Biloarrayanes i

o5 Gastroenteraldgicas II,I

Proyecto de implementacion en todos los hospitales terciarios
de Chile de la técnica denominada Endosonografia Diagnostica
y terapeutica del tubo digestivo.

Ventajas de costos, morbilidad y mortalidad, plan de implementacién basado en la creaciéon de un
curso de postgrado en la ciudad de Concepcién-Chile, Unidad de Gastroenterologia Hospital del
Trabajador de Concepcién-Universidad de Concepcion.

Autores:
Gastroenterdlogos: Dr Md, PhD F Kawaguchi, Dr.F Riquelme, Dra CG Yafiez, Dr Rodrigo Loaiza, Dr C Bricefio.
Patdlogos.: Dr Jaime Madariaga, Dra Carolina Delgado, Dr R Gutierrez.

Bidlogos Celulares y Moleculares.

Prof. Luis Aguayo.

Prof Carlos Gonzéles. Dra Apolinaria Garcia, Prof. Natalia Traval
Dr. O Venegas Dr. G Venegas, Tec MED. Mag CS JL Castillo.

Equipo de apoyo Biotecnologico
A. Sepulveda, R. Caamarfio, A. Heisser, M. J. Avendario, Y. Gidi

Luego de haber sido el primer centro de endosonografia endoscépica en Chile,
gracias a la donacioén de las autoridades japonesas de un aparato EUM-3 en el afio
1994, en la unidad de gastroenterologia del hospital clinico regional de Concepcién,
Chile, proyecto que se vio abruptamente postergado debido a que la falta de
capacitacion de la empresa encargada en ese momento de este aparato no contaba
con la técnica de reparacion adecuada.

Luego de 2 afios (1997), gracias a un proyecto regional también pionero en Chile,
cual fue la unién de la universidad de concepcién en conjunto con el hospital del
trabajador de concepcidn en un desafié biotecnoldgico, al cual se sumaba la
introduccion del andlisis biocelular (introduccion en conjunto del citémetro de flujo).

Fue este, el primer proyecto en conjunto entre la empresa privada y una institucion
superior, basado todo en la experiencia del primer doctorado en Japén, gifu
university hospital y aichi cancer center, de aceptar la proyeccién del Dr Fernando
kawaguchi, médico Chileno, sobre quien recay0 la responsabilidad de asumir la
direccion del proyecto gastroenteroldgico, endosonografico y de citometria de flujo.

El hospital del trabajador de Concepcién a través de sus autoridades acepté este
desafio con el compromiso por parte del equipo de gastroenterélogos, inmunélogos,
patdlogos y citometristas de flujo de formar un grupo comprometido con la
investigacion de postgrado, lo cual resultaba ya dificil para una facultad de
medicina regional cuyos metas estaban limitadas a la formacién de pregrado.

Luego de transcurridos 10 afios y mdltiples publicaciones, presentaciones en
congresos nacionales e internacionales, ademas de la falta de reconocimiento por
parte de sus pares, acostumbrados a priorizar la formacién de pregrado, alejandose
de la investigacion y del postgrado, llegando incluso a confundir postgrado con
postitulo.
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Esto, mas el avance exponencial de la biotecnologia en la observacién de la cavidad
digestiva y biliopancreética por dentro, permitié aceptar la alternativa de la cirugia

endoscoépica basada en los criterios endosonograficos de profundidad de invasion y

de etapificacion, para la reseccion acotada de aquellos tumores mas pequefios.

Durante esta presentacion veremos como un buen diagnoéstico endosonografico
permitié a muchos pacientes no sacarse el pancreas con una morbimortalidad
superior al 30% y un costo que era 10 veces el costo de la reseccidon o apertura de
una lesion soélida o mixta sélida-quistica mediante la endoscopia.

Luego, de observar el incremento impresionante de las patologias neoplasicas
biliopancreaticas y gastricas tempranas en nuestro medio, la idea de preparar un
conjunto de profesionales en esta area que relne la macroscopia endoscépica,
anatomopatolégica, oncoldgica e imageneoldgica mas los criterios propios del
internista y cirujano biliopancreatico, consideramos que este proyecto se valida aun
mas al optimizar no sélo la cirugia endoscépica sino que también la preparacion
del:

1. MEDICO INTERNISTA GASTROENEROLOGO

2. EL IMAGENEOLOGO TERAPEUTICO INTERVENCIONISTA.

3. EL ANATOMOPATOLOGO, MEJORANDO SU INTEGRACION CON EL CLINICO.
4. DARLE LA OPORTUNIDAD AL CIRUJANO A TENER UNA INTERRELACION MAS
CERCANA CON EL MEDICO INTERNISTA GASTROENTEROLOGO

Todas estas ventajas mencionadas, hacen de este proyecto la mejor alternativa
para que la empresa privada se involucre en la investigacion aplicada en el la
patologia oncoldgica temprana, lo cual sin lugar a dudas, mejorara el prondstico y
calidad de vida, sino que también disminuira los riesgos de morbimortalidad propios
de la cirugia abierta en lesiones neoplasicas tempranas, como también optimizara
los costos y entregara un profesional capaz de constituir equipos multidisciplinarios
de postgrado con un nivel de investigacion de primer nivel.

A continuacion presentaré la real utilidad de la endosonografia terapéutica con
aguja para la etapificacion y extraccion de tumores sélidos y/o sélido quisticos, en
reemplazo de la cirugia abierta o como complemento para optimizar la reseccién
quirdrgica y oncoterapico
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1. CARACTERISTICAS DE LA EUS GUIADA POR AGUJA FINA
1.1 Ultrasonografia Endoscoépica

La ultrasonografia endoscoépica (USE) combina la endoscopia con la ecografia para
conseguir imagenes ecograficas de 360° desde el interior del tubo digestivo. Ello
permite una muy buena visualizacion de las diferentes capas de la pared y de las
estructuras de vecindad. Por esta razén la USE constituye una técnica idénea para
estudiar el engrosamiento de los pliegues gastricos, explorar tanto las lesiones
focales como la patologia difusa del pancreas, y realizar la estadificacion
locoregional de los tumores digestivos.

1.1.1 Generalidades

Con las frecuencias de que disponen los ecoendoscopios convencionales (5, 7,5y
12 MHz) se identifican 5 capas en la pared del tubo digestivo. Desde la luz hacia el
exterior estas capas son: la primera -hiperecogénica- mucosa superficial mas la
interfase con el extremo del aparato, la segunda -hipoecogénica- mucosa profunda
mas su interfase con la submucosa, la tercera -hiperecogénica- submucosa mas su
interfase con la muscular, la cuarta -hipoecogénica- muscular propia mas su
interfase con la serosa o adventicia, y la quinta -hiperecogénica- la serosa o
adventicia propiamente dicha (figura 1). Las minisondas (que son 26 catéteres de
ecografia que se introducen por el canal operativo de un endoscopio convencional)
y los ecoendoscopios que disponen de frecuencias altas (20 MHz) permiten
visualizar hasta 9 capas pudiendo asi diferenciar correctamente la muscularis
mucosa y las dos capas (longitudinal y circular) de la muscular propia.

La diferenciaciéon de las capas permite estudiar la afectacion en profundidad de las
neoplasias pudiendo asi determinar el estadio;

T: tumores superficiales o, T1 que afectan exclusivamente la mucosa o Mucosa y
submucosa, por lo que en la EUS se identifican como un engrosamiento de la
primera capa, con o sin alteracion de la segunda capa;

T2 que afectan hasta la muscular por lo que en la EUS se identifican como un
engrosamiento de la primera, segunda y tercera capa;

T3 que afectan hasta la serosa, adventicia o grasa y que en la EUS se identifican
como un engrosamiento de toda la pared sobrepasando la tercera capa en forma de
irregularidad o digitaciones del perimetro externo;

T4 que invaden 6rganos de vecindad o ampliamente la grasa circundante. Esta
diferenciacion también permite estudiar el engrosamiento de los pliegues gastricos
y las caracteristicas y origen de los tumores submucosos.

Ademas, el EUS permite visualizar un area peridigestiva de unos 6 cm alrededor del
o6rgano explorado. Esto permite explorar correctamente la relacion de las neoplasias
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con los 6rganos de vecindad e identificar las adenopatias regionales, pudiendo asi
determinar el estadio N.

Asimismo, es posible estudiar el pancreas de forma que el proceso uncinado, la
cabeza y el area papilar se exploran desde el duodeno, mientras que el cuerpo y la
cola desde el estbmago.

Aunque en la mayoria de los casos no es la exploracién de eleccién para la
deteccidon de metastasis a distancia, en algunas ocasiones la EUS también puede
proporcionar informacion sobre el estadio M como en el caso de las neoplasias de
esoéfago distal con adenopatias celiacas o si se detecta carcinomatosis peritoneal.

1.1.2 Técnica

El EUS estandar es un endoscopio flexible de vision oblicua que tiene acoplado un
transductor ecografico en su extremo distal. Es posible obtener la vision
endoscopica y la ecoendoscdpica en el mismo momento.

Para la obtencién de imagenes ecograficas de buena calidad es imprescindible
obtener una buena ventana acustica. El aire es el elemento mas distorsionador por
lo que es importante insuflar lo minimo posible. Ademas en el estdmago, duodeno y
recto se suele instilar agua para mejorar la transmisién de las ondas de ultrasonido.
Por otro lado, en la punta del ecoendoscopio se coloca un pequerfio balén que se
puede rellenar de agua lo que permite mejorar la ventana acustica.

El procedimiento de EUS suele durar unos 30 minutos de promedio por lo que es
necesario administrar anestesia o sedacion.

1.1.3 Limitaciones

Las limitaciones del EUS son pocas. En primer lugar, existen lesiones estenosantes
que impiden el paso del ecoendoscopio convencional. Esta limitacion en el caso de

las estenosis esofagicas se puede superar utilizando sondas EUS de menor calibre,

sin canal de aspiracion ni vision endoscépica y que presentan un extremo en forma
de dilatador.

Por otro lado, asi como la EUS es una técnica ideal para la identificacion y
tipificacion de lesiones pequefias, es una mala técnica para el estudio de las
lesiones de gran tamafio, ya que éstas se escapan de su campo de visiéon. Por otro
lado, el hecho de que se trate de un endoscopio de vision oblicua y con una punta
dura (transductor ecografico), hace desaconsejable su utilizacién en el colon ya que
el riesgo de perforacion es mayor.
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1.1.4 Complicaciones

Hasta la fecha se han descrito pocas complicaciones graves con la USE. Como en
todos los procedimientos endoscdépicos, existe un riesgo minimo de perforacion,
hemorragia, bacteriemia y, sobretodo, desaturacion relacionada con la sedacion
(este es el motivo por el cual la sedacion la hacemos con propofol para las EUS
terapéuticas o sélo con sedacién con dimecaina en la EUS diagnéstica.

1.2 PUNCION GUIADA POR ULTRASONOGRAFIA ENDOSCOPICA

En la Ultima década, se ha desarrollado el ecoendoscopio sectorial que permite
introducir una aguja por el canal operativo que emerge por el extremo distal del
aparato en el campo de vision de las ondas ultrasonicas. Esto permite realizar la
puncién con aguja fina guiada por el EUS en tiempo real desde el interior del tubo
digestivo y obtener material citolégico para el diagnoéstico de adenopatias, masas
pancreaticas, tumores submucosos y lesiones extraluminales.

1.2.1 Técnica

La EUS intervencionista debe realizarse con el ecoendoscopio lineal o sectorial ya
que permite visualizar la aguja en todo su trayecto durante la puncién.

Estos ecoendoscopios van acoplados a una consola de ecografia que dispone de
sefal doppler y doppler color, lo que permite identificar la presencia de vasos en el
territorio al que se va a acceder durante la puncién. Existen varios tipos de agujas
pero las mas empleadas son desechables, de 18-22 Gauge de grosor y hasta 8 cm
de longitud.

Para realizar la exploracion es conveniente la presencia de un anestesista que
realice una sedacién profunda y se responsabilice de la monitorizacién del paciente.
La mayoria de los ecoendoscopistas prefieren, en primer lugar, realizar la
exploracién con el ecoendoscopio radial para localizar y caracterizar la lesiéon con
mayor precision.

En un segundo tiempo se introduce el ecoendoscopio para realizar la puncién bajo
control ecografico en tiempo real, es decir visualizando la aguja en todo su trayecto
y durante todo el procedimiento.

En la parte central de la aguja va colocado un estilete que evita la contaminaciéon
de la aguja con células del trayecto de puncion. Una vez que la aguja se encuentra
dentro de la lesion a estudio, se retira el estilete y se conecta la jeringa al extremo
proximal de la aguja. Se ejerce presidn negativa aspirando unos 3-4 cc en la
jeringa y se realizan unos 10 movimientos de vaivén de la aguja dentro de la lesion
que provocan el paso de células al interior de ésta.
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Tras retirar la aguja, se inyecta aire por su extremo proximal para dar salida al
material con el que se realizan tantos intentos como sea necesario para la
obtencién de material adecuado para el diagnéstico citolégico.

1.2.2 Rentabilidad

Aunque existen multiples estudios en la literatura que demuestran el alto
rendimiento para la obtencién de material citolégico adecuado de la Puncién con
Aguja Fina (PAF). Se ha estipulado que cuando el citopatdlogo se encuentra en la
sala de exploraciones durante el procedimiento y dictamina in situ la idoneidad del
material obtenido, el indice de diagnésticos definitivos mejora en un 10-15% y se
reduce el tiempo de la exploraciéon asi como el riesgo de complicaciones derivadas
del procedimiento al disminuir de forma global el nimero de intentos (nuestro
equipo aun no trabaja con el citopatélogo dentro del pabellén , pero si lo hace con
el citometrista de flujo ).

1.2.3 Limitaciones

Para realizar una EUS-PAF, el paciente debe presentar parametros de coagulacion
dentro de la normalidad. La lesiéon a estudio debe medir como minimo 5 mm y
situarse en un area de unos 6-8 cm alrededor del 6rgano explorado.

Una de las limitaciones importantes de la EUS-PAF es la contaminaciéon de la
muestra por células de la pared del tubo digestivo que se aspiran de forma
accidental durante la puncion.

Esto no constituye una limitacién real si un citopatdlogo con suficiente experiencia
evalla las muestras. Sin embargo, cuando la contaminacién es por células del
propio tumor se podrian obtener resultados falsamente positivos.

Por ello es muy importante no atravesar el tumor para acceder a las adenopatias
que se pretenden evaluar.

Este hecho es limitante sobre todo en las neoplasias de es6fago y recto en las que,
a menudo, las adenopatias son de localizacién peritumoral.
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1.2.4 Complicaciones

Como se ha comentado, la EUS-PAF es una técnica muy segura. Sin embargo, se
han descrito algunas complicaciones, como hemorragia, infeccién y pancreatitis
agudas que en ningun caso han comportado riesgo vital. Estas complicaciones
estan claramente relacionadas con el tipo de lesiéon y la localizacién de la misma, de
forma que las lesiones sdlidas son las que presentan menos complicaciones (0,5%)
y en cambio las lesiones quisticas presentan un indice mayor (14%) en especial
hemorragias intraquisticas autolimitadas o infectadas(Este es otra razon de que
nuestro grupo de acuerdo a lo demostrado en los Congresos nacionales, el de
Cancun, Noviembre 2006 y el de Montevideo, Diciembre 2006), habitualmente
intenta la penetraciéon y drenaje completo de la coleccidn si esta es por ejemplo
pacreética, lo cual ademas de ser Util para el paciente , nos permite acceder a
posibles neoplasias intraquisticas, o si es un tumor sélido , intentamos la reseccioén
inmediata de la lesidn sélida si esta es temprana y sin invasion de 6érganos
vasculares, como podria ser el caso de un tumor de papila, o un tumor del
estdbmago. Cabe hacer notar que en el caso de una lesion epitelial con compromiso
hasta sm1, realizamos una reseccidon endoscdpica, pues hemos encontrado que la
mayor agresividad y riesgo de metastasis se encuentra en aquellas lesiones sm3
(Uruguay diciembre 2006, Lynch O, Schultz H et als).

Para evitar esta ultima complicacion se propone realizar profilaxis antibidtica en los
pacientes con lesiones quisticas o0 masas pararectales, asi como drenar totalmente
los quistes puncionados. No obstante, en la actualidad no existe ningdn estudio
prospectivo que haya demostrado la utilidad de los antibidticos ni la pauta a seguir.

La diseminaciéon de células tumorales en el trayecto de la puncién es un riesgo
tedrico pero no se ha demostrado en estudios randomizados.

2. UTILIDAD DE LA EUS-PAF

Se ha corroborado que la EUS es una técnica muy util para el diagnéstico de
extension de las neoplasias digestivas ya que permite determinar el estadio TNM.

Sin embargo, esta técnica en un endosonografista con una experiencia menor a 5
afios (Escuela Japonesa) es incapaz de diferenciar el tejido tumoral del tejido
inflamatorio. Por ello, la confirmacién histoldgica se tiene que hacer necesariamente
mediante la obtenciéon de biopsias. Estas biopsias se pueden obtener con pinza de
biopsias durante la endoscopia convencional o mediante puncidn aspirativa guiada
por ecoendoscopia.

En esta introducciéon se presentaran los aspectos fundamentales de las neoplasias
que son el principal objetivo de reconocer ante la sospecha endoscépica pero con
biopsias recurrentemente negativas, objetivo basico para difundir este Proyecto a
nivel Nacional.
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2.1 LINITIS PLASTICA Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL CON OTRAS
ENFERMEDADES QUE CAUSAN PLIEGUES GASTRICOS ENGROSADOS

Se define como pliegues gastricos engrosados aquellos que en la endoscopia
aparecen con calibre superior al habitual y que no desaparecen con la insuflacién de
aire.

El manejo de los pacientes con pliegues gastricos engrosados es un reto en la
practica clinica habitual ya que el diagndéstico diferencial esta constituido por un
amplio abanico de patologia que incluye procesos malignos (adenocarcinoma y
linfoma) y benignos (gastritis hipertrofica, enfermedad de Ménétrier, hiperplasia
linfoide y sindrome de Zollinger-Ellison).

A pesar de que cada una de estas enfermedades presenta unas caracteristicas
clinicas determinadas, el aspecto endoscopico, a menudo, no permite discriminar
entre los procesos benignos y malignos con precision. Las biopsias que
habitualmente son diagnésticas, en este caso pueden no ser representativas por lo
que se requiere la toma de macrobiopsias o biopsias multiples.

En este contexto, la EUS , ha demostrado ser definitivamente concluyente sobre
todo en aquellos pacientes en quienes la sospecha de cancer gastrico por parte del
endoscopista esta claro, pero, las biopsias, no importando el nimero de las
mismas, siguen saliendo negativas, y los tiempos planteados por el GES(PLAN
AUGE), exige que los tiempos sean respetados para que se confirme o descarte la
presencia de tumordemostrado ser de gran utilidad ya que, al ser capaz de
discriminar las capas de la pared gastrica, permite sugerir el tipo de patologia y su
exacta localizacion y si es Unica o sincrénica con otra lesiéon ain no descubierta por
el examen Endoscopico. Aqui es donde la tincidon con indigo carmin o azul de
metileno previa digestion enzimatica con una sustancia que digiere la capa de
mucina protectora, permite acercarnos a la localizacién de la lesién tumoral. No
reemplaza en todo caso la evaluacion EUs , sino que resulta complementaria.

2.1.1 Linitis plastica

La linitis plastica es una forma de cancer gastrico primario o metastatico que se
caracteriza por una infiltracién de la submucosa y muscular propia con indemnidad
de la mucosa vy, por tanto es, de dificil diagndstico mediante endoscopia y biopsias
convencionales. Dado que las biopsias pueden ser negativas se requiere
macrobiopsia que a su vez, en ocasiones, puede no ser demostrativa.

La EUS, en cambio, aporta una informacién muy importante puesto que el aspecto
endosonografico de la linitis es tan caracteristico que permite apoyar el diagnéstico
con una alta fiabilidad a pesar de no disponer de confirmacioén histologica. La initis
aparece como un engrosamiento importante de la pared (=4 mm), con
conservacion de la estructura en capas y importante rigidez y dificultad a la
distension con agua. Aunque este aspecto es muy evocador, no es patognomonico
de tumor primario ya que las metastasis gastricas de algunos canceres y
especialmente del cancer de mama pueden dar la misma imagen. Ademas, la EUS
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permite realizar diagndstico de extension locorregional al descartar infiltracion a
6rganos vecinos, adenopatias y, en este caso, tipicamente ascitis que sugiere
carcinomatosis peritoneal (URUGUAY DICIEMBRE2006)

2.1.2 Linfoma MALT

El diagnéstico diferencial de la linitis plastica se debe hacer, en primer lugar, con el
linfoma MALT. Este linfoma, relacionado directamente con la infeccién por
Helicobacter Pylori, puede adoptar cualquier forma pero suele afectar siempre la
capa mucosa por lo que el diagnoéstico se hace mediante biopsias. La EUS es sin
embargo, muy Util para su estudio de extension y para evaluar la respuesta al
tratamiento (CANCUN NOVIEMBRE 2006).

2.1.3 Patologia benigna

Entre las patologias benignas que pueden dar una imagen de pliegues gastricos
engrosados en la gastroscopia esta la enfermedad de Ménetrier que es una
patologia poco frecuente caracterizada por un engrosamiento exagerado de la
pared gastrica a expensas de la segunda capa (mucosa > 3 mm) y la presencia de
Imégenes quisticas en su interior, el Sindrome de Zollinger Ellison que se
caracteriza por un engrosamiento de la capa mucosa que es mas manifiesto en el
fundus y, por ultimo, las gastritis y gastropatias que caracteristicamente afectan
solamente a la capa mucosa.
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2.2 NEOPLASIA DE PANCREAS (VER en CANCUN NOVIEMBRE 2006):

El pancreas es una glandula de dificil acceso ya que presenta una localizacion
retroperitoneal y es, ademas, muy delicada siendo facil el desencadenamiento de
pancreatitis o hemorragias con su manipulacién. Por afiadidura, las lesiones focales
de pancreas son a menudo de pequefio tamafio o se acompafian de un importante
componente fibrético que hace dificil la obtencién de material citolégico de buena
calidad. Una vez mas, por sus caracteristicas, la EUS permite un facil acceso al
pancreas por lo que es la técnica de eleccion para el estudio de estas lesiones.

2.2.1 Adenocarcinoma de pancreas:

La incidencia del carcinoma de pancreas ha experimentado un notable aumento en
los ultimos 50 afios, situandose entre 5 y 10 casos por 100.000habitantes y afio,
sin observarse una mejora franca en su prondstico. Asi, las tasas de mortalidad se
superponen a las de incidencia, siendo la probabilidad de supervivencia a los tres y
cinco afos inferior al 10% y 3%, respectivamente. Los motivos que justifican este
mal prondstico son la ausencia de poblaciones de riesgo a las que dirigir programas
de screening y la elevada capacidad de progresién tumoral y diseminacion
metastasica que posee esta neoplasia, lo que dificulta o impide su diagnéstico
precoz.

El primer reto en el diagndstico del cancer de pancreas es la visualizacion del
tumor, especialmente en el caso de las pequefias neoplasias obstructivas de la
cabeza del pancreas. Mdltiples estudios publicados han demostrado que la
sensibilidad y especificidad de la EUS es mayor que la de la tomografia
computerizada (TC), hecho que es mas evidente cuando los tumores son menores
de 3 cm. La precision diagndstica de la EUS en comparacion con la ultrasonografia
convencional. El TAC Helicoidal, la ERCP y arteriografia en la deteccién de la
neoplasia de pancreas ha sido objeto de multiples estudios y se sitda alrededor del
97%, 73%, 76%, 92% y 88% respectivamente.

Como en cualquier neoplasia, el diagndstico del cancer de pancreas requiere su
confirmacion cito-histolégica. Para ello es necesario obtener una muestra de tejido
tumoral, lo que puede efectuarse mediante puncién aspirativa con aguja fina (PAF),
por via percutanea o endoscopica, o biopsia quirurgica.

Los diferentes estudios publicados hasta la fecha demuestran que la EUS-PAFes la
técnica mas rentable y con menor morbilidad. Williams et al30 en un estudio
llevado a cabo con 144 pacientes con sospecha de neoplasia de pancreas,
demostraron unos indices de sensibilidad, especificidad, precisién diagndstica para
la USE-PAAF de 82%, 100%, 85%, respectivamente. A pesar de estos excelentes
resultados y de la baja morbilidad, las indicaciones universalmente aceptadas de la
EUS-PAF en los tumores de pancreas son la confirmacién citoldgica de lesiones no
resecables y el estudio histolégico de lesiones que no presenten las caracteristicas
tipicas de una neoplasia de pancreas o que acontecen en pacientes con
antecedentes especiales.
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Estas lesiones pueden corresponder a linfoma, metastasis, tuberculosis o tumores
neuroendocrinos pancreaticos31. La indicacion de la EUS-PAF en los tumores
resecables es mas controvertida ya que la mayoria de los autores sostienen que la
obtencién de uno o varios resultados citolégicos negativos no modifica la actitud
terapéutica cuando el aspecto de la tumoracién es muy sugestivo de lesion
neoproliferativa.

En la evaluacion de la extensién locorregional del cancer de pancreas, la EUS-PAF
tiene también un papel relevante. En un estudio reciente3 se comparé el costo —
beneficio de la PAF guiada por TC, la cirugia y la EUS-PAF para el diagnéstico de
adenopatias metastasicas no peritumorales en pacientes con tumores de cabeza de
pancreas resecables por TC helicoidal.

La EUS-PAF demostro ser la técnica mas coste-efectiva y con mayor sensibilidad.
Con ello se destaca la importancia de, una vez descartada la existencia de
metastasis o enfermedad no resecable por TC helicoidal, realizar una EUS-PAF en la
etapificacion del cancer de pancreas.

2.2.2 Tumores neuroendocrinos:

La EUS también tiene un papel muy importante en el diagndstico de los tumores
neuroendocrinos siendo la técnica con mayor sensibilidad puesto que es capaz de
identificar lesiones de hasta 5 mm de diametro. Ademas, la EUS-PAF permite
establecer el diagnostico de certeza imprescindible ya que permite obtener material
citologico no solo para el estudio convencional sino también para la caracterizacion
immunohistoquimica. El aspecto ecografico similar a una adenopatia, la
multiplicidad de las lesiones y la posibilidad de realizar cirugia conservadora
(enucleacién), refuerzan la necesidad de practicar EUS-PAF en muchos de estos
pacientes antes de adoptar una actitud terapéutica determinada.

2.2.3 Lesiones quisticas:

Las lesiones quisticas del pancreas pueden ser benignas (pseudoquiste,
cistoadenoma seroso), malignas (cistoadenocarcinoma) o premalignas
(cistoadenoma mucinoso, tumor mucinoso papilar intracanalicular). Ante el hallazgo
de una lesion quistica del pancreas, la conducta terapéutica oscila entre la
abstencion y la cirugia electiva en funcion del grado de malignidad de la lesion. Por
ello, es imprescindible obtener el maximo de informacién antes de tomar una
decision terapéutica.

Las caracteristicas endosonogréficas de las lesiones quisticas permiten distinguir las
neoplasias malignas del resto de lesiones con una alta especificidad pero, en
cambio, dificilmente diferencian un quiste seroso macrolobular de un mucinoso por
lo que la confirmacién citolégica juega un papel primordial. Sin embargo, la
rentabilidad de la PAF en estos casos, en cuanto a la obtencion de material con
suficiente celularidad para el diagndstico de malignidad, es méas baja que en las
tumoraciones solidas ya que no siempre se obtienen células del interior del quiste
(77% de los casos2). Ademas, aunque las células no sean atipicas no puede
descartarse que exista displasia en alguna otra zona del quiste. No obstante, la
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rentabilidad de la EUS-PAF es aceptable en caso de que la lesidon presente tabiques
engrosados o masas so6lidas de las que se pueda obtener material citolégico, o que
se obtenga abundante mucina ya que su presencia permite distinguir las lesiones
con potencial de malignizacién (cistoadenoma mucinoso y tumor mucinoso papilar
intracanalicular)36,37. Por otro lado, un estudio multicéntrico reciente en el que se
ha evaluado la utilidad de determinar ciertos marcadores tumorales (CA-125, CA
15-3, CA 19-9, CA 72-4 y CEA) en el liquido obtenido mediante EUS-PAF,
demuestra que niveles de CEA elevados (superiores de 192ng/ml) constituyen un
marcador de malignidad mas preciso que las caracteristicas endosonograficas (79%
vs 519%) o que la citologia (79% vs 59%) para distinguir quistes mucinosos de no
Mucinosos.

2.3 CANCER DE ESOFAGO:

El carcinoma esofagico presenta una incidencia muy variable y, a pesar de ser
relativamente poco frecuente en nuestro medio, supone una de las neoplasias mas
frecuentes en la poblacion mundial. La incidencia europea es de 5-8 casos/105
habitantes/afio, con una relacion hombre:mujer de 5:1, y ocupa el tercer lugar
entre los tumores malignos del tracto gastrointestinal, precedido por los canceres
colorrectal y gastrico. En los ultimos afos se ha apreciado un notable aumento en
la incidencia de adenocarcinoma del es6fago distal, lo que hace que esta variante
represente ya entre el 25% y el 50% de las neoplasias de es6fago atendidas en
diversas areas geogréaficas.

El prondstico del carcinoma de es6fago viene determinado por el estadio de
extension en el momento del diagndstico mas que por el tipo histolégico o la
localizacion del tumor. De esta forma, estadios iniciales (I-11A) tienen supervivencia
a los 5 afios del 30-50% y en cambio estadios mas avanzados (11B) tienen tan sélo
el 5-15% de supervivencia a los 5 afios. Se trata, por tanto, de una neoplasia con
una elevada capacidad de diseminacion, incluso en estadios macroscopicamente
poco avanzados, lo que hace necesario contemplar, en los casos en los que sea
posible, un abordaje terapéutico multidisciplinario, combinando la cirugia con la
radioterapia y la quimioterapia. A pesar de algunas importantes limitaciones
metodolégicas, diversos estudios han demostrado que la radioguimioterapia
neoadyuvante permite mejorar la resecabilidad y la supervivencia en pacientes con
neoplasia de es6fago localmente avanzada.

Por todo ello, las estrategias diagnoésticas aplicadas en la actualidad a este tipo de
pacientes consisten en procesos secuenciales encaminados a clasificar a los
pacientes en funcion del estadio evolutivo de su enfermedad, y cuya intensidad
depende de las posibilidades terapéuticas48. Estas evidencias hacen que sea de
capital importancia la correcta estadificacién de la neoplasia antes de la toma de
decisiones terapéuticas, para lo que la USE junto la TC toracica han demostrado ser
las técnicas de eleccion.

La EUS ha demostrado ser el método mas preciso en el diagndstico de extension
locoregional del carcinoma de es6fago. Especificamente, la precision diagnostica de
la EUSpara el estadio T es del 86% frente el 72% de la TC. En el caso de la
valoracién de los ganglios linfaticos, la EUS también ha demostrado presentar una
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mayor precision diagnostica que la TC (81% versus 61%, respectivamente). En
este sentido, si bien existen unos criterios ecoendoscépicos de malignidad para las
adenopatias (tamafio mayor a 1 cm de diametro, forma redondeada, limites
precisos y baja ecogenicidad), éstos no son definitivos. Asi, cuando la adenopatia
redne estas cuatro caracteristicas, presenta un 80-100% de probabilidades de ser
metastasica aunque so6lo un 25% de los ganglios infiltrados presentan los cuatro
criterios simultaneamente. Esta limitaciéon es compartida, por otro lado, con las
demas técnicas diagnoésticas. Dicho problema se ha superado con la introduccion de
la EUS-PAF que permite obtener material para estudio citolégico y confirmar asi la
naturaleza de la adenopatia con una alta rentabilidad (sensibilidad, especificidad y
rentabilidad diagnostica del 88%, 100% y 100%, respectivamente) y un indice de
complicaciones despreciable2, 58.

Segun un estudio publicado por Vazquez-Sequeiros et al55 en que se compard de
forma prospectiva el rendimiento e impacto de la TC helicoidal, la EUS, EUS-PAF, en
el estudio de extension locoregional en las neoplasias del es6fago. La EUS-PAF fue
la técnica mas precisa (87% vs 51% en relacién con la TC, y 87% vs 74% en
relacion con la USE) para el diagnéstico de las adenopatias metastasicas. Lo que es
mas importante, la informacién aportada por la EUS-PAF, comportdé un cambio en la
estrategia terapéutica en un tercio de los pacientes. Por otro lado, la ventaja de
esta técnica respecto a las demas se pone especialmente de manifiesto en el caso

de la deteccién de adenopatias en la regiéon del tronco celiaco. En el cancer de
esofago, las adenopatias en la region celiaca se consideran metastasicas y se
relacionan con un peor pronéstico. Por ello es muy importante su correcta
identificacion en el estudio de extension locorregional. En este sentido, la EUS y,
sobretodo, la EUS-PAF, juegan un papel importante, puesto que su precision en el
diagndstico de las adenopatias celiacas es del 93% y 97%, respectivamente55,
siendo la EUS-PAF una técnica costo/efectiva al evitar que estos pacientes sean
intervenidos innecesariamente,

2.4 CANCER DE ESTOMAGO:

Aungque la incidencia de cancer gastrico ha disminuido en el mundo desarrollado,
sigue siendo alto en el mundo subdesarrollado y particularmente en nuestra region.
Se trata de neoplasias que suelen diagnosticarse en una fase avanzada, con
compromiso metastasico locorregional o a distancia, lo que condiciona el
pronoéstico. Asi, los pacientes con lesiones localizadas presentan supervivencias
mayores del 50% a los 5 afios, mientras que en los pacientes con enfermedad
metastasica locorregional o a distancia estos valores descienden al 20-40% y a
menos del 5%, respectivamente.

Como ocurre en el cancer de es6fago, el objetivo del tratamiento quirdrgico del
cancer gastrico deberia ser la obtenciéon de una reseccion radical, con margenes de
seguridad de entre 3 y 5 cm. ya que, de lo contrario, la cirugia no comporta ningln
beneficio en cuanto a la supervivencia6l. Por todo ello, en los pacientes
posiblemente candidatos a cirugia con intencionalidad curativa, es obligatorio
efectuar un estudio de extension preoperatorio preciso que, en ocasiones, puede
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requerir la realizacion de una laparoscopia para descartar diseminaciéon peritoneal o
hepatica.

El papel de la EUS en el dgco. de extensién del cancer gastrico es mas relevante en
nuestro pais a aquellos paises anglosajones, con una persistencia del tipo intestinal
dependiente de factores ambientales, rodeado de mucosa dafiada con metaplasia
intestinal habitualmente incompleta y alteracién de la mucina habitual, con
tendencia a localizacion astral en paciente hombre de 60 afios 0 mas y de mejor
prondstico que el de localizacion alta y que se inserta en mucosa sana sin relacion
al helicobacter pylori ni a los factores sanitarios.

Asi, la utilidad de la EUS es muy relevante en paises del tercer mundo, que
requieren confirmar los casos de neoplasias en estadio IA (afectacion Unicamente
mucosa), en las que la reseccion local puede ser suficiente, y en la diferenciaciéon
entre estadios Il y 111, ya que mientras que en los primeros es posible obtener
resecciones completas (RO), en el segundo caso este objetivo dificilmente se
consigue mediante la cirugia aislada.

En cambio, a diferencia de lo observado en otras neoplasias digestivas como el
cancer de eso6fago o de recto, el efecto de la quimioterapia adyuvante sobre la
supervivencia es discutible y, probablemente marginal, por lo que Gnicamente se
aconseja, fuera del contexto de estudios clinicos, en pacientes en los que se
demuestra compromiso del margen de reseccion en el estudio de la pieza
operatoria. Por lo tanto, la aproximacion terapéutica no requiere tanta precision en
el diagndéstico de extension puesto que en caso de neoplasia irresecable se realiza
cirugia paliativa y en caso de que ésta sea resecable, cirugia curativa con vaciado
ganglionar sea cual sea la afectacion en profundidad de la neoplasia.

AUn asi, la EUS ha demostrado su superioridad frente a la TC en el diagnéstico
locorregional del cancer gastrico, con una precision diagndstica del 85% para el
estadio T y del 80% para el estadio N, y ciertos autores la consideran una
herramienta de ayuda al cirujano en la aproximacion a la cirugia 64-66. En un
estudio realizado recientemente en nuestra Unidad67 en el que se analizo el
significado de pequefias cantidades de ascitis no detectada por TC en 577 pacientes
portadores de una neoplasia abdominal, se demostré que el 45% de ellos tenian
carcinomatosis peritoneal que se confirmé posteriormente durante el acto
quirdrgico. El 75% de estos pacientes eran portadores de una neoplasia gastrica.
De este estudio se deduce un valor adicional de la EUS en la evaluacién de los
pacientes con neoplasia gastrica que es su utilidad en aquellos con alta probabilidad
de tener una carcinomatosis peritoneal y que, por tanto, deberian ser sometidos a
una laparoscopia exploradora previa a la cirugia.
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2.5 CANCER DE RECTO

El cancer colorrectal representa una de las neoplasias mas frecuentes en los paises
occidentales. A pesar del avance alcanzado en su diagndstico, tratamiento y
prevencién, continda siendo la segunda causa de muerte por cancer68. Los
tumores de recto suponen un 20-25% del total y presentan caracteristicas clinicas y
prondsticas propias que los distinguen de aquellos originados en el colon. Estas
diferencias se deben fundamentalmente a peculiaridades anatdmicas que facilitan la
progresion del tumor hacia estructuras vecinas, lo cual condiciona las estrategias
diagndsticas y terapéuticas.

El diagndstico del cancer de recto se basa fundamentalmente en la exploracién
endoscopica. Esto permite no tan sélo visualizar el tumor, sino también obtener
muestras de tejido para el diagnéstico histolégico. Sin embargo, estas técnicas son
insuficientes para la estadificacion de la lesiéon. Este aspecto es especialmente
importante en el cancer de recto ya que existen diversas evidencias que sugieren
un efecto beneficioso de la radioterapia preoperatoria en el prondstico de estos
pacientes.

Efectivamente, se ha demostrado que los pacientes con cancer rectal en estadios
avanzados (T3 -T4 NO, o Tx N1-2) se benefician de tratamiento neoadyuvante con
quimioradioterapia. Es, por tanto, primordial realizar un estudio de extensiéon
preterapéutico exhaustivo.

Existen numerosos estudios que ponen de manifiesto la alta fiabilidad de la EUS en
el diagndstico de extension de esta neoplasia siendo la precision diagndstica para el
estadio T de alrededor del 85-90%74-76 y, por tanto, superiores a los de la TC. El
principal problema de la EUS deriva de que a menudo estas neoplasias presentan
un importante componente inflamatorio que la EUS es incapaz de diferenciar del
tejido tumoral y conlleva a sobrestadificaciéon de tumores T2. De la misma forma,
también se puede realizar infraetapificacion de la lesiéon al ser incapaz de identificar
focos microscoépicos de invasion tumoral. La experiencia del endoscopista y la
localizacion del tumor (cuanto mas distales mas dificil) son otros dos factores que
juegan un papel a la hora de alcanzar un diagnéstico correcto. Por ultimo, hasta un
17% de las lesiones son estenosantes y no se pueden estudiar. Por lo que respecta
a la evaluacion del estadio N, ninguna prueba de imagen es muy precisa. Los
estudios disponibles demuestran que la EUS es capaz de identificar correctamente
las adenopatias tumorales perirectales con una precisién del 70-75% comparado
con el 55-65% de la TC y 60-65% de la RM. En este sentido, como ya se ha
comentado previamente, si bien existen unos criterios ecoendoscdopicos de
malignidad para las adenopatias, éstos no son definitivos. Esta limitacion es
compartida, por otro lado, con las demas técnicas diagndsticas. La introduccion de
la EUS-PAF deberia superar este problema ya que permite obtener material para
estudio citoldgico y confirmar asi la naturaleza de la adenopatia con una alta
rentabilidad. Sin embargo, en un estudio reciente, la EUS-PAF no demuestra
aportar mayor precision al rendimiento de la EUS en el cancer de recto. Una
explicacion aportada por los autores es que la mayoria de adenopatias perirrectales
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con algun criterio de malignidad por EUS son malignas, por lo que la PAF no aporta
demasiada informacion con relaciéon a la EUS sola.

Por otro lado, en el cancer de recto, las adenopatias no metastastasicas no suelen
visualizarse por EUS ya que son muy pequefias e isoeco técnicas. De hecho, 50-
70% de los ganglios mayores de 0,5 cm localizados en el mesorrecto son
metastasicos y, en cambio, s6lo un 20% de los menores de 4 mm lo son. Por ello,
se estipula que el mero hecho de visualizarlos por EUS ya presenta un valor
predictivo positivo tan elevado que no es necesaria la puncion.

En cambio, en los tumores en estadios mas precoces si que es importante realizar
la confirmacion mediante puncién porque en este caso la presencia de una
adenopatia positiva cambia el prondstico y el tratamiento de estos pacientes. Por
otro lado, un estudio reciente demuestra que la realizacion de la EUS-PAF en el
estudio de extension de las neoplasias rectales presenta un impacto sobre la
supervivencia libre de enfermedad de estos pacientes y que la combinacién de EUS
y TC es la estrategia mas eficaz desde el punto de vista del costo (costo/eficacia).
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3. UTILIDAD DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN EL DIAGNOSTICO
DEL CANCER

3.1 CONCEPTO Y GENERALIDADES

Los avances en los conocimientos fisiopatogénicos del cancer han permitido
identificar alteraciones genéticas que pueden se Utiles para detectar las células
neoplasicas. Estos marcadores moleculares son mas sensibles que las técnicas
convencionales basadas en métodos morfoldgicos (citologia convencional,
inmmunocitoquimica). Asi, la amplificacion mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) y el posterior andlisis mutacional del producto obtenido permite
identificar la presencia de alteraciones génicas especificas de un determinado tumor
en material procedente de la propia neoplasia o en liquidos u 6érganos distintos del
tejido de origen, situacion esta ultima que indica la presencia de células neoplasicas
en dicha localizacion. Cuando no existe una mutacion especifica de una
determinada neoplasia, la identificacion de las células malignas puede efectuarse a
través de la determinacion de la expresion de genes selectivamente expresados en
el 6rgano en el cual se origina el tumor mediante transcripcién reversa y posterior
amplificaciéon con PCR (RT-PCR), o detectando alteraciones epigenéticas propias de
las células neoplasicas. Estas técnicas ultrasensibles permiten identificar hasta una
célula tumoral entre 107 células no tumorales, por lo que pueden ser de enorme
utilidad para el diagndstico del cancer y la deteccion de metastasis.

3.2 MARCADORES MOLECULARES EN EL CANCER DE PANCREAS

En los dltimos afios, se ha asistido a un importante avance en el conocimiento de
los mecanismos moleculares implicados en la patogenia de diversas neoplasias
digestivas, entre las que destacan el carcinoma colorrectal y el carcinoma
pancreatico. En relacion con el cancer de pancreas, aunque la informacion
disponible es menor, destaca el papel patogénico del oncogen KRAS cuya
implicacidon se ha demostrado en el 70-80% de estos tumores. Este protooncogen
codifica una proteina de membrana (p21) que cuando esta fosforilada, favorece la
activacion de la cascada MAPquinasa que tiene como finalidad la sintesis de DNA.

Cuando existen mutaciones en el gen KRAS, p21 se encuentra permanente
fosforilada y activada por lo que se incrementa la transduccion de sefial que
resultara en un aumento de la actividad proliferativa de la célula. La presencia
universal y casi constante de mutaciones somaticas en el cordén 12 del gen KRAS
ha favorecido el desarrollo de técnicas moleculares dirigidas al diagndstico de esta
neoplasia.

En este sentido, mediante amplificacidon génica ha sido posible identificar la
presencia de mutaciones en el gen KRAS en ADN extraido del jugo pancreatico y
otros especimenes cito-histoldgicos, lo que permite incrementar la precision
diagndstica de la CPRE y de la PAF por via percutanea, respectivamente. Ademas,
un estudio realizado por nuestro grupo ha demostrado, no sélo que es factible
detectar estas mutaciones en ADN extraido del plasma de pacientes con cancer de
pancreas, sino que ello facilita el diagnéstico diferencial de las masas pancreaticas y
posee valor prondstico con relacion a la supervivencia. Sin embargo, la utilidad
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diagndstica del analisis mutacional del KRAS esta limitada por la existencia de
resultados falso-positivos y falso-negativos. Asi, se han detectado mutaciones en el
gen KRAS en células ductales hiperplasicas de pancreas sin alteraciones
macroscopicas y en lesiones premalignas como el tumor mucinoso papilar
intracanalicular o la pancreatitis crénica. Por otro lado, hasta un 20-30% de los
tumores no presentan mutaciones en el gen KRAS y, ademas, existe una
distribucion intratumoral heterogénea de las mutaciones lo que puede dar lugar a
resultados falsos negativos.

Mecanismo de accion del gen KRAS en células normales y neoplasicas.

Proliferacién
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3.3 MICROMETASTASIS GANGLIONARES EN NEOPLASIAS DIGESTIVAS:

Como se ha comentado, la precisién de la EUS para el diagndstico de la extension
ganglionar de las neoplasias digestivas y pulmonares, se sitla alrededor del 75%,
con algunas variaciones segun la localizacién del tumor primario En este sentido, es
importante sefalar que, aunque si una adenopatia presenta todas las
caracteristicas endosonograficas de malignidad tiene una posibilidad del 80-100%
de ser metastasica, s6lo un 25% de las adenopatias malignas rednen todos estos
criterios. Esta dificultad puede solventarse con la utilizacion de la EUS-PAF que
permite obtener material citolégico para confirmar la infiltracion metastasica de las
adenopatias con un rendimiento cercano al 90%. Sin embargo, se ha demostrado
que en las adenopatias pueden existir focos de micrometastasis no detectables por
métodos de citologia convencional. Estas células neopléasicas aisladas que han
invadido los ganglios pueden desarrollarse de una forma similar a las infiltraciones
metastasicas masivas detectadas por las técnicas de histologia convencional. De
hecho, se ha demostrado que la presencia de estos nidos de células malignas
empeora el prondstico de estos pacientes.

En los dltimos afios, se ha investigado la posibilidad de detectar la existencia de
micrometastasis en diversos 6rganos diana, asi como la presencia de células
neoplasicas circulantes. Las técnicas que se emplearon inicialmente, basadas en
meétodos morfolégicos (citologia convencional, inmunocitoquimica), se hallaban
limitadas por su baja sensibilidad. Sin embargo, el desarrollo de procedimientos
para el estudio de los acidos nucleicos ha permitido disponer de técnicas mas
sensibles y con una elevada especificidad para la deteccion de células ocultas en
determinados tejidos o fluidos. Con estas técnicas ha sido posible detectar
micrometastasis a nivel de los ganglios linfaticos o en la médula ésea en pacientes
con cancer de eso6fago, gastrico, recto, y pulmén. La relevancia clinica de este
hallazgo es dificil de establecer ya que se requiere un seguimiento a largo plazo vy,
ademas, es dificil obtener un patréon oro con el que ser comparado. Sin embargo,
hasta la fecha se ha demostrado que pueden encontrarse focos de micrometastasis
por métodos immunohistoquimicos o de biologia molecular en hasta un 50% de las
adenopatias no metastasicas por histologia convencional, en el cancer de pulmon.

Mas importante aun es la observacion de que, tanto en esta neoplasia como en el
cancer de est6fago y gastrico, la presencia de estas células presenta un impacto
desfavorable en los pacientes. Por ello, algunos grupos consideran que se deberia
incluir la deteccién de micrometastasis en la evaluaciéon previa al tratamiento de
estos pacientes.

En este sentido, la EUS-PAF podria ser la técnica idénea para la obtencién del
material ganglionar necesario para aplicar estas técnicas moleculares, en el estudio
de extension de las neoplasias digestivas y metastasis.
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3.4 METILACION ABERRANTE COMO MARCADOR MOLECULAR DE
MICROMETASTASIS GANGLIONARES

Como se ha sefialado anteriormente, existen diferentes estrategias que permiten
distinguir una célula tumoral de una normal a nivel molecular. Las dos estrategias
mas empleadas hasta la fecha han sido la identificacién de mutaciones en
oncogenes y la deteccidon de alteraciones en la expresion de determinados genes.
Aunque la primera estrategia es mas atractiva, se ve limitada por el hecho de que
es infrecuente que un tumor presente mutaciones en un oncogen especifico de
forma muy prevalente. La segunda estrategia es mucho mas factible pero presenta
el inconveniente de ser poco especifica ya que las células normales en otras
situaciones no neoplasicas en determinadas situaciones (inflamacion, isquemia...)
también pueden presentar alteraciones en la expresion génica. Recientemente se
ha propuesto una estrategia mucho mas novedosa que consiste en la determinacién
de cambios epigenéticos especificos de las células tumorales. La herencia de la
informacién basada en niveles de expresién génica no determinada por la estricta
secuencia genética recibe el nombre de epigenética.

Esta debe diferenciarse de la genética, la cual hace referencia a la informacion
transmitida teniendo como base la secuencia genética. La principal modificacion
epigenética en humanos es la metilacidon de la citosina que se localiza en el
dinucleétido CpG y constituye entre el 0,75-1% de todas las bases. Asi, el genoma
humano contiene cerca de un 6% de 5-metilcitosina (5-mC), que es indispensable
para la vida. Los dinucleétidos CpG no estan distribuidos al azar sino que existen
zonas especialmente ricas denominadas islas CPPS. Estas islas se localizan en la
region inicial del gen (promotor y primer exén) y en células no neoplasicas suelen
estar no metiladas por lo que permiten la correcta transcripcion genética. La
metilacion de las islas CpG de los promotores de determinados genes, entre los que
se incluyen algunos genes supresores, conlleva una incapacidad para la
transcripcién de éstos y, por tanto, para la sintesis de la proteina correspondiente.
La metilacion del ADN constituye un paso precoz y fundamental en la
transformacion del tejido normal hacia tumoral.

Caupolican 321 Local 6 Galeria Los Arrayanes — Fono: 56-41-215080



Bloarrayanes

Centro de Estudios Médicas nfermedades Gastroenterologicas

Distribucién de los dinucleétidos CPG en el Genoma Humano y diferencias con los patrones de
mutilacién entre las células normales y tumorales

Cambios Genéticos y Epigenéticos que inactivan los Genes Supresores Tumorales. De acuerdo a la
Hipdtesis de “Los Dos Golpes” de Knudson
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Recientemente se ha descrito un perfil de hipermetilacion concreto para cada
neoplasia humana de forma que, combinando 3-4 marcadores, se puede lograr
tipificar practicamente cada tumor. Algunos de estos genes son compartidos y otros
son tumor-especificos. Asi, los tumores gastrointestinales comparten un grupo
determinado de genes hipermetilados que incluyen p16INK4a, p14ARF, MGMT, APC
y hMLH1, mientras que el CPCNP presenta un patron distinto que afecta a los genes

DAPK, MGMT y p16INK4a.
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La nueva tecnologia que ha permitido estudiar la metilacién esta basada en la
modificacion del ADN con bisulfito y posterior amplificacion mediante PCR
concebadores especificos (methylation specific polymerase chain reaction MSP).

El tratamiento con bisulfito cambia la C no metilada a T pero no modifica la C
metilada. Esta técnica también puede asociarse a PCR cuantitativa, andlisis de
restriccion o secuenciacion.

Para que un método sea utilizado como diagndstico, debe ser rapido, facil, sensible
y no radioactivo.

La MSP cumple con estos cuatro requerimientos. Por ello, la hipermetilacion de islas
CpG ha sido usada como herramienta para detectar células neoplasicas en lavados
broncoalveolares, nddulos linfaticos, esputo, orina, saliva, lavado ductal y en suero
de pacientes con cancer con excelentes resultados. Sin embargo, hasta la fecha,
ningun grupo ha utilizado el material obtenido por EUS-PAF para el estudio
micromestastasis mediante determinacion de los patrones de metilacion.
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3.5 CONTRIBUCION DE LA PUNCION CON AGUJA FINA GUIADA POR EUS EN
EL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS NEOPLASIAS Y EN LA DETECCION DE
MICROMETASTASIS GANGLIONARES.

La EUS-PAF por su alto rendimiento y baja morbilidad, puede constituir la técnica
idonea para la obtencidon del material con el que realizar los estudios moleculares
dirigidos a la identificacién de células neoplasicas. La aplicacién de estos
conocimientos de biologia molecular al diagnéstico del cancer de pancreas a través
de material obtenido por EUS-PAF tan sélo ha sido estudiada por ciertos grupos.
Tada et al demuestran que es posible detectar mutaciones del KRAS en material
obtenido por EUS-PAF y que esta aproximacion presenta un rendimiento mayor al
de la citologia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en esta serie corta de
enfermos, los resultados de la citologia convencional eran inferiores a los obtenidos
habitualmente en otras series publicadas.

Por otro lado, hasta la fecha, tan sélo existe un estudio que emplea el material
obtenido por EUS-PAF para la identificaciéon de micrometastasis. En este estudio el
grupo de Wallace, demuestra que es posible detectar células ocultas en las
adenopatias mediastinicas de los pacientes con cancer de pulmoén determinando la
actividad de la telomerasa por RT-PCR.

ESTE ACTUAL PROYECTO MULTIDISCIPLINARIO BASADO EN LA EUS-PAF INTENTA
ENTREGAR EVIDENCIAS PRACTICAS QUE VALIDEN LA REAL UTILIDAD EN NUESTRA
REALIDAD REGIONAL Y NACIONAL PARA OPTIMIZAR EL DIAGNOSTICO,
PRONOSTICO y TRATAMIENTO DE LAS NEOPLASIAS DIGESTIVAS Y LAS
MICROMETASTASIS BASADO EN LOS MARCADORES MOLECULARES OBTENIDOS
MEDIANTE ESTA TECNICA

JUSTIFICACION DE LA TESIS

JUSTIFICACION GENERAL

El prondstico de los pacientes con neoplasias esta claramente relacionado con el
diagndstico precoz y la posibilidad de efectuar tratamiento. Para que se administre
la terapia mas adecuada en cada caso es imprescindible, en primer lugar, disponer
de las caracteristicas histoldgicas del tumor y, en segundo lugar, lograr un estudio
de extensién lo mas preciso posible. La EUS-PAF presentan las prestaciones
adecuadas que hacen de ellas técnicas de eleccion para el diagnéstico y estudio de
extension locorregional de las neoplasias digestivas y metastasis, asi como para la
obtencién de material para el diagndstico citolégico.

Por otro lado, en los ultimos afios, se ha asistido a un importante avance en el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la patogenia de estas
neoplasias. El desarrollo de procedimientos para el estudio de los acidos nucleicos
ha permitido disponer de técnicas extremadamente sensibles y con una elevada
especificidad para la deteccion de células neoplasicas en determinados tejidos o
fluidos.
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A pesar de la conocida utilidad de la EUS en Oncologia, existen patologias de dificil
manejo clinico en los que el rendimiento de esta técnica no ha sido evaluado
adecuadamente. Ademas, tampoco se han analizado cuales son las circunstancias
que permiten obtener un mayor rendimiento de la EUS-PAF. Por otro lado, la
combinacion de una técnica diagndstica novedosa como es la EUS-PAF con los
métodos de biologia molecular, asociados a la nueva técnica de endoscopia confocal
que traen incorporados un EUS y un laser, suponen definitivamente el tan esperado
avance en donde los bidlogos celulares, moleculares, junto a los clinicos,
imagenedlogos y anatomopatologos e inmundlogos provoquen el diagndstico
temprano, preciso, y simultaneamente la etapificacion y si es posible la reseccion
definitiva, optimizando la morbimortalidad, costos y prondstico del cancer digestivo.

JUSTIFICACION AL ESTUDIO

PRIMERA JUSTIFICACION:

EUS con pliegues gastricos engrosados por endoscopia y biopsias recurrentemente
negativas: Factores predictivos de malignidad e impacto clinico.

La linitis es una entidad que se caracteriza por una infiltracion de la pared gastrica
por células neoplasicas, con frecuencia de tipo en anillo de sello que se acomparia
de una importante reaccion estromal y fibrosa de la submucosa y extension linfatica
y peritoneal precoz. A menudo, las biopsias convencionales obtenidas durante la
gastroscopia son negativas, por lo que es dificil lograr un diagnéstico de
confirmacioén. La EUS, al permitir explorar la pared, podria ser una técnica
fundamental en este contexto.

SEGUNDA JUSTIFICACION:

Factores predictivos de diagnéstico correcto e importancia de disponer de un
patélogo en la sala de exploracién en la punciéon con aguja fina guiada por EUS- AF:
La utilidad de la EUS-PAF en el diagnéstico citopatoldgico de lesiones focales de
pancreas y en el estudio de extension de las neoplasias digestivas y pulmonares
viene determinada por la posibilidad de obtener material citolégico de buena
calidad. Sin embargo, no se conocen con precision cuales son los factores que
influyen en el rendimiento de la misma. La ayuda de un patélogo en la propia sala
de exploracién que realice un dictamen in situ durante el procedimiento podria ser
determinante, por ello, es importante establecer los factores que influyen en el
rendimiento de la puncién con aguja fina guiada por ultrasonografia endoscoépica,
asi como analizar la influencia que supone disponer de la presencia del patélogo.

TERCERA JUSTIFICACION:

Utilidad clinica del andlisis mutacional del gen KRAS en el diagnéstico del
adenocarcinoma de pancreas mediante EUS-PAF:.
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El diagnéstico de las lesiones focales de pancreas siempre ha sido dificultoso por la
localizacién retroperitroneal de la glandula y por las caracteristicas de las lesiones.
La EUS-PAF ha demostrado ser la técnica de eleccidén ya que presenta un elevado
rendimiento y baja morbilidad asociada. Sin embargo, siguen existiendo subgrupos
de pacientes en los que el diagndstico es dificil.

La pancreatitis crénica pseudotumoral, los tumores bien diferenciados o las lesiones
quisticas de pancreas, por ejemplo, contindan siendo un reto diagnéstico. En estos
casos el material citolégico obtenido es mas escaso o dificil de interpretar. Por otro
lado, el adenocarcinoma de pancreas presenta mutaciones en el oncogén KRAS en
mas del 80% de los pacientes. En este caso, ademas, las mutaciones se localizan
de manera casi exclusiva en el codén 12, lo cual facilita su deteccion mediante
procedimientos moleculares relativamente simples (PCR-RFLP y SSCP).

La combinacién de esta técnica molecular con la citologia convencional en material
obtenido por EUS-PAF podria lograr un rendimiento en el diagndstico del cancer de
pancreas que, en la actualidad, ninguna técnica posee.

Aliment Pharmacol Ther 2003;17:1299-1307.
CUARTA JUSTIFICACION:

Deteccion de micrometastasis ganglionar mediante determinacién de perfiles de
ipermetilaciéon en material obtenido por puncién aspirativa guiada por EUS-PAF:

Con respecto al diagndstico de la extension ganglionar de las neoplasias digestivas
y pulmonares, la precisién diagndstica de la EUS se sitla alrededor del 75%, con
algunas variaciones segun la localizaciéon del tumor primario. La obtencién de
material citolégico por EUS-PAF permite confirmar la infiltracion metastasica de las
adenopatias con un alto rendimiento. Sin embargo, se ha demostrado que existen
focos de micrometéstasis, no detectables por métodos de citologia convencional.
AUn mas importante, se ha demostrado que la presencia de estos nidos de células
malignas conlleva un deterioro en el pronéstico de estos pacientes.

En los dltimos afios se ha investigando la posibilidad de detectar la existencia de
micrometastasis en diversos 6rganos diana utilizando técnicas de biologia
molecular. Uno de los posibles métodos para detectar células neoplasicas se basa
en el hecho de que las células neoplasicas presentan hipermetilacion de las
regiones promotoras de algunos genes supresores.

Ademas cada tipo de neoplasia presenta un patrén mutilacion especifico por lo que
su identificacién equivale a la deteccién de las células neoplasicas con una alta
sensibilidad y especificidad. Por ello, una aproximacién interesante es la detecciéon
de micrometastasis ganglionar a partir de la identificacion de patrones de
mutilacion aberrante en el material obtenido por EUS-PAF. La combinacién de la
citologia convencional junto con esta técnica molecular podria permitir detectar un
mayor numero de adenopatias metastasicas.
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Clin Cancer Research 2004;10:4444-4449,

OBJETIVOS
Los objetivos especificos del presente PROYECTO son:

1. Evaluar los parametros endosonograficos predictivos de malignidad en pacientes
con pliegues gastricos engrosados y biopsias negativas para malignidad asi como
analizar el potencial impacto clinico de la EUS en estos pacientes.

2. Evaluar los factores que condicionan el rendimiento de la EUS-PAF en el
diagndstico citoldgico de las lesiones digestivas y peridigestivas.

3. Evaluar la utilidad de la EUS-PAF en el diagnéstico de las neoplasias de pancreas
mediante el estudio de mutaciones en el codén 12 del gen KRAS en el material
aspirado, correlacionandolo con el estudio de mucinas y displasia ductal
pancreatica.

4. Evaluar la utilidad de la EUS-PAFF en el diagnéstico de extension de las
neoplasias digestivas (es6fago, estbmago, recto) mediante el estudio de los
patrones de mutilacion especificos obtenidos desde la EUS-PAF.

DISCUSION
Los resultados del presente Proyecto intenta demostrar la real utilidad de la EUS.

La ultrasonografia endoscoépica es una técnica altamente efectiva en el diagnéstico
y en el estudio de extensiéon de las neoplasias digestivas y sus metastasis
regionales y de 6rganos vecinos, permitiendo mediante EUS-FNA realizar analisis
moleculares en el material aspirado, lo cual puede incluso incrementar su
rendimiento diagndéstico.

El primer valor de este Proyecto es que en los pacientes con pliegues gastricos
engrosados y biopsias reiteradamente negativas, la EUS permite ver el
engrosamiento decapas profundas (submucosa y/o muscular 5mm), lo que permite
identificar a los pacientes con real patologia maligna situacidon que a veces se hace
angustiante para el profesional, paciente y patdlogo, con una gran precision
(especificidad del 97% y valor predictivo positivo y negativo del 95%).

Ademas, cuando se analiza el impacto que tiene la realizacién de la EUS sobre el
manejo de estos pacientes se observa que la probabilidad de que presenten una
linitis aumenta del 34% al 95% cuando la EUS sugiere malignidad. En cambio, si la
EUS sugiere benignidad esta probabilidad disminuye hasta el 4,7%. Por otro lado,
mientras que la presencia de un engrosamiento de las capas profundas es el Unico
factor independiente predictivo de malignidad, existen otros factores asociados a
esta condicién como son la desapariciéon de la estructura en capas, la dificultad a la
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distensién con agua y la presencia de ascitis o de ganglios linfaticos con criterios de
malignidad.

Este estudio aporta, por lo tanto, una informacién valiosa que puede facilitar el
manejo de un subgrupo de pacientes que siempre ha supuesto un reto diagndstico.
Los tres estudios previos existentes en la literatura sobre la utilidad de la EUS en el
diagndstico de los pacientes con pliegues gastricos engrosados son descriptivos y
no consideran el subgrupo de pacientes con biopsias reiteradamente negativas que
es el que ofrece mayor dificultad diagnéstica y, por tanto, es donde la EUS puede
tener mayor relevancia clinica. De manera similar a nuestros resultados, estos
estudios muestran que el engrosamiento de las capas mas profundas es muy
sugestivo de malignidad. A la luz de estos hallazgos, la EUS, deberia considerarse
una técnica diagnéstica IMPRESCINDIBLE EN EL MANEJO DE LOS pacientes con
pliegues gastricos engrosados en los que las biopsias endoscopicas no permiten
alcanzar el diagndstico. Este hecho constituye la Unica circunstancia en la que la
imagen ecoendoscdpica es lo suficientemente especifica para justificar que un
paciente sea sometido a tratamiento oncolégico, incluso sin confirmacion histolégica
previa.

La segunda conclusidn es el poder identificar los factores relacionados con un
diagndstico correcto en pacientes evaluados mediante EUS-PAF, asi como evaluar el
costo real de disponer de un patdlogo en la sala de exploracion durante el
procedimiento.

Cuando se analizé la serie global de pacientes sometidos a EUS-PAF se observé que
el Unico factor determinante de mal rendimiento era el tipo de lesién siendo las
lesiones intraparietales las asociadas a un peor rendimiento. El estudio del costo
permitira establecer que, en nuestro medio, la presencia del patélogo en la sala de
exploracion es una estrategia eficaz, al permitir disminuir el nidmero de biopsias (-)
necesarios para obtener un diagnéstico (+). Pero, no todos los centros hospitalarios
pueden disponer de un patélogo en la sala de exploraciéon por lo que se considerara
fundamental ver el nUmero de muestras necesarias para conseguir un rendimiento
similar al obtenido con ayuda del patélogo. En este caso, es importante destacar
que el numero de pases necesarios para lograr material adecuado para el
diagndstico citologico se modifica en funcién del tipo de lesiéon, de forma que en las
adenopatias con tan s6lo 3 muestras obtiene un buen rendimiento, mientras que en
las masas pancreéticas hacen falta 4 muestras para tener los mismos resultados.

La tercera conclusion de este Proyecto se centra en la neoplasia de pancreas que,
por su localizacién retroperitoneal y sus caracteristicas histoldgicas, es dificil de
estudiar.

En la mayor parte de los casos se trata de lesiones malignas de tipo
adenocarcinoma, pero hay que tener en cuenta que existen otras posibles etiologias
que comportan actitudes terapéuticas y un prondstico radicalmente diferentes:
tumor neuroendocrino, linfoma, metastasis o incluso patologia estrictamente
inflamatoria.
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Por ello, antes de indicar un tratamiento quimioterapico paliativo en pacientes con
neoplasia irresecables, es imprescindible disponer del diagndstico citopatolégico.
Pancreas, a menudo se acompafian de un importante componente inflamatorio o
desmoplastico que hace que la obtencién de material suficiente para el diagndstico
citolégico sea dificultosa.

A este hecho se afiade la dificil diferenciacion entre las pancreatitis peudotumorales
y las neoplasias que asientan sobre un pancreas heterogéneo.

Estas consideraciones refuerzan la importancia del tercer estudio, en el cual se
demuestra una vez mas el alto rendimiento de la EUS-PAF para el diagnéstico de
lesiones focales de pancreas pero, sobre todo, aporta una informacién relevante
sobre la utilidad de una técnica molecular ultrasensible como es la deteccién de
mutaciones en el gen KRAS. Asi, el problema basico del diagnéstico citolégico esta
en la capacidad de obtener material adecuado para que el citépatologo sea capaz
de dar un diagndstico correcto.

En aquellos pacientes en los que las muestras de la PAF son adecuadas, el estudio
citopatoldgico es superior al molecular, ofreciendo la combinacion de ambos una
minima ventaja.

Sin embargo, cuando se tienen en cuenta la totalidad de pacientes, la adicion del
analisis mutacional a la citologia convencional constituye la estrategia mas eficaz ya
que el estudio molecular se realiza en una cantidad de material minima y es muy
sensible.

Ademas, hay que tener en cuenta que en este estudio los resultados de la citologia
son similares a los de las mejores series de la literatura lo que puede estar en
relaciéon con la presencia de un patdlogo en la sala de exploracién. De manera
similar a lo observado en el estudio anterior, este hecho permite disminuir el
numero demuestras necesarias para el diagndstico. Lo que se traduce en una
estrategia mas costo/eficaz y menor morbilidad. En caso de no disponer de
patdlogo es posible que la adicion del andlisis cito molecular pudiera ser aun de
igual o mayor utilidad. Lo ideal en todo caso es contar con ambos profesionales.Por
ultimo, aporta una informacién de gran importancia para el cirujano, oncélogo y
que es la posibilidad de detectar micrometastasis mediante estudio de metilacion
en el material obtenido por EUS-PAF.

Este enfoque es original y logra transportar los conocimientos adquiridos en el
campo de la investigacion basica al terreno de la asistencia clinica diaria.

Aunque su verdadera implicacion clinica no esta aln bien establecida, las
evidencias existentes hasta la fecha sugieren que la presencia de micrometastasis
ganglionares puede conllevar un deterioro en el pronéstico de los pacientes
neoplasicos.

Por ello, a pesar de que los resultados muestran que la adicidon del andlisis olecular
disminuye la especificidad en relaciéon con la citopatologia convencional, este
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estudio ha permitido establecer por primera vez un nuevo campo de indicaciones
para la EUS-PAF.

Hay que tener en cuenta que la Oncologia tiende cada vez mas a disefar
tratamientos individualizados para cada paciente, en base a, no tan sélo el estudio
de extensién minucioso, sino también las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
del tumor.

De esta forma, la informacién obtenida del ADN o ARN permite determinar con
mayor exactitud la capacidad metastasica de un tumor o su resistencia a una
determinada terapia. Esta informacion, obtenida a partir de las células
metastasicas, puede también ser de utilidad para plantear el tratamiento
neoadyuvante mas eficaz.

En este sentido, los resultados demuestran que la EUS-PAF es una técnica
excelente para la obtencion del material necesario para emprender los estudios
moleculares decisivos previos al tratamiento en los pacientes con neoplasias
digestivas y micrometastasis.

Por todo ello, en su conjunto los resultados del presente Proyecto demuestran que
la EUS-PAF es de gran utilidad para el diagndéstico y para la etapificacion de los
pacientes con neoplasias digestivas. Ademas, la posibilidad de aplicar los
conocimientos adquiridos en biologia molecular a la cabecera del paciente a través
de una técnica endoscépica abre las puertas a nuevas aplicaciones clinicas de la
endoscopia en el terreno de la Oncologia.

De hecho, estos hallazgos se suman a la tendencia actual en el mundo de la
Endoscopia y de la Oncologia que pretende desarrollar nuevas aproximaciones
capaces de detectar, in vivo, los cambios celulares morfoldgicos o fisiopatolégicos
relacionados con el proceso oncogénico. A la vez que los nuevos conocimientos en
biologia molecular permiten entender mejor la oncogénesis y de esta forma poder
adoptar actitudes que ayuden a prevenir el cancer, realizar diagndsticos precoces o
disefar tratamientos individualizados y mas selectivos, estas nuevas técnicas
endoscopicas podrian ser la herramienta que permitiera aplicar o verificar
directamente estos conocimientos.

De esta forma, es posible imaginar en un futuro préoximo una endoscopia mucho
mas proxima al anatomopatoélogo, al oncélogo, al imageneélogo y a la luz de
nuestros hallazgos, también al biélogo molecular que en cualquier caso tendria que
revertir en una mejoria en el pronéstico de pacientes con neoplasias digestivas.
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CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios que componen este Proyecto,
permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. El engrosamiento de las capas profundas de la pared gastrica (submucosa y/o
muscular) es el Unico criterio endosonografico independiente predictivo de
malignidad en pacientes con pliegues gastricos engrosados y biopsias negativas.

2. Utilizando este criterio, la EUS es una técnica muy precisa y con un importante
impacto clinico en el manejo de este grupo de pacientes.

3. En los pacientes referidos para EUS-PAF, esta técnica aumenta
significativamente el porcentaje de diagndsticos correctos en cuanto a benignidad y
malignidad con respecto a la EUS, en especial en adenopatias y lesiones quisticas.

4. La localizacion subserosa de la lesion es el Unico factor asociado a una mayor
probabilidad de obtener un diagndstico incorrecto. Por tanto resulta util la
utilizacion de la CLASIFICACION JAPONESA DE PROFUNDIDAD

5. La presencia de un patélogo en la sala de exploracion aumenta el rendimiento de
la EUS-PAF al reducir el nUmero de pases necesarios para obtener un diagndstico
correcto y es una estrategia costo/eficaz.

6. Es posible efectuar el analisis mutacional del gen KRAS en el material obtenido
por EUS-PAF, con una elevada rentabilidad.

7. La citologia convencional es la estrategia mas precisa para el diagnéstico del
cancer de pancreas, pudiendo el andlisis molecular incrementar su rendimiento en
los pocos casos en los que la primera no es diagndstica.

8. Es posible detectar la presencia de micrometastasis ganglionares mediante
determinacion de patrones de metilacién aberrante en material obtenido por EUS-
PAF.
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COMUNICACIONES A CONGRESOS:

1. Correlaciéon genotipica de MALT gastricos en correlacién con la clinica y la profundidad de
invasion bajo analisis EUS

2.1lmportancia de la EUS para el diagndéstico diferencial de pancreatitis crénica y cancer pancreéatico.
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