimétricos, iTLBgl e
iTLBg2, hubieran podido tener sobre la decisién quirdrgica, y si su aplicacion hubiera evitado
morbimortalidad a los pacientes. Las conclusiones fueron las siguientes:

o Todas las cirugias realizadas se indicaron correctamente siguiendo las directrices de manejo
actual, por la sospecha fundamentada de origen mucinoso de la lesidn con sintomas o HRS/WF.

o Entre las 6 PD, s6lo una de las LQP intervenidas se confirmé finalmente como maligna (SMC-
DAG). Las 5 restantes, (2 MCN, 1 PQy 2 TPMI) es posible que no se hubiesen intervenido si se
hubiera confirmado su naturaleza benigna. Al menos en el caso de las MCN vy los TPMI, el
modelo iTLBg2 hubiera resultado de utilidad descartando su malignidad, y hubiera podido
evitar hasta un 66% (4/6) de la morbilidad observada en la serie.

o Entrelas 6 DPC, 3 de ellas fueron confirmadas como malignas (2 TPMI malignizadas y 1 ACDPq)
Las 3 restantes fueron un PQy 2 CAS. La cirugia urgente del PQ no hubiera podido evitarse en
cualquier caso y con relacién a los 2 CAS, el modelo iTLBg1 podria haber resultado de utilidad
de haber confirmado su naturaleza no mucinosa. Sin embargo, hay que considerar que
precisamente los CAS son lesiones en las que este modelo ha demostrado mas probabilidad de
error. Afortunadamente, esta cirugia no presenté comorbilidad asociada.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO.

El estudio realizado tiene ciertas limitaciones, algunas de las cuales se han venido comentando
durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

En primer lugar, se trata de un estudio unicéntrico, que incluye una muestra de tamafio muy limitado
de pacientes con LQP. Dado que los quistes pancreaticos mas frecuentes son pequefios y asintomaticos,
la mayoria no presentan indicacién de USE-PAAF segun recomendaciones de GPC, siendo este
precisamente uno de los criterios de inclusién. Ademas, una vez identificado un paciente candidato, era
necesario que aceptase su participacion y posteriormente, que la cantidad de LIQ extraido fuese suficiente
para el andlisis calorimétrico, teniendo en cuenta que la prioridad era el analisis bioquimico y/o citoldgico.
Todo esto, obviamente, enlentecio el reclutamiento que, ademas, sufrio el impacto de la pandemia por
COVID-19, debido a la limitacion para la realizacién de exploraciones endoscopicas invasivas que no
fuesen de caracter urgente o preferente, durante aquella época.

En segundo lugar, la serie de casos presenta un sesgo de seleccidn, condicionado también por este
mismo criterio de inclusidon que, por cuestiones éticas, requeria de la indicacion de USE-PAAF previa e
independiente a la participacion de cualquier paciente en el estudio. Estas indicaciones normalmente son
la existencia de sintomas atribuibles a la LQP, o signos de alarma que hagan sospechar posible
malignizacién. Esto condiciond una alta proporcién de pacientes sintomaticos y/o con patologia maligna
subyacente en nuestra serie de casos, que ha podido condicionar algunos resultados, diferenciandolos de
series mas amplias basadas en pruebas de imagen.

En tercer lugar, el diagndstico anatomopatoldgico del tipo de quiste sélo esta presente en el 63%
(22/35) de las LQP, en las que existe muestra de citologia, biopsia o pieza quirdrgica. A pesar de esta
limitacion, el enfoque diagnédstico sin histologia que hemos planteado sigue las normas actuales de la
practica clinica para pacientes sin indicacién de USE-PAAF ni cirugia, y cada caso ha sido valorado en un
comité multidisciplinar de patologia pancreatica, estableciéndose por consenso de expertos el diagnostico
mas probable. Por tanto, y esta es una de las fortalezas del estudio, nuestra serie refleja con veracidad la
realidad que afrontamos los pancreatdlogos cada dia en el manejo de estos pacientes.

Finalmente, el nimero de LQP en las que contamos con determinacién del nivel de glucosa en LIQ es
muy escaso (n = 10), y nos impide extraer conclusiones fiables sobre el rendimiento de este biomarcador
en LIQ. Esto es debido a que la evidencia sobre su utilidad es relativamente reciente, y fue el dltimo en
incluirse a nuestra practica clinica protocolizada.

Por el contrario, una de sus principales fortalezas, deriva precisamente de la propia metodologia de la
técnica diagndstica empleada. La calorimetria no persigue identificar biomarcadores especificos para cada
tipo de LQP o cuya presencia indique certeramente transformacion maligna. La calorimetria realiza un
analisis global de una muestra biolégica (en este caso el LIQ), no para valorar y cuantificar sus
componentes de forma individual, sino para considerarlos como un conjunto de componentes, que
determinan las caracteristicas de la muestra no solo en funcidn de su cantidad, sino también en funcidn
de sus interacciones, y su comportamiento (plegamiento y desplegamiento de proteinas), cuando son
sometidos a calor. Esto permite identificar diferencias, no solo entre entidades diferentes con diferentes
componentes, sino también secundarias a enfermedades o complicaciones sobrevenidas (malignizacion,
infeccion...etc...), que pueden condicionar cambios en la composicidon o cambios mas sutiles en la forma
de interactuar los mimos componentes. Esta capacidad de andlisis global de la composicidén de un liquido
bioldgico que caracteriza a la calorimetria, puede ser clave para que la TLB se convierta en una
herramienta diagndstica relevante, sin la eventual pérdida de informacidén que supone la estrategia de
buscar biomarcadores unitarios de forma individualizada. Su naturaleza esta mas alineada con las
investigaciones mas actuales en las que se buscan algoritmos que combinen la informacidn de diferentes
pruebas diagndsticas individuales, con el objetivo de mejorar su rendimiento al ser consideradas en
conjunto.
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LINEAS DE FUTURO.

A partir de estos resultados, el grupo de trabajo se ha propuesto diferentes lineas futuras de
investigacion:

ampliacién del tamaiio muestral de la serie de LQP, en colaboracidn con otros centros externos
de nuestro pais. Este objetivo ya esta en marcha y se han recibido recientemente nuevas
muestras de LIQ de centros colaboradores. El objetivo es confirmar los resultados obtenidos en
una muestra de mayor tamafio, que ademas permita su validacion externa.

con un tamafio muestral mayor, los objetivos del estudio seran mas ambiciosos, investigando
la eficacia de la calorimetria para un diagndstico diferencial mas preciso, que podria incluso
identificar los diferentes subtipos de quistes, y no solo su naturaleza mucinosa o no mucinosa.
Es decir, el objetivo sera entrenar un modelo capaz de diferenciar los CAS de los PQ, los PQ de
las WON, incluso de las lesiones linfoides o los pancTNEq, o bien, los TPMI de las MCN, a partir
de la informacién obtenida de sus termogramas.

otro objetivo serd investigar si el andlisis calorimétrico permite obtener un modelo que pueda
detectar diferencias en la composicion del LIQ secundarias a diferentes complicaciones
sobrevenidas. Por ejemplo, entre las colecciones inflamatorias (PQ y WON), la TLB podria
permitir identificar lesiones sobreinfectadas, hemorragias internas en las colecciones o incluso
fistulizaciones a viscera hueca, confirmando nuestra sospecha a partir de los indicios
observados en esta primera investigacion.

finalmente, también existe el objetivo de combinar estos resultados con los derivados del
analisis protedmico del LIQ, con el objetivo de identificar concretamente las proteinas o grupos
de proteinas que interactian entre si, responsables de los cambios morfolédgicos observados
en los termogramas, y por tanto, biomarcadores fundamentales en el diagndstico diferencial
de LQP y en la deteccion precoz de su malignizacion.
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CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DE LQP.

En el estudio dedicado a las LQP, se han definido las principales caracteristicas de una serie de 35 LQP
con indicacion de USE-PAAF en nuestro medio que, a pesar de su pequefio tamafio muestral, ha resultado
equilibrada y representativa, con caracteristicas similares a otras series descritas en la literatura.

Los hallazgos mas relevantes han sido los siguientes:

Los pacientes con diagndstico de LQP presentan escasa comorbilidad asociada y mediana edad,
que en nuestra serie se ha situado entre los 39 afios (MCN) y los 72 afios (CAS) de media.
Cuando estas lesiones son sintomaticas, el dolor abdominal es el sintoma mas frecuente entre
las LQP-NM vy las LQP-Mb. Los sintomas mas frecuentes en LQP-Mm son la ictericia y la pérdida
de peso. Ambos deben por tanto considerarse sintomas de alarma ante los que es obligatorio
descartar posible malignidad subyacente.

El debut diabético puede ser un sintoma predictor de malignizacion, pero también es frecuente
en CAS de gran tamafio, especialmente cuando son de localizacién cefalica.

Las herramientas diagndsticas mas habituales para diferenciar entre LQP-M y LQP-NM (TAC-
MD, RM/CPRM-USE, string-sign, y biomarcadores en LIQ como el CEA y la Glucosa), son
imprecisas. En nuestra serie, la mejor exactitud diagnéstica ha correspondido a la USE (77%), y
el CEA-LIQ (79%), sin poder extraerse conclusiones sobre la precision de la glucosa-LIQ.

Las herramientas diagndsticas mas habituales para diferenciar entre LQP-Mb y LQP-Mm (TAC-
MD, RM/CPRM, USE, presencia de WF/HRS y Ca 19.9 sérico) son imprecisas. En nuestra serie,
la mejor exactitud diagndstica ha correspondido al TAC-MD (88%) y a la USE (91%). La presencia
de WF/HRS mejora su rendimiento a mayor nimero de signos de riesgo simultaneos. El Ca 19.9
sérico no es un buen marcador de malignidad en LQP.

La citologia es una técnica poco sensible, debido a la frecuencia de muestras hipocelulares (20%
en la serie estudiada), con un porcentaje de error no despreciable (25% de error para identificar
mucinosidad y 50% de error para identificar malignidad en nuestra serie)

La cirugia de LQP presenta una importante morbimortalidad asociada, y con frecuencia, existe
discrepancia diagndstica entre la sospecha prequirdrgica y la confirmacién AP postquirurgica,
que en la serie analizada ha sido de hasta el 41%.

La TLB se presenta como una herramienta prometedora, que podria optimizar el diagndstico
diferencial de las LQP, y especialmente la identificacion precoz de su malignizacidn, incluso en
fases muy precoces (DAG). Esto permitiria realizar indicaciones quirdrgicas mas precisas, y
evitar minimizar la morbimortalidad asociada a la cirugia pancreatica de estos pacientes, que
en la serie a estudio se ha calculado hasta en un 66% menos de morbilidad.

Existen indicios de que la CDB podria permitir diagndsticos mas precisos, y no solo limitados
a LQP-M, como podria ser el diagnodstico diferencialentre colecciones inflamatorias (PQ vs.
WON).

La TLB es una técnica minimamente invasiva, sencilla de aplicar y barata, sin variabilidad
interobservador y que Unicamente requiere de una minima cantidad de LIQ, caracteristicas que
facilitarian su aplicabilidad y su disponibilidad.

Nuestros resultados deberian confirmarse mediante estudios prospectivos con una poblacion externa
de mayor tamafio muestral.
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« ABREVIATURAS

ACDP: Adenocarcinoma Ductal de Pancreas

ACDPq: ACDP con componente quistico

AJCC: American Joint Committee on Cancer

Angio-TAC: angiografia por tomografia axial computarizada
AP: anatomia patoldgica

ASCO: American Society of Clinical Oncology

ASGE: American Society for Gastrointestinal Endoscopy
ATM: Ataxia telangiectasia mutated

AUC: drea bajo la curva (area under curve)

AVAD: Afios de Vida Ajustados por Discapacidad

BAG: biopsia con aguja gruesa

BRCA1: Breast cancer genel

BRCA2: Breast Cancer gene 2

Ca 19.9: Antigeno Carbohidrato 19.9

cagA+: gen asociado a produccidn de citotoxina A (cytotoxin-associated gene-A- Positive)
CAPS: Cancer of the Pancreas Screening Study

CAS: Cistoadenoma Seroso

CCR: Cancer colorectal

CDB: Calorimetria Diferencial de Barrido

CEA: antigeno carcinoembrionario

CEICA: Comité de Etica de Investigacién de la Comunidad Auténoma de Aragdn
Cl: Carcinoma invasor

CPP: Conducto pancreatico principal

CPRE: Colangiopancreatografia Retrégrada Endoscépica
CPRM: colangiopancreatografia por RM

DAG: displasia de alto grado

DBP: drenaje biliar preoperatorio

DM: Diabetes Mellitus

DPC: duodenopancreatectomia cefélica

DSC: Differential Scanning Calorimetry

DUPAN-2: Duke pancreatic monoclonal antigen type 2
ECOG: escala de calidad de vida (Eastern Cooperative Oncology Group)

FAMMM: Familiar Atypical Multiple Mola Melanoma (sindrome familiar atipico de la mola melanoma
multiple)

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025. Péagina 185



FDA: Food and Drugs Administration de Estados Unidos

FOLFIRINOX: fluorouracil, irinotecan, leucovorin y oxaliplatin

5-FU/LV: 5-fluorouracil/leucovorin

GLOBOCAN: Global Cancer Observatory

GPC: Guias de prdactica clinica

GSTT1: gen de la enzima metabolizadora de carcindégenos Glutation-S-Transferasa theta 1.
HC-USE: USE con contraste arménico

HCE: historia clinica electrdnica

HCULB: Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa

HDA: hemorragia digestiva alta

HRS: high risk stimata

HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet

IC: intervalo de confianza

ICC: indice de Comorbilidad de Charlson

IMC: indice de masa corporal

IPE: insuficiencia pancreatica exocrina

iTLB: intelligent- Thermal Liquid Biopsy

iTLBcp1: intelligent- Thermal Liquid Biopsy cancer de pancreas 1
iTLBcp2: modelo intelligent-Thermal Liquid Biopsy cancer de pancreas 2
iTLBcp3: : modelo intelligent-Thermal Liquid Biopsy cancer de pancreas 3
iTLBcp4: modelo intelligent-Thermal Liquid Biopsy cdncer de pdncreas 4
iTLBg1: modelo intelligent-Thermal Liquid Biopsy quisticas 1

iTLBg2: modelo intelligent-Thermal Liquid Biopsy quisticas 2

KTSP: K-Top-Scoring-Pair

LINF: Quiste linfoepitelial/linfangioma

LIQ: liquido intraquistico

LOES: Lesiones Ocupantes de Espacio

LQP: Lesiones Quisticas Pancreaticas

LQP-M: lesién quistica pancredtica mucinosa

LQP-Mb: LQP Mucinosa Benigna

LQP-Mm: LQP Mucinosa Maligna

LQP-NM: lesién quistica pancreatica no mucinosa

MCN: Cistoadenoma Mucinoso (Mucinous Cystic Neoplasm)

MEN: neoplasia endocrina multiple (multiple endocrine neoplasm)
n-CLE: needle based-Confocal Laser Endomicroscopy

NCCN: National Comprehensive Cancer Network

NICE: National Institute for Health and Care Excellence

NQP-M: neoplasia quistica pancreatica mucinosa

NQP-NM: neoplasia quistica pancreatica no mucinosa

OR: odds ratio

ORS: overall risk stimated
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PA: pancreatitis aguda

PAAF: puncion aspiracién con aguja fina

PAI: pancreatitis autoinmune

PALB2: partner and localizer of BRCA2

PanC4: Pancreatic Cancer Case—Control Consortium
pancTNEq: TNE pancredticos con degeneracidn quistica
PanIN: neoplasia intrapitelial pancredtica

PBS: solucidn salina tamponada filtrada con fosfato

PC: Pancreatitis Crénica

PD: pancreatectomia distal

PET-TC: tomografia por emisidn de positrones-TC

PQ: Pseudoquiste inflamatorio

PRSS1: serine protease 1

PRSS2: serine protease 2

SPINK1: serine proteasa inhibitor kazal tipo 1

CTRC: chymotrypsin C

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
PT: pancreatectomia total

PTR: Proteina transportadora del retinol

RO: reseccidn completa con margenes libres de tumor
R1: reseccidn con margenes infiltrados por el tumor
REDECAN: Red Espafiola de Registros de Cancer

RM: Resonancia Magnética

ROC: Curva ROC (Receiver Operating Characteristic)

RR: riesgo relativo

SCASEST: sindrome coronario agudo sin elevacion de ST
SEER: Surveillance Epidemiology and End Results Program
SFMMM: Sindrome Familiar atipico de la Mola-Melanoma Maligno, o de la Mola-Melanoma Mdiltiple.
SMC: Quiste simple Mucinoso (simple mucinous cyst)
STK11: serine/threonine kinase 11

TAC: Tomografia Axial Computarizada

TAC-MD: TAC multidetector

TB: tasa bruta

TES: Terapia Enzimatica Sustitutiva

TLB: Thermal Liquid Biopsy

TNM: Sistema de estadificacion del tumor T: tumor primario, N: nddulos linfaticos regionales, M:
metdstasis

TPMI: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal
TPMI-CP: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal de conducto principal
TPMI-Mx: Tumor Papilar Mucinoso intraductal mixto

TPMI-RS: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal de conducto secundario
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TSSP: Tumor Sélido Pseudopapilar

USE: ultrasonografia endoscépica

USE-TTNB: USE-through the needle biopsy

USE-ELC: endomicroscopia confocal guiada por USE
USE-TTNB: USE a través de la aguja de biopsia (EUS through the needle biopsy)
VHB: virus de la hepatitis B

VPN: valor predictivo negativo

VPP: valor predictivo positivo

WEF: worrisome features

WHO: World Health Organisation

WON: Necrosis encapsulada (Walled off Necrosis)
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6 o ANEXOS.

ACEPTACION CEICA
CONSENTIMIENTO INFORMADO
DOCUMENTO INFORMATIVO ACDP

DOCUMENTO INFORMATIVO LQP

Ver pdginas siguientes.
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Informe Dictamen Favorable
Proyecto Investigacion Biomédica

C.P. - C.1, PE13/0054

| Deparfamento de Sanidad, - 17 de abril de 2013
- Blongstar Soc’ai y Famifia

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

CERTIFICA

1¢.  Que el CEIC Aragon (CEICA) en su reunién del dia 17/04/2013, Acta N° CP08/2013 ha evaluado la
documentacién presentada por el investigador referida al estudio:

Titulo: Identificacion de térmogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para el diagnostico
y monitorizacion clinica de patologias digestiva.

Investigador Principal: Olga Abian Franco.

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

12, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007 de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente,

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con fos objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

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

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

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

29,  Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

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

Fdo:

y a
"“Sed'etariae del CEIC Aragon (CEICA)

A T . P ]
Faghta 1 Ge

Tel, 976 71 4857 Fax, 976 71 55 54 Correo elechrdnico moonzatesh.celo@aragon.es



CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

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

» He podido hacer preguntas sobre el estudio y sobre la coleccién y he recibido suficiente
informacién sobre los mismos.

He hablado con el Dr.

« Comprendo que mi participacién es voluntaria.

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

= Presto libremente mi conformidad para:

1) Que mis muestras bioldgicas y mis datos clinicos se incorporen a la coleccion
de muestras con fines de investigacién biomédica Patologias Digestivas y se |
utilicen en proyectos de investigacion autorizados llevados a cabo por el sil] No [l
grupo de investigacién indicado en la hoja de informacién al paciente.

2) Que mis muestras bioldgicas y mis datos clinicos se incorporen a la coleccién
de muestras con fines de investigacién biomédica del consorcio europeo ’
PANDORA y se utilicen en proyectos de investigacion de los miembros del SfL1 No[]
consorcio tal como se indica en la hoja de informacién al paciente.

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

- Autorizo que se me comunique la informacién relevante para la mi salud Si[] No []
derivada de la investigacién con mis muestras.

- Autorizo ser contactado en el caso de que la Investigacién con las muestras Si[ ] No []
necesite mas informacién

He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza y el propodsito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:

Este documento se firmara por triplicado, quedandose una copia el paciente, otra el
investigador y la tercera el centro

Cl Coleccién Patologias Digestivas DSC. Version 1. 08/04/2013 Pagina 1
de 1




salud

s SCIVICIO aragonés
el de salud

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 Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
estéa llevando a cabo y que lleva por titulo: “Andlisis de las interacciones proteinas/metabolitos en
plasma mediante calorimetria: aplicacion como método diagndstico 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: 876555417).

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 médica y
esta informacioén sera recogida en una base de datos. Si usted lo autoriza, también se le extraeran 1-
2 tubos de sangre (7 ml/tubo) de los que se analizara el suero para estudiar los patrones de
desnaturalizacion térmica mediante la técnica Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Riesgos:

Su participaciéon 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 rutinaria al extrae sangre
para analisis generales, y no implica ningin cambio en las medidas de diagndstico y 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 y hospital. Su participacion en el estudio no le supondra ningun beneficio
directo, si bien posiblemente ayudara al mejor conocimiento y tratamiento de la enfermedad en un
futuro. No esta prevista ninguna compensacién econdémica por este motivo y tampoco hay contratado
un seguro para este estudio pues se considera que el riesgo de la extraccion de sangre es minimo.

No hay prevista tampoco ninguna explotacion comercial de los datos ni cesiéon 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 y los datos recogidos sobre su historial seran tratados de acuerdo con la
legislacion vigente, Ley Organica 15/1999 de Proteccién de Datos de caracter Personal. Su nombre
en ningln momento aparecera asociado a la muestra ya que ésta sera identificada unicamente por un
numero 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 coleccidon Patologias
Digestivas. Las muestras 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 segun se explica en la hoja
adjunta. En caso contrario, al finalizar el estudio sus muestras seran destruidas. En caso de que una
vez comenzado el estudio decida revocar su consentimiento de ser incluido, la muestra/s se
destruiran y sus datos no seran utilizados.


mailto:omabian.iacs@aragon.es

Informacion:

Se le proporcionara una copia de este documento de consentimiento informado y usted podra solicitar
informacion adicional contactando con el doctor
del Servicio de Digestivo del HCU que le responderan a todas la dudas que tenga sobre el estudio a
través del teléfono extension

Zaragoza a................. de..eiiiiie, de............

Consentimiento informado estudio “Identificacion de perfiles termodinamicos de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para

el diagndstico y monitorizacion clinica de patologias digestivas.”.

Version fecha 08-04-2013



; DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE i
UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UNA COLECCION

- Linea de investigacion: Investigacion en patologias digestivas.
- Nombre de la coleccién: 3189 Olga Abian

-  Responsable de la coleccion: Olga Abian Franco (876555417; email: oabifra@unizar.es.
Investigadora del IACS. Grupo de Patologia Digestiva, Hospital Clinico Universitario,
Zaragoza, Espafa

Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que comprenda su
contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso
acerca de la misma.

Como en cualquier estudio con fines de investigacion, le recordamos que su participacién, y por
consiguiente la autorizacion que le solicitamos, es libre y voluntaria. Su aceptacién implica la
aceptacién de las condiciones que a continuacidon se exponen y su denegacién no ocasionara
perjuicio alguno para usted.

Linea de investigacion y participantes

Nuestro grupo de investigacidn Patologia Digestiva trabaja en distintas lineas de patologia
digestiva como nuevas formas de diagndstico y monitorizacion de las patologias digestivas mas
relevantes; y su respuesta a tratamiento de pacientes; evolucién de la enfermedad;
identificacion de nuevas dianas terapéuticas de interés en el tratamiento de patologias
digestivas. El investigador responsable del grupo Patologia Digestiva (DGA B01) es el Dr. Angel
Lanas Arbeola del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

Utilizacion de las muestras

Solicitamos su autorizacién para, aprovechando que le tenemos que hacer una analitica general y
si es el caso ecoendoscopia, extraerle entre 8 a 15 ml de sangre adicionales, con el objeto de
incorporar sus muestras de sangre, plasma vy liquido intraquistico a una coleccion con fines de
investigacion biomédica.

Esta coleccién se conservara en el Servicio de Digestivo del Hospital Clinico Universitario bajo la
responsabilidad del investigador Olga Abian Franco, y serd registrada por el responsable de la
coleccion en el Registro Nacional de Biobancos, seccién colecciones, que depende del Instituto de
Salud Carlos III.

Las muestras de la coleccién pasaran a formar parte de la coleccién 3189 y podran utilizarse en
el grupo de investigacion antes referido y en la linea de investigacion en patologias digestivas.
Todos los proyectos deberan ser previamente aprobados por un Comité Cientifico y un Comité
Etico acreditados.

Al mismo tiempo, si el tipo de muestra bioldgica es adecuada para su inclusién en el consorcio
europeo PANDORA, una cantidad de la misma, se enviara a dicha coleccion. La coleccién sera
custodiada por Federico Canzian en Heilderberg, Alemania. Los estudios que se llevan a cabo en
los grupos que forman el consorcio tienen como objetivo principal evaluar las posibles
asociaciones entre la variabilidad genética de cada persona y el riesgo de padecer cancer de
pancreas, progresion, supervivencia y su respuesta a tratamiento.

Requerimos también su autorizacién para recoger la informacion contenida en su historia clinica,
incorporarla a la coleccion vy utilizarla en nuestras investigaciones.

En el caso de que se suspendiese la actividad investigadora de este grupo, sus muestras podran
ser destruidas o cedidas a un biobanco oficial y autorizado segun la normativa vigente, en cuyo
caso volveremos a contactarle para recabar su consentimiento.

Todos los procedimientos del estudio se llevaran a cabo seguin lo estipulado en la Ley de
Investigacion Biomédica 14/2007 y el Real Decreto 1716/2011.

Cl Coleccién Patologias Digestivas DSC. Version 1 17/10/2015
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Beneficios e Inconvenientes

Usted no obtendra ningun beneficio directo de los estudios que llevemos a cabo. El beneficio
esperado de nuestra investigacion es el avance en el diagndstico de enfermedades.

El Unico inconveniente para usted es la extraccién de la muestra de sangre, que siempre se hara
aprovechando una analitica general necesaria para los controles rutinarios de la evolucion de su
enfermedad.

Si no tiene inconveniente, y asi lo indica al final del documento, es posible que en el futuro
tengamos que ponernos en contacto con Ud. para recabar datos o muestras adicionales, en
dependencia del progreso de los resultados que se vayan obteniendo.

Confidencialidad y proteccion de datos

Sus datos clinicos, sus muestras y la informacién derivada del andlisis de las mismas se incluiran
en una base de datos codificada, asignandoles un cédigo numérico de forma que sélo el
investigador principal y sus colaboradores puedan relacionar dichos datos con usted y su historia
clinica.

Como garantia de confidencialidad, dichos datos serdn tratados con las medidas de seguridad
establecidas en la Ley Orgdnica 15/1999 de Proteccién de Datos de caracter personal. Usted
podra ejercer el derecho de acceso, rectificacién y cancelacién de los mismos en cualquier
momento. Para ejercer este derecho debe ponerse en contacto con el investigador principal.

Los resultados de las investigaciones derivadas de la utilizacion de las muestras podran ser
publicadas en revistas cientificas, pero siempre de forma que sea imposible identificar la
identidad del donante.

Derecho de Revocacion

Usted puede ejercer el derecho de revocacion de este consentimiento cuando considere
oportuno, sin que esto repercuta en sus cuidados médicos, solicitandolo al responsable de la
coleccion. Desde ese momento ningln dato nuevo sera afiadido a la investigacion y, ademas,
puede exigir la destruccion de todas sus muestras extraidas previamente para evitar la
realizacion de nuevas determinaciones.

Derecho de Informacion

Si esta interesado en recibir informacion sobre los resultados generales obtenidos en relacion a
esta investigacion podra solicitarsela al responsable de la coleccion.

Es posible que, durante el desarrollo de alguno de los proyectos de investigacion se obtenga
informacidn relativa a su salud. El Comité de Etica que autoriz6 el proyecto decidira cuando se le
deberia enviar la informacion a usted personalmente. Al final del documento puede decidir si
desea ser informado de estos resultados en el caso que se produzcan.

Asimismo, en caso de dudas respecto a sus derechos, puede dirigirse al Servicio de Atencion al
Paciente del hospital del centro donde firmé el consentimiento.

Le agradecemos sinceramente su colaboracion, que servira para que adquiramos
mayor experiencia y podamos prestar una mejor atenciéon a nuestros pacientes.

Cl Coleccién Patologias Digestivas DSC. Version 1 17/10/2015
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TABLAS ACDP Y DE LQP

TABLA DE DATOS DEMOGRAFICOS, ANTECEDENTES, COMORBILIDAD, SUPERVIVENCIA Y CAUSA DE MUERTE

) corlr?egido SPV Causa de
Sexo | Edad Cencit Fumador = PCprevia  Sintomas DM por edad IMC ECOg A Meses RO
No . 0 Prog.
1 M 65 No No 3,7 Si 3 30,34 1 tumoral
Prog.
No 19
2 H 77 No No 2,3,5 Si 4 27,12 2 tumoral
Si 10 Prog.
3 H 67 AF.1°G Ex No 2,3 DEBUT 2 ND 2 tumoral
No ND ND
4 M 76 No No 1,7 No 4 34,28 1
No 4 Prog.
5 H 41 Si No 2 No 0 ND 0 tumoral
No 14 Prog.
6 M 72 No Si 1,2,5 No 6 22,89 2 tumoral
Prog.
No 35
7 H 80 No Si 2,6 No 6 ND 2 tumoral
No 4 Prog.
8 H 72 No No 2,3 No 3 ND 2 tumoral
No 3 Prog.
9 M 84 No No 2,3 No 4 27,68 2 tumoral
Si 18 Prog.
10 H 33 AF.1°G Si No 1,2,3 No 0 29,32 0 tumoral
Si 14 Prog.
11 M 65 AF.1°G No No 1 No 2 ND 0 tumoral
Prog.
No 17
12 M 68 No No 7 No 3 40,86 2 tumoral
No 13 Prog.
13 M 69 Ex No 1,3,5 No 2 ND 2 tumoral
No > Prog.
14 H 44 Si No 1,2 No 0 ND 1 tumoral
No 16 Prog.
15 H 70 No No 1,2,3 No 3 26,88 2 tumoral
No 27 Prog.
16 H 73 Ex No 1,3 Si 5 24,17 2 tumoral
No 12 Prog.
17 H 83 No Si 1 No 4 ND 2 tumoral
No 1 Prog.
18 H 74 No No 2,3 No 5 35 2 tumoral
Prog.
No 12 tumoral+
19 H 62 Si No 1,3,5,7 No 2 30,42 0 SEPSIS
Prog.
No 23 tumoral +
20 H 69 Si Si 1,5 No 2 28,72 0 HDA
No 1 Prog.
21 H 62 Ex No 1,3 No 2 38,27 0 tumoral
No 12 Prog.
22 M 78 No No 1,2,8 No 3 25,78 2 tumoral
No P Prog.
23 M 73 No No 2,3 No 3 21,34 2 tumoral
No 1 Prog.
24 H 66 Si No 1,2,3 Si 5 36,41 3 tumoral
No 7 Prog.
25 M 60 Ex No 1,2,5 Si 3 27,93 1 tumoral
Prog.
No 33
26 M 63 Si No 1,6 Si 6 ND 1 tumoral
Prog.
No 8
27 M 68 No No 1 No 2 29,52 2 tumoral
Prog.
No 8
28 H 82 No No 1,6 Si 6 30,48 2 tumoral
No 10 Prog.
29 H 54 Ex Si 2,3 Si 2 ND 1 tumoral
No 84 VIVO
30 H 60 No No 1,3 Si 3 29,24 1
No 20 Prog.
31 H 59 Ex No 1,2,3,5 No 3 26,76 1 tumoral
No 7 Prog.
32 M 55 No No 2,3,5 No 1 23,07 1 tumoral
Si
93 VIVO
33 H 51 BRCA 2 No No 1 No 1 22,22 0
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TABLA DE DATOS DEMOGRAFICOS, ANTECEDENTES, COMORBILIDAD, SUPERVIVENCIA Y CAUSA DE MUERTE

SPV Causa de
Sexo Edad Crmgiea Fumador PC previa Sintomas DM IMC WERES LEHD
No 21 Prog.
34 M 73 No No 1,5,6 No 23,61 tumoral
Prog.
no 0
35 M 82 no no 1,2,3 Si 32,31 tumoral
No 1 Prog.
36 H 84 No No 1,2 No 25,85 tumoral
No 4 SEPSIS
37 M 70 No No 1,2 No 27,78 Biliar
Prog.
No 70
38 M 60 No No 2 No 21,48 tumoral
No 14 Prog.
39 H 60 Ex Si 1,4 DEBUT 27,85 tumoral
No 2 TEP
40 H 63 SI No 3 DEBUT 29,98
No 1 HDA masiva
41 H 68 Ex No 2 No 40,26
No > Prog.
42 M 79 Si No 2,3 Si 30,73 tumoral
No 5 ICTUS
43 M 71 No No 2 No 34,24 isquémico
No 5 Prog.
44 M 76 No No 2,3 Si 34,22 tumorall
No 8 Prog.
45 M 63 Ex No 2 No 29,09 tumoral
Prog.
No 6
46 H 77 No No 1,3 No 25,18 tumoral
No 16 Prog.
47 M 60 No No 2 No 26,11 tumoral
No > ICTUS
48 M 62 Ex No 1,2,3 No 30,17 isquémicoi
No 69 Prog.
49 M 69 No No 1,3,6 Si 22,16 tumoral
No 20 Prog.
50 M 80 No No 23 No 22,09 tumoral
Progresion
No 19
51 H 84 Ex No 1,3,6 Si 27,94 tumoral
No 8 Progresion
52 H 73 No No 3,7 No 25,95 tumoral
Prog.
No 37 tumoral +
53 H 66 No No 2 No 25,91 HDA
No 3 Post-
54 M 63 No No 1,3 DEBUT 29,3 CIRUGIA
Post-
No 3 .
55 M 67 No No 1 No 28,23 CIRUGIA
Progresion
No 14
56 M 62 Si No 23 No 33,25 tumoral
No 25 Progresion
57 H 73 Ex No 1,4,5 No 25,22 tumoral
Progresion
No 40
58 H 57 No No 1,3,6 No 24,97 tumoral
Prog.
No 1 tumoral +
59 M 70 No No 1,2,7 No 34,95 HDA
No : SEPSIS
60 H 55 Si No 1,2 No 25,1 Biliar
No 1 Progresion
61 H 69 Sl No 7 No 32,24 tumoral
No 3 Progresion
62 M 82 No No 2 No 34,84 tumoral
Post-
No 0 P
63 M 75 No No 2,3 No 29,24 CIRUGIA
No 6 Progresion
64 M 80 No No 1,2,3 Si ND tumoral
No 1 Progresion
65 H 70 Si Si 1,6 No 38,74 tumoral
Prog.
No 14
66 M 69 No No 1,2 No 28,44 tumoral.
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TABLA DE DATOS DEMOGRAFICOS, ANTECEDENTES, COMORBILIDAD, SUPERVIVENCIA Y CAUSA DE MUERTE

ICC

corregido SPV Causa de
Sexo Edad etz Fumador PC previa | Sintomas DM por edad IMC Heplg | MEEES Ve
Si 25 Prog.
67 H 43 AF1°G No No 2 No 0 28,36 0 tumoral
No 2 Progresion
68 M 87 No No 2,3 No 6 25,27 3 tumoral
No 25 Prog.
69 H 55 Si Si 1,3,6 No 1 32,18 0 tumoral
Si 31 Prog.
70 H 60 AF1°G Ex No 7 DEBUT 2 22,14 0 tumoral
Prog.
No 21
71 M 54 Si No 1,4 No 1 29,3 1 tumoral
Prog.
No 69
72 H 63 Ex Si 1,3,6 DEBUT 2 26,23 1 tumoral
No 21 Prog.
73 H 60 Ex No 1,2,3 No 3 30,22 1 tumoral
No 6 Prog.
74 H 78 Si No 2 No 4 30,12 2 tumoral
No 4 Progresion
75 M 69 Ex Si 1 No 2 23,69 1 tumoral
No 1 Prog.
76 H 70 Si No 2,3 Si 6 29,1 3 tumoral
No 34 Prog.
77 M 67 Ex No 1,3 No 3 22,93 1 tumoral
Sl N.D
78 H 30 AFR1°G Si No 1,2,3 No 0 ND 1 =
No 91 VIVO
79 M 51 No No 1 No 1 22,47 0
Progresion
No 14
80 H 68 Ex No 1,2,3 No 3 27,22 1 tumoral
No 8 Progresion
81 H 73 Ex No 2,3 Si 4 26,51 1 tumoral
Progresion
No 10
82 M 58 No No 1,2,3 No 1 30,73 1 tumoral
No 3 Prog.
83 H 59 Ex No 2,3 No 1 28,4 1 tumoral
No 12 Progresion
84 M 54 Ex No 2,3 DEBUT 1 21,88 0 tumoral
Prog.
No 5 tumoral +
85 H 72 No No 2,3 Si 7 31,2 0 HDA
No 20 COovID
86 M 65 No No 1,2 No 2 22,2 0
Si
63 VIVO
87 H 69 AF1°G Sl NO 3 Sl 4 20 1
NO 63 VIVO
88 H 76 NO NO 1,3,5 NO 3 32,5 0
NO 25 Progresion
89 H 60 NO NO 1,3,6 DEBUT 3 32,7 0 tumoral
NO 15 Progresion
90 H 69 NO NO 1,3,6 sl 5 37,7 0 tumoral
No N.D.
91 H 74 Si No 1,3 Si 4 26,28 0
No 8 Progresion
92 H 67 Si No 1,2,8 DEBUT 6 30,1 2 tumoral
No N.D.
93 H 83 No No 1,2 Si 6 24,27 1
No 14 Progresion
94 H 76 Si No 3 Si 4 28,16 1 tumoral
No 1 Progresion
95 H 90 Ex No 1,3 DEBUT 8 24,13 1 tumoral
No 2 ND
96 M 86 No No 1 No 5 24,2 1
Progresion
No 21
97 M 86 No No 1 Si 6 28,37 2 tumoral
Prog.
No 4 tumoral +
98 H 68 Si Si 7 Si 5 21,83 0 HDA
No 1 Prog.
99 M 85 No No 1,3 Si 6 33,15 2 tumoral

Judith Millastre Bocos. Tesis Doctoral. Enero 2025.

Péagina 197



TABLA DE DATOS DEMOGRAFICOS, ANTECEDENTES, COMORBILIDAD, SUPERVIVENCIA Y CAUSA DE MUERTE

ICC

. SPV Causa de
- corregido
Sexo Edad ez Fumador PC previa  Sintomas DM por edad IMC ECOoG Meses VERES
No 1 Prog.
100 M 89 No No 1,2 No 7 28 3 tumoral
Prog.
No il
101 H 89 No No 1,2,3 Si 8 ND 3 tumoral
No 1 Prog.
102 M 81 No No 2 DEBUT 8 26,4 3 tumoral
No 17 Prog.
103 H 82 No No 2,3,5 No 4 30,1 0 tumoral
Prog.
No 10
104 M 83 No No 1 DEBUT 6 29,27 0 tumoral
No 8 Prog.
105 M 88 No No 1,2 No 4 28,35 0 tumoral
No 3 SEPSIS
106 M 75 No No 1,3,5 No 4 27,19 4 biliar
No 1 SEPSIS
107 M 81 No Si 1,2 No 4 27,02 0 respiratoria
No > Prog.
108 H 88 No No 2,3 DEBUT 6 22,12 0 tumoral
No 3 Progresion
109 M 82 No No 3 No 5 26,5 0 tumoral
No > Progresion
110 M 94 No No 1,2,3 No 5 22,36 2 tumoral.
No n SEPSIS
111 H 86 No NO 1,6 No 6 32,98 1 biliar
No 12 Progresion
12 M 84 No No 2 Si 5 25,47 0 tumoral
No > Prog.
113 H 83 No No 1,2, 3 Si 8 25,64 1 tumoral
No 10 Progresion
114 M 78 No No 2,3 No 3 223 0 tumoral
Prog.
No 16 tumoral +
115 M 78 No No 1 No 3 ND 1 ICTUS
Progresion
No 9
116 H 53 Si No 2 No 1 31,83 0 tumoral
No 1 Progresion
117 M 83 No No 3,5 Si 6 30,34 1 tumoral
Si 2 Progresion
18 M 38 PRSS1 Si Si 1,2 No 0 234 0 tumoral
Si 5 Progresion
19 M 42 AF.1°G Sl No 2,3 No 0 20,7 0 tumoral
No ; ) 32 Progresion
120 H 47 Si Si 1,2,3 DEBUT 1 224 0 tumoral
No 2 SEPSIS
121 M 74 No No 2 No 3 30,26 0 biliar
No 15 Progresion
122 H 58 No No 3 DEBUT 1 22 0 tumoral
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TABLA DE LOCALIZACION, ESTADIFICACION, ANALITICAS Y ANATOMIA PATOLOGICA.

Estadio Bilirrubina Proteinas Anatomia
LOCALIZACION TMN Qx CEA CA19.9 Total PCR Totales Albimina Patologica

Adenocarcinoma

1 Cuerpo-cola v 4 3,81 1,22 0,37 ND 5,22 2,1 Ductal
Adenocarcinoma

2 Cabeza [\ 4 207,1 8718 1,45 1,47 53 25 Ductal
Adenocarcinoma

3 Cuerpo-cola \% 4 18,86 5331 0,28 0,79 6,09 3,2 Ductal
Adenocarcinoma

4 Cabeza [\ 4 3,54 6,35 9,74 ND 5,51 2,4 Ductal
Cabeza, cuerpo Adenocarcinoma

5 y cola 1A 1 2,79 386 0,41 1,21 6,66 3,8 Ductal
Adenocarcinoma

6 Cabeza 1A 1 7,71 229,1 5,08 0,801 59 2,78 Ductal
Adenocarcinoma

7 Cabeza 1A 1 4,48 53,18 1,3 5,32 7,71 2,4 Ductal
Adenocarcinoma

8 Cuerpo-cola [\ 4 11,29 750,2 0,29 0,461 5,75 2,84 Ductal
Adenocarcinoma

9 Cuerpo-Cola v 4 4,26 645,1 0,55 0,18 5,8 3 Ductal
Adenocarcinoma

10 Cabeza I\ 4 5,18 899,4 5,53 ND 7,31 3,79 Ductal
Adenocarcinoma

11 Cabeza 1A 1 3,71 1745 9,92 0,631 6,14 3,16 Ductal
Adenocarcinoma

12 Cabeza 11B 1 1,06 10,44 0,59 1,11 7,19 3,18 Ductal
Adenocarcinoma

13 Cabeza 1B 1 7,67 129,7 4,48 0,715 6,16 2,8 Ductal
Adenocarcinoma

14 Cabeza [\ 4 496,6 10000 18,93 11,4 57 2,69 Ductal
Adenocarcinoma

15 Cabeza \% 4 ND 1717 4,9 1,08 6,89 3,47 Ductal
Adenocarcinoma

16 Cabeza 1] 3 4,98 6037 7,52 ND 53 3 Ductal
Adenocarcinoma

17 Cabeza 1B 2 1,3 34,93 28,95 0,43 6,66 3,33 Ductal
Adenocarcinoma

18 Cuerpo-Cola \% 4 14,72 10000 1,33 ND 4,91 2,24 Ductal
Adenocarcinoma

19 Cabeza 11B 1 9,76 279,7 11,43 0,46 6,1 3,1 Ductal
Adenocarcinoma

20 Cabeza 1B 1 2,72 72 28,07 3,96 4,55 1,46 Ductal
Adenocarcinoma

21 Cabeza \% 4 ND 2796 13,49 ND 5,95 2,04 Ductal
Adenocarcinoma

22 Cabeza 1B 2 ND 2065 2,75 1,06 5,78 2,89 Ductal
Adenocarcinoma

23 Cabeza \% 4 33,9 9762,4 0,35 ND 6,8 3,9 Ductal
Adenocarcinoma

24 Cabeza [\ 4 32,1 33261 13,8 8,28 5,21 1,16 Ductal
Adenocarcinoma

25 Cabeza v 4 59,2 9401 9,49 0,84 6,78 3,22 Ductal
Adenocarcinoma

26 Cabeza 1B 2 7,18 8,69 2,76 0,84 6,65 3,41 Ductal
Adenocarcinoma

27 Cabeza 1B 1 ND ND 22,78 0,95 ND ND Ductal
Adenocarcinoma

28 Cabeza 1IB 1 6,52 3321 26,05 0,74 6,26 2,28 Ductal
Adenocarcinoma

29 Cuerpo-cola 1l 3 1,7 32,2 0,76 0,13 6,1 3,22 Ductal
Adenocarcinoma

30 Cabeza 1B 3 ND 1495 24,68 4,62 57 1,79 Ductal
Adenocarcinoma

31 Cabeza 11B 1 55 176 10,9 ND 4,97 1,97 Ductal
Adenocarcinoma

32 Cabeza I\ 4 21,7 1453 0,41 3,22 4,34 2,26 Ductal
Adenocarcinoma

33 Cabeza 11B 1 1,98 69,3 15,3 0,06 5,68 2,37 Ductal
Adenocarcinoma

34 cabeza 1A 2 5,29 49,7 7,22 0,59 6,35 3,12 Ductal
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TABLA DE LOCALIZACION, ESTADIFICACION, ANALITICAS Y ANATOMIA PATOLOGICA.

Estadio Bilirrubina Proteinas Anatomia
LOCALIZACION TMN Qx CEA CA19.9 Total PCR Totales Albumina Patologica

Adenocarcinoma

35 cabeza [\ 4 100 56397 7,88 10,1 6,12 ND Ductal
Adenocarcinoma

36 Cuerpo-cola v 4 2,4 2001,8 20,01 ND 6,2 2,4 Ductal
Adenocarcinoma

37 Cabeza 1] 3 1,2 529,9 26,52 ND 57 3,4 Ductal
Adenocarcinoma

38 Cuerpo-cola 1B 1 0,9 118 0,25 ND 6,3 3,1 Ductal
Adenocarcinoma

39 Cabeza 1B 3 2,6 284,9 9.64 ND 5,8 3,6 Ductal
Adenocarcinoma

40 Cuerpo-cola v 4 1,6 6331 0,41 ND 6,3 3,7 Ductal
Adenocarcinoma

41 Cuerpo-cola 11B 1 21 262 0,61 ND 6,6 4,5 Ductal
Adenocarcinoma

42 Cabeza [\ 4 17,8 598,5 0,93 ND 6,5 3,8 Ductal
Adenocarcinoma

43 Cabeza 11B 1 0,8 75,8 0,41 ND 6,3 3,1 Ductal
Adenocarcinoma

44 Cuerpo-cola \% 4 7,2 102,3 0,42 ND 6,3 3,9 Ductal
Adenocarcinoma

45 Cuerpo-cola v 4 3,6 6499,9 0,68 ND 6,7 4,1 Ductal
Adenocarcinoma

46 Cabeza [\ 4 9,6 1264 16,99 ND 53 2,9 Ductal
Adenocarcinoma

47 Cuerpo-cola 1l 3 1,4 175,9 0,37 ND 7,2 4,4 Ductal
Adenocarcinoma

48 Cabeza 1B 2 2,1 534,9 8,09 0,78 6,4 4,1 Ductal
Adenocarcinoma

49 cabeza 1B 1 4,1 909,4 2,42 ND 6,5 3,5 Ductal
Adenocarcinoma

50 Cuerpo-cola \% 4 500,3 4 0,63 ND 6,1 3,2 Ductal
Adenocarcinoma

51 Cabeza 1] 3 3,7 1201,7 36,49 ND 58 3,6 Ductal
Adenocarcinoma

52 Cuerpo-cola [\ 4 4,5 486,8 1,4 ND 5,8 3,4 Ductal
Adenocarcinoma

53 Cabeza 1B 2 0,9 56,9 0,95 ND 6,4 3,6 Ductal
Adenocarcinoma

54 Cabeza 1B 1 4 446,3 6,91 ND 6,6 3,6 Ductal
Adenocarcinoma

55 Cabeza 1B 1 ND 166 18.61 ND 6,6 4 Ductal
Adenocarcinoma

56 Cuerpo-cola v 4 ND 1509 0,48 0,11 6,6 3,8 Ductal

NIPM
57 Cabeza \% 4 1,67 289 17,59 1,82 54 3,3 Adenoc. Ductal
Adenocarcinoma

58 Cabeza IIA 1 ND 674,8 9,64 ND 6,3 3,4 Ductal
Adenocarcinoma

59 Cabeza v 4 3,4 298,9 5,91 25,32 6,5 3 Ductal
Adenocarcinoma

60 Cuerpo-cola v 4 541 25421 19 2,57 6,3 3,5 Ductal
Adenocarcinoma

61 Cabeza \% 4 307,4 66015,1 2,02 11,35 55 3 Ductal
Adenocarcinoma

62 Cabeza [\ 4 3,1 2357,1 0,75 ND 6,6 3,7 Ductal
Adenocarcinoma

63 Cabeza 1B 2 ND ND 0,53 0,49 71 4,1 Ductal
Adenocarcinoma

64 Cabeza 1] 2 1,9 146,6 5,54 5,78 6 & Ductal
Adenocarcinoma

65 Cabeza \% 4 8,3 702,3 34,18 ND 5,4 2,9 Ductal
Adenocarcinoma

66 Cabeza \" 4 ND 154,6 3,39 ND 6,5 4 Ductal
Adenocarcinoma

67 Cuerpo-Cola v 4 4,9 788,1 0,4 ND 6,9 4,3 Ductal
Adenocarcinoma

68 Cuerpo-cola \% 4 0,9 1857 0,9 4,97 6,7 3,8 Ductal
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TABLA DE LOCALIZACION, ESTADIFICACION, ANALITICAS Y ANATOMIA PATOLOGICA.

Estadio Bilirrubina Proteinas Anatomia
LOCALIZACION TMN Qx CEA CA19.9 Total PCR Totales Albumina Patologica
Adenocarcinoma
69 Cabeza \2 4 66,5 1219,3 15,12 ND 6 3,3 Ductal
Adenocarcinoma
70 Cabeza 1B 1 13,9 73,2 1,12 1,02 71 4,2 Ductal
Adenocarcinoma
71 Cabeza v 4 3,6 2661 48,51 ND 59 3,7 Ductal
Adenocarcinoma
72 Cabeza 1A 1 14 963,7 25,41 1,1 52 3,2 Ductal
Adenocarcinoma
73 Cabeza v 4 3,7 180,3 4,27 0,46 6,6 4 Ductal
Adenocarcinoma
74 Cuerpo-Cola v 4 121,56 26104,5 1,87 10,6 5,8 3,4 Ductal
Adenocarcinoma
75 Cabeza IIA 3 20,2 38477 1,08 7,02 5,7 2,7 Ductal
Adenocarcinoma
76 Cuerpo-cola v 4 2,1 377,4 0,74 42,36 6,2 2,7 Ductal
Adenocarcinoma
77 Cabeza 1] 3 1,4 149,9 2,41 0,4 6,9 4,3 Ductal
Adenocarcinoma
78 Cabeza 1} 3 1 87,1 14,18 0,7 6,7 41 Ductal
Adenocarcinoma
79 cabeza 1A 1 0,9 24,5 20,63 1,09 6,6 3,9 Ductal
Adenocarcinoma
80 Cabeza 1] 3 1,8 435 3,47 0,76 6,1 34 Ductal
Adenocarcinoma
81 Cabeza v 4 1,6 122,9 0,48 ND 6,6 4,2 Ductal
Adenocarcinoma
82 Cabeza n 3 3,1 1124,3 14,47 3,8 6,5 2,9 Ductal
Adenocarcinoma
83 Cuerpo-Cola v 4 3 2413 0,79 ND 6,4 3,7 Ductal
Adenocarcinoma
84 Cabeza v 4 22,9 2779 0,64 ND 6,3 4.1 Ductal
Adenocarcinoma
85 Cuerpo-Cola 1] 3 303 3100 0,17 2,37 53 2,51 Ductal
Adenocarcinoma
86 cabeza 1B 2 5,53 289 11,8 0,48 6,54 3,72 Ductal
Adenocarcinoma
87 CUERPO-COLA 1A 3 64 1380 0,6 0,11 5,52 3,21 Ductal
Adenocarcinoma
88 CABEZA 1B 1 5,42 68,7 16,8 1,48 6,09 3,14 Ductal
Adenocarcinoma
89 CABEZA 1B 1 11,7 3 16,54 ND 7 3,86 Ductal
Adenocarcinoma
90 CABEZA 1A 2 4,75 54,5 3 1,62 7,46 3,31 Ductal
Adenocarcinoma
91 Cabeza \" 4 1,9 203 23,8 2,3 5,13 2,9 Ductal
Adenocarcinoma
92 Cabeza \" 4 6,01 814 6,7 45,1 6,22 2,56 Ductal
Adenocarcinoma
93 Cabeza 1B 2 14,6 FN 11,3 4,4 6,41 3,6 Ductal
94 Cuerpo-cola v 4 3,73 4499 0,45 ND 6,45 3,14 Biopsia no indicada
95 Cabeza [\ 4 ND ND 14,9 2,42 5,79 2,68 Biopsia no indicada
96 cabeza 1B 1 6,17 129,8 14,6 3,31 4,49 1,63 Biopsia no indicada
97 Cabeza 1A 1 ND 1274 25,57 2,54 ND ND Biopsia no indicada
98 Cuerpo-cola [\ 4 ND ND 0,4 ND 5,76 2,15 Biopsia no indicada
99 Cabeza [\ 4 ND 1866 14,15 3,79 5,34 1,39 Biopsia no indicada
100 Cabeza 1] 3 ND ND 27,05 3,68 53 1,92 Biopsia no indicada
101 Cabeza 1B 1 7,35 2063 19,1 1,87 6 2,21 Biopsia no indicada
102 Cuerpo-Cola v 4 5,56 1549 0,62 ND 6,01 2,25 Biopsia no indicada
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TABLA DE LOCALIZACION, ESTADIFICACION, ANALITICAS Y ANATOMIA PATOLOGICA.

Estadio Bilirrubina Proteinas Anatomia
LOCALIZACION = TMN Qx CEA  CA19.9 Total PCR Totales Albumina Patologica
103 Cuerpo-Cola 1A 3 ND 928,5 0,58 0,18 6,03 ND Biopsia no indicada
104 Cabeza 1A 1 1,63 443,6 5,55 2,33 6,16 2,61 Biopsia no indicada
105 Cabeza 1B 1 ND 524,8 2,7 1,36 ND ND Biopsia no indicada
106 Cabeza 1A 1 12,2 2850 6,31 3,83 6,36 2,28 Biopsia no indicada
107 Cabeza \2 4 5,47 30566 15,05 ND 4,57 1,4 Biopsia no indicada
108 Cuerpo-Cola v 4 386 400000 0,5 1,64 6,18 3,01 Biopsia no indicada
109 Cabeza v 4 4 124,9 0,52 ND 6,3 3,6 Biopsia no indicada
110 Cabeza v 4 ND 389,4 17,07 ND 5,9 3 Biopsia no indicada
111 Cabeza 1B 1 ND ND 12,29 ND 6,2 3,1 Biopsia no indicada
112 Cabeza 1A 1 8 1260 0,77 ND 6,8 4,2 Biopsia no indicada
113 Cabeza [\ 4 ND 4732 5,58 0,34 5,9 2,9 Biopsia no indicada
114 Cabeza 1B 1 7,4 6335,5 0,64 ND 7,3 4,2 Biopsia no indicada
115 Cabeza 1B 3 4,5 422,9 4,64 3,76 5,6 3,1 Biopsia no indicada
Adenocarcinoma
116 Cabeza 1B 3 4,12 116 0,3 ND 7,12 3,96 Ductal
117 Cabeza v 4 4,87 754 0,6 3,8 5,13 2,26 Biopsia no indicada
Adenocarcinoma
118 Cabeza 1B 1 7,48 2 13,15 0,46 6,2 3,14 Ductal
Adenocarcinoma
119 Cuerpo-Cola [\ 4 2,92 155 0,1 1,91 5,78 2,81 Ductal
Adenocarcinoma
120 Cabeza 1B 1 5,62 113 71 0,46 6,36 2,75 Ductal
Adenocarcinoma
121 Cuerpo-Cola \Y 4 9,49 8440 0,4 0,84 6,44 3,34 Ductal
Adenocarcinoma
122 Cabeza 1B 1 2,12 51,5 0,4 0,35 5,69 3,14 Ductal
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T fi WF/ C icacio Diagnést Diagndstico de
LOC Gl Contexto Clinico LIQ / ornunlcacwn BQ-LIQ Marcadores suero Sintomas Cirugia |a.gnos Otra informacién relevante 8 ) ..
(mm) Wirsung ico confirmacion
1 Cuerpo 50 J 72 afios Serohematico No/No CEA = 0.69 ng/mL Brrb T =0.65 mg/dL - - CAS Morfologia Patognoménica
Q Amilasa =41 U/L Ca19.9=45.7U/mL Sangrado intraquistico post-puncién
Cuerpo 55 49 afios Marronéceo con No/No CEA=9.23 ng/mL Brrb T=0.12 mg/dL Dolor Abdominal SI PQ Fistula pancredtica secundaria a cirugia de Aorta v
Q4 -Alcohol y Tabaco sedimento (WON) Amilasa = 29272 U/L Ca19.9=20U/mL (WON) abdominal Pieza Quirdrgica
-Pancreatitis Cronica
Cola 64 Q 72 afios DM Marronéceo con No/No CEA =2.45 ng/mL Brrb T=0.32 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Involucidn en controles por imagen (TAC)
Q10 - Pancreatitis Cronica | sedimento (WON) Amilasa = 30926 U/L €a19.9=8.59 U/mL (WON) | 1gGa+
Cabeza 49 Q 52afios DM Chylous No/No CEA =0.78 ng/mL Brrb T=0.52 mg/dL - - LINF Quiste linfoepitelial: abundantes v
Qi2 Amilasa = 24 U/L ele’mentos linfoides maduros y Citologia
foliculos en LIQ
Cabeza 100 J 63 afios DM Brownish Wirsung 10mm*/Si CEA = 68,4 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL Dolor Abdominal Sl PQ Sindrome de desconexién del ducto v
Q13 -Alcohol y Tabaco Amilasa = 5635 U/L Ca19.9=29.6 U/mL Pieza Quirtrgica
- Pancreatitis Cronica
Cabeza 100 J59 afios Marronéceo con No/No CEA =1.99 ng/mL Brrb T = 0.45 mg/dL Dolor Abdominal SI PQ Cirugia urgente por Hemoperitoneo v
Q15 - Pancreatitis Crénica | sedimento (WON) Amilasa = 53159 U/L (WON) Pieza Quirdrgica
Cuerpo 40 J 54 afios Brownish No/No CEA =59 ng/mL Brrb T=0.3 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Involucién en controles por imagen (TAC)
_ Amilasa > 11000 U/L
Q16 Alcohol N
- Pancreatitis Aguda
Grave
1 Cuerpo 150 Q@ 71 afios Marrondceo con No/No - Brrb T=0.3 mg/dL Dolor Abdominal | PQ v
Q sedimento (WON) (WON) Pieza Quirurgica
Cabeza 30 58 afios DM Transparente Nédulo sélido 8mm. CEA =28.8 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Involucidn en controles por imagen (TAC + USE)
Q20 - Alcohol y Tabaco String sign Wirsung dilatado Amilasa > 50000 U/L Ca19.9=10.1U/mL Citologia: material proteinaceo y células
- Pancreatitis Crénica irregular*/No inflamatorias aisladas.
Cabeza 45 Q 70 afios Serohematico Paredes engrosadas CEA =377 ng/mL Brrb T =0.24 mg/dL - Sl CAS Sangrado intraquistico post-puncién v
Q22 Debut DM No filante /No Amilasa = 835 U/L Ca19.9=29.7 U/mL Pieza Quirdrgica
Cuerpo 47 & 59 afios Quiloso No/No CEA =0.3 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL - - LINF Linfangioma: triglicéridos elevados en LIQ v
Q26 Glc = 68 mg/dL Ca19.9=8.83 U/mL ICF retroperitoneal. Sin cambios en TAC . .
) Citologia
Amilasa =29 U/L de control
Cabeza 45 Q 73 afios Seroso No/No CEA =47 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL - - CAS Morfologia Patognoménica
Q27 Glc = 107 mg/dL Ca19.9=0.6 U/mL Sin cambios en controles por imagen (TAC)
Amilasa =43 U/L
Cabeza 40 @ 60 afios Transparente No/Si CEA =93 ng/mL Brrb T=0.29 mg/dL Dolor Abdominal | CAS v
Q28 Debut DM String sign GIcA= 117 mg/dL Ca19.9=111U/mL Pieza Quirdrgica
- Tabaco Amilasa > 86000 U/L
Cuerpo 29 Q 86afios DM Seroso No/Si (RM) CEA =25 ng/mL Brrb T=0.8 mg/dL Dolor Abdominal - CAS Sin cambios en controles por imagen (ECO)
Q32 Glc =0 mg/dL
Amilasa =2 U/L
Cuerpo 29 J 52 afios Serohematico No/No CEA =91.7 ng/mL Brrb T =0.47 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Sin cambios en controles por imagen (TC)
Q33 - Alcohol y Tabaco String sign Amilasa = 114800 U/L
- Pancreatitis Cronica
Cabeza 37 Q 61 afios Marronaceo Wirsung dilatado CEA =3186 ng/mL Brrb T=0.39 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Involucidn en controles por imagen (RM)
Q37 - Pancreatitis Cronica irregular */No Amilasa = 12160 U/L Ca19.9=81.9U/mL Citologia: detritus e inflamacion aguda.
Cabeza 30 J 69 afios Marrondceo Wirsung dilatado CEA =92 ng/mL Brrb T=0.2 mg/dL Dolor Abdominal - PQ Involucién en controles por imagen (ECO)
Q40 - Alcohol y Tabaco irregular, Paredes Glc =42 mg/dL Ca19.9=18.2U/mL Pérdida de peso
- Pancreatitis Cronica engrosadas */No Amilasa = 54336 U/L
Cabeza 70 & 75afios DM Marrondceo No/No CEA =225 ng/mL Brrb T=0.7 mg/dL - - PQ Involucién en controles por imagen (RM)
Q41 Tabaco Glc = 60 mg/dL Ca19.9 =76.3 U/mL

Amilasa = 27640 U/L




Tama

Diagndstico de

LOC io Contexto clinico LiQ WF/Comunicacién Wirsung BQ-LIQ Marcadores suero Sintomas Cirugia Diagndstico Otra informacién relevante confirmacién
(mm)
Cuerpo 26 3 74 afios Transparente No/No CEA =489 ng/mL Brrb T=0.95 mg/dL - - TPMI Multiples pequefios quistes en USE
Q2 _Alcohol and Tabaco String sign Amilasa = 17337 U/L Ca19.9=2U/mL (RS) de control, “en racimo de uvas”
muy sugestivo de TPMI
3 Cuerpo 20 Q 79 afos Transparente Wirsung 5 mm/No CEA = 1488 ng/mL Brrb T=0. 45 mg/dL - - TPMI Multiples pequefios quistes. Sin
Q String sign Amilasa = 162 U/L Ca19.9=12.47 U/mL (Mx) cambios en control por USE
Cuerpo 32 Q 42 afios Transparente No/No CEA =1617 ng/mL Brrb T=0. 68 mg/dL Dolor Abdominal Sl MCN v
Qs String sign Amilasa = 3401 U/L Ca19.9=24.4U/mL pi L
ieza Quirdrgica
7 Cabeza 25 J 76 afios DM Transparente No/Si CEA =156 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL - - TPMI Multiples pequefios quistes.
Q String sign Amilasa = 56593 U/L (RS) IRC hemodialysis
Cabeza 25 & 72 afios Transparente Nédulo sélido 7mm/ Si CEA =556 ng/mL Brrb T=0.4 mg/dL Dolor Abdominal Sl TPMI Citologia: células columnares v
Qs -Pancreatitis Aguda String sign Amilasa = 28600 U/L Ca 19.9 =805 U/mL (RS) productoras de mucina sin atipia. Pieza Quirdrgica
Cabeza 30 J 53 afios Transparente Nédulo sélido 9 mm, Wirsung CEA =392 ng/mL Brrb T =9 mg/dL Ictericia N TPMIm v
Q9 - Pancreatitis Crénica String sign Smm/No Amilasa =10 U/L Ca19.9=128 U/mL (CP) Pieza Quirdrgica
Cabeza 35 Q 83afios DM Serohematico Wirsung 10 mm/ No CEA > 50000 ng/mL Brrb T=0.32 mg/dL Diarrea - TPMI CEA Normal
Q11 - Pancreatitis Crénica Amilasa =4 U/L Ca19.9=754 U/mL Pérdida de peso (CcP) Citologia negativa para malignidad
Cabeza 35 J 65 afios Transparente No/No CEA =225 ng/mL Brrb T=0.39 mg/dL Dolor Abdominal Sl TPMI v
Qia - Alcohol and Tabaco Amilasa > 46000 U/L Ca19.9=21.4 U/mL (RS) Pieza Quirdrgica
Cabeza 50 Q 38 afios Transparente Wirsung 8 mm (obstructivo)/ CEA =1192 ng/mL Brrb T =13.15 mg/dL Ictericia Sl ACDPq Carcinomatosis Peritoneal v
Q17 Tabaco String sign No Amilasa > 13000 U/L Cal1l9.9=2U/mL Pérdida de peso Pieza Quirdrgica
- Pancreatitis Cronica
Cuerpo- 80 Q 42 afios Serohematico Componente sélido con areas CEA =29.2 ng/mL Brrb T =0.43 mg/dL Pérdida de peso ACDPq v
Q19 Cola Tabaco quisticas/No Amilasa =51 U/L Ca19.9=155U/mL USE-PAAF
Cuerpo 50 Q 69 afios Serohematico Componente sélido 30mm, CEA = 3011 ng/mL Brrb T = 11.27 mg/dL Ictericia Sl TPMIm v
. . _ * -
Q25 Debut DM Wirsung 7.2 mm/ Si GIcA— 33 mg/dL Ca19.9<2*U/mL Pérdida de peso (RS) Pieza Quirdrgica
Amilasa =511 U/L
Cabeza 20 & 48 afios Debut DM Transparente Componente sélido, Wirsung CEA =621 ng/mL Brrb T =9 mg/dL Ictericia Sl TPMIm v
Q29 Tabaco String sign 6 mm/No Glc = 66 mg/dL Ca19.9=113 U/mL Pérdida de peso (Mx) Pieza Quirdrgica
Amilasa = 47827 U/L
Cuerpo 34 Q 65 afios Serohemadtico Calcificacion periférica/Yes CEA =3 ng/mL Brrb T =0.33 mg/dL - - TPMI Sin cambios en controles por
Q31 String sign Glc =91 mg/dL Ca19.9=18.4U/mL (RS) imagen (RM)
Amilasa =323 U/L
Cuerpo 80 Q 74 afios Transparente Componente sélido/No CEA = 14742 ng/mL Brrb T=0.5 mg/dL Dolor Abdominal Sl ACDPq Carcinomatosis Peritoneal v
Q34 String sign GIcA= 2 mg/dL Ca 19.9 = 8440 U/mL Pérdida de peso Pieza Quirdrgica
Amilasa = 110 U/L
Cola 30 Q 36 afios Transparente No/No CEA = 29,4 ng/mL Brrb T =0.44 mg/dL Dolor Abdominal Sl MCN v
35 i = =
Q Amilasa = 183000 U/L | Ca19.9=21.5U/mL Pieza Quirirgica
Cuerpo- 58 Q 55 afios Marrondceo No/No CEA =268921 ng/mL Brrb T =0.55 mg/dL - Sl SMC-DAG Epitelio mucinoso plano sin v
Q36 cola conA Amilasa =34 U/L Ca19.9=6.6 U/mL arq{u.ltectura papllalj, NtA)restroma Pieza Quirdrgica
sedimento ovarico. NO comunicacién con
Wirsung.
Cabeza 27 & 59 afios Debut DM Serohematico Wirsung 5mm, paredes CEA =673 ng/mL Brrb T =0.35 mg/dL Pérdida de peso Sl ACDPq v
Q38 _ Alcohol engrosadas/No Amilasa = 2928 U/L Ca19.9=51.5U/mL Pieza Quirdrgica

- Pancreatitis Cronica
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Simple Summary: Mucinous epithelial pancreatic cystic lesions (PCLs) are premalignant lesions
detectable through imaging techniques; however, distinguishing them from other PCLs with lower
malignancy potential is challenging. Current methods like biochemical markers and genomic studies
are not always reliable. Thermal liquid biopsy (TLB) is an innovative tool that analyzes the ther-
mal profile of biological samples to detect disease-related alterations. In a retrospective study of
35 intracystic fluid samples obtained via fine needle aspiration, predictive models were developed
using machine learning algorithms. Two classification models were created: TLB1, which differenti-
ates mucinous from non-mucinous PCLs, demonstrating 92% sensitivity and 86% negative predictive
value, and TLB2, which identifies benign and malignant mucinous lesions, achieving an area under
the curve of 1.00. TLB shows promise in improving the differential diagnosis of PCLs and in detecting
malignant transformations.

Abstract: Background/Objectives: Mucinous epithelial pancreatic cystic lesions (PCLs) are pre-
malignant lesions readily detectable through imaging techniques such as multidetector computed
tomography, magnetic resonance imaging, and endoscopic ultrasound (EUS). However, distinguish-
ing these from other PCLs with lower or no malignant potential, and the early identification of those
undergoing malignant transformation, remains a diagnostic challenge. Current methods, including
biochemical markers in intracystic fluid (ICF) and genomic studies, offer some assistance but are not
always reliable or accessible. Thermal liquid biopsy (TLB) is a novel diagnostic tool that examines
the thermal profile (thermogram) of biological samples, reflecting their response to heat and thereby
revealing characteristics of their overall composition or disease-induced alterations. Methods: In this
retrospective study, a total of 35 ICF samples (49% mucinous) obtained via EUS-FNA (fine needle
aspiration) were analyzed using TLB. Thermogram data were utilized to develop predictive mod-
els for differential diagnosis between mucinous and non-mucinous PCLs or malignancy detection
through machine learning algorithms. Results: Two classification models were developed: TLB1
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“mucinous” vs. “non-mucinous” PCLs) and TLB2 (“benign mucinous” vs. “malignant mucinous”
PCLs). The TLB1 model demonstrated a sensitivity of 92% and a negative predictive value of 86%,
with an area under the curve (AUC) of 0.79 (0.59-0.99), indicating good discriminative ability be-
tween the two groups. The TLB2 model exhibited excellent predictive capability, with an AUC of
1.00. Conclusions: TLB analysis of PCLs is a promising tool that could significantly enhance the
differential diagnosis of PCLs, enabling the efficient identification of mucinous lesions and even those
undergoing malignant transformation.

Keywords: differential diagnosis; early diagnosis; intracystic fluid; machine learning; mucinous cysts;
non-mucinous cysts; pancreatic cancer; pancreatic cystic lesions; pancreatic ductal adenocarcinoma;
thermal liquid biopsy

1. Introduction

Pancreatic cystic lesions (PCLs) are a heterogeneous group of lesions with increasing
incidence, usually identified incidentally on imaging studies (multidetector computed
tomography (MDCT), magnetic resonance imaging (MRI), or endoscopic ultrasound (EUS)).
Their clinical relevance lies in the potential of mucinous subtypes like mucinous cystic
neoplasms (MCNs) or intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMNs) to develop into
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), which is currently a major health problem due
to its increasing incidence and poor prognosis, with surgery being the only potentially
curative treatment [1].

Accurate characterization of mucinous PCLs (M-PCLs) and early detection of malig-
nancy are crucial for effective management of this at-risk population. The current diagnostic
approach is based on a combined analysis of the clinical context, imaging tests, and bio-
chemical markers or genomics. The accuracy or availability of these methods is limited,
and pancreatic surgery is burdened by high morbimortality, especially in the cephalic
duodenopancreatectomy (CDP) [2]. Novel diagnostic modalities are highly desirable, es-
pecially those that are ideally minimally invasive, cost-effective, and accessible, to avoid
unnecessary risks and reduce costs from unnecessary follow-ups.

Thermal liquid biopsy (TLB) is the application of differential scanning calorimetry
(DSC) to biological liquid samples. DSC is a calorimetric technique that measures the excess
heat capacity (Cp) associated with biomolecular transitions as a function of temperature. It
provides thermal denaturation profiles (thermograms) that reflect the behavior and interac-
tion of metabolites when heat is applied, providing global insight into the composition of
the sample [3]. This method is expanding in the biomedical field, analyzing several types
of samples [4-7], demonstrating its diagnostic potential.

Our group has been studying TLB as a complementary tool in different pathologies [8,9],
proposing methodologies to analyze thermograms [10,11]. With the advent of artificial
intelligence, the group has recently proposed a methodology to obtain classification models
based on thermograms from serum samples [12].

Intracystic fluid (ICF) is a biological fluid composed of proteins and other metabolites.
Its composition varies in every subtype of PCLs, reflecting their different pathophysiology.
Our group has previously shown the feasibility of obtaining thermograms from ICF samples
(ICF thermograms) [13]. Using more sophisticated tools to build machine learning models,
we hypothesize that ICF-TLB can improve the differential diagnosis between M-PCLs and
non-mucinous PCLs (NM-PCLs) and potentially detect early malignancy-induced changes.
This approach could improve clinical decisions, optimizing patient outcomes.

2. Materials and Methods

Between January 2016 and May 2023, prospective ICF samples of PCLs with indication
for EUS-fine needle aspiration (FNA) (>2 cm and/or presence of Worrisome Features
(WF)/High-Risk Stigmata (HRS)) were collected from patients recruited at the University
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Clinic Hospital (Zaragoza), with a long interruption caused by COVID-19 (January 2020 to
April 2021). The EUS-FNA procedure was performed with an Olympus® 140 curvilinear
echo-endoscope (Olympus, Barcelona, Spain). Boston Scientific™ Expect® 19 or 22-gauge
needles were used depending on the cystic endosonographic features. For ethical reasons,
DSC analysis was only carried out in the case of ICF remaining after analysis of biochemical
markers, for which at least 1 mL Eppendorf was necessary for each patient.

All patients recruited were over 18 years old and had an indication for EUS-FNA
regardless of their participation in the study, which was free and voluntary after receiving
the relevant verbal and written information and signing the informed consent form. The
procedure was approved by the Ethics Committee (Aragon Research Ethics Committee
(CEICA) on 5 October 2016, Act No. 17/2016 and 5 February 2020, Act No. 03/2020.

Exclusion criteria: age under 18, diagnosis other than PCLs, insufficient ICF sam-
ple (<1 mL), inability to obtain a thermogram or to establish a diagnosis due to lack of
clinical information.

Data collected: age, sex, smoking/alcohol habits, location (head or body-tail), size,
MRI/EUS characteristics (WF/HRS, pathognomonic image (serous cystadenoma (SCA)),
Wirsung communication, history of pancreatitis, related symptoms (diabetes, abdomi-
nal pain, jaundice, weight loss), string sign, ICF biomarkers (CEA (carcinoembryonic
antigen) > 192 ng/mL and glucose < 50 mg/dL: higher probability of M-PCLs;
amylase > 250 U/L: Wirsung communication), serum biomarkers (carbohydrate antigen 19.9
(Ca19.9) > 37 U/mL: malignancy if no cholestasis; bilirubin > 1.2 mg/dL: HRS), surgical re-
section, postoperative complications (Clavien—-Dindo classification) [14], histopathological
analysis, clinical evolution.

Diagnosis was established as confirmed (histopathologically or pathognomonic mor-
phology in the case of SCA lesions) or high probability (consensus of three expert pancreatol-
ogists (radiologist, clinician, and endoscopist) based on a combined analysis of the clinical
context, imaging tests, and biochemical markers).

The classification of PCLs is shown in Table 1.

Table 1. Classification of pancreatic cystic lesions.

Non-Mucinous PCLs (NM-PCLs). Mucinous PCLs (M-PCLs)

Pseudocyst (PC)

Serous cystadenoma (SCA)
Lymphoepithelial cyst/lymphangioma (LINF)

MD-IPMN (main duct IPMN)
BD-IPMN (branch duct IPMN)
Mucinous cystic neoplasm (MCN)
Simple mucinous cyst (SMC)

Further subdivided into:

Benign (bM-PCL)
Malignant (mM-PCL):
O  Malignant IPMN (mIPMN)

O  PDAC with cystic component (cPDAC).
O  SMC with high-grade dysplasia (SMC-HGD).

Malignant pancreatic cystic lesions were pathologically confirmed.

2.1. Sample Processing

After EUS-FNA, ICF samples were frozen (—80 °C) and anonymized with internal
codes following the recommendations of the local ethics committee. For the DSC assay,
samples were thawed at room temperature, centrifuged, and diluted 1:10 in phosphate-
buffered saline, using 400 uL to obtain the thermograms.

A high-sensitivity automated VP-DSC (MicroCal, Malvern Panalytical, Malvern, UK)
was used. The scanning rate was 1 °C/min, with a scanning range between 10 and 95 °C.
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2.2. Data Analysis
2.2.1. Preparation of Thermograms

A software developed by the group, implemented in Origin 7.0 (OriginLab, Northamp-
ton, MA, USA), was used. It involved baseline subtraction and correction, interpolation to
obtain uniformly distributed data across the temperature range (AT = 0.25 °C), and restrict-
ing the analysis to the interval between 40 and 95 °C. Each thermogram was normalized by
its area. The temperatures and their excess CP values were the predictive variables for the
classification model. To reduce the number of predictive variables and avoid overfitting,
information was selected from each degree of temperature, truncating between 55 and
85 °C, as these values exhibited the most significant changes.

2.2.2. Obtaining Classification Models i(TLB Models)
From the ICF thermograms, two iTLB models were obtained:

e iTLB1 Model: NM-PCLs vs. M-PCLs, training with confirmed LQP diagnoses and
validating with high probability diagnoses.

e iTLB2 Model: benign (bM-PCLs) vs. malignant (mM-PCLs), training with all M-PCLs
due to the small sample size.

The proposed thermogram analysis methodology was developed previously [12] and
is based on obtaining a classification model from the shape information of the thermograms
using pairs of temperatures through the K-Top-Scoring-Pair function (R switchBox library).
The classification model was fitted using Lasso logistic regression by applying the ncoreg
package in R (version 4.3.2) and cross-validated for model fit.

The classification model provided a single number per patient (—oo, +00). If the model
provided a number < 0, the lesion was classified as an NM-PCL (for iTLB1) or bM-PCL (for
iTLB2), whereas if the number was >0, the lesion was classified as an M-PCL (for iTLB1) or
mM-PCL (for iTLB2).

The performance of both models was evaluated by calculating common performance
indexes: sensitivity, specificity, positive and negative predictive values (PPV and NPV),
receiver operating characteristic (ROC) curve, and its area under the curve (AUC) with its
95% confidence interval (CI).

2.2.3. Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors test or the Shapiro-Wilk test (depending on the sam-
ple size) was used to assess the normality of the variables. Medians between two independent
groups were compared using the Wilcoxon test for variables with non-normal behavior.

For all tests, a two-sided p-value < 0.05 was considered statistically significant. Sta-
tistical analyses were performed using the R language and environment for statistical
computing, version 4.3.2 (31 October 2023).

3. Results

A total of 41 patients with PCLs were recruited; six met the exclusion criteria (insuffi-
cient information in the clinical history (n = 1); diagnosis other than PCL (n = 2: adrenal
gland pheochromocytoma and pancreatic metastasis of primary renal tumor); incorrect
nomenclature that prevented adequate identification of the sample with the patient (n = 2);
and technical impossibility of obtaining the thermogram (n = 1)); thus, the final sample
size was 35, of which 22 (63%) had pathological confirmation: 17 (49%) were M-PCLs, with
8/17 (47%) being mM-PCLs.

3.1. Demographics

Table 2 provides a summary of the cohort demographics. Tables S1 and S2 show more
detailed characteristics.
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Table 2. Descriptive characteristics of the cohort of patients with pancreatic cystic lesions (PCLs),
including non-mucinous PCLs (NM-PCLs) and mucinous PCLs (M-PCLs).

Cyst # n % Total (% Group) Age* Sex: n (%) @ Size ** (mm) Loc: n (%) B-T ***
NM-PCLs: 18 51% (100%) 64 (49-86) 8 (44%) 46 [38; 62] 8 (44%)
PC 11 31% (61%) 62 (49-75) 3 (27%) 55 [33; 85] 5 (45%)
SCA 14% (28%) 72 (60-86) 4 (80%) 45 [40; 45] 2 (40%)
LINF 2 6% (11%) 55 (52-59) 1 (50%) 48 [47; 48] 1 (50%)
M-PClLs: 17 49% (100%) 61 (36-83) 10 (59%) 32 [26; 50] 9 (52%)
IPMN 10 29% (59%) 68 (48-83) 4 (40%) 28 [25; 35] 4 (40%)
MCN 2 6% (12%) 39 (36-42) 2 (100%) 31 [30; 31] 2 (100%)
SMC-HGD 1 3% (6%) 55 (55-55) 1 (100%) 58 [58; 58] 1 (100%)
PDAC 4 11% (23%) 53 (38-74) 3 (75%) 65 [44; 80] 2 (50%)
Total 35 100% 62 (36-86) 18 (51%) 40 [30; 52] 17 (49%)

Data are categorized by cyst type, number of cases (n), percentage of total cases, age *, sex distribution, size of
the lesions **, and their location ***. * Mean age of patients with the minimum and maximum in parentheses.
** Median size of the lesions in millimeters with the interquartile range in brackets. *** Number and percentage of
lesions located in the body-tail (B-T) of the pancreas. Cyst #: Type of pancreatic cystic lesion, PC: Pseudocyst,
SCA: Serous Cystadenoma, LINF: Lymphoepithelial cyst/Lymphangioma, IPMN: Intraductal Papillary Mucinous
Neoplasm, MCN: Mucinous Cystic Neoplasm, SMC-HGD: Simple Mucinous Cyst with High-Grade Dysplasia,
PDAC: Pancreatic Ductal Adenocarcinoma.

3.2. Symptoms
Most PCLs (69%) presented symptoms:

e NM-PCLs: 67% (12/18) abdominal pain (2/5 SCAs and 10/11 PCs, nine with underly-
ing chronic pancreatitis).

e  M-PCLs: 71% (12/17) symptomatic.
@) bM-PCLs: 44% (4/9) abdominal pain, one of them (IPMN) with acute pancreatitis.
@) mM-PCLs: jaundice (100% of malignant IPMNs (mIPMNs) and 25% of PDACs)

and weight loss (100% of PDACs and 67% of mIPMNs) were predominant.

Five patients with PCLs presented new-onset diabetes: two SCAs (both >40 mm) and
three mM-PCLs (two mIPMNs and one PDAC).

3.3. Morphological Characteristics, String Sign, and Biochemical Markers

Table 3 summarizes the diagnostic performance of imaging tests, string sign, and
biochemical markers.
Regarding HRS,

e  Mural nodules > 5 mm (n = 3): two IPMNs (one mIPMN), one PC (disappeared in
follow-up).
Solid component (n = 4): All malignant, two PDACs, two mIPMNs.
Dilated Wirsung > 10 mm: one main duct IPMN (MD-IPMN), not fit for surgery and
negative cytology, favorable evolution to date.

Regarding WEF,

Cyst wall thickening (n = 4): two PCs, one SCA, one PDAC.

Size > 30 mm: 6/8 M-PCLs.

Dilated Wirsung 5-9 mm: one PDAC, five IPMNs (three mIPMNs).
Lymphadenopathies: two PDACs.

Regarding biochemical markers, it should be noted that in the cohort, ICF glucose was
available for only 10 patients.
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Table 3. Diagnostic performance of imaging tests, HRS/WE, string sign, biochemical markers, and
classification models in differentiating non-mucinous vs. mucinous and benign vs. malignant
pancreatic cystic lesions (PCLs).

Non-Mucinous vs. Mucinous Benign vs. Malignant

Acc Sens Spec PPV NPV Acc Sens Spec PPV NPV

MDCT 75% 73% 80% 89% 57% 88% 88% 88% 88% 88%
MRI 56% 44% 71% 67% 50% 75% 33% 100% 100% 71%
EUS 77% 67% 90% 89% 69% 91% 75% 100% 100% 88%
Dilated Wirsung 65% 50% 78% 67% 64%
Nodules 53% 12% 89% 50% 53%
Solid component 76% 50% 100% 100% 69%
Lymph 65% 25% 100% 100% 60%
String sign (ICF) 71% 59% 83% 77% 68%
ICF-CEA 79% 76% 82% 81% 78%
ICF Glucose 60% 50% 67% 50% 67%
Serum Cal9.9 68% 62% 70% 45% 82%
iTLB1 Model 77% 92% 60% 73% 86%
iTLB2 Model 100% 100% 100% 100% 100%

The metrics include accuracy (Acc), sensitivity (Sens), specificity (Spec), positive predictive value (PPV), and
negative predictive value (NPV). Each column under “Non-Mucinous vs. Mucinous” and “Benign vs. Malignant”
provides the respective performance metrics (Acc, Sens, Spec, PPV, NPV) for the listed diagnostic tools and
models. Imaging Studies: Multidetector Computed Tomography (MDCT), Magnetic Resonance Imaging (MRI),
Endoscopic Ultrasound (EUS), presence of a dilated main pancreatic duct (Dilated Wirsung), presence of mural
nodules (Nodules), presence of a solid component within the cyst (Solid Component), and presence of suspicious
lymphadenopathies (Lymph). Intracystic fluid Characteristics: presence of a string sign in ICF indicating mucinous
content (String Sign [ICF]). Biochemical Markers: Carcinoembryonic Antigen (ICF-CEA) in ICF, glucose level
in ICF (ICF Glucose), and Carbohydrate Antigen 19.9 in serum (serum Cal9.9). Classification Models: iTLB1
Model, which differentiates non-mucinous vs. mucinous PCLs, and iTLB2 Model, which differentiates benign
vs. malignant mucinous PCLs. Notes: Thresholds for CEA, glucose, and Ca19.9 are 192 ng/mL, 50 mg/dL, and
37 U/mL, respectively; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

3.4. Cytology

Performed in 43% of the samples: 20% hypocellular and 33% misdiagnosed (three
malignancies and two mucinous changes misidentified).

3.5. Surgical Resection
Performed in 49% (17/35) of cases:

e  Sixdistal pancreatectomies: one due to complication (pancreatic fistula), the remaining
five due to suspected mM-PCLs with HRS/WF: pain (3/5), size > 30 mm (4/5), growth
(3/5), acute pancreatitis (1/5), 8 mm mural nodule (1/5), elevated serum Ca19.9 (1/5).
All of them were confirmed as M-PCLs, but only one showed high-grade dysplasia
(HGD), with its only WF being growth. All of them presented minor complications.

e Five CDPs: All performed due to suspected mM-PCLs with HRS/WF: new-onset
diabetes (5/5), jaundice (2/5), elevated serum Ca19.9 (3/5), size > 30 mm (3/5), dilated
Wirsung (3/5), or solid component (2/5). Among these, two were confirmed as SCAs,
with no postoperative complications, and three were confirmed as mM-PCLs, with
one postoperative death.

e  Three exploratory laparotomies, two cystogastrostomies, and one emergency surgery
(hemoperitoneum).
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3.6. ICF Thermograms

The means and standard deviations of the normalized ICF thermograms for each PCL
subtype were represented (Figure 1) to observe inter- and intra-individual variability.
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Figure 1. Normalized thermograms of intracystic fluid (ICF) for each pancreatic cystic lesion (PCL)
subtype. This figure displays the means and standard deviations of the normalized thermograms
of ICF for various PCL subtypes. The thermograms represent the excess heat capacity (Cp) in
arbitrary units (a.u.) as a function of temperature (°C), showing the variability both between and
within individuals with each subtype. The black lines represent the mean Cp values, while the
shaded areas indicate the standard deviations, illustrating the range of thermal responses for each
subtype of PCL. This graphical representation helps visualize the distinct thermal profiles associated
with each type of cystic lesion. Panel (A) represents cysts with confirmed diagnoses and includes
thermograms for Serous Cystadenoma (SCA, n = 4), Pseudocyst (PC, n = 1), Walled-off Necrosis
(WON, n = 3), Lymphoepithelial cyst/Lymphangioma (LINF, n = 2), Intraductal Papillary Mucinous
Neoplasm (IPMN, n = 2), Mucinous Cystic Neoplasm (MCN, n = 2), Simple Mucinous Cyst with
High-Grade Dysplasia (SMC-HGD, n = 1), and Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC, n = 4).
Panel (B) represents cysts with highly probable diagnoses and includes thermograms for Serous
Cystadenoma (SCA, n = 1), Pseudocyst (PC, n = 6), Intraductal Papillary Mucinous Neoplasm (IPMN,
n = 5), and Walled-off Necrosis (WON, n = 1).

3.6.1. iTLB1 Model: NM-PCLs vs. M-PCLs

Developed from the area-normalized ICF thermograms from PCLs with confirmed diag-
noses, with 45% (10/22) being NM-PCLs (four SCAs, two lymphoepithelial /lymphangiomas
(LINEF), and four PCs), and 55% (12/22) being M-PCLs (five IPMNs (three mIPMNSs), two
MCN:s, four pancreatic ductal adenocarcinomas with associated cystic component (cPDAC),
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and one simple mucinous cyst with HGD (SMC-HGD)). Figure 2A-C display their means
and standard deviations.
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Figure 2. Mean normalized thermograms by area for each group and results of the iTLB1 model for
differentiating thermograms of intracystic fluid from non-mucinous and mucinous lesions from PCLs
with confirmed diagnosis. In panel (A), the green line represents non-mucinous PCLs, while in panel
(B), the red line represents mucinous PCLs. The grey shading indicates the mean =+ standard deviation
for each group. Panel (C) displays the mean normalized thermograms by area for each group
overlapping, with non-mucinous lesions in green and mucinous lesions in red. Black dots represent
the temperatures used in the iTLB1 model, with vertical dashed lines marking the temperature
range used to train the model (55-85 °C). After, this figure presents the results of the iTLB model
obtained for differentiating the thermograms of intracystic fluid (ICF) from non-mucinous lesions
(NM-PCLs) and mucinous lesions (M-PCLs). Panel (D) shows the absolute value of the coefficients
of the iTLB1 model for each of the predictive temperature pairs. Panel (E) illustrates the median
differences in the iTLB1 model results for each group (non-mucinous in green and mucinous in
red), with the horizontal line representing the zero cutoff point. Panel (F) shows the area under the
ROC curve (AUC) of the iTLB1 model. Panel (G) presents the contingency table for the prediction
results (top) and the performance metrics of the iTLB1 model (bottom). Notes: Cp: excess heat
capacity; a.u.: arbitrary units; AUC: area under the curve; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy;
Acc: accuracy; Sens: sensitivity; Spec: specificity; PPV: positive predictive value; NPV: negative
predictive value.

The iTLB1 model consists of two temperature pairs, illustrated in Figure 2D, along with
the absolute value coefficients assigned to each pair and depicted in the mean thermograms
of each group in Figure 2C. Statistically significant differences were observed in iTLB1 scores
between the medians of the NM-PCL group (—1.31 [-1.31;0.04]) and the M-PCL group
(1.54 [0.04;1.54]) (Wilcoxon test: p-value = 0.042), with an AUC of 0.79 (95% CI = 0.59-0.99)
(Figure 2E,F). The prediction results showed sensitivity, specificity, PPV, and NPV of 92%,
60%, 73%, and 86%, respectively (Figure 2G). In other words, 6/10 NM-PCLs and 11/12
M-PCLs were correctly classified.
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Subsequently, the iTLB1 model was applied to the ICF thermograms of PCLs with
high probable diagnosis (remaining 37%). Figure 3A shows the iTLB1 model scores for
each type of lesion, considering all PCLs. Among the NM-PCLs, the misclassified cases
were PC (5/11) and SCA (3/5). Among the M-PCLs, only 3/10 IPMNs were misclassified,
all of them benign; thus, all mM-PCLs were correctly classified as mucinous. However, no
statistically significant differences were observed between bM-PCLs (0.189 [—1.313;1.544])
and mM-PCLs (1.544 [1.169;1.544], Wilcoxon test: p-value = 0.180) (Figure 3B).
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Figure 3. iTLB1 model scores for different cystic lesions in patients with confirmed and highly proba-
ble diagnoses. Panel (A) presents the scores by cyst type (non-mucinous in green, non-malignant
mucinous in black, and malignant mucinous in red). Panel (B) shows the scores based on ma-
lignancy (red for malignant and black for non-malignant mucinous lesions). Notes: iTLB: intelli-
gence Thermal Liquid Biopsy; PC: Pseudocyst; SCA: Serous Cystadenoma; LINF: Lymphoepithe-
lial/Lymphangioma; MCN: Mucinous Cystic Neoplasm; IPMN: Intraductal Papillary Mucinous
Neoplasm; mIPMN: malignant Intraductal Papillary Mucinous Neoplasm; SMC-HGD: Simple Muci-
nous Cyst with High-Grade Dysplasia; PDAC: Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; ns: not significant.

3.6.2. iTLB2 Model: bM-PCLs vs. mM-PCLs

Developed to detect malignancy, given the ineffectiveness shown by the iTLB1 model.
All M-PCLs (n = 17, 71% with confirmed diagnosis) were used for the training, with 53%
being bM-PCLs (seven IPMNs, two MCNs) and 47% being mM-PCLs (three mIPMNs, one
SMC-HGD, four PDACsS).

Figure 4A—C show the means and standard deviations of the area-normalized ICF
thermograms for each group.

The iTLB2 model consists of three temperature pairs, illustrated in Figure 4D, along
with the absolute value coefficients assigned to each pair and depicted in the mean ther-
mograms of each group in Figure 4C. Statistically significant differences were observed in
the iTLB2 score between the medians of the bM-PCL group (—2.17 [-3.30;—2.17]) and the
mM-PCL group (1.90 [1.90;1.90]) (Wilcoxon test: p-value < 0.001), with an AUC of 1.00 (95%
CI =1.00-1.00) (Figure 4E,F). The prediction results showed a performance index of 100%
(Figure 4G).
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Figure 4. Mean area-normalized thermograms for mucinous group and results of the iTLB2 model
for differentiating thermograms of intracystic fluid from benign mucinous and malignant mucinous
lesions. In panel (A), the black line represents benign mucinous pancreatic cystic lesions (bM-PCLs),
while in panel (B), the red line represents malignant mucinous pancreatic cystic lesions (mM-PCLs).
The grey shading indicates the mean =+ standard deviation for each group. In panel (C), the mean
thermograms of both groups are superimposed, with vertical dashed lines marking the temperature
range used to train the classification model (55-85 °C) and blue dots representing the temperatures
used in the iTLB2 model. After, this figure presents the results of the iTLB2 model obtained for
differentiating the thermograms of intracystic fluid (ICF) from benign mucinous lesions (bM-PCLs)
and malignant mucinous lesions (mM-PCLs). Panel (D) shows the absolute value of the coefficients
of the iTLB2 model for each of the predictive temperature pairs. Panel (E) illustrates the median
differences in the iTLB2 model results for each group (benign mucinous in black and malignant
mucinous in red), with the horizontal line representing the zero cutoff point. Panel (F) shows the area
under the ROC curve (AUC) of the iTLB2 model. Panel (G) presents the contingency table for the pre-
diction results (top) and the performance metrics of the iTLB2 model (bottom). Notes: CP: excess heat
capacity; a.u.: arbitrary units; AUC: area under the curve; iTLB: intelligence thermal liquid biopsy;
Acc: accuracy; Sens: sensitivity; Spec: specificity; PPV: positive predictive value; NPV: negative
predictive value; bM-PCL: benign mucinous pancreatic cystic lesion; mM-PCL: malignant mucinous
pancreatic cystic lesion.

4. Discussion

PDAC is the third leading cause of cancer deaths in the USA [15], with 20% of patients
being surgical candidates at diagnosis, and a 5-year overall survival rate of 10% [16]. Its
indolent course often leads to delayed diagnosis, exacerbated by the lack of effective
biomarkers and screening programs [1]. The accurate identification of certain at-risk
populations [17], including patients with M-PCLs [18], is crucial.

PCLs are a heterogeneous group of lesions with increasing incidence [19], ranging from
inflammatory fluid accumulation residual to pancreatic diseases to true cysts with epithelial
lining, which determines their malignancy risk. Within this group, M-PCLs, with their
characteristic mucin-producing columnar epithelia, stand out. However, differentiating
them from imaging tests is one of the current diagnostic challenges, especially when
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they are smaller than 2 cm, and other tools, such as ICF biomarkers or genomics, are
not always accurate or available. Therapeutic decision-making should always be done in
multidisciplinary committees, relying on clinical practice guidelines that, however, present
a certain variability in their recommendations [20].

According to the series, M-PCLs were the most common epithelial cysts, with IPMNs
(70%) predominating over MCNs (25%). SCAs account for 10-16% of total PCLs, and
lymphoepithelial lesions/lymphangiomas are rare (0.5%). The study cohort mimics these
reported frequencies, as well as data on distribution by sex, age, and location, as shown
in Table 2. In surgical series, the most resected PCLs were also M-PCLs (45% IPMNs, 16%
MCNs), followed by SCAs (16%) [21]. In this study, IPMNs were also the most frequently
operated on (44%), followed by MCNs (12%) and SCAs (9%).

The sample size is small, and this is probably the biggest weakness of our study,
together with its implementation in a single center. For this reason, this study is considered
a pilot study, and we are already working on expanding the sample size in collaboration
with other centers for future studies. However, despite the small size, it is a balanced
sample with representation of the main subtypes, including rare ones such as LINF and
SMC [22]. The predominance of symptomatic patients is explained by the inclusion of
PCs on underlying chronic pancreatitis and the selection biases inherent to the exclusive
recruitment of patients with PCLs using EUS-FNA criteria, including symptomatic PCLs.

The methodology applied to obtain iTLB models was previously described in serum
samples [12]. However, there was a difference when it was applied to ICF thermograms. A
range temperature between 60 and 80 °C was used in serum samples, while a bigger range
was applied in ICF samples (55-85 °C). The reason for this change is that ICF samples
experience less cooperative unfolding between their proteins, leading to thermograms
whose Cp value starts to increase at lower temperatures and ends at its baseline at higher
temperatures than serum samples. This phenomenon can be observed by comparing the
thermogram figures in this manuscript with, for example, the article published on serum
samples [12].

4.1. Differential Diagnosis of NM-PCLs vs. M-PCLs

In clinical practice, the diagnostic workup begins with imaging tests, with a reported
accuracy of diagnosis of 47-78% with most advanced modalities [23]. In a recent meta-
analysis [24], MDCT showed an accuracy of 39-45%, and EUS, limited by interobserver
variability, had a sensitivity and specificity of 36-91% and 45-81% [25]. In the study cohort,
the accuracies of MDCT and MRI were 75% and 56%, respectively, and EUS had a sensitivity
and specificity of 67% and 90%.

String sign showed a sensitivity, specificity, PPV, and NPV for M-PCLs of 59%, 83%,
77%, and 68%, similar to the study [26].

Regarding ICF biomarkers, in a recent meta-analysis, CEA showed a sensitivity and
specificity for M-PCLs of 58% and 87% [27]. This study cohort had a higher sensitivity
(76%) and slightly lower specificity (82%). However, it is reported that up to 30% of IPMNs
have CEA levels < 192 ng/mL, and in this study, it was observed in 20% of IPMNs and
50% of MCNs. Additionally, CEA is not valid for distinguishing IPMN from MCN or
as a malignancy marker, and recent publications raise doubts about its suitability [28,29].
Regarding glucose, the same meta-analysis attributed a sensitivity and specificity of 93%
and 89% for M-PCLs, with an accuracy of 89% and an AUC of between 0.87 and 0.91 [30],
surpassing CEA [31]. However, it is not a malignancy marker either, and reading errors
occur in up to 22% of cases due to ICF viscosity [32]. There is also evidence of confounding
results in PCs [33], with nearly 30% false positives. In the study cohort, the diagnostic
performance of glucose was markedly lower, although the small number of cysts for which
we have glucose values must be considered.

Regarding genomics in ICF, the identification of KRAS mutations showed high speci-
ficity (96%) and low sensitivity (45%) for IPMNSs, as they may also exist in up to 35% of
MCN:Ss. The associations of KRAS-GNAS mutations result in higher sensitivity (91%), but
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their simultaneous presence is less than 50% [34]. Moreover, genomics is expensive and not
widely available, as in our case.

There are other new techniques like needle-based confocal laser endomicroscopy,
EUS through the needle biopsy, and contrast-enhanced EUS. Needle-based confocal laser
endomicroscopy is a technique that provides high-resolution images by introducing a
fiber optic probe (0.85 mm) through a 19G needle, allowing histological analysis of the
cyst wall in real time. In different clinical trials, better performance with respect to CEA,
and even EUS-FNA, has been observed in the characterization of PCLs, with a diagnostic
yield of up to 88% and a diagnostic accuracy of up to 96%. However, it is a technique
that is not free of complications, such as the increased risk of pancreatitis or intracystic
hemorrhage. Other disadvantages are its high cost, which prolongs the examination time,
the endoscopist’s learning curve, its limited availability, the technical difficulties preventing
the acquisition of adequate images in certain situations, and the fact that it is not an optimal
test for ruling out malignancies because it only allows the visualization of a small surface
of the interior of the cyst [35]. EUS through the needle biopsy consists of introducing a
mini-forceplier (Moray microforceplier) through a 19G needle to perform a direct biopsy of
the cyst wall. Various publications have proven its usefulness in the characterization of
PCLs, with an interesting diagnostic yield of around 62% for differentiating mucinous and
non-mucinous lesions and up to 71.5% for detecting malignancies. Its main drawback is its
significant association with adverse effects of up to 16% (11.5% in more recent series), the
most frequent being intracystic hemorrhage. In a recently published series, risk predictors
associated with complications were identified in the following order from highest to lowest:
diagnosis of IPMN, number of passes (higher risk with more passes), age (higher risk with
older age), and complete aspiration of the cyst. Thus, a high-risk group was identified
(associated with 28% of adverse events), made up of patients diagnosed with IPMN in
whom multiple passes were performed. Therefore, this is a technique in which it is essential
to select the patient appropriately to ensure that the risk/benefit ratio is adequate, and this
circumstance further limits its diagnostic yield [36]. Contrast-enhanced EUS involves using
ultrasound contrasts simultaneously with EUS. These contrasts provide information on the
microvascularization of the lesions, improving their characterization. In general, it is a safe
technique with a very low rate of adverse effects. Most studies do not focus so much on
its ability to characterize the different PCLs, but on its usefulness in characterizing mural
nodules with suspected malignancies. A recent systematic review that analyzed eight
studies in which contrast-enhanced EUS was performed concluded that the technique has
a diagnostic accuracy of 95% in identifying malignant nodules [37]. However, its capacity
for differential diagnosis of different PCLs is more limited, and it is not available in many
centers, as in our case.

Faced with these results, the iTLB1 model showed sensitivity, specificity, accuracy, and
AUC of 92%, 60%, 77%, and 0.79 for differentiating M-PCLs and NM-PCLs. Compared to
other tools in the cohort (Table 3), it had superior sensitivity and NPV, and compared to
data reported in the literature, its accuracy and AUC are only surpassed by glucose and
genomics, but its results are not affected by ICF viscosity, and it has better affordability.

In the subsequent validation with lesions without a confirmed diagnosis, four PCs
were misclassified (5/11 in total, only one confirmed histopathologically), all associated
with severe underlying inflammation (advanced chronic pancreatitis or necrohemorrhagic
acute pancreatitis), most likely reflecting the heterogeneous ICF composition of PCs due
to its inflammatory pathophysiology. Presumably, by increasing the sample size, TLB
models could not only identify this inflammatory nature but also potential complications,
such as necrosis, infection, or hemorrhage, through the global analysis of ICF components.
Evidence of this is the characteristic pattern of walled-off necrosis lesion thermogram
already observed in our cohort (Figure 1).
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4.2. Identification of Malignancies

Regarding distinguishing bM-PCL from mM-PCL, a recent meta-analysis [24] de-
scribes a sensitivity and specificity of 36-71% and 64-100% for MDCT, and 76% and 80%
for MRI, with an accuracy of 81% when combining both [38]. In the study cohort, MDCT
showed a higher sensitivity (88%) and specificity (88%), and MRI showed lower sensitivity
(33%) but excellent specificity (100%), with EUS being the most accurate test (91%), with a
sensitivity and specificity of 75% and 100%.

As shown in Table 3, HRS/WF showed low sensitivity but high specificity (up to
100% for some signs like solid components or suspicious lymphadenopathies) despite the
performance being lower than described in consensus guidelines [25]. For these signs,
the literature describes a limited isolated value on malignancy prediction, with increasing
stepwise risk as the number of WF increases (22% with one, 100% with >4) [23]. In this
study, both observations were observed, with examples of isolated mural nodules described
in PCs, as well as a tendency for mM-PCLs to accumulate several HRS/WF (37% with
>3). However, contrary scenarios were also observed, with M-PCLs with >3 WF without
evidence of malignancy.

Two clinical signs were of particular relevance: new-onset diabetes (37% mM-PCLs),
but a distracting factor in the surgical indication on two SCAs, and jaundice (50% mM-PCLs,
75% in the pancreatic head and in any NM-PCL or bM- PCL).

According to previous reviews [39], cytology showed high specificity (83-100%) but
low sensitivity (50%), with up to 60% hypocellular samples. In this study, 20% of the
samples were hypocellular, and existing malignancy was misdiagnosed in 20% of the cases.

Genomics in ICF can also detect malignancy using helpful mutations (TP53, SMAD4,
CDKN2A, PIK3CA) with high specificity (92-98%) but low sensitivity (9-39%) [27] despite
its cost and limited availability, as is the case for our center.

Faced with these data, the iTLB2 model was shown to be the most valuable tool in
detecting malignancies, with a performance of 100%. Notably, it correctly identified one
mM-PCL in its earliest stage of malignancy (HGD) that had been operated by growth,
without any other WE. It must be noted that, given the small sample size, all M-PCLs
(histopathologically confirmed or not) were included in the model training, so it could not
be validated and could only be considered a pilot study. More studies are necessary to
confirm these results.

Finally, a sub-analysis of surgical indications and complications was performed to
assess the possible influence of both models on decision-making and patient outcomes.
All surgeries were correctly indicated following current guidelines based on suspicion
of mucinous origin and the presence of symptoms or HRS/WEF. However, malignancy
was only confirmed in 1/5 distal pancreatectomies (all of them presenting minor post-
surgical complications) and in 3/5 CDPs (one post-surgical death), with the other two
being SCAs (fortunately without post-surgical complications). In the hypothetical scenario
where iTLB had been considered in decision-making, the iTLB1 model would not have
identified the non-mucinous origin of the two operated SCAs, but the iTLB2 model would
have correctly identified the absence of malignancies in the four benign distal pancreate-
ctomies, avoiding surgery (67% of distal pancreatectomies) and its associated morbidity
(minor complications).

Regarding limitations, this is a retrospective single-center study with a small sample
size, with only 63% of histologically confirmed diagnoses; however, the diagnostic approach
without histology follows current standards of clinical practice. ICF glucose determination
was not performed in older samples because of the relatively recent evidence of its utility.
The inclusion bias in patient recruitment was already commented on (for example, it would
be very interesting to be able to assess the performance of this technique in asymptomatic
patients, thus removing the selection bias in our study). TLB is a highly sensitive but less
specific tool. TLB does not specifically inform on the identity of the proteins responsible
for the changes observed in the thermogram and neither can the temperature pairs of the
models be justified by biomarkers or biological mechanisms by themselves.
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The continuation of this study will focus on increasing the sample size through mul-
ticenter studies, including additional glucose measurement and performing proteomics
analysis to discover the proteins responsible for the thermogram patterns.

5. Conclusions

Despite all these findings requiring future clinical validation through multicenter stud-
ies with larger sample sizes, iTLB emerges as a promising, minimally invasive, inexpensive,
and easy-to-apply tool for improving differential diagnosis of PCLs and malignancy de-
tection, even in the early stages. Its methodology allows the overall screening of the total
composition of ICF in a single analytical process, avoiding the loss of information inherent
in current strategies that consider individual biomarkers.

The future will probably bring diagnostic models that combine different tools using
simultaneous analysis of different sources to increase diagnostic accuracy. iTLB has this
multiple analysis strategy as one of its best advantages, and therefore, in our opinion, it
could be a key diagnostic method.
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Development of a Machine-Learning Model for Diagnosis
of Pancreatic Cancer from Serum Samples Analyzed

by Thermal Liquid Biopsy

Sonia Hermoso-Durdn, Nicolas Fraunhoffer, Judith Millastre-Bocos,
Oscar Sanchez-Gracia, Pablo F. Garrido, Sonia Vega, Angel Lanas, Juan lovanna,

Adridn Veldzquez-Campoy,* and Olga Abian*

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) poses a considerable diagnostic and
therapeutic challenge due to the lack of specific biomarkers and late diagnosis.
Early detection is crucial for improving prognosis, but current techniques are
insufficient. An innovative approach based on differential scanning calorimetry
(DSC) of blood serum samples, thermal liquid biopsy (TLB), combined with
machine-learning (ML) analysis, may offer a more efficient method for diagnosing
PDAC. Serum samples from a cohort of 212 PDAC patients and 184 healthy
controls are studied. DSC thermograms are analyzed using ML models. The
generated models are built applying algorithms based on penalized regression,
resampling, categorization, cross validation, and variable selection. The ML-
based model demonstrates outstanding ability to discriminate between PDAC
patients and control subjects, with a sensitivity of 90% and an area under the
ROC receiver operating characteristic curve of 0.83 in the training and test
groups. Application of the model to an independent validation cohort of 113
PDAC patients confirms its robustness and utility as a diagnosis tool. The
application of ML to serum TLB data emerges as a promising methodology for
early diagnosis, representing a significant advance for detecting and managing
PDAC, envisaging a minimally invasive and more efficient methodology for
identifying biomarkers.

1. Introduction

Pancreatic cancer stands as a major global
health issue, characterized by its high
mortality rate and escalating incidence.
The American Cancer Society’s estimates
about 64 050 new cases and 50 550 deaths
in its 2023 report for US, making up ~3%
of all cancers and 7% of cancer deaths.
This trend reflects the global patterns
reported by the World Health Organization
(WHO) and Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN), which indicate a steady rise
in pancreatic cancer incidence, linked to
aging populations, lifestyle changes, and
risk factors such as smoking and
obesity."?

Notably, regional variations in pancre-
atic cancer incidence and mortality suggest
the influence of genetic, dietary, and envi-
ronmental factors. Developed nations often
report higher cancer rates, potentially due
to greater exposure to risk factors and
more robust cancer registries. In Europe,

S. Hermoso-Durdn, P. F. Garrido, S. Vega, A. Veldzquez-Campoy, O. Abian
Institute of Biocomputation and Physics of Complex Systems (BIFI)
Joint Units IQFR-CSIC-BIFI, and GBsC-CSIC-BIFI

Universidad de Zaragoza

50018 Zaragoza, Spain

E-mail: adrianvc@unizar.es; oabifra@unizar.es

S. Hermoso-Duran, A. Lanas, A. Velazquez-Campoy, O. Abian
Instituto de Investigacién Sanitaria Aragén (IIS Aragén)
50009 Zaragoza, Spain

S. Hermoso-Durdn, A. Veldzquez-Campoy, O. Abian

Centro de Investigacién Biomédica en Red en el Area Tematica de
Enfermedades Hepiticas y Digestivas (CIBERehd)

28029 Madrid, Spain

The ORCID identification number(s) for the author(s) of this article
can be found under https://doi.org/10.1002/aisy.202400308.

© 2024 The Author(s). Advanced Intelligent Systems published by Wiley-
VCH GmbH. This is an open access article under the terms of the Creative
Commons Attribution License, which permits use, distribution and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

DOI: 10.1002/aisy.202400308

Adv. Intell. Syst. 2024, 2400308 2400308 (1 of 10)

N. Fraunhoffer, ). lovanna

Aix-Marseille Université, CNRS, Centre Interdisciplinaire de Nanoscience
de Marseille, Equipe Labélisée Ligue Nationale Contre le Cancer

13288 Marseille, France

J. Millastre-Bocos, A. Lanas
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
50009 Zaragoza, Spain

O. Sanchez-Gracia

Departamento de Ingenierfa Electrénica y Comunicaciones
Universidad de Zaragoza

50018 Zaragoza, Spain

P. F. Garrido
Department of Physics
University of Oslo
0316 Oslo, Norway

P. F. Garrido

Center for Lifespan Changes in Brain and Cognition
University of Oslo

0371 Oslo, Norway

© 2024 The Author(s). Advanced Intelligent Systems published by Wiley-VCH GmbH


mailto:adrianvc@unizar.es
mailto:oabifra@unizar.es
https://doi.org/10.1002/aisy.202400308
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.advintellsyst.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1002%2Faisy.202400308&domain=pdf&date_stamp=2024-10-08

ADVANCED
SCIENCE NEWS

www.advancedsciencenews.com

variations are evident across the continent, with Eastern Europe
showing higher rates, possibly influenced by lifestyle and health-
care disparities.”!

These patterns underscore the urgency of targeted prevention
strategies and research to Dbetter understand the disease’s
pathophysiology. Implementing effective screening programs
for atrisk populations could improve early detection rates
and, consequently, treatment outcomes for pancreatic cancer.!"

One of the primary challenges in diagnosing pancreatic cancer
is the absence of specific symptoms in its early stages, often ren-
dering it undetectable until it has advanced too far."* The man-
ifestation of symptoms largely depends on the location, size, and
spread of the tumor. Common areas affected by metastasis
include the liver, peritoneum, lungs, and bones. This late diag-
nosis, due to nonspecific or absent early symptoms, significantly
impacts treatment options and prognosis, highlighting the
urgent need for improved diagnostic methods."!

While there are no general pancreatic cancer detection pro-
grams that have proven useful in the general population, imag-
ing tests are mainly applied in high-risk groups, with low-quality
evidence in relation to their efficiency, with current biomarkers
being not useful as early diagnosis. For this reason, research is
increasingly focusing on high-risk groups."! These include
individuals with a family history of pancreatic cancer or genetic
syndromes like Peutz—Jeghers syndrome and hereditary pancre-
atitis. For these groups, the use of regular imaging tests, such as
endoscopic ultrasound (EUS) or magnetic resonance imaging
(MRI), combined with biomarkers, is being explored to improve
early detection.!! Furthermore, advancements in genomic
sequencing are enhancing our ability to identify individuals at
increased risk, allowing for more targeted screening approaches.
This shift toward personalized screening reflects a nuanced
understanding of the disease’s risk factors and
underscores the need for ongoing research in biomarker
development.”!

In the study of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the
most prevalent type of pancreatic neoplasm, standard blood tests
including biochemistry markers, complete blood count, and
coagulation profile play a crucial role. The principal biomarker
is the carbohydrate antigen 19-9 (CA19.9). This tumor marker
is not exclusive to pancreatic cancer, but it is used for prognostic
and follow-up purposes. Its utility is limited in asymptomatic
individuals due to low negative predictive value. Genetic factors,
such as the Lewis negative genotype, can affect CA19.9 produc-
tion, influencing its effectiveness as a diagnostic tool.l*® These
biomarkers, while useful, have limitations, and, therefore, there
is a need for more specific and sensitive markers for PDAC.
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Research must continue by exploring novel biomarkers toward
more effective diagnosis and management of pancreatic cancer.

Imaging techniques play a pivotal role in diagnosing PDAC,
enabling assessment of tumor extent and treatment planning.
Commonly used modalities include abdominal ultrasound, com-
puted tomography, MRI, and EUS. These techniques facilitate
PDAC staging using the system developed by the American
Joint Committee on Cancer (AJCC),”! considering tumor
size (T), nodal involvement (N), and distant metastasis (M).
Imaging reveals tumor size and metastasis, while nodal spread
is typically confirmed surgically by anatomopathological analysis
of the surgical specimen. The eighth edition of AJCC (2017) out-
lines stages IA to IV based on these criteria, aiding in therapeutic
decision-making and prognostication. This imaging-based classi-
fication is crucial for tailoring treatment approaches to each
cancer stage.

Beyond the stage classification, PDAC is also classified from a
surgical perspective into resectable and unresectable categories.
Resectable PDAC is confined to the pancreas or has limited
spread and can be entirely removed. Unresectable PDAC, subdi-
vided into locally advanced and metastatic, cannot be fully
removed by surgery. Locally advanced PDAC has grown around
major blood vessels but has not spread to distant organs.
Metastatic PDAC involves distant organ spread.

However, challenges remain in early detection and precise
monitoring due to the lack of highly sensitive biomarkers,
emphasizing the need for developing noninvasive or minimally
invasive techniques, such as blood sample analysis for improved
diagnosis and patient management.

Peripheral blood samples represent another valuable tool in
clinical evaluation for diagnosing and monitoring diseases,
including PDAC. They influence about 60%-70% of medical
decisions due to their ease of collection and minimal invasive-
ness. Blood reflects nearly everything happening in the body,
containing more than 3000 proteins and peptides. Despite the
dominance of a few proteins in the blood proteome, the remain-
ing 1% includes low-abundance proteins with strong disease cor-
relation. Advances in mass spectrometry and electrophoresis
have highlighted the relevance of minor components, known
as the peptidome. The interactome theory suggests that these
potential biomarkers form complexes with abundant proteins,
complicating their study but highlighting the multi-protein
involvement in disease states. This complexity necessitates inno-
vative biochemical and analytical approaches for successful bio-
marker discovery, as no single method suffices using current
technologies. Differential scanning calorimetry (DSC) offers a
novel analytical biophysical approach to study the proteome
and peptidome based on sample thermal stability.”

DSC is a biophysical technique traditionally used to study
protein thermal stability, which has been proven invaluable in
providing information on many diseases. In DSC, protein sam-
ples are heated in a controlled environment, allowing observation
of unfolding processes. The DSC thermogram of a single protein
informs about its structural stability which, for certain proteins,
can be altered by the effect of a disease. This method provides
unique insights into the protein composition of biological sam-
ples, such as blood serum or plasma, revealing potential disease
markers. Changes in the DSC thermogram of blood serum/
plasma may indicate alterations in protein composition and/or
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interactions, which are significant in understanding disease
pathology and progression. While not directly identifying low-
abundance biomarkers, DSC offers relevant information about
the overall state of the proteome, making it a promising tool
for disease diagnosis and monitoring.!*")

Recently, thermogram analysis in DSC has evolved signifi-
cantly, particularly in diagnosing and monitoring of tumoral
diseases."™>*”! This technique, named as thermal liquid biopsy
(TLB), involves comparing thermograms from healthy individu-
als and patients to extract specific, differential thermodynamic
parameters.'*1%832 Notable developments include nonpara-
metric methods for thermogram classification, high-dimensional
data analysis, and algorithms that adjust for variable
penalization.?*—# These approaches have been applied to a
range of diseases, demonstrating the versatility of TLB in clinical
diagnostics. The ongoing research focuses on refining these
methods, particularly in the context of PDAC, to develop robust
classification models (such as the TLB score) that can distinguish
between healthy individuals and patients with PDAC. The ulti-
mate goal is to improve early diagnosis and assess treatment effi-
cacy using a minimally invasive technique, making TLB a
promising tool in the realm of precision medicine.

In advanced diagnostic research, machine-learning (ML) algo-
rithms are employed to analyze complex biomedical data for dis-
tinguishing between healthy and diseased states.’**") These
algorithms can effectively process vast datasets, such as geno-
mics, proteomics, and complex imaging results, enabling the
identification of subtle biomarkers and patterns indicative of spe-
cific diseases. In the context of conditions where early detection
is paramount, ML algorithms can significantly improve diagnos-
tic accuracy, facilitating early intervention and personalized treat-
ment plans. This approach represents a transformative step in
precision medicine, leveraging computational power to interpret
intricate biological data.

Therefore, the objective of this study was to propose a new
methodology for analyzing thermogram curves of biological sam-
ples, in this case peripheral blood serum samples. This method-
ology uses ML tools to get direct information from the DSC
curves and to obtain a robust classification model that differen-
tiates between healthy control patients and patients with PDAC.
We named it the intelligent TLB [iTLB] model.

2. Experimental Section

2.1. Subjects

For developing a new methodology for thermogram analysis and
creating a patient classification model (iTLB model), retrospec-
tive serum samples from a discovery cohort, separated into
two collections at Blood and Tissue Bank of Aragon and provided
by the Biobank of the Aragon Health System, integrated in the
Spanish National Biobanks Network, were used: a group of
healthy control subjects (blood donors from Zaragoza,
n=184) and a group of patients diagnosed with PDAC in the
University Miguel Servet Hospital of Zaragoza (n=212). The
PDAC group provided clinical information including AJCC
eighth edition staging classification indexes (stages 0-IV) and
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resectability status (resectable, non-resectable, locally advanced,
or metastatic).

Then, the iTLB model was applied to an external and indepen-
dent cohort of 113 PDAC patients from the University Clinical
Hospital of Zaragoza (validation cohort).

To provide a comprehensive comparison of the populations
studied, we present the demographic and clinical characteristics
of both the training and validation cohorts in Table 1.

Serum samples from PDAC group were obtained after the
diagnosis and before starting the treatment.

2.2. Thermograms Acquisition

An amount of 5 mL of peripheral blood were collected from each
patient into separator gel tubes (BD Vacutainer). The samples
were allowed to coagulate before centrifugation at 3000 rpm
for 10 min. The serum was aliquoted and stored at —80 °C for
later analysis. To ensure patient anonymity, each sample was
labeled with an internal code, adhering to the protocol approved
by the Ethics Committee.

Thermograms from serum samples were obtained using a
high-sensitivity automated capillary VP-DSC differential scan-
ning calorimeter (MicroCal, Malvern-Panalytical). A thermogram
consisted of the sample excess heat capacity, Cp, compared to a
reference solution as a function of temperature, Cp(T), during
thermal denaturation. Serum samples were diluted (1:25) in fil-
tered phosphate-buffered saline and 400 pL was used for testing.
The experiments were conducted at a scan rate of 1°Cmin ™"
from 10 to 95 °C. In case of not being possible to obtain a ther-
mogram from a serum sample, this patient was excluded from
the study. In other words, a complete-case analysis was applied
without imputation values.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the training and
validation cohorts. The table compares key characteristics between the
two cohorts, including age distribution, gender, tumor stage, and
resectability status. This comparison underscores the similarity between
the cohorts, which is crucial for the validation of the iTLB model.

Validation cohort
(n=113)

68 [60; 73] (n.a. =29)

Characteristic Training cohort

(n=396)

Age, years (median, 58 [48; 68] (n.a. =4)

interquartile range)

Sex, n [%] (na.=1) (n.a.=29)
Male 257 (65.06%) 45 (53.57%)
Female 138 (34.94%) 39 (46.43%)
Tumor Stage, n [%)] (n.a. = 46) (n.a.=29)
Stage | 0 (0.009%) 15 (17.86%)
Stage Il 14 (8.43%) 19 (22.62%)
Stage Il 13 (7.83%) 10 (11.90%)
Stage IV 139 (83.74%) 40 (47.62%)
Resectability status, n [%]: (n.a.=6) (n.a.=29)
Resectable 21 (10.19%) 21 (25.00%)
Locally advanced 46 (22.33%) 23 (27.38%)
Metastatic 139 (67.48%) 40 (47.62%)
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Thermograms were processed using software developed by
the group and implemented in Origin 7 (OriginLab), which
involved baseline subtraction and correction, interpolation to
get evenly distributed data points in the temperature range
(AT =10.25°C) and restricting the analysis to the 40-95 °C inter-
val. Each curve was normalized by area before the detailed analy-
sis of changes in the thermograms and their correlation with
clinical data.

2.3. Methodology for Developing a Classification Model
(TLB Model) from Thermograms

To reduce the number of predictors and avoid overfitting, the
information for each degree of temperature was selected for tem-
peratures ranging from 60 to 80 °C. This range was chosen as a
target for the ML algorithm, chosen based on prior studies indi-
cating major thermogram changes within this range. This
resulted in 21 temperature/predictor variables.

The analysis methodology relied on creating a classification
model based on thermogram shapes. The K-Top Scoring
Pair (KTSP) function (from R switchBox library)!** used temper-
ature pairs as predictors, an ideal tool for high-dimensional
data, reducing overfitting risks and facilitating biological inter-
pretation. The switchBox package was applied to convert Cp
values into categorical data. This was possible because the
algorithm selected a pair of temperatures (T,, T;) when there
was a strong correlation between the sign of the Cp difference
between that pair of temperatures in a group, Cp(T2) > Cp(T1)
or Cp(T) < Cp(Ty), and a correlation of the opposite sign in
the other group. For this reason, every thermogram from each
patient could achieve the condition of the temperature pairs
or not (1/0). Then, a logistic regularized regression applying
nevreg package in R, employing Lasso or non-convex penalties
and cross validation, was used for model adjustment, trained
on 70% of the data, and tested on the remaining 30%, with
100-fold randomization.

Briefly, the methodological procedure consisted of the follow-
ing steps: 1) creating a resampling matrix to split data 100 times
into 70% training data and 30% test data; because the response
variable is PDAC or non-PDAC (healthy control group), it is
important that the sampling was stratified, that is, maintaining
the percentage observed in the initial cohort; 2) determining the
optimal range for the number of temperature pairs needed to be
compared in the model; 3) selecting the most frequently picked
temperature pairs from the 100 fittings; 4) training the model
using the most frequently selected temperature pairs; and
5) choosing the best-performing model from the 100 trained
models, based on the largest area under the curve (AUC) in
the test group.

The outcome of the classification model was a numerical real
value per patient within (—oo, +o0), with zero as the standard
cutoff. Values below zero classified a patient as a healthy control,
and values above zero indicated a patient with pathology (PDAC).
The model’s performance was evaluated using common indexes
from a confusion matrix (sensitivity, specificity, positive predic-
tive value, and negative predictive value), receiver operating char-
acteristic (ROC) curve, and ROC AUC with the 95% confidence
interval (CI).
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2.4, Statistical Analysis

The study used Kolmogorov—Smirnov-Lilliefors or Shapiro-Wilk
tests (based on sample size) to assess variable normality. When
appropriate, t-tests (unpaired) compared means between two
groups, with Bartlett’s test used to verify homoscedasticity for
normally distributed variables. Wilcoxon’s test was employed
to compare medians for non-normally distributed variables.
A p-value <0.05 was significant. Statistical analyses were per-
formed with R version 4.3.2 (October 31, 2023).

3. Results

3.1. Training and Test of iTLB Classification Model:
Discriminating between Healthy Subjects and PDAC Patients

To develop the iTLB model, serum samples from 396 individuals
were analyzed, comprising two independent groups: a control
group of 184 (46.46%) healthy blood donors and a second group
consisting of 212 (53.54%) patients diagnosed with PDAC.
The majority of the PDAC patients were at stage IV (83.73%,
139/166), while 8.43% (14/166) and 7.83% (13/166) were at
stages=1I and III, respectively (n.a.=46) (Figure 1A).
According to tumor resectability (n.a. = 6), 10.19% (21/206) were
resectable, 22.33% (46/206) were locally advanced, and more
than half, 67.48% (139/206), were metastatic (Figure 1B).

3.2. iTLB Model Step by Step

For the iTLB classification model based on normalized thermo-
grams of serum samples, 396 serum samples were analyzed:
184 from the healthy control group and 212 from PDAC group.
Figure 2A,B shows the mean and standard deviation of the ther-
mogram curves (normalized by area) for each group. Figure 2C
overlays these means, highlighting the differences between
groups. The temperature range 60-80 °C, which contained major
thermogram differences, was used for training the classification
model.

The automated ML methodology proposed for the analysis of
thermograms was applied to obtain a classification model using
the thermograms obtained from the 184 healthy subjects and the
212 PDAC patients. First, a resampling matrix was generated to
randomize the assign of samples to the training and test groups
and repeat this process 100 times. The proportion of patients in
each group can be seen in Figure 3(1). Second, pairs of temper-
atures were selected from the 21 predictor temperatures using
the KTSP algorithm. The optimal number of pairs was deter-
mined by observing the median AUC in the test group
(Figure 3(2)). Third, in each training group, temperature pairs
were picked, and a classification model was fitted. The pairs
selected at least 50 times are shown in Figure 3(3). Fourth,
the classification model was trained using only the three most
frequent temperature pairs from the last step. These three pairs
were picked always (100 times) and are displayed in Figure 3(4).
And fifth, at this point, there were 100 trained models, assigning
each of them a coefficient to each pair of temperatures. The var-
iability of the coefficients can be visualized by representing the
mean plus or minus two times its standard deviation for each of
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Figure 1. Frequency diagrams of clinical variables in the PDAC patient group. A) Proportion of patients in each stage according to the AJCC eighth edition;
B) proportion of patients according to whether the tumor is resectable or not. Stage of the eighth edition of the AJCC (American Joint Committee on
Cancer).
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Figure 2. Mean normalized thermogram for each group: A) healthy control subjects in green, and B) PDAC subjects in red, with green/red shading
indicating the standard deviation. C) The 60-80 °C temperature range, used for model training, is highlighted with dashed vertical lines. Cp: heat capacity;
a.u.: arbitrary units.
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Figure 3. Step-by-step representation of the proposed machine-learning methodology for analyzing thermograms and obtaining a classification model
(iTLB model). 1) Left panel: proportion of patients in each group (control subjects in green and PDAC patients in red); right panel: proportion from
discovery cohort used for model training and test; 2) median AUC of the 100 test replicates in each temperature pair range. The objective is to determine
the optimal number of temperature pairs (elbow method); 3) frequency of each temperature pair’s selection in the 100 training replicates when applying
the ncvreg function. Temperature pairs with a selection frequency higher than 50% over the 100 replicates, which are optimal for the next step; 4) frequency
of the selected temperature pairs that passed the 50% cutoff criterion in the previous step in the 100 training replicates; and 5) mean, plus or minus two
times the standard deviation, of the coefficients for each temperature pair that makes up the iTLB model.
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the temperature pairs of the iTLB model (Figure 3(5)). Of the 100
trained and validated models, a mean AUC value of 0.83 (£0.01)
was obtained in the training groups and 0.83 (+0.03) in the test
groups.

3.3. iTLB Model

An iTLB model was obtained consisting of only three
predictive variables (three pairs of temperatures for which there
is a systematic Cp difference in the thermograms from the
two groups), where the pair formed by temperatures 64 and
70°C was clearly the one with the highest statistical weight
for differentiating healthy subjects from PDAC patients
(Figure 4A). Figure 4B shows the location of the three tempera-
ture pairs making the iTLB model along the mean thermogram
of each group.

The iTLB model provided a numerical value or TLB index for
each patient. In the test group, statistically significant differences
were observed in the median TLB index between the healthy
subject group (—1.03 [—1.03;0.17]) and the PDAC patient group
(1.46 [0.26;9.66]) (Wilcoxon test: p-value < 0.001) (Figure 4C),
with an AUC of 0.90 (95% CI=0.85-0.96) (Figure 4D) in the
test group.

To simplify the interpretation of the iTLB model and the
TLB index, a cutoff point can be used, which has a standard
value of zero. Individuals with TLB index < 0 are classified as
healthy subjects, whereas individuals with TLB index >0
are classified as disease subjects. According to the confusion
matrix (Figure 4E), iTLB model had a better sensitivity and

www.advintellsyst.com

negative predictive value than specificity and positive predictive
value.

3.4. Patterns Obtained from the iTLB Model

Since dichotomous predictive variables were used, the TLB index
(numerical result from the prediction model) could be consid-
ered as a discrete quantitative variable with 2" possible outcome
options (where “n” is the number of predictor variables).
Therefore, a maximum of eight results were obtained. By group-
ing the thermograms of patients with the same TLB index and
representing the mean thermograms in each group (control sub-
jects and PDAC patients), several patterns and differences in
them could be appreciated (Figure 5).

3.5. iTLB Model Applied to an External Cohort of PDAC
Patients: Validation of the iTLB Model

An independent, additional cohort of 113 patients diagnosed
with PDAC was used to assess the developed iTLB on an external
validation group. Thermograms from these 113 PDAC patients
were obtained, and the iTLB model was applied to obtain a TLB
index for each patient. According to the standard cutoft of zero, if
TLB index was greater than zero, the result was considered true
positive, but if the TLB index was less than zero, the result was
considered false negative. From 113 PDAC patients, 110 were
true positive (TLB > 0) and 3 were false negative (TLB < 0).
Or in other words, a sensitivity of 97.35% and a false negative
rate of 2.65% were obtained.
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Figure 4. Results of the optimal iTLB model to differentiate the thermograms from healthy control subjects and from PDAC patients. A) Absolute value of
the coefficients of the iTLB model in each of the predictor variables (three pairs of temperatures), with X > Y representing each selected pair of temper-
atures, meaning that the difference Cp(X) — Cp(Y) has systematically a different sign in the thermograms in the PDAC patient group compared to those in
the control group; B) means of normalized thermograms in each group (healthy controls and PDAC patients) and the three relevant pairs of temperatures
(shown in the x-axis in panel A) in the model are marked with black dots; C) TLB index for the individuals in the test group; D) area under the ROC curve of
the iTLB model in the test group; and E) in the top part, contingency table for the test group using the standard cutoff of zero. The bottom part shows the
performance indexes of the iTLB model. Cp: heat capacity; a.u.: arbitrary units; iTLB: intelligent thermal liquid biopsy; AUC: area under the ROC curve;
Acc: accuracy; Sens: sensitivity; Spec: specificity; PPV: positive predictive value; and NPV: negative predictive value.
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Figure 5. Thermogram patterns obtained after clustering the individuals according to their TLB index. The mean thermograms in each group (control
subjects, in green, and PDAC patients, in red) are represented, with shaded area indicating the standard deviation. Each pattern includes the TLB index,
the number of control subjects and PDAC patients corresponding to that pattern, and the proportion of control subjects and PDAC patients belonging to
each pattern (pie chart). Cp: heat capacity; a.u.: arbitrary units; PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma; and iTLB: intelligent thermal liquid biopsy.

4, Discussion

Pancreatic cancer is one of the deadliest and most aggressive can-
cers. Patients are often diagnosed in advanced stages due primar-
ily to the lack of early symptoms, the absence of diagnostic tools
with sufficient sensitivity and specificity for early-stage detection,
and poor response to chemotherapeutic treatments. CA19.9 is
the most commonly used biomarker in patients with PDAC,
which is more notable for monitoring disease progression as
an indicator of tumor burden rather than as a diagnostic tool,
due to its low negative predictive value.

Given these challenges, pancreatic cancer is an area where the
search for new complementary tools for patient management is
particularly relevant. The pursuit of biomarkers in peripheral
blood samples is a primary goal, given the ease, speed, and min-
imal invasiveness of such samples. However, the discovery of
new biomarkers has become increasingly difficult. Advances
in proteomics and interactome theories suggest that a set of pro-
teins, rather than a single biomarker, may better explain the
body’s response to a disease. Therefore, new experimental inte-
grative approaches with different biophysical bases should be
considered. In this scenario, DSC emerges as a sound option
for observing the proteome and peptidome and their
interactions.

In our study, the differences observed in the DSC thermo-
grams between PDAC patients and healthy controls may be
attributable to several underlying biological mechanisms. The
tumor microenvironment in PDAC is known to induce
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considerable alterations in the serum proteome, reflecting both
the systemic inflammatory response and the specific secretion of
tumor-related proteins and metabolites. For instance, the pres-
ence of elevated levels of acute-phase proteins, such as C-reactive
protein and serum amyloid A, as well as changes in the abun-
dance and structure of carrier proteins like albumin, could result
in the distinct thermal profiles observed.*”) These proteins, due
to their role in the response to malignancy, may form protein
complexes or undergo posttranslational modifications,**! leading
to altered thermal stability and denaturation profiles detectable
by DSC. Additionally, the release of exosomes and other extracel-
lular vesicles by PDAC cells, which contain a variety of proteins,
nucleic acids, and metabolites, could further contribute to the
unique thermal signatures seen in the serum of PDAC
patients.*" These mechanisms underscore the potential of
DSC as a tool for capturing complex and diverse proteomic alter-
ations associated with PDAC.

The use of DSC with biological samples, i.e., TLB, has shown
promise as a potential new complementary tool for diagnosis,
monitoring, or prognosis of patients. However, the development
of a standardized methodology for analyzing thermograms to dif-
ferentiate between health/disease states represents a major chal-
lenge with TLB. Various groups have contributed with proposals
reporting increasingly sophisticated methodologies thanks to
bioinformatics advances, facilitating their application and
interpretation.

This work reports a new methodology for TLB analysis that is
easy to implement, interpret, and reproduce. This methodology
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employs direct information from thermograms and ML tools,
taking advantage of validated algorithms for other types of data,
such as omics. The aim is to create a classification model that
distinguishes, in this case, between thermograms of healthy con-
trol subjects and PDAC patients. The temperature range of 60—
80°C in the thermograms was considered as the main location
for relevant changes between both groups, and the Cp value at
each temperature (within the 60-80 °C interval) was used as a
predictive variable, similar to other groups’ approaches.** The
novel aspect of this methodology for thermogram data analysis
is the search for a reduced set of specific temperature pairs con-
taining the relevant information for discriminating between ther-
mograms using the KTSP function. The model was adjusted
using the ncvreg function, which selects relevant temperature
pairs applying cross validation and an embedded classification
algorithm with penalization. The use of penalized classification
tools for thermogram data has been advocated to avoid
overfitting.1*>!

The methodology comprises five simple steps, with some sub-
jectivity degree when selecting the most frequent pairs standing
out as predictive elements after many replicates within a random-
ized scheme (step 3). It is proposed to test several model options
to achieve an optimal model without overfitting. The methodol-
ogy was applied to a balanced population of 396 patients, divided
into 184 healthy individuals and 212 PDAC patients, to obtain an
iTLB classification model. Most PDAC patients were in advanced
disease stages. Although this reflects the reality in pancreatic can-
cer diagnosis, it is advisable to expand the sample size and
include more early-stage patients in a future work.

The TLB model developed consists of three pairs of temper-
atures that provide the relevant information for subject classifi-
cation. Thus, the data analysis of the complete thermogram is
reduced to compare the value of Cp at these three temperature
pairs and it provides a unique real value, the TLB index. The
model achieved a median AUC of 0.83 (£0.01) in the training
groups, and 0.83 (+0.03) in the test groups, with significant dif-
ferences between the TLB index in the healthy subjects group
and the PDAC patients group. When training a model, balanced
groups are recommended, but if not feasible, balanced training is
essential. An unbalanced trained classification model is when
one of the groups is more represented than the other category.
This leads to biased model training to the detriment of the
minority group, which usually contains the cases of greatest
interest. For this reason, a balanced training is important to avoid
these bias problems.

The interpretation of the TLB index is straightforward, consist-
ing of a single value, for which a cutoff point can be applied to
classify subjects. The standard cutoff is zero, so that negative TLB
indexes correspond to individuals classified as healthy, and posi-
tive TLB indexes correspond to individuals classified as diseased
(in this case, with PDAC). The sensitivity and specificity of the
iTLB model are comparable to those for CA19.9, but with higher
negative predictive value, around 80% for the iTLB model com-
pared to 58% for CA19.9.

Since the iTLB classification model is based on dichotomous
predictive variables, responses can be considered discrete quan-
titative. Under that perspective, different patterns were observed
when comparing and grouping thermograms of individuals with
the same TLB index. Specific profiles correspond to TLB indexes
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exclusive to PDAC patients and are not found in healthy individ-
uals. This “supervised clustering” is a novel approach in relation
to thermogram results using biological samples.

In recent years, there has been growing interest in the use of
nanoparticle—protein corona characterization as a novel approach
for early PDAC detection. These methods involve the analysis of
the protein corona that forms, through specific or unspecific
interactions, when nanoparticles are incubated with biological
fluids, such as serum. The composition of this corona may reflect
the pathological state of an individual and serve as a highly sen-
sitive diagnostic marker. For instance, recent studies have devel-
oped the nanoparticle-enabled blood test, providing a risk score
based on the characterization of the protein corona, which shows
potential as a first-level screening tool for PDAC.**~*8! Along our
own research, we have explored the use of nanoparticles incu-
bated with serum to detect different signals indicative of disease
presence, as demonstrated in our recent publication where we
combined TLB and fluorescence spectroscopy to detect serum
composition changes following bowel preparation for colonos-
copy.1*”! Building on this, our ongoing work, which we plan to
submit for publication shortly, introduces artificial intelligence
(AI) tools for analyzing these complex datasets, further enhanc-
ing the diagnostic potential of these methods. Given these
advancements, it would be intriguing to explore whether the
DSC-based thermogram analysis could be integrated with
nanoparticle-protein corona characterization and Al-driven data
analysis. Such an integrated approach could enhance the sensi-
tivity and specificity of PDAC detection by capturing multiple
facets of the proteomic landscape associated with the disease.

The iTLB model was applied to an external cohort of 113
PDAC patients like validation cohort, where it was obtained a
sensitivity similar to that of the discovery cohort. This result con-
firms the robustness of the iTLB model in PDAC patients. It is
necessary to have an external healthy group to validate the iTLB
model. The next step is to further apply this methodology to a
larger sample to confirm the applicability of TLB in the diagnosis
of PDAC using a group symptomatic patients without cancer or
with pancreatic pathologies nonmalignant as a control group.

As a conclusion, a new methodology for analyzing thermo-
grams of biological samples is proposed, using serum samples
from healthy controls and PDAC patients as an example, to
obtain a robust iTLB model based on ML tools that differentiates
between these two groups. The results of the iTLB model dem-
onstrate diagnostic capability, in terms of sensitivity and speci-
ficity, comparable to the tumor marker CA19.9, which is
currently used in clinical settings. However, the iTLB model
shows a higher negative predictive value. This finding opens
the possibility of using the iTLB model as a complementary tool
to improve the diagnosis of pancreatic cancer patients.

While the DSC-based methodology for early PDAC diagnosis
shows considerable promise for diagnostic and patient monitor-
ing, there are several limitations that should be acknowledged.
First, the requirement for specialized equipment, such as a
high-sensitivity DSC instrument, may limit the widespread adop-
tion of this technique in routine clinical settings, particularly in
resource-limited environments. Additionally, the interpretation
of DSC thermograms necessitates expertise in both biophysical
methods data analysis and ML tools, which may not be readily
available in all clinical laboratories. Moreover, the current study
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focused on the application of this methodology to PDAC; how-
ever, further research is needed to evaluate its applicability across
other types of cancers and diseases, as well as in different sce-
narios and contexts. Another limitation is the retrospective
nature of the study, which, although mitigated by the use of
an independent validation cohort, still necessitates prospective
studies to confirm the utility of this approach in a real-world clin-
ical setting. Finally, while our method shows considerably high
sensitivity, the potential for false positives, particularly in patients
with inflammatory or benign pancreatic conditions, needs to be
carefully evaluated in future studies to ensure the specificity of
the approach.

Further studies are necessary to confirm these findings. The
methodology should also be applied to other diseases and types
of biological samples. It is also important to demonstrate that the
incorporation of clinically used biomarkers into the iTLB model
might improve the diagnosis, prognosis, or monitoring of some
diseases. This approach may represent a significant advancement
in personalized medicine, offering more accurate and tailored
treatment strategies for patients.
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Abstract: Background: Current efforts in the identification of new biomarkers are directed towards
an accurate differentiation between benign and premalignant cysts. Thermal Liquid Biopsy (TLB)
has been previously applied to inflammatory and tumor diseases and could offer an interesting point
of view in this type of pathology. Methods: In this work, twenty patients (12 males and 8 females,
average ages 62) diagnosed with a pancreatic cyst benign (10) and premalignant (10) cyst lesions were
recruited, and biological samples were obtained during the endoscopic ultrasonography procedure.
Results: Proteomic content of cyst liquid samples was studied and several common proteins in the
different groups were identified. TLB cyst liquid profiles reflected protein content. Also, TLB serum
score was able to discriminate between healthy and cysts patients (71% sensitivity and 98% specificity)
and between benign and premalignant cysts (75% sensitivity and 67% specificity). Conclusions: TLB
analysis of plasmatic serum sample, a quick, simple and non-invasive technique that can be easily
implemented, reports valuable information on the observed pancreatic lesion. These preliminary
results set the basis for a larger study to refine TLB serum score and move closer to the clinical
application of TLB providing useful information to the gastroenterologist during patient diagnosis.

Keywords: pancreatic cysts; thermal liquid biopsy; differential scanning calorimetry; diagnosis;
generalized linear models

1. Introduction

During recent years, the detection of pancreatic cysts has become more frequent due
to improvements in abdominal imaging techniques. The incidence of this pathology is
approximately 2% in the adult population [1]. Computed tomography (CT) scans are re-
ported detection between 1.2% and 2.6%, and magnetic resonance imaging (MRI) has even
a higher detection capability, ranging between 13.5% and 19.9% [1,2]. The management of
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these incidentally detected pancreatic cysts is still a challenge, because, even though the
risk of being malignant is low, the prognosis in case of pancreatic adenocarcinoma and
intraductal papillary mucinous neoplasms- (IPMN)-related pancreatic adenocarcinoma
is very poor and has not improved recently [3]. Thus, distinguishing between benign
and malignant cysts is difficult, and very often requires surgical intervention with con-
siderable morbidity and mortality. Since 2005, some guidelines have been published and
updated: the American Society for Gastrointestinal Endoscopy [4], international consensus
guidelines by the International Association of Pancreatology (Sendai guidelines) [5], the
American College of Gastroenterology [6], and the International Association of Pancre-
atology (Fukuoka guidelines) [7,8]. More recently, The European Study Group on Cystic
Tumors of the Pancreas published an update, replacing the 2013 European Consensus
Statement Guidelines [9].

From a clinical point of view, the classification according to the prognosis of the lesion
is: (1) cysts with malignant potential (mucinous), (2) cysts without malignant potential, and
(3) malignancies. However, most studies provide a description of biomarkers for differenti-
ating the mucinous and non-mucinous type of cysts. The non-mucinous group comprises
serous cystadenomas (SCAs) (the most common type), pancreatic pseudocysts (PCs), and a
variety of rare cysts (benign epithelial, lymphoepithelial, congenital, and squamoid cysts).
Most are found incidentally and none of them represents a risk for becoming malignant [10].
On the contrary, the mucinous group, including mucinous cystic neoplasms (MCNs) and
IPMN:s, constitutes the majority of neoplastic premalignant cysts identified in the pancreas,
and a precise diagnosis technique would be vital for the management of patients [11]. The
development of techniques with greater pre-surgical diagnostic precision would make
it possible to avoid the morbidity and mortality associated with a high-risk intervention
when it is not strictly necessary, as well as reduce the healthcare overload derived from
unnecessary outpatient follow-up in cystic lesions without the potential for malignancy.

Cystic fluid markers become especially relevant when transabdominal ultrasonog-
raphy, CT or MRI are inconclusive. In these cases, it is necessary to employ another risk
predictor to indicate surgery as the most appropriate treatment given the estimated risk.

The presence of amylase at high concentration in cyst fluid indicates that there is a
communication between the cyst and the ductal system. This occurs in both pseudocysts
and IPMN lesions. When amylase levels are lower than 250 U/L, communication with the
conduct can be discarded, with a specificity of 98% [12]. However, amylase value alone
is not enough to differentiate between mucinous/non-mucinous or MCN/IPMN, which
is important from the point of view of patient management, in deciding whether surgical
resection or cyst time-monitoring is recommended [13]. A previous episode of pancreatitis
can be of help in distinguishing a pseudocyst from an IPMN lesion (occasionally related to
pancreatitis) [14].

Carcinoembryonic antigen (CEA) is also employed as a biomarker. This is a set of
highly related glycoproteins involved in cell adhesion, mucin being one of them. It can
be used to distinguish between cysts with (MCNs and IPMNs) and without (SCAs and
PCs) mucinous epithelium [10]. The major inconvenience of CEA is the absence of an
appropriate cutoff value [12]. The current accepted value to classify a cyst as mucinous is
CEA > 192 ng/mL [15].

In order to improve diagnosis, studies related to the identification of new biomarkers
in cystic fluid or serum have been recently reported [16-21].

In 2007 Chaires et al. [22] described the application of differential scanning calorimetry
(DSC) in diagnosis using plasma/serum samples from cancer patients. Since then, many
studies have confirmed the potential clinical use of this technique, not only applied to
plasma/serum [23-30], but also to other biological human samples such as cerebrospinal
fluid [31,32]. In 2018 our group coined the name “thermal liquid biopsy” (TLB) for DSC
applied to cancer diagnosis and cancer patient’s treatment monitoring [33,34]. The TLB
thermogram reports the global denaturation profile for all the proteins present in the
serum/plasma sample and the influence of potential interactions between blood plasma
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proteins and metabolites, therefore reflecting any alteration induced by a certain disease.
As in the case of plasma or serum, cystic fluid is also composed of a mixture of proteins
and TLB may also be applied as a clinical diagnosis tool. In this work, the potential of TLB
as a clinical biomarker for cyst classification has been pursued. In this pilot study, 20 cyst
fluid samples were analyzed and their TLB cyst profiles were obtained, with the purpose
of finding a correlation between the TLB thermogram and the type of cyst. The proteomic
analysis also allowed a description of the more abundant proteins in the cyst fluid, as well
as the post-translational modifications present in those proteins. TLB was also applied
to serum samples in some of the patients, and TLB serum profile differences between
groups was studied to try to determine whether or not differences observed in cyst fluid
TLB correlated with serum TLB. This would be extremely important because, in case cyst
features are reflected in certain serum alterations, a simple and risk-free plasma/serum
TLB analysis could be employed for cyst diagnosis/classification. Despite the low number
of samples considered in this pilot study, different patterns in cyst fluid and plasma from
patients with pathology could be observed.

2. Materials and Methods
2.1. Subjects and Samples

Cyst liquid and serum samples from patients with cystic lesions in the pancreas de-
tected by transabdominal ultrasonography or CT or MRI were referred to the Department
of Digestive Endoscopy at the Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB),
Zaragoza, Spain, between January 2016 and September 2018. The procedure was in accor-
dance with the recommendations of the local ethics committee and all patients gave their
informed consent. Pancreatic cystic fluids were collected by EUS-guided fine needle aspira-
tion (FNA). The EUS-FNA procedure was performed with an Olympus® 140 curvilinear
echo-endoscope. Boston Scientific™ Expect® 19 or 22-gauge needles were used depending
on the cystic endosonographic features. We noted the characteristics of the aspirated cystic
fluid: volume, color, and viscosity. The majority of the fluid was examined by the same
cytopathologist for every patient and the rest (at least 1 mL Eppendorf for each patient)
was collected for detection of biochemical markers, DSC measurements, and proteomic
studies described in this manuscript. The collected cystic fluid samples were then stored at
—80 °C until they were prepared for analysis.

Serum samples from healthy subjects as control group (HC) consisted of 85 serum sam-
ples from Spanish Caucasian subjects, apparently cancer-free, from the FISABIO (Fundacion
para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomedica de la Comunitat Valenciana)
biobank with a homogeneous distribution, including gender (53% men and 47% women),
with an average age of 45.2 + 14.2.

2.2. Thermal Liquid Biopsy (TLB) Profile Determination

DSC thermograms were measured using a high-sensitivity differential scanning VP-
DSC microcalorimeter (MicroCal, Malvern-Panalytical, Malvern, UK). Cystic liquid sam-
ples, serum samples, and reference solutions were properly degassed and carefully loaded
into the cells to avoid bubble formation. The baseline of the instrument was routinely
recorded before the experiments. Experiments were performed in cystic liquid samples
(diluted 1:10 in phosphate buffered saline, PBS) and serum samples (diluted 1:25 in PBS) at
a scanning rate of 1 °C/min. Thermograms were baseline-corrected and analyzed using
software developed in our laboratory implemented in Origin 7 (OriginLab, Northampton,
MA, USA).

2.3. Data Analysis

We have developed a phenomenological model in which the TLB serum thermogram is
deconvoluted into several individual transitions, modeling each individual transition by the
logistic peak or Hubbert function [30,33]. This model has been successfully applied in the
analysis of serum samples from melanoma and gastric and lung cancer patients [30,34,35].
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From this multiparametric analysis, a TLB serum score (between 0 and 1) can be calculated
reporting the level of alterations in plasma (TLB serum score < 0.5, absence of alterations;
TLB serum score > 0.5, presence of alterations).

The Kolmogorov-Smirnov test was performed to assess the normal distribution of the
variables. Medians between two independent groups were compared with the Wilcoxon
test, in non-normal distributions. Averages between two independent groups were com-
pared with the t-test, in normal distributions.

2.4. Protein Sample Preparation and Protein Identification and Quantification by
Mass Spectrometry

Protein concentration: Measured by Bradford protein assay (Bio-Rad, Madrid, Spain)
using purified bovine serum albumin (BSA) (10 mg/mL, New England BioLabs, EVRY
cedex, France) in PBS as standard. Absorbance at 595 nm of two dilutions from each serum
sample was measured in triplicate in a Synergy HT multimode microplate reader (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA).

In solution digestion: Samples were evaporated and resuspended in 10 uL of denatur-
ing buffer (6 M urea, 100 mM Tris buffer pH 7.8). Next, cysteines were reduced with 1.5 uL
DTT (200 mM) for 30 min at 37 °C and alkylated with 6 pL of iodoacetamide (200 mM) for
30 min in the dark. Unreacted iodoacetamide was consumed adding 6 puL of the reducing
agent (200 mM DTT) for 30 min at room temperature. Samples were diluted with 50 mM
ammonium bicarbonate to a urea final concentration lower than 1 M. Trypsin digestion
(Gold Trypsin, Promega, Madison, WI, USA) was carried out overnight at 37 °C at a 1:20 en-
zyme/protein ratio. Reaction was stopped adding concentrated formic acid (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Samples were evaporated, resuspended in 2% acetonitrile (ACN),
0.1% formic acid, and filtered through 0.45 um filters.

Protein identification by LC-ESI-MS/MS: Protein identification was performed on a
nano-LC 2D system (LC 425, Eksigent Ekspert TM, Dublin, CA, USA) coupled to a hybrid
triple quadrupole/linear ion trap mass spectrometer (4000 QTRAP, Sciex, Foster City, CA,
USA). On-line pre-concentration and desalting of samples was performed using a C18
trap cartridge (Luna® 0.3 mm id, 20 mm, 5 pm particle size, Phenomenex, CA, USA) at
10 uL/min for 5 min. Peptide separation was performed using a C18 column (Gemini®
0.3 mm id, 150 mm, 3 pm particle size, Phenomenex, CA, USA), at 5 pL./min of flow rate.
Column was maintained at 35 °C. The elution gradient was from 5 to 35% ACN (0.1%
formic acid) in 90 min. The mass spectrometer was interfaced with an ESI source (Turbo
V™) using a 25 um ID hybrid electrode and was operated in the positive ion mode. MS
source parameters were as follows: capillary voltage 5000 V, de-clustering potential (DP)
85 V and curtain and ion source gas (Nitrogen) 15 psi. Analyses were performed using an
information dependent acquisition (IDA) method with the following steps: single enhanced
mass spectra (EMS, 400-1400 m/z) from which the 5 most intense peaks were subjected to
an enhanced product ion [EPI (MS/MS)] scan. Protein identification was carried out using
the Mascot search engine (Matrix Science; London, UK) and the non-redundant SwissProt
database (553,655 sequences; 198,177,566 residues). Search parameters were monoisotopic
mass accuracy, peptide mass tolerance +0.5 Da, fragment mass tolerance £0.3 Da; one
allowed missed cleavage; allowed fixed modification carbamido-methylation (Cys), and
variable modification oxidation (Met). Positive identification was assigned with Mascot
scores above the threshold level (p < 0.05), with at least two identified peptides with a score
above homology

Protein SDS electrophoresis: Samples mixed with NuPAGE LDS Sample buffer (In-
vitrogen), and heated at 95 °C for 4 min, were analysed by sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 10% acrylamide resolving gels and
4% acrylamide stacking gels (Bio-Rad). The gels were fixed with a mixture of ethanol, acetic
acid, and deionized water (40:10:50) for 1 h. After washing in water for 5 min, the gels
were stained with Coomassie Brilliant Blue R250 (0.1% in 25% methanol, 10% acetic acid)
and de-stained by incubation in 30% acetic acid and 20% methanol. Molecular weights
were estimated by comparison with the migration rates of standard proteins (Bio-Rad).
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3. Results
3.1. Clinical Sample Description

Patients who underwent endoscopic ultrasonography procedure were included in this
work. A total of 20 subjects, 60 and 40% men and women, respectively, with an average
age of 62 £ 13 years.

Based on imaging and cytopathology, the pancreatic cysts were classified into different
categories (Table 1).

Table 1. Patient Description.

Type of Cyst Non-Cyst
Benign Pre-Malignant Malignant Lesions
PC WOPN SC LYM IPMN MCN PDAC Total (1 = 20)
(n=5) (n=23) n=1 n=1 (n=7) n=1 n=2) -
Age (years) * 63+10 6210 72+0 52+0 72+£13 42+0 40+ 2 62+ 13
Male/female % 80/20 67/33 100/0 0/100 71/29 0/100 0/100 60/40

* Average + standard deviation (sd) PC = pseudocyst; WOPN = Walled-off pancreatic necrosis; IPMN = intraductal papillary mucinous
neoplasm; SC= Serous Cyst; MCN= Mucinous Cystadenoma; LYM= lymphocele; PDAC= Pancreatic Ductal Adenocarcinoma.

Clinical information of the samples is detailed in Table 2. All the cysts were between 2
and 15 cm in size and they were located in any region in the pancreas. According to clinical
data (amylase and CEA concentrations), samples were divided in two groups: benign cysts
(PC, WOPN and SC) and premalignant cysts IPMN and MCN). There are two samples
that turned out not to be cysts, but malignant lesions (PDAC).

Table 2. Clinical Cyst Sample Description.

Group Name L:’llell,?:é:;;n Cy(sctnf)lze A:tg;{a)se (n(;fn?L) Final Clinical Diagnosis
PCl Body 55 ~11,000.0 9.23 gseudocyst (In Acute Pancreatitis
ontext)
PC2 Head 4.1 >11,000.0 64.2 Pseudocyst
PC3 Head 3.5 5635.0 68.4 Pseudocyst
PC4 Body 15.0 nd nd gseudocyst (In Acute Pancreatitis
Benign Cysts ontext) . .
PC5 Head 30 11,000.0 28.8 Pseudocyst (In Chronic Pancreatitis
Context)
WOPN1 Tail 6.4 >11,000.0 24 Walled-off pancreatic necrosis
WOPN2 Head 10.0 >11,000.0 2.0 Walled-off pancreatic necrosis
WOPN3 Body 4.0 >11,000.0 50.0 Walled-off pancreatic necrosis
SC1 Body 5.0 41.0 0.7 Serous Cyst
LYM Head 4.9 24.0 0.8 Lymphocele
IPMN1 Body 2.6 >11,000.0 489.2 Branch duct IPMN
IPMN2 Head, Body, Tail 2.0 162.0 1488.0 Main duct IPMN
IPMN3 Head 23 >11,000.0 156.0 Branch duct IPMN
IPMN4 Head 2.5 >11,000.0 556.0 Branch duct IPMN
Pre-Malignant IPMN5 Isthmus 3.5 >11,000.0 225.0 Mixed Branch and Main duct IPMN
Cysts IPMN 6 Head 3.0 10.0 392.0 Main Duct IPMN with pancreatic
extension
IPMN7  Head, Body, Tail 35 40 550,000.0 ~ Main Duct IPMN with pancreatic
extension
MCNI1 Body 3.3 3401.0 1617.0 Mucinous Cystadenoma
Non-Cyst PDAC1 Body, Tail 8.0 nd nd Pancreatic Ductal Adenocarcinoma
Malignant Lesions PDAC 2 Head 0.5 >11,000.0 1192.0 Pancreatic Ductal Adenocarcinoma

nd = not determined: Amylase < 250 U/L, communication with the conduct can be discarded; CEA > 192 ng/mL to classify a cyst as
mucinous.

Pancreatic pseudocysts (PC) are pockets of fluid, common sequelae of acute pancreati-
tis or chronic pancreatitis. PCs are important in terms of management and differentiation
from other cystic processes or masses in this region. According to the updated Atlanta
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classification [36], there are two main groups of mature-well defined fluid collections asso-
ciated with acute pancreatitis: A/Fluid collections in interstitial edematous pancreatitis
(PC), and B/Fluid collections in necrotizing pancreatitis (WOPN). Both PC and WOPN
were considered benign cysts. From our PC samples, PC 1 and 4 were in the context of
acute pancreatitis, and PC 5 was in the context of chronic pancreatitis. The WOPN cysts
had the biggest size, between 3 and 15 cm. Both types of pancreatic collections (PC and
WOPN) were amylase positive (above 250 U/L) and CEA negative (below 192 ng/mL).

Serous cysts (SC) are benign neoplasms composed of numerous small cysts that are
arrayed in a honeycomb-like formation and most individual cysts are typically <10 mm.

Lymphocele (LYM), also known as cystic lymphangioma, is a rare disease. There are
no typical clinical manifestations, and most patients were diagnosed incidentally during
imaging or surgery. Therefore, diagnosis is challenging. Surgical resection is still considered
as the most effective approach for lymphocele, and prognosis is favorable. In our study, SC
and Lym were 5 cm in size, and amylase and CEA negative.

Intraductal papillary mucinous neoplasms (IPMN) are epithelial pancreatic cystic
tumors of mucin-producing cells that arise from the pancreatic ducts. They are most
commonly seen in elderly patients, with sex distribution roughly balanced, a possible
slight male predominance. IPMNs are slow growing tumors that have malignant potential
and distinct variants have been described: main duct (IPMN 6 and 7), branch duct IPMN
1, 3 and 4), and mixed branch and main duct (IPMN 2 and 5). Main duct [IPMNs have a
very high rate of malignancy (up to 70% in reported surgical series [8]); for this reason, the
usual recommendation is surgical removal of the affected portion of the pancreas. Branch
duct IPMNSs are cystic neoplasms of the pancreas that have malignant potential and their
management is challenging; the risk of surgery must be carefully weighed against the risk
of malignancy when deciding on surgical removal or surveillance. This is the reason why
great efforts are taken to distinguish mucinous cysts from other cyst lesions (specially, main
duct IPMNs). All IPMNs are considered as premalignant cysts. They had the smallest size,
between 2 and 3.5 cm. Four were amylase positive (above 250 U/L) and all were CEA
positive (above 192 ng/mL or very closed in case of IPMN3 with 156 ng/mL).

Mucinous Cystadenoma (MCN) is another type of mucinous cystic neoplasm of the
pancreas, traditionally considered typical of middle age females. MCN1 was 3 cm in size,
amylase and CEA positive.

3.2. Analysis of TLB from Cystic Liquid Samples

TLB thermograms of 20 cystic fluid samples were obtained. Protein concentrations
and dilutions could be considered, but in this case TLB curves were normalized according
to their area under the curve values (AUC); therefore, signals from the different samples can
be compared and uncertainties in protein concentration (inherent to colorimetric methods)
are avoided. TLB cyst profiles clustered according to their clinical assessment (benign or
premalignant nature) are represented in Figure 1.

Regarding the benign cystic group, the WOPN group exhibited a very similar cyst
thermogram profile with two peaks at 65 and 82 °C. We can easily distinguish this group
from the other benign cysts (Figure 2A). PC5 is the only PC lacking the 85 °C peak, and it
is the only PC in a chronic pancreatitis context.

In the premalignant cyst group, branch duct IPMNs (IPMN1, IPMN3 and IPMN4)
exhibited a similar profile (Figure 2C). Main duct IPMNs (IPMN6 and IPMN?) exhibited a
single peak.
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Figure 1. Individual TLB thermograms from cystic liquid samples. Samples were clustered according to their benign or

premalignant nature.

3.3. Analysis of Proteomic Signatures from Cystic Liquid Samples

Proteins identified by LC-ESI-MS/MS (detailed in Table S1) were analyzed and clus-
tered according to the benign or premalignant nature of the cyst (Figure 3). This first
classification distinguishes 52 proteins common in the cyst groups, and 12 and 11 pro-
teins present only in benign cysts and premalignant cysts, respectively. A deeper analysis
according to different groups of cysts was performed.

3.3.1. Benign Cysts

The WOPN cyst group exhibited a homogeneous proteomic profile (Table S1). 18 out
of 41 (44%) proteins were shared by all cysts in this group (Figure 4A). The similarity
in these samples was even higher, because 10 more proteins were common in WOPN1
and WOPN3. Low protein concentration in WOPN?2 (Figure S1A) could prevent proper
identification of more proteins in that sample. The most abundant proteins found in this
group were globulins (macroglobulin and immunoglobulins), a type of protein related to
immunological response as a consequence of an inflammation process. This is consistent
with the nature of this specific type of cyst: walled-off pancreatic necrosis (WOPN) is a
well-circumscribed area of necrosis which occurs as a late complication of acute pancreatitis,
generally after four weeks from the initial episode. Singular proteins detected in WOPN1
and WOPNB3 samples were S-100 proteins. They belong to the S100 protein family, having
important roles in inflammation and may also be useful markers for gut inflammation [37].
Once secreted in the extracellular space, SI00A9 acts as a chemo-attractant, recruiting
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further inflammatory cells and creating an inflammatory microenvironment that promotes

tumor development [38].

TLB Cysts profile clustering
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Figure 2. TLB thermograms from cystic liquid samples clustered according to their type. Average

curves (colored lines) and standard deviations of curve values (grey) are represented: WOPNSs (A),
PCs (B), IPMNs (C) and IPMN7/MCNs (D).
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Figure 4. LC-ESI-MS/MS proteomic content of cystic samples according to cystic types: (A) WOPN, (B) PC, (C) IPMN, and
(D) MCN+IPMN. Common proteins were analyzed via Venn diagrams online tool. Colors code for different groups and
numbers inside each set and shared sub-sets indicate the number of identified proteins.
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Common proteins of this group detected by electrophoresis (Figure S1A) are: prote-
olytic proteins, albumin, glycoside hydrolases, metalloproteases, immunoglobulins, and
elastases. This agreed with the proteomic profile previously detailed (Table S1).

The homogeneity found in the proteomic signature of this group was reflected in the
TLB cyst profiles of the cystic liquid (Figure 2A). As could be observed, compared to the
rest of cystic groups studied in this work, these TLB cyst profiles represent a particular
signature for WOPN cysts, easily distinguishing this group from the rest. They showed two
peaks at Timax ~ 65 °C and Tomax = 81 °C, with a peak width at around 10 °C. Denatured
proteins included in these peaks are detailed in Figure 4A.

In the PC cyst group, proteomic profiles data was also collected (Table S1), except for
PC1, for which no protein was detected, except albumin. There are 5 proteins shared by all
PCs (Figure 4B) and 10 proteins are shared by at least three PCs: PC2, PC3 and PC5 had
6 common proteins and PC3, PC4 and PC5 4 proteins. These cysts were negative for globu-
lins (macroglobulin and immunoglobulins), indicating there were not any inflammatory
processes going on (except for PC4, the rest of PCs in this subgroup were not in an acute
pancreatitis context). The PC4 cyst, in acute pancreatitis context, exhibited 17 proteins not
found in any other PCs (Table S1). It also contained a small number of carboxypeptidase
or pancreatic elastase related proteins, absence of pancreatic triacylglycerol lipase and
trypsin-1 and presence of globulins (macroglobulin and immunoglobulins), serotransferrin
and lacto-transferrin, protein $100-A9, neutrophil defensin 1, and myeloperoxidase.

Common proteins of this group were detected in electrophoresis (Figure S1B) (except
for PC1, where the total amount of protein was very low): glycoside hydrolases and
metalloproteases (all PCs), proteolytic proteins (PC3 and PC4), albumin (all but PC2),
lipases (all but PC5), immunoglobulins (PC3 and PC4) and elastases (PC2 and PC3). This
was consistent with the proteomic profiles.

TLBs of PC cystic liquid (Figure 2B) were similar for PC1, PC2 and PC3, with three
peaks at T1max = 55 °C, Tomax = 65 °C (two close peaks) and Tapmax = 85 °C (peak width
around 10 °C). Common proteins were found in these samples: amylase, IgGA, car-
boxypeptidase pancreatic elastase, chymo-trypsinogen, trypsin, glycoprotein GP2 and
phospholipase A2. In PC5, Tsmax ~ 85 °C was missing, and this could be the result of
the absence of any of these proteins: IgGA, glycoprotein GP2, phospholipase A2 and
chymo-trypsinogen. In PC4 there was a shift in the transitions, from 55 to 40 °C and from
85 to 75 °C (peak width was maintained in both cases).

In this group the clinical explanation for these differences could lie in the pancreatitis
context for samples PC4 (acute) or PC5 (chronic).

3.3.2. Premalignant Cysts

The IPMN cyst group was more homogeneous from the clinical point of view. IPMN
was the cystic group in this study with a number of proteins identified in the proteomic
profile (Table S1). For example, it was not possible to identify proteins for IPMN5. One
interesting observation was that none of the IPMNs contained globulins (macroglobulin or
immunoglobulins), or they were negligible in other cyst groups, and only IPMN?7 clearly
contained them. These proteins are related to immunological responses as a consequence
of inflammation and, therefore, it seemed that inflammation was not associated with this
type of cyst.

Branch duct IPMNs (IPMN1, IPMN3 and IPMN4) shared 28 proteins with main
duct IPMNs (IPMN2, IPMN6 and IPMN?) (Figure 4C). Branch duct IPMNs shared seven
common proteins, and main duct IPMNs shared only two proteins. Neither of these
proteins were unique in any of the two groups (they were included in the 28 proteins in
common).

Common proteins of this group detected in the electrophoresis gel are albumin and im-
munoglobulins (IPMN1, IPMN2 and IPMN5); glycoside hydrolases and elastases (IPMN1,
IPMN3, IPMN4 and IPMNS5); metalloproteases (IPMN1 and IPMN3); and lipases (IPMN3
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and IPMN4). Proteolytic proteins were not present in any of IPMNs samples (Figure S1D).
This was consistent with the proteomic profiles.

TLBs of IPMN cystic liquid (Figure 2C) were similar for IPMN1, IPMN3 and IPMN4,
all being branch duct IPMNSs. They exhibited two close peaks (around Timax =~ 55 °C,
Tomax =~ 65 °C) and a third peak at Tsmax ~ 85 °C (peak width around 10 °C). These peaks
could correspond to the common proteins found in this group (amylases, carboxypeptidase
and pancreatic elastases).

TLB of main duct type IPMN cystic liquids had a wider single peak at ~55 °C and
~75 °C for IPMNG6 or IPMNY7, respectively.

TLB of mixed type IPMN cystic liquids presented characteristics from both branch or
duct IPMN groups with a low signal peak at ~55 °C and one peak at ~80 °C for IPMNS5,
or two peaks at =85 °C and 90 °C for IPMN2.

There was no proteomic profile available for IPMNS5, but, according to electrophoresis,
there was no protein from the amylase family, and additionally IPMN 2 and IPMN 7 lacked
amylases, carboxy-peptidase and pancreatic elastases. These three cysts did not exhibit
any peak (or it was neglectable) at ~55 °C.

The MCN 1 cyst was in the mixed cysts group, but it had a premalignant nature.

MCNI1 shared 11 proteins with IPMNSs, either branch or main duct type, (Figure 4D)
and 19 more proteins in common only with main duct IPMNs (Figure 4D) with five of
these protein shared with IPMN7. When comparing MCN1 and IPMN? profiles (Table S1),
15 common proteins were found. In fact, IPMN7 was the only IPMN cyst showing globulins
(macroglobulin and immunoglobulins). In addition, protein profile in electrophoresis for
MCNT1 was similar to IPMNs (Figure S1E). However, 17 proteins were detected in IPMNSs,
but not in MCN1. There were no proteins shared only with branch duct IPMNs.

When comparing MCN1 and IPMN?7 profiles (Table S1), 15 common proteins were
found. In fact, IPMN7 was the only IPMN cyst showing globulins (macroglobulin and
immunoglobulins).

Proteins detected in electrophoresis for MCN1 were similar to IPMNs (Figure S1E).

TLB for cystic liquid sample exhibited a wide transition (around 30 °C width) with two
peaks (around Timax = 70 °C, Tomax =~ 85 °C), very similar to the IPMN?7 profile (Figure 2D).
MCNI1 did not exhibit any peak at around 55 °C and, again, no amylases, carboxypeptidase
or pancreatic elastases were detected by proteomics.

Mixed Cyst Group was a completely heterogenous group comprising a serous cyst, a
lymphocele, and two samples of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDCA) (which cannot
be considered as a cyst).

SC and LYM: The main difference between serous cyst and lymphocele (cystic benign
samples), compared to the rest of samples, was the presence of apolipoprotein A-I (only
MCN1 and IPMNY7 seemed to contain it) (Table S1). In addition, they were positive for
globulins (macroglobulin and immunoglobulins), as with the samples with an active
inflammatory process. Some typical pancreatic cystic proteins were missing: amylase,
metalloproteases, lipases, elastases. Some of these proteins were already employed as
clinical biomarkers for pancreatic cyst diagnosis [9], such as amylase.

Common proteins of this group detected in electrophoresis are: serotransferrin, al-
bumin, lipoproteins and immunoglobulins (Figure S1C). This agreed with the proteomic
profiles.

All TLB cyst profiles in this group showed particular features and looked different
from the other cystic profiles. They exhibited one single peak: SC at T1max ~ 70 °C (peak
width around 20 °C) and LYM at Ty, = 75 °C (peak width around 25 °C). Common
proteins (Table S1) are albumin, lipoproteins, hemoglobins, globulins, and serotransferrin.

PDACs: Proteomic profiles of PDACs (Figure S2) showed 20 shared proteins from
hemoglobin, immune-globulins and transferrin groups. PDAC1 also contained other
proteins, and PDAC2 contained proteins we previously identified in cysts, such as amylases,
metalloproteases, lipases, elastases.
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TLB cyst profile in PDAC1 exhibited one peak (T1max = 70 °C) and PDAC2 showed
two peaks (Timax = 65 °C and Tomax = 80 °C) (Figure 1). This difference could be related to
the different proteomic profile between the two samples mentioned above. Electrophoresis
also confirmed this different pattern (Figure S1F).

3.4. Analysis of TLB from Serum Samples

TLB thermograms from serum samples were obtained. The goal was to search for any
potential reflection of the cystic pathology in plasmatic serum. TLB serum profiles were
normalized according to their area under the curve values (AUC), again avoiding protein
concentration influence. Then, they were clustered according to the clinical assessment of
the cyst (Figure 5). We focused our attention on distinguishing between premalignant and
benign cysts. Unfortunately, it was not possible to obtain serum samples at the same time
as the eco-endoscopy procedure for all the patients included in this study.

PCs are benign lesions found in the context of acute or chronic pancreatitis. It has been
previously reported that inflammatory processes can be reflected in TLB serum profile [23].
According to the PC TLB serum thermograms, they seemed to be somewhat different
(Figure 5A).

IPMNs, being premalignant lesions, could also exhibit some distinctive features
compared to healthy patients in their TLB serum profile on the basis of the previous studies
on TLB applied to cancer diagnosis [30,33,34]. Apparently, in the case of IPMNs, TLB
serum profiles, except for IPMN7, seem quite similar to healthy controls (Figure 5B).

TLB Serum profile

Benign cysts
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Figure 5. Examples of serum TLB thermograms from different types of cystic patients, clustered according to cyst types:

premalignant (A), benign (B) and non-cyst malignant (C). Typical TLB thermogram for a healthy subject is represented with

black line in (A-C).

The multiparametric analysis previously developed in our group [30] was applied to
TLB serum profiles. The purpose was to help in the identification of cystic disease-related
TLB features and the quantification of the TLB serum score for patients’ serum (Table S2).
Mono-variant analysis of the individual TLB parameters obtained from the thermograms
showed that 6 out of 15 parameters were statistically different (p-value < 0.05). Only these
six parameters were used to construct the classification model and calculate the TLB serum
score for each sample, as previously described in [33].

According to the results in Figure 6, the TLB serum score comparison between
healthy subjects and cyst patients (both, benign and premalignant) indicated that the
differences were statistically significant using the Wilcoxon test (p-value < 0.001). Sim-
ilarly, TLB serum score could differentiate between healthy subjects and benign cyst
patients (p-value < 0.001), and between healthy subjects and premalignant cyst patients
(p-value < 0.001).

TLB serum score values are between 0 and 1: the closer to 0, the smaller the alterations
in plasma (healthy status), while the closer to 1, the larger the alterations in plasma
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(diseased status). TLB serum score values were mainly under 0.5 for healthy (82 out of 84,
98% true negative rate) and over 0.5 for cysts patients (10 out 14, 71% true positive rate).
This meant that this score may be useful for detecting the presence of cystic lesion. The
area under the ROC curve is 0.94 (Figure S3) with sensitivity of 71%, specificity of 98%,
a positive predictive value (PPV) of 83%, and a negative predictive value (NPV) of 98%.
Unfortunately, there was no statistical difference between both cysts” groups; that is, TLB
serum score did not discriminate between benign and premalignant cysts (p-value = 0.501).
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Figure 6. TLB serum score from serum TLB profiles from healthy controls and both types
of cysts (benign and premalignant). Median values were compared using the Wilcoxon test:

p'valuehealthy-premalignant = 0.000057; *** p'valuehealthy-cysts =
0.0000012; s p—Valuebenign_premahgnant =0.501.

*3%

* p-valuepeaithy-benign = 0.00026;

TLB serum values closest to 1 in PC corresponded to those associated to the acute or
chronic pancreatitis context (inflammatory process can be reflected in serum).

TLB serum values of IPMN were around 0.5 (except in IPMN7). CEA value for IPMN7
was over 50,000 ng/mL, the highest of all premalignant cysts.

All types of cyst could be clustered differentially from healthy controls by using this
single TLB serum score. These results agreed with our previously published results on lung
cancer disease [33] in which TLB serum score was able to discriminate between diseased
and healthy subjects.

Cystic pathologies are local lesions for which a systemic reflection in blood might
not be expected. However, if cystic pathology is accompanied by inflammation, blood
alterations may be important, even for a benign lesion.

As a further development, in this study we also proposed to evaluate whether TLB
serum score could provide useful information to gastroenterologists for the diagnosis before
and besides endoscopic ultrasound procedures. Despite the small number of samples
(14 serum samples from cyst patients), a restricted TLB serum score excluding healthy
control subjects and considering benign cysts as control samples was performed. Benign
and premalignant cysts were 43% and 57% of the samples, respectively. First, we performed
amono-variant analysis of TLB parameters (Table S3) and none of the individual parameters
was statistically different (p-values > 0.05). Therefore, only parameters presenting p-value
below 0.25 were considered in constructing the classification model and calculating this
new TLB serum score (benign vs. premalignant cysts). For a TLB score threshold of 0.5,
4 out 6 (67%) benign cysts had a TLB score below 0.5, and 6 out 8 (75%) premalignant
cysts had a TLB score above 0.5. The area under the ROC curve is 0.875 (Figure 7B) with
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sensitivity of 75%, specificity of 67%, a positive predictive value (PPV) of 75% and a
negative predictive value (NPV) of 67%. When using the Youden index as a threshold
(0.75), all benign samples were well classified (TLB score below 0.75).
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Figure 7. (A)/TLB serum score parameters from serum TLB serum profiles from benign and premalignant cyst patients.

(B)/ROC curve illustrating the statistical performance of TLB serum score (benign vs. premalignant cysts). AUC = Area
Under Curve (95%CI).

4. Discussion

Pancreatic neoplasms are generally discovered incidentally and consists of IPMNSs,
predominantly [7]. The diagnosis of malignant IPMN lesions involves a certain degree of
subjectivity and variability, which is undesirable for clinical practice, due to the lack of
standardized guidelines. Thus, there is a necessity of new diagnosis tools to differentiate
between benign and premalignant pancreatic cysts to help in making decisions about
surgical intervention or periodic surveillance.

The analysis of cyst fluid may provide information regarding established biomarkers
that helps the physician in the diagnosis [13,39]. This type of biological sample includes
a diverse amount and type of proteins, representing an interesting challenge for thermal
liquid biopsy. TLB for blood serum samples has been proven useful for different types
of cancer, and premalignant pancreatic cysts will eventually evolve to pancreatic cancer.
Additionally, TLB has been applied to other body fluids (serum, plasma, urine, synovial
and cerebrospinal fluids [25,31,40,41], or even tumor digestion), provided that the TLB
thermogram is a reflection of the protein composition, interactions, and modifications in
the complex sample [32]. Similarities in protein composition of cysts (which is a known
biomarker for cyst classification) will result in similarities in TLB cyst profiles, thus, provid-
ing the basis for a diagnostic procedure based on TLB. As has been previously described,
TLB cyst profile reflects protein composition, but also protein interactions. The presence or
absence of a certain protein could promote changes in the profile for other proteins in the
sample, especially if they were interacting (interactome concept) [25]. Similar effects could
be envisaged for protein modifications as a result of metabolic or pathologic processes.

In our study, we recruited 20 patients who, after being diagnosed with a cystic lesion
by CT scan or MNR, underwent routine endoscopic ultrasonography where a sample
of cyst fluid was obtained. The final clinical diagnosis of the lesions found was based
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on the different clinical features of the patient (fluid aspect, biochemical biomarkers and
pathological anatomy results) according to current clinical guidelines [8,36].

To our knowledge, this was the first time that pancreatic cyst fluid was characterized
using a TLB technique and thermal profiles were clustered according to the clinical infor-
mation on the cysts. We confirmed that cyst liquid thermograms reflect protein content in
the samples. There was a high intra-group variability within the TLB cyst thermograms.
Only WOPN cysts could be easily differentiated from PCs, because there was a clear profile
type that could be associated with them (Figure 2A) and they also shared 18 proteins
(Figure 4A). More samples are required to clearly define a common cyst thermogram
for benign or premalignant cysts. Having the TLB thermogram available for specialist
appraisal, perhaps the diagnosis could be oriented to the MCN cyst type. As we have
already discussed, there is a considerable subjective component in the physician diagnosis,
and the more complementary tools available for a better discrimination, the better for the
gastroenterologist in producing an appropriate evaluation statement.

Another goal of this study was linking cyst thermograms to proteomic signatures
of cyst samples, bearing in mind that, as we said before, TLB cyst profile reflects sample
composition and also potential interactions and modifications in proteins. Each protein
unfolds in a certain manner and the calorimetric cyst profile obtained is characteristic for
that unfolding process. When two or more proteins are together in the same sample, the
resulting profile will be the sum of the signal of the independent profiles when proteins are
not interacting; or, in case the proteins interact, the resulting profile could change [42].

A deeper analysis of the proteomic profile of pancreatic intra-cyst sample can be found
in the literature [43]. We used proteomic identification to assess the correlation between the
TLB thermograms and the protein content. The TLB methodology is based on apparently
simple curves, but they contain relevant information for diagnosis.

This is clear when looking at WOPN samples (as we already described above): TLB
thermograms were quite similar and overlapped, and proteomic profiles also confirmed
this similarity. Nevertheless, results are not so clear for the rest of the cyst groups and
further studies to increase the number of intra-cyst samples are needed.

This pilot study reveals some interesting aspects. In IPMN, less inflammatory process
indicators have been detected, specifically less immunoglobulins in comparison to benign
cysts. There were also less proteins related to iron metabolism (serotransferrin, lacto-
transferrin, ferritin, hemopexin and haptoglobin) which has been referenced as an indicator
of health alteration [44,45].

The information obtained through the cyst TLB thermogram is not focused on the
detection of a specific biomarker but comprises information about a large amount of
proteins and their relations (interactions and modifications), which could be interesting
when doubts about the diagnosis of a cyst are cast. This study represents a proof of concept
to confirm that TLB cyst thermograms contain valuable information. According to these
preliminary results, a further, larger study can lead to the establishment of certain specific
profiles for different type of cysts and can help during diagnosis.

The analysis of a cyst fluid sample implies that the patient has undergone an endo-
scopic ultrasonography procedure, a risky, invasive test that nowadays is the only way
to achieve a reasonably accurate diagnosis of the benign or premalignant nature of cysts.
Here we wondered if alterations due to the cyst could have a systemic reflection in blood
serum, and whether or not they could be detected through TLB. If metabolic alterations
in cyst fluid are translated into blood serum alterations, a quick, low-risk, minimally in-
vasive tool to obtain information on the cyst would be available to differentiate between
healthy/cystic patients and/or benign/premalignant cystic patients. TLB has been previ-
ously applied in our lab to study different type of tumor disease such as gastric, lung cancer
or melanoma [30,33,34]. In the present study, we also obtained 15 serum samples from the
20 patients and their TLB serum profiles were obtained (Figure 5). As normally occurs
with TLB serum thermograms, it is difficult to visually discriminate and distinguish among
patients’ profiles. In previous studies from our group, we contributed to develop, first, a
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multiparametric analysis [30] and, later, a TLB serum score [33] to manage and assess TLB
thermograms according to a simple interpretation index (TLB serum score from 0 to 1) that
could be implemented in diagnosis, easily allowing the stratification of the patients.

We first compared the TLB serum thermograms from patients to thermograms from
healthy subjects that were not suffering from the disease. We applied a general TLB serum
score previously reported [33] and the results were statistically different when comparing
healthy subjects with benign or malignant cyst patients, individually or together as a pooled
group of patients (p-values lower than 0.05) (Figure 6). Specificity and sensitivity values
(98% and 71%, respectively), as well as PPV and NPV values (83% and 98%, respectively),
were quite high.

TLB serum scores (from benign or premalignant cyst groups) were not statistically
different when using the TLB general formula when comparing to healthy subjects. There-
fore, on that basis it was not possible to distinguish between both types of cyst. Therefore,
we focused our attention on specifically comparing both patients” groups and obtaining a
cyst-specific TLB serum score that could be applied to evaluate intra-group cyst patient
variability. This new TLB serum score would strengthen the discrimination power, based on
the specific parameters reflecting differences between cysts. The challenge is considerable,
because a mono-variant analysis of cyst TLB parameters (Table S3) showed that none of the
individual parameters was statistically different between the benign and premalignant cyst
group. As we previously confirmed in our studies, the combination of all the parameters
in a multiparametric-based single TLB serum score increased the discrimination ability.
Despite the small patient sample cohort, it was possible to distinguish between benign
and premalignant cysts. This specific TLB serum score (values from 0 to 1) were over
0.75 (according to Youden) in 6 out of 8 (75%) premalignant samples, while TLB serum
scores were below 0.75 in 6 out of 6 (100%) benign samples. The diagnosis accuracy based
in the area under the curve (AUC) was 0.875, a promising starting point for extending
the study. Therefore, more serum samples from patients with pancreatic cysts should be
included in a larger future study, but these preliminary results are promising and allow us
to foresee that the TLB serum score could be applied routinely in the clinic as an additional
complementary tool helping physicians in making better diagnostic decisions.

5. Conclusions

TLB analysis can be applied to both plasmatic serum and cyst fluid as a sort of
high information content tool. Despite the small number of samples in this pilot study,
it represents a proof of concept for developing a useful technique for classifying and
evaluating risk in pancreatic cysts based on liquid biopsy in both body fluids. A future,
larger study, with a larger number of samples for each cyst category, could confirm whether
TLB of plasma or cyst fluid could be a new diagnosis tool to differentiate between benign
and premalignant pancreatic cysts to help clinician gastroenterologists in making decisions
about disease management. In case of serum, TLB would represent a quick, low-risk,
minimally invasive tool easily translated to clinical practice for diagnosis and patient
monitoring. In addition, TLB is reasonably cheap for serum tests (an estimated cost of
100-200 €/$ per test, although with a higher cost for cyst fluid test), and could be performed
with predefined frequency for patient surveillance.
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performance of TLB serum score (healthy vs. cysts); Table S1: Detailed information of cyst proteomic
profiles, Table S2: Mono-variant analysis of TLB parameters of healthy controls and cysts patients,
Table S3: Mono-variant analysis of TLB parameters of benign and premalignant cysts patients.
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