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RESUMEN

Antecedentes: El adenocarcinoma de pancreas es una neoplasia de mal pronéstico. Las alteracio-
nes en los genes DDR se han descrito en alrededor de un 20% de los pacientes. En esta tesis
investigamos el valor predictivo de estas alteraciones a la quimioterapia basada en platinos.

Métodos: Se ha realizado un estudio retrospectivo de pacientes con adenocarcinoma de pancreas
que han recibido tratamiento basado en platinos. Se han clasificado los pacientes en respondedo-
res y no respondedores. Se han considerado respondedores aquellos pacientes con respuesta par-
cial, completa o supervivencia libre de progresion mayor a 6 meses a la quimioterapia basada en
platinos. Se han considerado no respondedores aquellos pacientes en progresion a la primera eva-
luacion de respuesta de la primera linea basada en platinos. Se ha realizado un estudio de NGS
incluyendo genes DDR a todos los pacientes.

Resultados: Se han incluido 78 pacientes, con una mediana de edad al diagnostico de la enferme-
dad oncoldgica de 54 afios. Hubo 44 pacientes (58,97%) diagnosticados en estadio metastasico.
Hubo 25 pacientes no respondedores, de los cuales 4 (16%) presentaban alteraciones en genes
DDR. De los 53 pacientes respondedores, 28 (53%) presentaban alteraciones en los genes de la
reparacion del ADN. Presentar una alteracion en los genes de la reparacion del ADN se asocio a
ser respondedor, con una ODDS ratio de 5,8 (95% IC 1,6-26,2), siendo estadisticamente significa-
tivo (p=0,003). La supervivencia libre de progresién a la terapia basada en platino de los pacientes
con alteraciones en los genes DDR fue de 10,27 meses comparada con 4,08 meses en los pacien-
tes sin alteraciones (HR 0,52, 95% IC 0,31-0,81, p=0,01). La supervivencia global en los pacientes
con alteraciones en los genes DDR fue de 31,9 meses y 20,3 meses en los pacientes sin alteracio-
nes en DDR (HR 0,45, 95% IC 0,25-0,80, p=0,006).

Conclusiones: Existe una mayor proporcion de pacientes con alteraciones en genes DDR en el
grupo de pacientes respondedores a la quimioterapia basada en platino, siendo la asociacion esta-
disticamente significativa. Los pacientes con alteraciones en los genes DDR tiene una mayor
supervivencia al recibir quimioterapia basada en platinos que aquellos que no las presentan.
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SUMMARY

Background: Pancreatic cancer is a poor prognosis cancer. DDR gene alterations are present in
around 20% of the patients. In this thesis we investigate the predictive value of those alterations for
response to platinum-based chemotherapy.

Methods: This is a retrospective study of patients with pancreatic adenocarcinoma who have recei-
ved a platin-based treatment as a first line treatment. We have classified patients in responder and
non-responders. Responder patients are those with a partial, complete response or progression free
survival longer than 6 months to platinum-based chemotherapy. Non-responder patients are those
who have progressed to first response evaluation.

Results: 78 patients have been included. Median age at diagnosis was 54 years. 44 patients
(58.97%) were diagnosed at stage IV. There were 25 non-responder patients, 4 of them (16%) had
alterations in DDR genes. From 53 responder patients, 28 (563%) had alterations in DDR genes.
Having an alteration in DDR genes was associated with being responder, with an ODDS ratio of 5.8
(95% CI 1.6-26.2), p=0.03. Progression free survival to platinum-based chemotherapy of patients
with DDR alterations was 10.27 months and 4.08 in patients without DDR alterations (HR 0.52, 95%
Cl1 0.31-0.81, p=0.01). Overall survival in patients with DDR alterations treated with platinum-based
chemotherapy was 31.9 months versus 20.3 months in patients without DDR alterations (HR 0.45,
95% CI 0.25-0.80, p=0.006).

Conclusions: There is a greater proportion of patients with alterations in DDR genes in the group of
patients with responses to platinum-based chemotherapy, being this associations statistically signi-
ficative. Patients with DDR alterations have a longer survival with platinum-based chemotherapy
than those who do not have those alterations.
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1. Introduccion

1.1. Generalidades del cancer de pancreas

1.1.1. Incidencia y pronéstico del cancer de pancreas

El adenocarcinoma de pancreas representa un problema importante de salud. A pesar de ser un
tumor poco frecuente, tiene una alta tasa de mortalidad. Representa un 3,2% de todos los casos
nuevos de cancer en 2.020 en Estados Unidos y un 7,8% de las muertes por cancer, siendo la sép-
tima causa de muerte relacionada con cancer (1). En Espana se estima que en 2.021 se diagnos-
ticaran 8.697 nuevos casos de cancer de pancreas, lo que lo sitla en la tercera causa de muerte
por cancer, suponiendo un 4,7% de las muertes por cancer (2). La edad media al diagndstico es a
los 70 anos, siendo las edades en que mas frecuentemente se diagnostica entre los 65 y los 74.
Dicha patologia es ligeramente mas frecuente en hombres que en mujeres (1).

Se trata de un tumor de mal prondstico con una tasa de supervivencia global a los 5 anos del 10%
(3). En mas de la mitad de los casos (52%) se presenta como una enfermedad metastasica, supo-
niendo una supervivencia a los 5 anos de 2,9%. Solo en un 10,8% de los casos se diagnostica en
estadio localizado, con una supervivencia a los 5 anos del 39,4% (1).

En los ultimos anos se han realizado esfuerzos para mejorar el prondstico de este tumor. Esto inclu-
ye el desarrollo de mejores herramientas diagndsticas y terapéuticas, mejorando los tratamientos
sistémicos, las técnicas quirurgicas y los tratamientos locorregionales. Ademas, se ha hecho un
esfuerzo para caracterizar molecularmente los tumores. Sin embargo, el cancer de pancreas ha
sido uno de los tumores con menos avances en supervivencia en la ultima década, por ello, se pro-
yecta que el cancer de pancreas sera la segunda causa de muerte relacionada con cancer después
del cancer de pulmén en 2.030 (4).

1.1.2. Etiologia

Las causas del cancer de pancreas son todavia poco conocidas. A diferencia de otras neoplasias
como el cancer de pulmdn o el cancer de cérvix, no hay un factor predominante al que pueda atri-
buirse la etiologia de este tumor, considerandose de etiologia multifactorial. Han sido identificados
ciertos factores de riesgo, como la exposicién al tabaco, la diabetes mellitus de larga evolucion, fac-
tores dietéticos e historia familiar. La mayoria de factores de riesgo tiene una asociacién modesta,
con riesgos relativos de entre 1,2 y 1,8, siendo dificil la identificacién de un grupo de riesgo que se
pudiera beneficiar de un programa de cribado (5).

Predisposicion genética

Entre un 5y un 10% del cancer de pancreas esta causado por factores hereditarios (6). En un estu-
dio retrospectivo de 175 familias con historia familiar de cancer de pancreas, se observé que en un
28% de las familias existia una alteracion genética (7). Otro estudio, un registro prospectivo que
incluyé 5.179 individuos de 838 familias, mostré que, teniendo un familiar de primer grado con can-
cer de pancreas, aumentaba el riesgo de sufrir esta enfermedad por 4 veces, mientras que tener 2
familiares afectos de primer grado lo aumentaba en 6,4 veces (8). Las alteraciones genéticas here-
ditarias mas frecuentes en cancer de pancreas son las mutaciones en BRCA1, BRCA2, PALB2,
ATM y CDKN2A. Menos frecuentemente también se encuentran mutaciones en los genes APC,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PRSS1y STK11.

La forma mas frecuente de cancer de pancreas hereditario es el secundario a la mutacion de BRCA
1 0 2, este gen se encuentra mutado en un 4 al 7% de los pacientes con cancer de pancreas (9).
Mutaciones que inactivan los genes BRCA1y BRCAZ2, que forman parte de la via de la recombina-
cion homologa en la reparacion del ADN, estan asociados a un incremento del riesgo de cancer de
mama, ovario y otros tipos de cancer incluyendo prostata, melanoma, pancreas y gastrico (10, 11).
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El riesgo relativo de padecer cancer de pancreas en los pacientes que tiene mutacion en BRCA2
es del 3,5% mientras que en los que presentan mutacion en BRCA1 es del 2,8% (6, 12). PALB2 es
otro gen que participa en la recombinacion homéloga, esta presente en un 3-4% de las familias en
las que existe agregacion de casos de cancer de pancreas (13). A pesar de que el riesgo relativo
de cancer de pancreas asociado a mutaciones de PALB2 no esta bien definido, existe evidencia
creciente de que aumenta la susceptibilidad de esta enfermedad (14).

Existen otros sindromes de cancer de pancreas hereditario, que, aunque menos frecuentes, pre-
sentan un riesgo elevado de desarrollar la enfermedad. Entre ellos, el sindrome de Peutz-Jeghers,
un sindrome autosémico dominante causado por la mutacion germinal en el gen STK71. Esta
caracterizado por la presencia de pdlipos hamartomatosos en el tracto gastrointestinal e hiperpig-
mentacion mucocutanea. En los pacientes portadores de dicha mutacion germinal existe un riesgo
132 veces superior de desarrollar cancer de pancreas que la poblacion general (15).

La pancreatitis hereditaria es otra enfermedad autosémica dominante asociada a la mutacion del
gen PRSS1, con un riesgo del 40% de desarrollar cancer de pancreas (16). Otro sindrome autoso-
mico dominante hereditario causante de cancer de pancreas es el sindrome de melanoma familiar
con lunares atipicos multiples, causado por la mutacién en el gen CDKN2A y caracterizado por la
presencia de naevus atipicos multiples que progresan a melanoma. Los pacientes con este sindro-
me presentan un incremento del riesgo desarrollar cancer de pancreas de entre 13 y 46 veces res-
pecto a la poblacién general, asi como un aumento de la incidencia de otras neoplasias como la de
mama, pulmén o endometrio (17).

Otros sindromes que pueden causar cancer de pancreas hereditario son el sindrome de Lynch
(causado por alteraciones en los genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2) o el sindrome de Li-
Fraumeni (causado por mutaciones en el gen TP53). El sindrome de Lynch representa un incre-
mento del riesgo de desarrollar cancer de pancreas de 9 veces (18). El sindrome de Li-Fraumeni
es un sindrome autosémico dominante caracterizado por el desarrollo de un amplio espectro de
neoplasias en la infancia y edad adulta causadas por mutaciones germinales en el gen TP53 (19).
Se estima que la prevalencia de mutaciones germinales en TP53 en la poblacion general es del
0,005-0,01% (20). Existe un riesgo relativo 7 veces superior a desarrollar cancer de pancreas en
los individuos portadores de dicha mutacion (21).

También ha sido estudiada la prevalencia de mutaciones germinales en pacientes con cancer de
pancreas sin asociacion familiar documentada. En un estudio de hospital Johns Hopkins, en el que
se evaluaron 854 pacientes con adenocarcinoma de pancreas esporadico, en 3,9% de ellos se
encontraron mutaciones patogénicas germinales en los genes BRCA1y 2, ATM, PALB2, MLH1,
CDKN2A y TP53 (22). Otros estudios han documentado también la prevalencia de la mutacion en
BRCA en pacientes con cancer de pancreas esporadico, detectandose en un pequefio porcentaje
de los pacientes (23, 24).

Teniendo en cuenta lo arriba mencionado y las implicaciones terapéuticas (que seran revisadas
mas adelante), la NCCN recomienda realizar test de alteraciones germinales en todos los pacien-
tes diagnosticados de adenocarcinoma de pancreas (25).

1.1.3. Diagnéstico del adenocarcinoma de pancreas

La mayoria de los adenocarcinomas de pancreas estan localizados en la cabeza (60%-70%), el
resto en el cuerpo (15%) y la cola de pancreas (15%) (26). Los tumores localizados en el cuerpo y
la cola suelen diagnosticarse en un estadio mas avanzado que aquellos localizados en la cabeza,
que pueden presentar sintomatologia en estadios mas iniciales.

En los tumores localizados en la cabeza y el cuerpo pancreatico los sintomas son generalmente

debidos a la compresion de las estructuras vecinas: el colédoco, el plexo celiaco, el conducto de
Wirsung y el duodeno. Muy frecuentemente el adenocarcinoma de pancreas se presenta en forma
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de dolor abdominal y/o ictericia obstructiva. Otros sintomas son el desarrollo de diabetes mellitus o
la pancreatitis secundaria a la obstruccion del conducto de Wirsung, por lo que el cancer de pan-
creas debe considerarse en el diagnostico diferencial de la pancreatitis aguda y la diabetes melli-
tus de recién diagndstico. Mas raramente, los tumores de cabeza de pancreas se pueden presen-
tar con clinica de obstruccion duodenal o hemorragia digestiva alta. Al diagnéstico, muchos de los
pacientes con enfermedad avanzada tienen manifestaciones sistémicas de la enfermedad como
astenia, anorexia y perdida de peso. Otras manifestaciones menos frecuentes incluyen los fenome-
nos tromboembdlicos, paniculitis o alteraciones en la funcién hepatica.

En el diagnéstico y estadificacion del adenocarcinoma de pancreas deben realizarse las siguientes
exploraciones complementarias:

- Anadlisis de sangre incluyendo el marcador tumoral CA 19.9. El CA19.9 es un carbohi-
drato producido por las células epiteliales exocrinas y es uno de los marcadores tumorales mas
ampliamente estudiados en pacientes con adenocarcinoma de pancreas. CA 19.9 es el unico
biomarcador que ha demostrado utilidad clinica y es util para la monitorizacion y deteccion tem-
prana de la recidiva en pacientes tratados de cancer de pancreas. Tiene una sensibilidad del 79-
81% y una especificidad del 82%-90% para diagnosticar un cancer de pancreas en un paciente
asintomatico (27). Diferentes estudios han observado una mejoria de la supervivencia global en
pacientes con niveles bajos de CA 19.9 después de la reseccion tumoral (28-30). En pacientes
con adenocarcinoma de pancreas se han evaluado los cambios de CA 19.9 durante el tratamien-
to, encontrandose una asociacion entre la respuesta a tratamiento y el descenso del marcador
(31, 32). Sin embargo, el CA 19.9 tiene limitaciones importantes; no es un marcador especifico
de cancer de pancreas, dado que se puede elevar por otras afecciones como la colestasis,
pudiendo inducir a falsos positivos. Ademas, aproximadamente un 10% de los enfermos son
negativos para el antigeno de Lewis a o b, por lo que no sintetizan CA 19.9, con lo que no se
detecta incluso en la enfermedad avanzada. Por todo ello, no es recomendable usarlo como cri-
bado universal para el cancer de pancreas.

- Estudios de imagen: Las pruebas de imagen juegan un rol central en la decisién inicial en los
pacientes con adenocarcinoma de pancreas. Se debe realizar un Angio-TC multidetector con la
realizacién de un TC helicoidal con cortes inferiores a 3 mm de espesor, y con reconstruccion
multiplanar de las imagenes (33). Estas reconstrucciones son especialmente utiles para la eva-
luacion inicial de la resecabilidad del tumor, particularmente en los pacientes sin enfermedad
metastasica. La RMN ha demostrado ser igualmente sensible y especifica para la estadificacion
del cancer de pancreas y se puede usar indistintamente. La RMN también es comunmente
usada para la caracterizacion de las lesiones hepaticas dudosas. El papel del PET/TC no esta
definido, se puede considerar en el diagnéstico de metastasis extra-pancreaticas en pacientes
de alto riesgo (enfermedad de resecabilidad borderline, elevacion marcada de CA 19-9, tumores
pancreaticos extensos o afectacion ganglionar extensa) (25). EI PET/TC tiene una sensibilidad
del 89% y una especificidad del 88% (34).

- Ecoendoscopia: es la técnica mas utilizada en el diagnostico de lesiones pancreaticas. Tiene
una sensibilidad del 93-100% y un valor predictivo negativo del 100% en combinacion con la
PAAF. Puede detectar lesiones de pequefo tamafno y permite la obtencidon de material para el
diagnéstico histoldgico.

1.1.4. Estadificacion del adenocarcinoma de pancreas

La extension del cancer al momento del diagndstico es un factor clave que definira el prondstico y
es un elemento critico para determinar el tratamiento apropiado. Ademas, la estadificacion a menu-
do es un criterio claro de inclusién, exclusion o estratificacién en ensayos clinicos. Una estadifica-
cion precisa es necesaria para evaluar los resultados de tratamientos y ensayos clinicos.

Estadificaciéon basada en la clasificacion americana de la American Joint Commitee on Cancer
(AJCC)
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El sistema AJCC TNM clasifica los canceres por el tamafo y extension del tumor primario (T) (Tabla
1), la afectacion de los ganglios linfaticos regionales (N) (Tabla 2) y la presencia o ausencia de
metastasis a distancia (Tabla 3) (35). Con la combinacion de las tres variables se obtienen los esta-
dios prondsticos (Tabla 4).

Categoria T Criterios
TX El tumor primario no puede ser evaluado
TO No hay evidencia de tumor primario
T Tumor <o= a 2 cm en su diametro mayor
T1a Tumor <o= a 0,5 cm en su diametro mayor
T1b Tumor >0,5 cm y <1 cm en su diametro mayor
T1c Tumor 1-2 cm en su diametro mayor
T2 Tumor >2cm y <o= 4 cm en su diametro mayor
T3 Tumor > 4 cm en su dimension mayor
T4 El tumor engloba el tronco celiaco, la arteria mesentérica superior y /o
la arteria hepatica comun sin tener en cuenta su tamano

Tabla 1: Definicion del tumor primario (T)

Categoria N Criterios
NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados
NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1 Hay Metastasis en entre uno y tres ganglios linfaticos regionales
N2 Hay metastasis en cuatro o mas ganglios linfaticos regionales

Tabla 2: Definicion de las adenopatias regionales (N)

Categoria M Criterios

cMO No metastasis a distancia

cM1 Metastasis a distancia

pM1 Metastasis a distancia confirmadas microscopicamente

Tabla 3: Definicion de las metastasis a distancia
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T N M Estadio
Tis NO MO 0
T1 NO MO IA
T1 N1 MO 1B
T1 N2 MO [l
T2 NO MO IB
T2 N1 MO 1B
T2 N2 MO [l
T3 NO MO A
T3 N1 MO 1B
T3 N2 MO [l
T4 Cualquier N MO Il
Cualquier T Cualquier N M1 \Y

Tabla 4: Estadios pronésticos de la AJCC

Estadificacion basada en la resecabilidad

En los tumores sin metastasis a distancia, la decisidn en relacién a la resecabilidad se debe hacer
en comités multidisciplinares y se basa, fundamentalmente en la relacion del tumor con los vasos.
La clasificacién radiologica y clinica de la resecabilidad del tumor ha ido evolucionando con el paso
del tiempo y existen distintas clasificaciones aceptadas. La mayoria de ellas tienen en cuenta el fac-
tor anatémico, pero también existen clasificaciones en que se contempla factores biolégicos como
el marcador tumoral y el estado general del paciente (36).

Teniendo en cuenta lo anterior, el tumor puede ser clasificado en: resecable (el tumor que puede
ser resecado sin tratamiento neoadyuvante), borderline resecable (el tumor requiere de tratamien-
to neoadyuvante antes de ser resecado), localmente avanzado (el tumor no puede ser resecado).
La clasificacion segun las guias de la NCCN se describe en la tabla 5 (25):
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Resecabilidad | Relacion arterial Relacion Venosa
Resecable Sin contacto arterial No contacto con la VMS o
contacto <o0=180° sin irregu-
laridad del contorno venoso
Borderline Tumores de la cabeza o del proceso Contacto con la VMS o la
resecable uncinado: vena porta >180°, contacto
Contacto con la AH comun sin extension <o= 180° con irregularidad
a la bifurcacion del tronco celiaco o la AH del contorno venoso o
ermitiendo una reseccion y una recons- trombosis de la vena, pero
ruccion seguras. con viabilidad proxima y
Contacto con la AMS <o= 180° distal para una reseccion
y reconstruccion seguras.
Tumores del cuerpo o cola: Contacto con la vena cava
Contacto con el tronco celiaco <o= 180° inferior.
Contacto con el tronco celiaco > 180° con
aorta y arteria gastroduodenales intactas.
Localmente Tumores de cabeza o proceso uncinado: Imposibilidad de
Avanzado Contacto con la AMS >180° reconstruccion de la VMS
Contacto con el tronco celiaco > 180° o la vena porta
Tumores de cuerpo/cola:
Contacto con la AMS o el tronco celiaco
>180°.
Contacto con el tronco celiaco y afecta-
cion de la aorta.

Tabla 5: Clasificacion de la resecabilidad segun las guias de la NCCN

1.2. Biologia del cancer de pancreas

1.2.1. Generalidades

El adenocarcinoma ductal de pancreas es una neoplasia epitelial invasiva que exhibe un patron
glandular con una reaccién desmoplasica intensa (37). La mayoria de los adenocarcinomas de pan-
creas expresan citoqueratinas 7, 8, 13, 18 y 19, CEA y CA 19.9. Se han descrito numerosas varian-
tes de cancer de pancreas, incluyendo carcinoma adenoescamoso, carcinoma coloide, carcinoma
medular o carcinoma indiferenciado, que difieren no solo en la patogénesis sino también en el pro-
nostico respecto al adenocarcinoma ductal de pancreas.

Existen diferentes lesiones precursoras del adenocarcinoma de pancreas. La mas frecuente es la
PanIN, pero también existe la neoplasia papilar mucinosa intraductal o las neoplasias mucinosas
cisticas (38).

Las PanIN se sub-clasifican en PanIN-1, PanIN-2 y PanIN-3, dependiendo del grado de atipia que
presenta (39). Las lesiones PanIN-1 presentan hiperplasia mucinosa de las células ductales vy tie-
nen displasia de bajo grado. Se consideran PanIN-2 aquellas lesiones con displasia de grado inter-
medio. Finalmente, las lesiones PanIN-3 son aquellas que presentan alto grado de displasia y que
pueden progresar a adenocarcinoma. Existen alteraciones moleculares que se acumulan durante
la progresién de lesiones precursoras no invasivas. Las mutaciones en KRAS son una de las alte-
raciones genéticas mas tempranas, detectables en estadios tempranos de neoplasias intraepitelia-
les (40). Las alteraciones en CDKN2A, TP53 y SMAD4 aparecen mas tardiamente en la progresién
a displasia de alto grado (41).
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Diferentes grupos han realizado trabajos de caracterizacion molecular del cancer de pancreas. El
primer estudio que incluyé secuenciacion del exoma completo del cancer de pancreas identificd
mutaciones y alteraciones de numero de copias que modificaban la funcion de varios oncogenes y
genes supresores de tumores, incluyendo KRAS, TP53, SMAD4 y CDKNZ2A (42). Posteriormente
otros estudios de secuenciacion del exoma completo han validado estos datos y han revelado tam-
bién una serie de genes menos prevalentes (43-45). A dia de hoy, los analisis de secuenciacién
gendémica revelan que existen mutaciones en KRAS en aproximadamente un 90% de los pacientes.
La segunda mutacion mas frecuente es en TP53, en aproximadamente un 70% de los pacientes,
seguidas de alteraciones en CDKN2A y SMAD4, ambas presentes en aproximadamente el 30% de
los pacientes. Como ha sido mencionado previamente, existe una larga cola de alteraciones menos
frecuentes, pero que podrian ser diana potencial para nuevos tratamientos, entre ellas alteraciones
en RNF43, TGFBR2, BRAF o alteraciones en genes de la via de la reparacion del ADN (46).

En un analisis genémico integrado de 456 adenocarcinomas ductales pancreaticos, se identificaron
32 genes mutados de manera recurrente, que se agrupan en 10 procesos celulares o vias de sena-
lizaciéon importantes. Estos fueron: KRAS, interrupcién de la maquinaria del punto de control G1/S
(TP53, CDKN2A y TP53BP2), senalizacion de TGF-, modificacion de histonas, complejo
SWI/SNF, via BRCA, sefnalizacion WNT y genes de procesamiento de ARN. A nivel de ARN, el ana-
lisis de expresidn génica ha identificado cuatro subtipos que se correlacionan con caracteristicas
histopatologicas: escamoso, pancreatico progenitor, inmunogénico y exocrino-endocrino con dife-
renciacion aberrante. Se ha descubierto que el subtipo escamoso es de mal prondstico y presenta
mayor cantidad de mutaciones en TP53 y KDM6A. Los tumores pancreaticos progenitores expre-
san genes implicados en el desarrollo del pancreas, como FOXA2/3, PDX1y MNX1. Los tumores
inmunogénicos presentan un aumento de redes inmunitarias, incluidas vias implicadas en la inmu-
nosupresion adquirida. Por ultimo, el subtipo de tumor endocrino-exocrino con diferenciacion abe-
rrante presenta un aumento de la expresion de genes que regulan las redes implicadas en la acti-
vacion de KRAS, asi como en la diferenciacion exocrina y endocrina (43).

En un 17% de los adenocarcinomas de pancreas existe alteraciones en la via de la reparacion del ADN
(43). Uno de los genes mas estudiados de dicha via es BRCA, que juega un papel critico en el man-
tenimiento de la estabilidad gendmica ya que esta involucrado en la reparacion del dafo de doble cade-
na de ADN mediante la recombinacion homologa. Los tumores con mutaciones en el gen BRCA, tie-
nen comprometida la via de la reparacion del ADN dafnado, resultando ello en un aumento de la ines-
tabilidad gendémica. En pacientes afectos de adenocarcinoma de pancreas e historia familiar, la preva-
lencia de dicha mutacion alcanza el 17% (47), mientras que en pacientes no seleccionados por histo-
ria familiar, la prevalencia ha sido reportada entre el 5y el 7% (9, 48). El riesgo relativo de presentar
cancer de pancreas de los pacientes que tiene mutacion en BRCAZ2 es del 3,5% mientras que el de
BRCA1 es del 2,8% (6, 12). Adicionalmente al gen BRCA, existen otros genes que participan en la via
de la respuesta al dafo del ADN, como PALB2, ATM, ATR, CHK1 o RAD51 (46). En el intento de crear
subgrupos moleculares, el grupo de Waddel realizaron una caracterizaciéon molecular de 100 pacien-
tes con adenocarcinoma de pancreas. En este estudio se clasificaron los pacientes con adenocarcino-
ma de pancreas en 4 subtipos teniendo en cuenta las variaciones estructurales y los mecanismos mole-
culares. Entre los 4 subgrupos, describieron el grupo inestable, compuesto por tumores con gran can-
tidad de variaciones estructurales. Esta inestabilidad genémica sugeria un defecto en el mantenimien-
to del ADN, que potencialmente podria definir una sensibilidad a aquellos agentes que producen dafo
al ADN. En este subgrupo de pacientes se encontraron mutaciones en genes involucrados en el man-
tenimiento del ADN (RPA1, REV 32, ATM, FANCM, XRCC4, XRCC6) (44). Se recogieron datos de los
pacientes y complementados con xenoinjertos derivados de estos pacientes. Ocho pacientes recibie-
ron quimioterapia basada en platinos, 2 de los cuales tuvieron respuestas excepcionales y 2 respues-
tas parciales. Se recogio también informacion de xenoinjertos derivados de estos pacientes que tam-
bién mostraron respuestas al tratamiento con platinos.

Existe un grupo de pacientes poco frecuente (7% de los pacientes con adenocarcinoma de pancre-

as), en que no se detectan mutaciones en KRAS. En este subgrupo existe un enriquecimiento de
mutaciones en linea germinal y en la via de la reparacién del ADN vy otras alteraciones potencial-
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mente tratables como mutaciones en BRAF, amplificaciones en ERBB2 o fusiones en NRG1 0 RET
(46, 49). En un trabajo en el que se estudiaron mas de mil pacientes con adenocarcinoma de pan-
creas, hallaron un 12% de los pacientes sin mutacion en KRAS. En este grupo de pacientes se
encontraron mas alteraciones potencialmente tratables, siendo la diferencia estadisticamente sig-
nificativa respecto al grupo con mutacion en KRAS. Entre las alteraciones que se hallaron, habia
alteraciones en BRAF, ALK, ROS1, NRG1 e inestabilidad de microsatélites (50).

Otras iniciativas enfocadas a la medicina de precision han realizado registros de pacientes para
conocer el porcentaje de pacientes que presentan alteraciones susceptibles de tratamiento y cono-
cer la eficacia del tratamiento dirigido a dichas alteraciones. Una de ellas es «Know Your Tumor»
(51), registro en que se identificaron alteraciones moleculares susceptibles de tratamiento en 282
(26 %) de 1.082 muestras de cancer de pancreas. En este ensayo demostraron que los pacientes
con alteraciones moleculares susceptibles de tratamiento que recibieron un tratamiento dirigido
(n=46) tuvieron una mediana de supervivencia global significativamente mas larga que aquellos
pacientes que no recibieron tratamiento dirigido (n = 143); 2,58 anos frente a 1,58 afnos respectiva-
mente (HR 0,42; IC 95 %: 0,26-0,68, p = 0,004). Los 46 pacientes que recibieron un tratamiento
dirigido también tuvieron una supervivencia global significativamente mas larga que los 488 pacien-
tes que no tenian una alteracion molecular susceptible de tratamiento, con una supervivencia glo-
bal de 2,58 anos frente a 1,32 afios respectivamente (HR 0,34; IC 95%: 0,22-0,53, p < 0,0001).

Por todo lo arriba mencionado, los estudios de secuenciacion genémica van adquiriendo importan-
cia en los pacientes con adenocarcinoma de pancreas, ya que pueden influir en la seleccién de
futuros tratamientos e impactar en la supervivencia de los pacientes.

1.2.2. La via de la reparacion del ADN

El dafio en el ADN ocurre constantemente en las células como consecuencia de estresores exdége-
nos y endogenos. Por este motivo, las células han desarrollado un sistema complejo y coordinado
de reparacion del dafo del ADN que incluye numerosas vias de senalizacion interdependientes. La
via de la reparacion del ADN es de crucial importancia para mantener la viabilidad celular y la pre-
vencion de la aparicion de neoplasias; esta via comprende roles de regulacién de ciclo celular,
remodelacion de la cromatina, el metabolismo, la immunogenicidad y la apoptosis (52). Las altera-
ciones en genes de la via de la reparacion del ADN tienen multiples roles en la promocién de las
células tumorales por el acumulo de mutaciones, la generacién de inestabilidad genémica y la eva-
sion de la apoptosis.

Las vias de la reparacion del ADN son dependientes del tipo de dafno que se produce. Se pueden
producir desapareamientos en la replicacion, roturas de cadena unica o roturas de cadena doble.
Cada tipo de dano resulta en la activacion de cascadas de reparacion especificas. Cuando se modi-
fican las bases, hay dafnos de cadena unica de ADN (las formas mas frecuentes de dano en el
ADN), que son reparados por la via de la reparacion por escision de base (53). Cuando se produ-
ce un dano de doble cadena de ADN, existen dos formas principales de reparacion: la recombina-
cion homologa y la no homologa (unién de extremos no homélogos). La reparacion por recombina-
cion homologa es relativamente precisa y eficiente mientras que la no homologa es menos precisa
y potencialmente puede introducir reordenamientos de ADN. Otras vias de reparacién son la repa-
racion por escision de nucledtidos, que se produce cuando se modifican los nucledtidos alterando
la estructura de doble hélice del ADN o la via de la reparacion de los desapareamientos (mismatch
repair) se activa con errores de replicacion, incluyendo desapareamientos de bases, asi como
inserciones y delecciones de nucledétidos (Figura 1).
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Figura 1: Dafios en el ADN mecanismos de reparacion y proteinas implicadas

La recombinacién homéloga

La recombinacién homologa es esencial para la reparacion precisa del dafio de doble cadena.
Implica varios genes, incluyendo BRCA1y BRCAZ2. Cuando existe un trastorno en la recombina-
cion homologa debido a la alteracion de estos genes, se activan otros mecanismos de repara-
cion como la recombinacion no homologa, resultando en la introduccién de mutaciones en el
ADN, especialmente delecciones (54). La recombinacién homologa se produce cuando se forma
una rotura de doble cadena. Cuando ésta se produce, el complejo MRN detecta y une los extre-
mos rotos. Este evento produce el reclutamiento de ATM y se inicia la reparacién del dafo de
doble cadena. Posteriormente, BRCA1 y PALBZ2 recortan las cadenas de ADN, exponiendo las
dos regiones de cadena unica. Finalmente, RAD57 se une al ADN permitiendo la invasién de la
hélice homodloga. De esta forma, las polimerasas de ADN usan la secuencia homologa para sin-
tetizar el nuevo ADN (55).

Des de hace mas de una década se ha desarrollado el concepto BRCAness, para aquellos tumo-
res en los que existe un defecto de la recombinacion homologa en la ausencia de mutacion germi-
nal en BRCA1 o BRCAZ2 (56). Con ello se podrian expandir los tratamientos de los que se benefi-
cian los pacientes con mutaciones en BRCA1 o BRCAZ2 a otros tumores con defectos similares.
Existen diferentes enfoques para identificar los tumores BRCAness, entre ellos, mediante la identi-
ficacion de defectos en genes individuales que modulan la recombinacion homaéloga. Entre otros
genes se incluyen PALB2, ATM, ATR, BARD1, BRIP1, CHEK1, CHEK 2, RAD51 o FANC. Otras
maneras de caracterizar los tumores con fenotipo BRCAness son el perfil mutacional: los tumores
con déficit en la recombinacion homéloga podrian tener una signatura mutacional caracteristica
definida por el uso de los mecanismos de reparacion del ADN que tienden a acumular errores (57,
58). En los ultimos afos también se ha puesto el foco en los patrones de reordenamiento estructu-
ral de los cromosomas para identificar tumores con BRCAness, con la premisa que la perdida de
recombinacion homologa causa dichos patrones. Por este motivo se han desarrollado diferentes
marcadores de inestabilidad gendmica para definir tumores con déficit en la recombinacion homo-
loga: la perdida de heterocigosidad (LOH) (59), el desequilibrio telomérico alélico (60) y las transi-
ciones a gran escala (61).
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1.3 Tratamiento sistémico del cancer de pancreas

1.3.1 Tratamiento de la enfermedad metastasica

Tratamiento de primera linea

A dia de hoy, existen diferentes combinaciones de quimioterapia para el tratamiento del cancer de
pancreas metastasico. Durante mas de una década, la gemcitabina fue el tratamiento de eleccién
para el adenocarcinoma de pancreas metastasico, en base a un estudio que comparé la gemcita-
bina frente al fluorouracilo, que demostrd ser la gemcitabina mas eficaz en el control de sintomas
relacionados con la enfermedad y ofreciendo una mejoria en la supervivencia comparado con fluo-
rouracilo (62).

Tras este estudio, publicado en 1.997, gemcitabina fue el tratamiento estandar de primera linea
para el adenocarcinoma de pancreas metastasico durante mas de una década. Durante este tiem-
po, distintas combinaciones con gemcitabina fueron testadas, sin demostrar beneficio. Se testaron
combinaciones de gemcitabina con docetaxel, cisplatino, oxaliplatino, fluorouracilo e irinotecan,
obteniendo mejor tasa de respuesta que con gemcitabina en monoterapia (63-67). Sin embargo, no
hubo ensayos clinicos fase 3 que demostraran un beneficio en supervivencia para ninguna de estas
combinaciones en comparacion con la gemcitabina en monoterapia. Con el conocimiento de la bio-
logia molecular del cancer de pancreas, se descubrieron diferentes dianas terapéuticas, con lo que
se desarrollaron tratamientos dirigidos, como inhibidores de farnesyl-transferasa (dirigidos a
KRAS), inhibidores de la angiogénesis o inhibidores de HERZ2 (68). El unico agente que, combina-
do con gemcitabina, demostré un incremento estadisticamente significativo en supervivencia fue
erlotinib, un inhibidor de EGFR. En un estudio fase 3, internacional, doble ciego, los pacientes fue-
ron randomizados 1:1 a recibir gemcitabina y erlotinib o gemcitabina y placebo. El objetivo prima-
rio fue supervivencia global. Un total de 569 pacientes fueron randomizados. Resulté ser un estu-
dio positivo, con una supervivencia global en el brazo experimental de 6,2 meses y 5,9 meses en
el brazo de gemcitabina en monoterapia, con una hazard ratio de 0,82 (95%IC, 0,69-0,99; p=0,038).
La supervivencia al afio también fue significativamente mas larga con erlotinib y gemcitabina (23%
vs 17%; p=0,023), asi como la supervivencia libre de progresién (69). Tal y como se ha observado
en otros estudios con farmacos dirigidos a EGFR, los pacientes con toxicidad cutanea tuvieron
mejores resultados. Sin embargo, la alta frecuencia de mutaciones en KRAS en los pacientes con
adenocarcinoma de pancreas probablemente limita los beneficios de los inhibidores de EGFR. A
pesar de ser un estudio positivo y hallarse una diferencia estadisticamente significativa en supervi-
vencia, esta combinacion no ha sido aceptada como estandar dado el modesto beneficio clinico
(mejoria inferior al mes).

No fue hasta 2011, cuando se publicaron los resultados del estudio PRODIGE 4/ACCORD 11, que
una combinacion fue estadisticamente y clinicamente superior a la gemcitabina en monoterapia. En
este estudio, 342 pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico, con edad de 75 afos o
inferior y ECOG 0 o 1 fueron randomizados a recibir FOLFIRINOX cada 2 semanas o gemcitabina
semanal 7 de cada 8 semanas y luego 3 de cada 4 semanas. El objetivo primario fue superviven-
cia global. Los resultados fueron positivos con una mediana de supervivencia global de 11,1 meses
en grupo de FOLFIRINOX y 6,8 meses en el grupo de gemcitabina, con una HR de 0,57 (95% IC
0,45 a 0,73, p<0,001). La mediana de supervivencia libre de progresiéon fue de 6,4 meses en el
brazo de FOLFIRINOX 'y 3,3 en el grupo de gemcitabina, con una HR de 0,47 (95% IC 0,37 a 0,59;
p<0,001). La tasa de respuesta objetiva fue de 31,6% en el brazo de FOLFIRNOX y 9,4% en el
brazo de gemcitabina (p<0,001). En el brazo de FOLFIRINOX hubo un aumento significativo de los
eventos adversos, con una tasa de neutropenia febril del 5,4% en el brazo experimental (70). Tras
dicho estudio, FOLFIRINOX se establecié como tratamiento estandar en aquellos pacientes con
adenocarcinoma de pancreas metastasico, menores de 75 anos y ECOG 0 o 1.

Posteriormente, el estudio MPACT, evalud la combinacion de gemcitabina y nab-paclitaxel compa-

randola con gemcitabina en monoterapia (71). Se randomizaron pacientes con adenocarcinoma de
pancreas metastasico a recibir la combinacion de nab-paclitaxel y gemcitabina o gemcitabina en
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monoterapia. El objetivo primario del estudio fue supervivencia global. Un total de 861 pacientes
fueron asignados a recibir nab-paclitaxel y gemcitabina o gemcitabina. La mediana de superviven-
cia global fue de 8,5 meses en el grupo de nab-paclitaxel y gemcitabina comparado con 6,7 meses
en el grupo de gemcitabina en monoterapia, con una HR de 0,72 (95% IC 0,62 a 0,83; p<0,001).
La tasa de supervivencia al afio fue del 35% en el brazo de la combinacion y el 22% en el brazo de
la gemcitabina en monoterapia. La mediana de supervivencia libre de progresion fue de 5,5 meses
en el grupo de gemcitabina y nab-paclitaxel y 3,7 meses en el grupo de gemcitabina, con una HR
de 0,69 (95% CI 0,58 a 0,83; p<0,001). La tasa de respuesta fue del 23% en el brazo de la combi-
nacion y del 7% en el brazo de la monoterapia (p<0,001). Los eventos adversos mas frecuentes
fueron neutropenia, astenia y neuropatia. Tras este estudio la combinacion de gemcitabina y nab-
paclitaxel se establecié como nueva opcién de tratamiento de primera linea en pacientes con ade-
nocarcinoma de pancreas metastasico.

A dia de hoy no ha habido ningun estudio prospectivo randomizado que compare los dos esque-
mas de tratamiento. Disponemos de series retrospectivas de vida real que comparan dichos trata-
mientos sin hallarse diferencias estadisticamente significativas (72-74).

Tratamiento de segunda linea

La mayoria de los pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico progresan tras unos
meses de tratamiento de primera linea, por lo que, una proporcién de estos van a necesitar un tra-
tamiento de segunda linea. A pesar de la necesidad de encontrar tratamientos que mejoren la
supervivencia en este punto de la enfermedad, se han realizado pocos estudios fase 3. Uno de los
primeros en llevarse a cabo fue un estudio que comparé el mejor tratamiento de soporte frente a la
combinacion de oxaliplatino, acido folinico y 5-FU y mejor tratamiento de soporte (75). En este estu-
dio 46 pacientes que hubieran progresado al tratamiento de gemcitabina fueron randomizados a ser
tratados con quimioterapia y mejor tratamiento de soporte frente a mejor tratamiento de soporte.
Aunque el ensayo tubo que cerrar prematuramente dada la baja inclusion, el brazo de tratamiento
con quimioterapia obtuvo una mediana de supervivencia a la segunda linea de 4,8 meses y 2,3
meses en el brazo de mejor tratamiento de soporte (p=0,008), siendo el primer estudio que mos-
traba una mejoria de la supervivencia con el tratamiento con quimioterapia de segunda linea fren-
te a tratamiento de soporte.

Posteriormente se realizé un estudio que comparaba el tratamiento con oxaliplatino, 5-FU y acido
folinico frente a 5-FU y acido folinico (76). En este estudio fase 3, 168 pacientes que hubieran pre-
sentado progresion a una primera linea de tratamiento con gemcitabina se randomizaron a recibir
acido folinico y fluorouracilo (FF) o oxaliplatino y FF (OFF). Con una mediana de seguimiento de
54,1 meses, la mediana de supervivencia global del grupo de tratamiento con OFF fue de 5,9
meses y 3,3 en el grupo FF, con una HR de 0,66 (95% IC 0,48 a 0,91 P=0,01). Las tasas de even-
tos adversos fueron similares entre los dos brazos de tratamiento, a excepcién de la neurotoxici-
dad, que fue reportada en grados 1 a 2 en el 38,2% de los pacientes del grupo OFF y en el 7,1%
de los pacientes del grupo tratado con FF (p<0,001).

Por el contrario, el ensayo clinico PANCREOX no demostré beneficio con la incorporacion del oxa-
liplatino al 5-FU y acido folinico (77). En este estudio fase 3, pacientes con adenocarcinoma de pan-
creas que habian sido previamente tratados con gemcitabina y con un ECOG de 0 a 2 fueron ele-
gibles para el estudio. Un total de 108 pacientes fueron randomizados a recibir mFOLFOX6 o 5-
FU/LV hasta la progresion. El objetivo primario fue supervivencia libre de progresion. En este estu-
dio no se observaron diferencias en supervivencia libre de progresion y la supervivencia global fue
inferior en los pacientes asignados a mFOLFOX (mediana de 6,1 meses y 9,9 meses en el grupo
de 5-FU/LV, p=0,92). En el grupo de oxaliplatino se observd un aumento de la toxicidad, con even-
tos adversos grado 3 y 4 que aparecieron en el 63% de los pacientes de este grupo, comparado
con el 11% de los pacientes que recibieron 5-FU/LV. En este contexto, el tratamiento de segunda
linea con oxaliplatino y 5-FU es controvertido.
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Asimismo, otro estudio demostré el beneficio de la combinacion de 5-FU con irinotecan nanolipo-
somal. Se trata de una nueva formulacion de irinotecan, en la que la base libre de irinotecan es
encapsulada en nanoparticulas liposomales. De esta forma el liposoma mantiene el irinotecan en
circulacion (protegido de la conversidn a su metabolito activo) mas tiempo que el no encapsulado.
Esto podria incrementar los niveles de irinotecan y su metabolito activo en las células tumorales
comparado con el irinotecan no encapsulado (78). Este farmaco se testo inicialmente en un ensa-
yo fase 2 de 40 pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico previamente tratados con
gemcitabina, obteniendo una mediana de supervivencia global de 5,2 meses y una tasa de super-
vivencia al afo del 25% (79). En el ensayo clinico fase 3, NAPOLI-1, se incluyeron pacientes con
adenocarcinoma de pancreas metastasico que hubieran sido previamente tratados con gemcitabi-
na. Se randomizaron a recibir irinotecan nanoliposomal o 5-FU/LV. Posteriormente se afiadié un
tercer brazo de irinotecan nanoliposomal, 5-FU y LV. El objetivo primario fue supervivencia global.
Se incluyeron 417 pacientes. La mediana de supervivencia global en los pacientes asignados al
brazo de irinotecan nanoliposomal, 5-FU y LV fue de 6,1 meses y 4,2 meses en el brazo de 5-FU
y LV, con una HR de 0,67 (95% IC 0,49-0,92; p=0,012). La mediana de supervivencia global no fue
diferente entre el brazo de irinotecan nanoliposomal en monoterapia respecto al brazo de 5-FU y
LV. Los eventos adversos grado 3 y 4 mas frecuentes en el brazo de irinotecan nanoliposomal con
5-FU y LV fueron la neutropenia (27%), la diarrea (13%), vémitos (11%) y astenia (14%). Tras los
resultados de este estudio esta combinacion fue aprobada por la FDA y la EMA para pacientes con
cancer de pancreas metastasico que hubieran progresado a quimioterapia basada en gemcitabina.

1.3.2 Tratamiento sistémico del cancer de pancreas con déficit

en la recombinacion homéloga

Tal y como se ha comentado en apartados previos, BRCA es un componente clave de la respues-
ta al dafno al ADN. Cuando el dano al ADN esta comprometido, la alta tasa de division celular y la
acumulacion rapida de errores lleva a la inestabilidad gendmica (80). Por ello, los tumores con
mutaciones en BRCA suelen ser sensibles a tratamientos que impiden la progresion de las horqui-
llas de replicacion y las colapsan, resultando en dafios de doble cadena. Por ejemplo, los platinos
causan enlaces covalentes entre las hebras de ADN, que habitualmente son reconocidas por los
mecanismos de respuesta al dano de ADN y reparadas por la via de la recombinacién homologa.
En pacientes con déficit en la recombinacion homodloga, resulta en un acumulo de errores que final-
mente son incompatibles con la viabilidad celular.

Diferentes series han estudiado el valor prondstico de las alteraciones en los genes de la repara-
cion del ADN, asi como el valor predictivo de respuesta a tratamiento con inhibidores del PARP vy
a quimioterapia basada en platinos.

En un trabajo retrospectivo, se estudié un grupo de pacientes con cancer de pancreas con muta-
ciones en BRCA1y BRCAZ2 (81). Un total de 71 pacientes fueron incluidos, 21 con una mutacion
en BRCA1, 49 en BRCAZ2 y 1 paciente con mutaciéon en BRCA1y BRCAZ2. La mediana de edad al
diagnostico era de 60 anos y el 82% de los pacientes tenian historia familiar de cancer. En 21
pacientes (30%) se realizd cirugia del tumor primario, 16 pacientes (23%) se diagnosticaron en
estadio lll y 34 (48%) en estadio IV. En el subgrupo de pacientes diagnosticados en estadio IV, 22
recibieron quimioterapia basada en platinos. La mediana de supervivencia de los pacientes diag-
nosticados en estadio Il tratados con quimioterapia basada en platino fue de 48 meses (n=8), com-
parada con los 10 meses de aquellos no expuestos al platino (n=7) (p=0,205). En pacientes con
estadio IV, la mediana de supervivencia en pacientes tratados con platinos fue de 15 meses (n=14)
comparado con 7 meses en aquellos no tratados con platino (n=149) (p=0,276). Cuando se combi-
naron los datos de los estadios Ill y IV, la mediana de supervivencia global fue de 22 meses para
los pacientes expuestos a platino (n=22) comparado con 9 meses para los no expuestos (n=21)
(p<0,039). En conclusion, los pacientes con mutaciones en BRCA tratados con quimioterapia basa-
da en platinos tenian mejor supervivencia comparado con aquellos tratados con otros agentes.
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En otro estudio retrospectivo se analizé la supervivencia y las caracteristicas clinicas de pacientes
con mutaciones en BRCA y cancer de pancreas estadio | y Il (82). Se realiz6é un estudio retrospec-
tivo multicéntrico caso control. Los casos eran pacientes con cancer de pancreas resecado con
mutacion BRCA1/2. Los controles eran pacientes con cancer de pancreas operado en el mismo
periodo de tiempo que no tuvieran ni mutacion en BRCA ni historia familiar de cancer de mama,
ovario o pancreas. Se incluyeron 25 pacientes con mutaciones en BRCA1 (n=4) o BRCA2 (n=21).
La media de edad fue de 55,7 anos (rango 34-78 afnos). Los pacientes con cancer de pancreas con
mutacion en BRCA recibieron quimioterapia neoadyuvante o adyuvante basada en platinos mas
frecuentemente que los controles. No hubo diferencias significativas en la mediana de superviven-
cia global ni en la supervivencia libre de enfermedad entre los casos y controles. Hubo una tenden-
cia a una supervivencia libre de enfermedad mas prolongada en los pacientes con mutacién en
BRCA tratados con quimioterapia basada en platinos (n=10) comparado con los controles (n=7),
(29,1 vs 12,4 meses, p=0,255). Este trabajo sugirid que el prondstico de los pacientes resecables
con mutaciones en BRCA no difiere del de los no mutados y que el tratamiento peroperatorio basa-
do en platino puede tener un papel en la supervivencia de los pacientes.

Otros datos, como los del ensayo clinico fase 2 en el que pacientes con mutaciones germinales en
BRCA1/2 o PALBZ fueron tratados con cisplatino y gemcitabina con o sin veliparib, mostraron unas
tasas de respuesta del 74% y 65% respectivamente, apoyando el uso de la quimioterapia basada
en platinos en este grupo de pacientes (83).

Asimismo, tal y como se ha comentado previamente, existen otros tumores que pueden tener alte-
racion en la recombinaciéon homoéloga, y por tanto ser sensibles a los tratamientos que producen
dano al ADN. Algunos estudios retrospectivos han analizado este aspecto. Uno de ellos, en el
marco del programa Know Your Tumor realizado en Estados Unidos (84), se evaluaron 820 pacien-
tes que tuvieran resultados de test de secuenciacion de ADN y seguimiento longitudinal de super-
vivencia (85). Los pacientes fueron categorizados segun si tenian enfermedad resecada o avanza-
da y si habian recibido tratamiento de quimioterapia basada en platinos o eran virgenes de trata-
miento con platinos. Se categorizaron los pacientes en base al estudio gendémico como pacientes
con alteraciones en la recombinacion homologa o sin dichas alteraciones en base a la presencia o
ausencia de mutaciones somaticas o germinales en los genes BRCA1/2, PALB2, ATM, ATR, ATRX,
BAP1, BARD1, BRIP1, CHECK1/2, RAD50/51/51B o FANCA/C/D2/E/F/G/L. Para evaluar el valor
pronéstico de la presencia de mutaciones en la via de la recombinacion homologa vy evitar el factor
de confusion del tratamiento con platinos, se evaluaron los resultados en pacientes que no hubie-
ran recibido nunca quimioterapia basada en platinos. Este analisis incluyd 108 pacientes reseca-
dos y 133 con cancer de pancreas avanzado. No hubo diferencias estadisticamente significativas
en supervivencia global entre los pacientes con mutaciones en la via de la reparacion del ADN fren-
te a pacientes sin dichas alteraciones, tanto en el grupo de resecados como en el grupo con can-
cer avanzado.

Adicionalmente, se evaluo el valor predictivo del tratamiento basado en platinos en los pacientes
con mutaciones en la via de la recombinacion homoéloga. Los tratamientos basados en platino inclu-
yeron FOLFIRINOX vy cisplatino con o sin gemcitabina. Entre los pacientes resecados, 269 recibie-
ron quimioterapia basada en platinos y tuvieron una mediana de supervivencia de 4,5 afos para los
pacientes con mutaciones en la via de la reparacion (n=49) y 2,9 anos para los pacientes sin alte-
raciones (n=220) (HR 0,63 95% IC, 0,38 a 1,06, p=0,08251). Entre los pacientes con cancer de pan-
creas avanzado y tratados con platinos, la mediana de supervivencia global fue de 2,4 anos para
los mutados (n=53) y 1,4 anos para los no mutados (n=258), diferencia estadisticamente significa-
tiva, con una HR de 0,44 (95% CI 0,29 a 0,66, p=0,000072).

Existen mas estudios que han evaluado el papel del déficit de recombinaciéon homodloga y su rela-
cion con tratamientos dirigidos a la respuesta al dafno del ADN en cancer de pancreas.
Observandose beneficio de la quimioterapia basada en platinos, sin llegarse a un consenso para
definir cuales son los métodos para definir el déficit de recombinacion homologa y su asociacion
con el beneficio de la quimioterapia basada en platinos (86-88).
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Dada la evidencia existente, a dia de hoy, las guias clinicas de la NCCN y de la ESMO recomien-
dan a los pacientes con adenocarcinoma de pancreas con mutaciones germinales patogénicas en
BRCA1/2 o PALB2 el tratamiento basado en platinos (25, 89).

1.3.3 Tratamiento del cancer de pancreas con inhibidores del PARP

Los enzimas PARP mantienen la integridad genémica reparando los danos de cadena uUnica de
ADN mediante la escision de bases. Los inhibidores de PARP actuan inhibiendo su funcién e impi-
diendo su liberacion del ADN, por lo que impiden la progresion de la horquilla de replicacion cau-
sando roturas de doble cadena. En condiciones normales, estas alteraciones serian reparadas por
la recombinacion homologa. Sin embargo, en células con déficit en la recombinacion homologa,
esto lleva a la acumulacién de errores creando inestabilidad gendmica y muerte celular (54, 90, 91).

Dado que los pacientes con mutaciones en BRCA1/2 tienen alterada la reparacion del ADN y por
ello podrian ser mas sensibles a tratamientos con farmacos que efectian un dano al ADN, cémo
los platinos y los inhibidores del PARP, diferentes estudios han evaluado su eficacia.

Los inhibidores del PARP fueron inicialmente testados en cancer de pancreas en un ensayo clini-
co fase 2 en el que se testo olaparib en monoterapia en pacientes con mutacion germinal en BRCA.
En este estudio se incluyeron pacientes con mutacion germinal en BRCA independientemente de
la histologia (92). Se incluyeron 23 enfermos con adenocarcinoma de pancreas avanzado y 17 de
ellos (74%) tenian la mutacion en BRCAZ2. Los pacientes habian recibido una mediana de 2 lineas
previas. El 65% habian recibido quimioterapia previa basada en platino. La tasa de respuesta obje-
tiva en los pacientes con adenocarcinoma de pancreas fue del 22% (95% IC, 8 a 44%) y el 35% de
los pacientes tuvieron enfermedad estable que duré 8 semanas o mas. La mediana de la duracién
de la respuesta fue de 204 dias. En conclusion, este estudio mostréo que olaparib era activo en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas y mutaciéon en BRCA1/2.

Tras los resultados de este ensayo clinico fase 2, y, dado que en otros tipos tumorales el manteni-
miento con olaparib habia conseguido un beneficio clinico en pacientes con mutaciones en BRCA,
se realizé un ensayo clinico fase 3 en pacientes con adenocarcinoma de pancreas (ensayo clinico
POLO) (93). Este ensayo clinico fue disefado para evaluar el mantenimiento con olaparib en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico que tuvieran mutacion germinal en
BRCA1 o0 BRCAZ2 y que no hubieran progresado durante al menos 16 semanas de tratamiento con
quimioterapia basada en platinos. Los pacientes fueron randomizados a recibir olaparib o placebo,
no estando el cruce de tratamiento permitido. El objetivo primario fue la supervivencia libre de pro-
gresion.

Un total de 3.315 pacientes fueron evaluados para la mutacién germinal en BRCA y 247 (7,5%) la
presentaban. Los paises con mayores tasas de mutacion en BRCA fueron Estados Unidos (9,5%),
Francia (7,6%) e Israel (7,4%) (9). Se randomizaron un total de 154 pacientes con una ratio de 3:2
a recibir olaparib (300 mg dos veces al dia) o placebo, 92 a olaparib y 62 a placebo. De los 93
pacientes con mutacién en BRCA que no fueron elegibles, 43 fue por progresion o muerte, 22 por-
que no cumplian los criterios de elegibilidad para el estudio y 28 por decision del paciente o el médi-
co. Los pacientes randomizados tenian una mediana de edad de 57 anos en los dos brazos. Las
mutaciones fueron predominantemente en BRCAZ2 (67% en olaparib y 74% en placebo). La mayo-
ria de los pacientes recibieron primera linea de tratamiento con FOLFIRINOX (86% en el grupo de
olaparib y 81% en el de placebo). La mediana de duracién de la primera linea de tratamiento fue
de 5 meses en el grupo de olaparib y 5,1 en el grupo de placebo.

El ensayo fue positivo, cumpliendo su objetivo primario, con una mejoria en la supervivencia libre
de progresion en los pacientes que recibieron olaparib con respecto a los que recibieron placebo
(7,4 meses vs 3,8 meses, HR 0,53 [95% IC 0,35-0,82, p=0,004]). En el analisis de supervivencia
global, no se encontraron diferencias, siendo la supervivencia en el brazo de olaparib de 19 meses
y 19,2 meses en el brazo de placebo (94). Cabe destacar que esta es la supervivencia global mas
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larga observada en un ensayo fase 3 en adenocarcinoma de pancreas metastasico, poniendo de
relieve la larga supervivencia de los pacientes con mutaciones en BRCA1/2 tratados con platinos.
Los analisis pre-especificados de subgrupos no observaron diferencias entre los pacientes que
habian obtenido respuesta parcial al tratamiento con platinos frente a los que habian presentado
estabilizacion de la enfermedad. La tasa de respuesta entre los pacientes que tenian enfermedad
medible fue del 23% en el brazo de olaparib, y del 12% en el brazo de placebo. Hubo 2 pacientes
en el brazo de olaparib que obtuvieron respuesta completa. La duracion media de la respuesta fue
de 24,9 meses en el brazo de olaparib y de 7,3 meses en el brazo de placebo.

En cuanto a la tolerabilidad, olaparib fue un farmaco bien tolerado, con un perfil de toxicidad mane-
jable, destacando como eventos adversos mas frecuentes, la anemia, la astenia y los eventos
adversos gastrointestinales, mayoritariamente de grados inferiores a 3.

En resumen, se trata de un estudio positivo que demuestra una mejoria en la supervivencia libre
de progresion con el tratamiento de mantenimiento con olaparib en los pacientes con mutacién ger-
minal en BRCA y que no habian progresado a una quimioterapia de induccién basada en platino.
Este fue el primer ensayo clinico fase 3 que demostré un beneficio de un tratamiento dirigido por
biomarcador en el cancer de pancreas.

Olaparib es el primer inhibidor del PARP que ha mostrado eficacia en cancer de pancreas. Otros
inhibidores del PARP estan siendo investigados actualmente, junto con nuevas combinaciones.
Ademas, el tratamiento con los inhibidores de PARP esta siendo evaluado mas alla de las mutacio-
nes germinales en BRCA y pacientes con otras alteraciones en genes de la reparaciéon del ADN
estan siendo incluidos en ensayos clinicos con farmacos de estas caracteristicas.

Rucaparib, un inhibidor del PARP que ha sido aprobado recientemente para el tratamiento de
pacientes con cancer de ovario portadoras de la mutacién germinal o somatica en BRCA1/2 (95,
96), ha sido también evaluado en pacientes con cancer de pancreas. Se incluyeron un total de 19
pacientes con adenocarcinoma de pancreas y mutaciones somaticas (n=3) o germinales (n=16) en
BRCA1/2 en este ensayo fase 2 (97). Los pacientes podian haber recibido hasta dos lineas previas
de quimioterapia y fueron tratados con 600 mg de rucaparib 2 veces al dia. La tasa de respuesta
fue del 16%, con respuestas clinicamente significativas y duraderas. Otro ensayo fase 2 evaluo el
beneficio clinico del mantenimiento con rucaparib en pacientes con adenocarcinoma de pancreas
que tuvieran alteracion germinal o somatica en BRCA 1/2 o mutaciones en PALB2. Un total de 42
pacientes que habian respondido previamente a quimioterapia basada en platinos fueron incluidos
(98). Entre los 19 pacientes evaluables para la respuesta objetiva, uno tuvo respuesta completa y
6 tuvieron respuesta parcial, obteniendo una tasa de respuesta del 37% y una supervivencia libre
de progresion de 9,1 meses.

Veliparib, otro farmaco inhibidor de PARP, también ha sido estudiado en pacientes con adenocar-
cinoma de pancreas avanzado. En un ensayo clinico fase 1 se combiné cisplatino y gemcitabina
con veliparib en escalada de dosis (99). Se trataron 2 cohortes de pacientes, una con mutacién ger-
minal en BRCA y una sin mutacion en BRCA. Fueron incluidos 9 pacientes con mutacion germinal
en BRCA, siete de los cuales obtuvieron respuesta parcial con una mediana de supervivencia glo-
bal de 23,3 meses (95% CI 3,8-30,2). Posteriormente, tal y como se ha mencionado previamente,
se realizd un ensayo fase 2 en el que se evalud el papel de la combinacién de cisplatino y gemci-
tabina con o sin veliparib en pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado y mutaciéon en
BRCA 1/2 o PALB2 (83). Este estudio no mostro diferencias estadisticamente significativas al ana-
dir veliparib. Sin embargo, las tasas de respuestas de los dos grupos (del 74% y 65%) fueron supe-
riores a las obtenidas en otras combinaciones en pacientes con adenocarcinoma de pancreas
avanzando, apoyando el uso de platinos en pacientes con estas alteraciones. Finalmente, otro
estudio fase I/ll estudio la combinacién de veliparib con el esquema de quimioterapia FOLFOX en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico. Se incluyeron 31 pacientes en la escala-
da de dosis y 33 pacientes en la fase 2 del estudio. La tasa de respuesta fue del 26% para toda la
poblacion del estudio. Se observoé una mayor actividad en aquellos pacientes que no habian reci-
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bido platinos y que tenian mutaciones patogénicas en los genes de la reparaciéon del ADN, con una
tasa de respuesta del 57% en dicho grupo (100).

Talazoparib, otro inhibidor de PARP1/2 también ha sido estudiado en pacientes con adenocarcino-
ma de pancreas con mutaciones germinales en BRCA1 y BRCAZ2 en un estudio fase 1 de escala-
da de dosis en el que se trataron 13 pacientes con cancer de pancreas (101). De estos, 4 pacien-
tes que tuvieron beneficio clinico, y 2 pacientes respuesta parcial.

1.3.4 Tratamientos futuros dirigidos a pacientes con adenocarcinoma de pancreas
y alteraciones en la via de la reparacion

En la actualidad, no sélo estan siendo investigados los diferentes inhibidores del PARP comenta-
dos, sino que también se estan evaluando nuevas combinaciones. Tal y como se ha comentado
previamente, en los tumores en los que hay una alteracion en la maquinaria de reparacion del ADN,
existe una acumulacion de mutaciones. Algunos estudios preclinicos han investigado la combina-
cion entre los inhibidores del PARP vy los inhibidores de los puntos de control inmunitario (immune
checkpoint inhibitors), observandose un incremente de la expresion de PD-L1 en las lineas celula-
res y los animales tratados con inhibidores del PARP, asi como un incremento de la eficacia al ana-
dir inhibidores de PD1/PD-L1 (102, 103). Con este conocimiento se ha testado la combinacién de
inhibidores del PARP con inhibidores de PD1/PD-L1 en otros tipos de tumores con resultados pro-
metedores (104, 105). Existen estudios en marcha que evaluan la combinacion de inmunoterapia
e inhibidores del PARP en que se incluyen pacientes con adenocarcinoma de pancreas con muta-
ciones en DDR que nos daran mayor informacion de la eficacia de esta combinacién en estos
pacientes (106).
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2. Justificacion

El cancer de pancreas es una de las neoplasias mas agresivas, siendo la séptima causa de muer-
te relacionada con cancer a pesar de ser un tumor poco frecuente. Se trata de uno de los tumores
que ha tenido un menor avance en la mejoria de la supervivencia en la ultima década, mantenién-
dose alrededor del 10% a los 5 afios. Dada la falta de métodos para su diagnéstico precoz y la falta
de tratamientos que brinden supervivencias prolongadas, esta previsto que, en 2.030 pase a ser la
segunda causa de muerte por cancer en Estados Unidos. Asimismo, en Europa, se prevé que, en
los proximos afos, las muertes por cancer de pancreas sean superiores a las muertes por cancer
de mama.

A dia de hoy, existe un amplio conocimiento de la biologia del cancer de pancreas, conociendo sus
mutaciones mas frecuentes. Los analisis de secuenciacién gendmica han demostrado que en mas
de un 90% de los pacientes existe una mutacion en KRAS, siendo las mutaciones en TP53,
CDKN2A y SMAD4 las siguientes mas frecuentes. Asimismo, existen otros genes menos frecuen-
tes que podrian ser diana potencial de tratamientos dirigidos. Este es el caso de los pacientes con
mutaciones en la via de la reparacion del ADN, que representa un 20% de los pacientes. Entre
dichos genes se encuentra BRCA, que esta mutado en la linea germinal en un 5-7% de los pacien-
tes con cancer de pancreas. Actualmente, los pacientes con dicha mutacién pueden ser tratados
con tratamiento dirigido, siendo el primer biomarcador predictivo de respuesta en cancer de pan-
creas. Ademas, en distintas series retrospectivas, se ha apuntado la mutacion de BRCA como pre-
dictor de respuesta a quimioterapia basada en platino, confiriendo a estos pacientes mejor super-
vivencia que la que obtendrian con otros esquemas sin platino.

Tal y como se ha comentado arriba, en los pacientes con adenocarcinoma de pancreas, se han
encontrado mutaciones en otros genes de la via de la reparacion del ADN (hasta en un 20% de los
pacientes), que pueden suponer alteraciones en la recombinacion homéloga, que probablemente
conllevan una mejor respuesta a la quimioterapia basada en platino y a los inhibidores del PARP.
De esta manera, si somos capaces de identificar estos pacientes, podremos ofrecer mejores
esquemas de tratamiento y, podremos ser capaces de ampliar el espectro de pacientes a los que
incluir en ensayos clinicos con tratamientos dirigidos a la via de la reparacion del ADN.

En esta tesis doctoral pretendemos, mediante el analisis gendmico, identificar un grupo de pacien-
tes con mayor probabilidad de presentar alteraciones en los genes DDR. Para ello se han incluido
dos grupos de pacientes, uno con respuesta a la quimioterapia basada en platinos y uno de pacien-
tes que no han obtenido beneficio con dichas combinaciones. Se ha analizado la prevalencia de las
mutaciones en los genes de la reparacion del ADN, para identificar si son mas frecuentes en aque-
llos pacientes respondedores a la quimioterapia basada en platinos respecto a los que no han res-
pondido. Asimismo, se ha realizado un analisis de las caracteristicas de estos pacientes y su super-
vivencia.

Con este analisis pretendemos mejorar la seleccion de pacientes con adenocarcinoma de pancre-

as, para poder tratarlos de manera mas dirigida a sus caracteristicas y poder mejorar la investiga-
cion de nuevos tratamientos personalizados.
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3. Hipotesis

3.1 Hipétesis principal

Los pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado que obtienen beneficio del tratamiento
basado en platino podrian tener una mayor prevalencia de alteraciones en los genes de la repara-
cion del ADN respecto a los pacientes no respondedores.

3.2 Hipétesis secundarias

1. Los pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado y alteraciones en los genes de la
reparacion del ADN pueden tener mejor supervivencia global si son tratados con quimioterapia
basada en platinos respecto a los pacientes sin alteraciones.

2. Los pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado y alteraciones en los genes de la
reparacion del ADN pueden tener mejor supervivencia libre de progresion a la quimioterapia
basada en platinos respecto a los que no tienen alteraciones en estos genes.

3. Los pacientes dentro de este grupo pueden tener un perfil clinico, familiar y molecular diferente
a los no pertenecientes a este grupo.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo es describir la presencia de mutaciones en genes de la repara-
cion del ADN en pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado que obtienen beneficio de
la quimioterapia basada en platinos respecto a los pacientes que no lo obtienen y evaluar si existe
una asociacion significativa.

4.2 Objetivos secundarios

1. Describir la supervivencia global de los pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado
incluidos en el estudio comparando los pacientes con o sin mutaciones en los genes de la repa-
racion del ADN y analizar si existen diferencias estadisticamente significativas.

2. Describir la supervivencia libre de progresion a la quimioterapia basada en platinos de los pacien-
tes con adenocarcinoma de pancreas avanzado comparando los pacientes con o sin mutacio-
nes en los genes de la reparacion del ADN y analizar si existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas.

3. Describir epidemiolégicamente, clinicamente y molecularmente los pacientes con adenocarcino-
ma de pancreas avanzado con o sin mutaciones en los genes de la reparacion del ADN inclui-
dos en el estudio.
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5. Métodos

5.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio retrospectivo en el que se han incluido pacientes con cancer de pancreas
avanzado que han recibido tratamiento basado en platinos con muestra disponible para el analisis
de secuenciacion. Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron un consentimiento informa-
do previa inclusién. Este proyecto se presenté al Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario Vall d'Hebron de Barcelona.

5.2 Poblacion de estudio

Se ha incluido un grupo de pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado que han recibi-
do quimioterapia basada en platinos y se han definido como buenos respondedores o malos res-
pondedores.

Se define como buen respondedor aquel paciente con respuesta parcial o completa a quimiotera-
pia basada en platinos o supervivencia libre de progresion mayor de 6 meses. En los casos en los
que la quimioterapia basada en platinos se dio con intenciéon neoadyuvante, se consideré buen res-
pondedor aquel paciente con respuesta parcial o completa. Se define como mal respondedor aquel
paciente con progresion tras 2 o 3 meses (primera evaluacion de respuesta) a primera linea con
FOLFIRINOX o Irinotecan nanoliposomal, oxaliplatino, 5-FU/LV (NALIRINOX) (en el contexto de
ensayo clinico). El motivo de dicha seleccidon de pacientes es obtener dos grupos bien diferencia-
dos en base a la respuesta obtenida a la quimioterapia basada en platinos para asi aumentar la
probabilidad de encontrar diferencias si éstas existen.

5.3 Analisis molecular aplicado

Se han analizado muestras provenientes de biopsias de tejidos tumorales de pacientes con adeno-
carcinoma de pancreas que habian sido incluidos en el estudio y firmado consentimiento informa-
do que comprende la utilizacién de las muestras tumorales para llevar a cabo dichos analisis geno-
micos. Se ha priorizado el analisis de las muestras de metastasis por encima de las muestras de
tumor primario. Esto se debe a que los tumores primarios pancreaticos tienen un alto contenido en
estroma lo cual dificulta la interpretacion de los resultados de secuenciacion de las muestras.

Las muestras de tejido obtenidas por biopsia fueron almacenadas como muestra fresca congelada
o fijadas en formol e incluidas en parafina.

A partir de las muestras incluidas en parafina, se ha obtenido el ADN gendmico utilizando el kit de
extraccion Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV ADN Purification Kit (Promega) y siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. La concentracion de ADN fue cuantificada por fluorometria mediante el ensa-
yo Qubit fluorometric (Thermofisher Scientific), el cual es altamente selectivo para ADN de doble
cadena y preciso.

El analisis gendmico se ha llevado a cabo mediante la plataforma de next-generation sequencing
(NGS) utilizando la tecnologia de lllumina.

Para la preparacion de la genoteca, un minimo de 500 ng purificados de ADN tumoral sin fragmen-
tacion fueron utilizados y procesados en un instrumento Covaris S2, fraccionando el ADN de doble
cadena en fragmentos de 150-200 pares de bases. El ADN fragmentado ha sido reparado en el
extremo utilizando el Kit SureSelect XT Library Prep Kit ILM (Agilent Technologies) siguiendo el
manual del fabricante. La libreria ligada a los adaptadores fue amplificada utilizando la ADN poli-
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merasa KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen) y purificada con AMPure XP beads (BECKMAN
Coulter). La libreria gendmica final fue procesada en un Bioanalyzer DNA 1000 Assay para evaluar la
concentracion y el tamano correcto del pico. 750 ngs de la libreria de ADN fueron precipitados en eta-
nol frio al 100% con tampdn acetato de sodio 3 M y glicogeno. El pellet fue re-suspendido en agua
libe de nucleasas para obtener la concentracion requerida de 221 ng/pl para el paso de hibridacion.

La libreria de ADN fue hibridada con la libreria diana (panel 300 NGS300) durante 16 horas a 65°C
en el termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems). Tras la hibridacion, las moléculas
fueron capturadas en streptavidin beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1 magnetic beads).
Posteriormente, se llevo a cabo una segunda amplificacion por PCR para anadir etiquetas de indi-
ce unicas a la libreria de ADN enriquecida. La libreria final fue evaluada mediante el Bionalayzer
High Sensitivity DNA assay, cuantificada por gPCR usando el kit KAPA SYBR FAST ABI Prism
gPCR y secuenciada en lllumina MiSeq (anadir: average / coverage X run). Las lecturas de las
secuencias fueron alineadas, recalibradas y se realizo el analisis bioinformatico de los datos.

El panel de genes analizados incluia los siguientes genes de la reparacion:

BARD1 PALB2
BRCA1 ATM
BRCA2 ATR
BRIP1 CHEKA1
MRE11A CHEK2
RAD50 MLH1
RADS1 MSH2
ATRX MSH6
BLM PMS2
FANCA POLD1
FANCC POLE
FANCD2 MYTH
FANCE BAP1
FANCF CDK12
FANCG PPP2R1A
FANCL PPP2R2A

5.4 Variables clinicas recogidas

Para realizar el estudio, se han obtenido los datos clinicos a trabes de la historia clinica electronica.
Se han recogido las siguientes variables:

- Variables demograficas y epidemiologicas
* Sexo
* Edad
* Antecedentes familiares oncolégicos

46



METODOS

- Variables oncoldgicas en relacion a cancer de pancreas
» Fecha de diagnostico de la enfermedad
* Estadio al diagndstico de la enfermedad: El estadio al diagnéstico de la enfermedad se ha
establecido segun las guias de la NCCN (25), diferenciando entre estadio localizado, de
resecabilidad borderline, localmente avanzado o metastasico.
 Tratamientos recibidos
* Cirugia
» Radioterapia
 Tratamiento sistémico: lineas de quimioterapia recibidas, farmacos y respuesta
* Quimioterapia basada en platinos: intencioén de tratamiento, linea, respuesta obtenida
 Tratamiento dirigido alteracion en la via de la reparacién
» Supervivencia

- Variables de la muestra de tejido tumoral recogida
* Primario / Metastasis
* Quimioterapia previa a la recogida de la muestra

5.5 Analisis estadistico

5.5.1 Calculo del tamafio de la muestra

Para el calculo del tamano de la muestra, se tuvo en cuenta los estudios existentes que sugieren
que la proporcion de pacientes con alteraciones en genes DDR alcanza el 15%. También que la
respuesta a la quimioterapia basada en platinos en la primera linea en los ensayos fase 3 es de
alrededor del 25%. Partiendo de la hipétesis que el grupo de pacientes con respuesta a la quimio-
terapia basada en platino esta enriquecido en pacientes con alteraciones en genes DDR, se dise-
Ao inicialmente un estudio de 40 pacientes, 20 por rama basado en el calculo del poder estadisti-
co de la tabla 6 (poder de identificar una asociacion estadisticamente significativa para un biomar-
cador predictivo).

Posteriormente, tras un primer analisis en el que se observaron diferencias, pero sin llegar a la sig-
nificacion estadistica, se decidié ampliar la muestra, enriqueciendo en pacientes respondedores
para ampliar el estudio molecular en estos casos.

% genes DDR mutados
en pacientes no
respondedores
5% (n=1) 10% (n=2)
T 40% (n=8) 0,87 0,72
en pacientes
respondedores
50% (n=10) 0,96 0,89

Tabla 6: Calculo del poder estadistico
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5.5.2 Analisis estadistico
Todos los analisis descriptivos y correlativos se realizaron utilizando el software estadistico R ver-
sion 3.6.2.

La supervivencia global fue definida como el tiempo des del diagnéstico de la enfermedad hasta la
fecha de muerte.

La supervivencia libre de progresion fue definida como el tiempo des del inicio de tratamiento con
quimioterapia hasta la fecha de progresién de la enfermedad o muerte por cualquier causa.

En los casos en los que los pacientes no hubieran presentado el evento muerte o progresion, se
tiene en cuenta la ultima fecha de seguimiento para el calculo de la supervivencia global y la super-
vivencia libre de progresion.

Para estimar la Odds Ratio de presentar una alteracion en los genes de la reparacion del ADN en
funcion de la respuesta al tratamiento con platinos, se usoé el test de Fisher.

Para el analisis de supervivencia se utilizo el estimador Kaplan-Meier y las curvas de superviven-

cia se compararon mediante log-rank test. Se ha aceptado un nivel de significacion estadistica de
p<0,05.
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas basales de los pacientes

Se incluyeron 78 pacientes en el estudio. La mediana de edad al diagnostico fue de 54 anos, con
un rango entre 30 y 77 anos. Del total de pacientes, 31 (39,7%) eran menores de 50 afios. Hubo
32 (41%) pacientes mujeres y 46 (59%) hombres. En 24 pacientes (30,8%) se presentaban ante-
cedentes familiares oncolégicos relevantes, mientras que 54 pacientes (69,2%) no. En 21 pacien-
tes (26,9%) se diagnostico el tumor en estadio localizado resecable, en 9 (11,5%) en estadio de
resecabilidad borderline, en 4 (5,1%) en estadio localmente avanzado y en 44 (56,4%) en estadios
metastasicos. Entre los pacientes diagnosticados en estadio metastasico 84% de los pacientes pre-
sentaban metastasis hepaticas. Respecto al origen de la muestra, aunque se priorizé la muestra
obtenida de la metastasis porque facilitaba el proceso de secuenciacion y la interpretaciéon de los
resultados, en 27 pacientes se realizé el analisis de muestra que provenia del tumor primario mien-
tras y en 44 de la metastasis (Tabla 7).

Variable N (%)
Edad al diagnéstico, 54 (30-77)
mediana (rango)
Género Femenino 32 (41,03%)
Masculino 46 (58,97%)
Estadio al diagnostico Localizado 21 (26,92%)
Resecabilidad
Borderline 9 (11,54%)
Localmente
Avanzado 4 (5,13%)
Metastasico 44 (56,41%)
. . ” Si 59 (75,64%)
Metastasis hepaticas No 19 (24.36%)
Historia familiar Si 24 (30,77%)
No 54 (69,23%)

Tabla 7: Caracteristicas basales de los pacientes

Respecto a la quimioterapia basada en platinos, 12 pacientes (15,4%) la recibieron en estadio neo-
adyuvante, 61 (78,2%) en primera linea de tratamiento y 5 (6,4%) en segunda linea de tratamien-
to. En referencia al tipo de quimioterapia recibida, la mayoria (64 pacientes, 82%) recibieron FOL-
FIRINOX o NALIRINOX (en el contexto de un ensayo clinico), 14 pacientes (18%) recibieron FOL-
FOX o GEMOX. Los pacientes que recibieron GEMOX lo hicieron en el contexto de enfermedad de
resecabilidad borderline o localmente avanzada. Los pacientes que recibieron FOLFOX perteneci-
an al grupo de respondedores y recibieron el tratamiento en segunda linea y obtuvieron respues-
tas parciales significativas mas alla de lo esperado en dicha linea de tratamiento, por lo que se con-
sideraron candidatos a ser incluidos en el grupo de respondedores (Tabla 8).
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Variable N (%)
Cirugia del tumor Si 31 (39,74%)
primario No 47 (60,26%)
Quimioterapia FOLFIRINOX/NALIRINOX 64 (82,05%)
basada FOLFOX/GEMOX 14 (17,95%)
en platinos
Quimioterapia Neoadyuvante 12 (15,38%)
basada Primera linea 61 (78,21%)
en platinos Segunda linea 5 (6,41%)

Tabla 8: Caracteristicas de los tratamientos recibidos en los pacientes del estudio

6.2 Caracteristicas moleculares de los pacientes

En referencia a las alteraciones moleculares, en 32 pacientes (41%) se hallaron alteraciones pato-
génicas en genes DDR (41%). De estos, 20 pacientes (25,6%) tenian alteraciones en BRCA 1,
BRCA 2 0 PALB2 y 13 (25,64%) en otros genes DDR (Tabla 9). Entre los pacientes con mutacio-
nes en BRCA1/2 o PALB2, 15 de ellos presentaban una mutacion germinal y, de estos, 13 presen-
taban antecedentes familiares (65%).

Del grupo global de pacientes, en 62 de ellos (79,5%) se encontr6 mutacion en el gen KRAS, en
13 no se hall6é dicha mutacion (16,7%) y en 3 (3,8%) no se pudo determinar.

Alteraciones N (%)
Alteraciones en BR BRCA1 BRCA1
g]'iyoz) e BRCA2 BRCA2

PALB2 PALB2
Alteraciones en o ATM ATM
EL";%)e”eS DDR BARD1 BARD1
BLM BLM
FANCD2 FANCD2
MDC1 MDC1
MLH1 MLH1
MSH2 MSH2
MUTYH MUTYH
NBN NBN
PMS2 PMS2
RECQL4 RECQL4

Tabla 9: Alteraciones en los genes DDR
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6.3 Analisis comparativo de los pacientes respondedores
frente a no respondedores

6.3.1 Caracteristicas basales

Hubo 25 pacientes (32,1%) que fueron no respondedores a quimioterapia basada en platinos, 8 de
ellos (32%) fueron mujeres, mientras que 17 (68%) eran hombres. La edad mediana al diagndstico
fue de 52 anos, con un rango de 34 a 77 anos. Respecto al estadio al diagndstico, 11 pacientes
(44%) fueron diagnosticados en estadio localizado, 3 pacientes (12%) en estadio de resecabilidad
bordelinde, 1 paciente (4%) en estadio localmente avanzado y 10 pacientes (40%) en estadio
metastasico. Respecto al porcentaje de pacientes que presentaron metastasis hepaticas en el
curso de la enfermedad, 19 (76%) las presentaron, mientras 6 (24%) no. Hubo 3 pacientes (12%)
que presentaban historia familiar positiva, mientras que 22 pacientes (88%) no la presentaban.

Entre los pacientes que fueron respondedores a la quimioterapia basada en platinos, la edad
mediana al diagnostico fue de 57 afnos, con un rango de 30 a 71 anos. Dentro de este grupo de
pacientes, 24 (45,3%) fueron mujeres mientras que 29 (54,7%) fueron hombres. Respecto al esta-
dio al diagnéstico, 10 pacientes (18,9%) fueron diagnosticados en estadio localizado, 6 pacientes
(11,3%) en estadio de resecabilidad borderline, 3 pacientes (5,6%) en estadio localmente avanza-
do y 34 (64,2%) fueron diagnosticados en estadio metastasico. Respecto a las metastasis hepati-
cas, 40 pacientes (75,5%) presentaron metastasis hepaticas durante el curso de la enfermedad,
mientras que 13 pacientes (24,5%) no las presentaron (Tabla 10).

Variable No respondedores Respondedores
N (%) N (%)
Numero de pacientes 25 (32,05%) 53 (67,96%)
Edad al diagnostico, 52(34-77) 57(30-71)
mediana (rango)
Género Femenino 8 (32%) 24 (45,28%)
Masculino 17 (68%) 29 (54,72%)
Estadio al diagnostico Localizado 11 (44%) 10 (18,87%)
Resecabilidad
Borderline 3 (12%) 6 (11,32%)
Localmente
Avanzado 1 (4%) 3 (5,66%)
Metastasico 10 (40%) 34 (64,15%)
Metastasis hepaticas Si 19 (76%) 40 (75,47%)
No 6 (24%) 13 (24,53%)
Historia familiar Si 3 (6,82%) 21 (39,62%)
No 22 (50%) 32 (60,38%)

Tabla 10: Caracteristicas basales de los pacientes respondedores y no respondedores
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En cuanto a los tratamientos recibidos, entre los pacientes no respondedores, 21 pacientes no res-
pondedores (84%) recibieron FOLFIRINOX o NALIRINOX como tratamiento de quimioterapia basa-
da en platinos, mientras que 4 (16%) recibieron otros tipos de quimioterapia basada en platinos
(FOLFOX O GEMOX). En 4 pacientes (16%) se administré el tratamiento basado en platinos como
quimioterapia neoadyuvante, mientras que en 21 (84%) como quimioterapia de primera linea para
estadio metastasico.

Entre los pacientes respondedores, 21 pacientes (39,6%) fueron operados del tumor primario, y 32
(60,4%) no. Respecto al esquema de tratamiento, 43 pacientes (81,1%) recibieron FOLFIRNOX o
NALIRINOX como quimioterapia basada en platinos, mientras que 10 pacientes (18,9 %) recibie-
ron otro tipo de tratamiento basado en platinos (FOLFOX o GEMOX). Hubo 8 de los pacientes
(15%) que recibieron quimioterapia basada en platinos como tratamiento neoadyuvante, 40 pacien-
tes (75,5%) lo recibieron como tratamiento de primera linea, mientras que 5 pacientes (9,4%) lo
recibieron en segunda linea (Tabla 11).

Variable No respondedores Respondedores
N (%) N (%)
Cirugia del tumor primario
Si 10 (40%) 21 (39,62%)
No 15 (60%) 32 (60,38%)
Quimioterapia basada en platinos
FOLFIRINOX/NALIRINOX 21 (84%) 43 (81,13%)
FOLFOX/GEMOX 4(16%) 10 (18,87%)
Quimioterapia basada en platinos
Neoadyuvante 4 (16%) 8 (15,09%)
Primera linea
21 (84% 9
Segunda linea (84%) 40 (75,47%)
0 5 (9,43%)

Tabla 11: Caracteristicas de los tratamientos recibidos en pacientes respondedores y no responde-
dores

6.3.2 Caracteristicas moleculares

Entre los pacientes no respondedores, 1 paciente presentd mutacién en BRCA1/2 o PALB2, con-
cretamente en BRCAZ2. Se detectaron alteraciones en otros genes DDR en 3 pacientes (concreta-
mente ATM, BLM'y FANCDZ2) y 21 pacientes (84%) no presentaban alteraciones en los genes de
la reparacion del ADN.

Entre los pacientes respondedores, 19 (35,9%) presentaban alteraciones en BRCA1, BRCAZ2 o
PALB2, y 10 pacientes (18,9%) presentaban alteraciones en otros genes de la reparacion del ADN.
En conjunto, teniendo en cuenta las alteraciones en los dos grupos, 28 pacientes (52,8%) respon-
dedores a quimioterapia basada en platinos presentaron alteraciones en genes de la reparacion del
ADN (Figura 2).
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otras DDR alt(11.6%)

BRCA1/2 o PALEZ{24.4%)

wi{26.9%)

wif32.1%)

BRCA1/2 o PALB2(1.3%)

otras DOR alt(3.9%)

Figura 2: Distribucion de las mutaciones entre pacientes respondedores y no respondedores

Presentar una alteracion en los genes de la reparacion del ADN se asocié a ser respondedor, con
una Odds ratio de 5,8 (95% CI 1,6-26,2), siendo estadisticamente significativo (p=0,003). En el caso
de las alteraciones en BRCA1, BRCA2 y PALB2, el hecho de presentar dicha alteracion se asocié
a ser respondedor con una Odds ratio de 13,1 (95% IC 1,9-578,4), siendo estadisticamente signi-
ficativo, p=0,002. En cuanto a la asociacion de otros genes de la reparacién del ADN (sin incluir
BRCA1, BRCA2y PALB2, la asociacion fue positiva, pero no estadisticamente significativa (ODDS
ratio 2,5, IC (0,5-16,1), p=0,324). (Tabla 12)

Entre los pacientes no respondedores hubo 23 (92%) que fueron KRAS mutado, mientras que solo
2 (8%) fueron KRAS no mutado.

ODDS RATIO (Fisher Test)

Alteraciones en
genes DDR

Alteraciones en
BRCA1/2 o PALB2

Alteraciones en
otros genes DDR

No respondedores
N=25
4 (16%)
1 (4%)

3 (12%)

No respondedores
N=53
28 (53%)
19 (36%)

9 (17%)

ODDS
ratio
5,8
13,1

2,5

(95% Cl)

(1,6-26,2)

(1,9-578,4)

(0,5-16,1)

p valor

0,003

0,002

0,324

Tabla 12: Odds ratio. Asociacion entre presentar alteraciones en DDR y respuesta a la quimiotera-

pia basada en platinos
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6.4 Analisis de los pacientes con tumores mutados frente a no mutados

Teniendo en cuenta el analisis comparativo entre los pacientes que presentaron alteraciones en los
genes de la reparacion del ADN frente a los pacientes que no las presentaban, a continuacion, se
describen las caracteristicas (Tabla 13).

Hubo 32 pacientes (41%) que presentaron alteraciones en genes de DDR, mientras que 46 pacien-
tes (59%) no las presentaron.

Entre los pacientes que no presentaban alteraciones en genes DDR, la edad mediana al diagnos-
tico fue de 56 afos con un rango de 34 a 77. La proporcion de pacientes menores de 50 anos fue
del 39,1%; 17 pacientes (37%) eran mujeres, mientras que 29 (63%) eran hombres. Respecto al
estadio, 15 pacientes (32,6%) fueron diagnosticados en estadio localizado, 6 (13%) en estadio bor-
derline resecable, 1 (2,2%) en estadio localmente avanzado y 24 (52,2%) en estadio metastasico.
Respecto al porcentaje de pacientes con metastasis hepaticas, 35 pacientes (76,1%) las presenta-
ron durante el curso de la enfermedad, mientras que 11 (23,9%) no las presentaron. Hubo 6 pacien-
tes (13%) que presentaban historia familiar positiva mientras 40 (87%) no la presentaban.

Entre los pacientes que presentaban alteraciones en genes DDR, la edad mediana al diagnostico
fue de 53 anos, con un rango de 30 a 71 anos. Hubo 13 pacientes (40,6%) menores de 50 afos.
En este grupo de pacientes, 15 (46,9%) eran mujeres, mientras que 17 (53,1%) eran hombres.
Respecto al estadio, 6 pacientes (18,7%) fueron diagnosticados en estadio localizado, 3 pacientes
(9,4%) en estadio borderline resecable, 3 pacientes (9,4%) en estadio localmente avanzado y 20
pacientes (62.5%) en estadio metastasico. Durante el transcurso de la enfermedad, 24 pacientes
(75%) presentaron metastasis hepaticas, mientras que 8 (25%) no las presentaron. Hubo 18
pacientes (56,2%) que presentaron historia familiar oncologica, mientras que 14 (43,7%) no la pre-
sentaron. Comparado con los pacientes sin mutaciones en los genes DD, que presentaron historia
familiar oncolégica en 6 pacientes (13,6%), esta diferencia fue estadisticamente significativa, con
un valor p de 0,0001.

En cuanto a la mutacion de KRAS, 42 pacientes sin mutaciones en genes DDR (91,3%) no muta-
do la presentaban, mientras que 4 (8,7%) no la presentaban. Respecto a los pacientes con muta-
ciones en genes DDR, 20 pacientes (62,5%) la presentaban, mientras que 9 (28,1%) no la presen-
taban. Esta diferencia fue estadisticamente significativa con un p valor de 0,025. De los pacientes
que no la presentaban en 5 habia mutaciones en BRCA1/2 o PALB2, mientras que en 4 habia muta-
ciones en otros genes DDR. En 3 pacientes con mutaciones en genes DDR no se pudo determinar
la mutacién en KRAS.
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Variable

Numero de pacientes

Edad al diagnéstico,
mediana (rango)

Género
Femenino
Masculino
Estadio al diagnostico
Localizado

Resecabilidad Borderline
Localmente Avanzado

Metastasico

Metastasis hepaticas
Si
No

Historia familiar
Si
No

Mutacion en KRAS Si
No
Desconocido

Genes DDR no mutado

N (%)
46 (58,97 %)

56 (34-77)

17 (36,96 %)
29 (63,04%)

15 (32,61%)
6 (13,04%)
1(2,17%)

24 (52,17%)

35 (76,09%)
11 (23,91%)

6 (13,04%)
40 (86,95%)

42 (91,3%)
4 (8,7%)
0

RESULTADOS

Genes DDR mutado

N (%)
32 (41,03%)

53 (30-71)

15 (46,88%)
17 (53,13%)

6 (18,75%)
3 (9,38%)
3 (9,38%)

20 (62,5%)

24 (75%)
8 (25%)

18 (56,25%)
14 (43,75%)

20 (62,5%)
9 (28,13%)
3 (9,38%)

Tabla 13: Caracteristicas de los pacientes con tumores mutados y no mutados

6.4.1 Analisis de las variables de eficacia

Se analizo6 la supervivencia libre de progresién al tratamiento con platinos entre los diferentes gru-
pos (respecto a las mutaciones en los genes DDR). Para presentar una muestra homogénea en el
analisis de supervivencia libre de progresion soélo se incluyeron los pacientes que habian recibido
el tratamiento con platinos en estadio metastasico. La muestra fue de 66 pacientes.

Primeramente, se analizé el grupo de mutaciones patogénicas en genes DDR frente a los pacien-
tes nativos, habiendo una diferencia estadisticamente significativa en la supervivencia libre de pro-
gresion, con una mediana de 10,3 meses en los mutados y 4,1 meses en los no mutados, con una
HR de 0,52 (95% IC 0,31-0,89, p=0,01) (Figura 3).

57



TESIS DOCTORAL / Helena Verdaguer i Mata

Supervivencia libre de progresién (n=66)

Mediana

No alt. patogénicas DDR. (N=328)) 41m
= Todas las alt palogénicas DDR (N=28) 103 m

08
Hazard Ratio, 0.52 (95% €10 31-0 89)
P=0.01

06

04

Probabilidad libre de eventos

02 4

00

Meses

Figura 3: Supervivencia libre de progresion en pacientes con alteraciones en DDR y pacientes sin
alteraciones en DDR.

Se analiz6 posteriormente el efecto de las mutaciones en BRCA1/2 o PALB2, comparando la super-
vivencia libre de progresion en este grupo frente al resto de pacientes. Hubo una diferencia esta-
disticamente significativa en la supervivencia libre de progresion entre los pacientes que presenta-
ron mutaciones en BRCA1/2 o PALB2 frente a los que no la presentaban, siendo de 11,4 meses y
6,1 respectivamente, con una HR de 0,46 (95% IC 0,26-0,84; p=0,009) (Figura 4).
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Figura 4: Supervivencia libre de progresién en pacientes con alteraciéon en BRCA1/2 o PALB2 y
pacientes sin dichas alteraciones

En cuanto a la comparacion de los pacientes con mutaciones en genes DDR que no fueran
BRCA1/2 o PALB2 respecto a los pacientes sin alteraciones en estos genes, se realizé este anali-
sis en un total de 47 pacientes, siendo la diferencia no estadisticamente significativa. Los pacien-
tes con tumores con mutaciones en estos genes presentaron una supervivencia libre de progresion
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RESULTADOS

de 9,1 meses y 4,1 meses en los pacientes que no tenian mutaciones, con una HR de 0,77 (95%
IC 0,35-1,65; p=0,5).

En el analisis de supervivencia global, se incluyeron todos los pacientes (n=78). La mediana de
seguimiento fue de 42 meses.

Hubo diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes que presentaban mutaciones
patogénicas en genes DDR frente los que no las presentaban, con una supervivencia global de 31,9
meses en aquellos que las presentaron y 20,3 meses en aquellos que no, con una HR de 0,45 (95%
IC 0,25-0,80, p=0,006) (Figura 5).

Supervivencia global (n=78)

10
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08
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P=0 D06

06
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00
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Figura 5: Supervivencia global en pacientes con alteraciones en DDR y pacientes sin alteraciones

No hubo diferencias estadisticamente significativas cuando se analizé separadamente los pacien-
tes con mutaciones en BRCA1/2 o PALB2, siendo la supervivencia global de 27,3 meses para este
grupo y 22,6 meses para el resto, con una HR de 0,59 (95% IC 0,29-1,18, p=0,1).

Se realiz6 también un analisis que incluy6 solamente los pacientes que recibieron el tratamiento de
quimioterapia basada en platinos en estadio metastasico. En este subgrupo de pacientes se man-
tuvieron las diferencias observadas en el analisis global de pacientes. Hubo diferencias estadisti-
camente significativas entre los pacientes con alteraciones en genes DDR frente los pacientes sin
dichas alteraciones, con una supervivencia global de 31,1 meses y 22 meses respectivamente, con
una HR de 0,52 (95% IC 0,28-0,96, p=0,03) (Figura 6).
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Figura 6: Supervivencia global en pacientes metastasicos con mutaciones en DDR y pacientes sin
mutaciones

En el analisis separado del subgrupo de pacientes con mutaciones en BRCA1/2 o PALB2, las dife-
rencias no fueron estadisticamente significativas. La supervivencia global para los pacientes con
dichas mutaciones fue de 27,3 meses y 22,6 meses para los que no tenian mutaciones, con una
HR de 0,59 (95% IC 0,29-1,2; p=0,1).

6.5 Tratamientos dirigidos a la alteracion en genes DDR

Entre los pacientes con alteraciones en los genes DDR (n=32), la mitad (16 pacientes) recibieron
tratamiento con inhibidores del PARP, todos ellos presentaban alteracion en BRCA1/2 o PALB2. La
gran mayoria (15 pacientes) lo hicieron con olaparib, mientras que un paciente recibié rucaparib.
En 10 de los pacientes, el tratamiento fue administrado como mantenimiento tras quimioterapia
basada en platinos, en 1 paciente fue administrada como segunda linea de tratamiento y en 5 como
tercera linea. En 14 de los pacientes se administré el tratamiento con inhibidores del PARP en
situacion de sensibilidad a platino (no progresion o progresién mas alla de los 6 meses de haber
finalizado el tratamiento basado en platinos).

De las respuestas obtenidas al tratamiento con inhibidores del PARP, hubo 4 pacientes que pre-
sentaron progresiéon como mejor respuesta, 6 que presentaron enfermedad estable como mejor
respuesta, 3 respuesta parcial y una respuesta completa. En 2 pacientes no se pudo determinar la
respuesta. Globalmente, la tasa de control de enfermedad con inhibidores del PARP fue del 76,9%
y la tasa global de respuesta del 30,8%.
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7. Discusion

El adenocarcinoma de pancreas es una enfermedad de muy mal prondstico con una supervivencia
media de los pacientes en estadios con enfermedad metastasica inferior al afio (1). Durante los ulti-
mos afos el genoma del adenocarcinoma de pancreas ha sido estudiado por diferentes grupos.
Existen varias publicaciones que describen los genes mas frecuentemente alterados y también se
ha intentado identificar subtipos moleculares con relevancia clinica (43-46). Dichos trabajos reve-
lan que en aproximadamente el 90% de los pacientes existen mutaciones en el gen KRAS, y que
estas son seguidas en frecuencia por mutaciones en los genes TP53, CDKN2A y SMADA4.
Asimismo, existe una serie de genes, que, aunque estan alterados poco frecuentemente, podrian
ser una diana para tratamientos dirigidos (BRAF, BRCA, RNF43, RET o NRG1). Dichos genes
estan mas frecuentemente alterados en pacientes sin mutaciones en el gen KRAS (49). Ademas,
ha habido trabajos que han clasificado los tumores pancreaticos y han agrupado las alteraciones
moleculares en vias de sefalizacidon. Uno de ellos clasifica las alteraciones moleculares en 10 pro-
cesos celulares, entre ellas la via de la reparacion del ADN, encontrandose alterada en un 17% de
los casos (43). También existe otro grupo que, clasificando los tumores en funcion de las variacio-
nes estructurales, describe un grupo genémicamente inestable, en el que existe un defecto en el
mantenimiento del ADN, siendo estos tumores mas sensibles al tratamiento con agentes que pro-
ducen dafo al ADN. En este grupo de pacientes se encontraron mutaciones en genes involucrados
en el mantenimiento del ADN y se hallaron respuestas excepcionales al tratamiento con quimiote-
rapia basada en platinos, tanto en pacientes como en modelos animales derivados de éstos.

En los ultimos afos, se ha investigado el papel de diferentes biomarcadores predictores de res-
puesta a la quimioterapia en el cancer de pancreas. Ente ellos, se ha analizado el papel de hENT1,
transportador de membrana de la gemcitabina, como biomarcador de respuesta a ésta, sin hallar-
se resultados concluyentes. Otro biomarcador que ha sido estudiado es la proteina SPARC, prote-
ina del estroma tumoral, evaluandose el rol pronostico y predictivo de respuesta a la quimioterapia
con gemcitabina y nab-paclitaxel, que no ha podido ser confirmado.

Uno de los biomarcadores que en los ultimos afos ha adquirido mas relevancia clinica es el gen
BRCA. A dia de hoy, conocemos, mediante series retrospectivas, el poder predictivo de respuesta
a quimioterapia basada en platino del gen BRCA en pacientes con adenocarcinoma de pancreas.
También, tras los resultados del estudio POLO, conocemos el papel del gen BRCA como biomar-
cador predictivo de respuesta al tratamiento con olaparib de mantenimiento en pacientes que no
progresaron a quimioterapia de induccidén basada en platino. Sin embargo, todavia no existe una
evidencia clara respecto al resto de genes que intervienen en la recombinacién homologa.

Existen dos combinaciones de quimioterapia que han demostrado eficacia en primera linea de tra-
tamiento comparado con gemcitabina para los pacientes con adenocarcinoma de pancreas metas-
tasico: FOLFIRINOX y gemcitabina mas nab-paclitaxel. Hasta la fecha no existen estudios prospec-
tivos que comparen ambos regimenes de tratamiento y los estudios retrospectivos, tampoco mues-
tran diferencias significativas entre los dos tratamientos (72-74). Asimismo, en la segunda linea de
tratamiento, tampoco hay estudios que apoyen claramente la quimioterapia basada en platinos, con
estudios contradictorios (76, 77). En este sentido, la obtenciéon nuevos biomarcadores que ayuden
a predecir la respuesta a la quimioterapia basada en platinos, constituye un paso mas a la perso-
nalizacion de los tratamientos, mejorando asi la eficacia y disminuyendo los efectos adversos en
aquellos pacientes que no se vayan a beneficiar de dichos tratamientos.

Con este trabajo, hemos pretendido investigar la incidencia de alteraciones en los genes de la repa-
racion del ADN en un grupo de pacientes tratados con platino. Para ello se han definido dos gru-
pos de pacientes, uno de respondedores a la quimioterapia basada en platinos y uno de no respon-
dedores, con el objetivo de determinar si el grupo de respondedores esta enriquecido en mutacio-
nes en los genes DDR.
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En referencia al grupo de pacientes seleccionados para la tesis, mediante la categorizacion de los
pacientes en respondedores y no respondedores a la quimioterapia basada en platinos, se ha pre-
tendido incluir dos grupos de pacientes muy diferenciados en cuanto a respuesta, para poder
encontrar diferencias mas significativas y no dar lugar a factores de confusiéon. Asi pues, se han
seleccionado como respondedores a la quimioterapia basada en platinos aquellos pacientes con
una respuesta parcial o respuesta completa al tratamiento o aquellos pacientes con una estabilidad
duradera (mayor de 6 meses). Como pacientes no respondedores, se escogieron aquellos en pro-
gresion a la primera valoracion de respuesta durante el tratamiento de primera linea basada en pla-
tinos. Se han seleccionado principalmente pacientes en la primera linea de tratamiento, con el obje-
tivo de obtener una muestra lo mas homogénea posible y que el impacto del tratamiento en la res-
puesta tumoral y la supervivencia fuera mayor.

Si tenemos en cuenta la representacion de pacientes escogidos globalmente, podemos observar
que algunas de las caracteristicas se asemejan a la de la poblacion general descrita en las esta-
disticas globales de cancer de pancreas, como el sexo, el porcentaje global de pacientes con ante-
cedentes familiares o el porcentaje de pacientes con metastasis hepaticas (1, 107). Sin embargo,
en nuestra muestra hubo una proporcién mayor de pacientes mas jovenes de 50 afos, sin hallar-
se diferencias entre los que tienen tumores con mutaciones versus los que no tienen mutaciones.
Esto se debe, probablemente, al sesgo de seleccidn que existe en realizar estudios moleculares en
pacientes jovenes y con buen estado general para hallar futuras opciones terapéuticas, asi como
el uso de quimioterapia basada en platino también es mas frecuente en pacientes jévenes y con
buen estado general. También existe una proporcién baja de pacientes con adenocarcinoma de
pancreas localmente avanzado, explicandose esto por la dificultad en la obtencién de la muestra
de tumor de dichos pacientes.

En relacién a la hipotesis principal de este trabajo, ésta se ve confirmada, demostrandose una aso-
ciacion estadisticamente significativa entre las alteraciones en genes DDR vy la respuesta a los pla-
tinos, con una Odds ratio de 5,8 y, en el caso concreto de las alteraciones en BRCA1, BRCA2 y
PALB2, con una Odds ratio de 13,1. En el grupo con alteraciones en BRCA1/2 y PALB2, podemos
observar una asociacion mas significativa, aunque la asociacion se mantiene estadisticamente sig-
nificativa cuando incluimos el resto de genes DDR. En el grupo de pacientes con alteraciones en
genes DDR que no son BRCA1, BRCA2 y PALB2, esta asociacion es positiva, con una Odds ratio
de 2.5 pero no estadisticamente significativa. Esta agrupacion de genes responde a la evidencia
clinica que existe del valor predictivo de dichos genes para el tratamiento con platinos; mientras
para el grupo de BRCA y PALB?2 esta bien demostrado, todavia no existe la suficiente evidencia
para el resto. Distintos grupos han realizado estudios en el que los genes DDR se separaban en
diferentes subgrupos, siendo los grupos que contienen BRCA1, BRCA2 y PALBZ2 aquellos que tie-
nen un mayor impacto biolégico, produciendo mayor inestabilidad genémica y con mejores res-
puestas al tratamiento basado en platinos (85, 86, 108). El papel del resto de genes DDR, por lo
tanto, requiere todavia de mas estudios que confirmen su impacto.

Asimismo, el analisis de supervivencia, demuestra diferencias estadisticamente significativas entre
la poblacién con mutaciones en los genes DDR respecto a la poblacién no mutada. Se ha analiza-
do la supervivencia libre de progresion en la poblacién metastasica, observando una diferencia de
aproximadamente 6 meses entre la poblacidon con mutaciones en los genes DDR respecto a la
poblacion no mutada. De igual manera, el analisis de supervivencia global, demuestra diferencias
de aproximadamente 11 meses, incluyéndose en este caso pacientes no metastasicos. Si compa-
ramos la supervivencia global de nuestro grupo de pacientes con los datos publicados con la misma
poblacion, y, teniendo en cuenta solo los pacientes con enfermedad metastasica, podemos obser-
var que tanto la supervivencia global como la supervivencia libre de progresién fueron mayores en
nuestro grupo, probablemente debido a la seleccidn de pacientes candidatos a ser tratados con un
triplete de quimioterapia en la primera linea, al tamano de la muestra y al hecho de tratarse de un
estudio de un solo centro.
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DISCUSION

En el presente trabajo, no puede evaluarse el papel prondstico de las mutaciones en los genes
DDR. Eso se debe a que todos los pacientes han recibido platino, hecho que impacta en la super-
vivencia.

Valorando el grupo de pacientes con alteraciones en los genes DDR, podemos observar que se
mantiene la proporcion de genes mutados respecto a otras series, observandose que el gen mas
frecuentemente mutado es BRCAZ2. En estos pacientes con alteraciones de BRCA2, la mayoria fue-
ron alteraciones germinales y la mayoria de ellos con antecedentes familiares de tumores relacio-
nados con la alteracion germinal de BRCAZ2.

En nuestra serie existe una proporcién mayor de pacientes sin mutacién en KRAS que la descrita
en general en pacientes con adenocarcinoma de pancreas. La diferencia entre los pacientes con
mutaciones en DDR y sin mutaciones, en la proporcion de KRAS no mutado es estadisticamente
significativa, siendo mayor en los pacientes con alteraciones en genes DDR. Tal y cémo se ha
observado en trabajos previos, los pacientes sin mutacién en KRAS estan enriquecidos en altera-
ciones potencialmente tratables como son la alteracién en los genes de la via de la reparacion del
ADN (49, 50). Es por este motivo, que en el grupo de pacientes sin mutaciéon en el gen KRAS, es
de especial interés profundizar en su estudio gendmico para encontrar alteraciones potencialmen-
te tratables.

Si nos fijamos en los pacientes que han recibido tratamiento dirigido con inhibidores del PARP,
vemos que, en nuestra serie, la mitad de los pacientes con alteraciones en BRCA1/2 o PALB2 reci-
bieron este tratamiento, la mayoria de ellos en mantenimiento tras quimioterapia basada en plati-
nos, con un beneficio clinico significativo (tasa de respuesta del 30,8%), ligeramente superior a los
datos del estudio POLO, en que la tasa de respuesta era del 23% (93).

En resumen, con este trabajo se pone de manifiesto la mayor incidencia de alteracion en genes
DDR en pacientes respondedores a quimioterapia basada en platinos. Esto puede ser util para
seleccionar a los pacientes a quienes realizar un panel de secuenciacion gendmica. Ademas, el
impacto en supervivencia generado por la quimioterapia basada en platinos de los pacientes con
alteraciones en los genes DDR, pone de manifiesto la necesidad de la obtencién de dichos datos
para la seleccion del tratamiento.

Como limitacion principal del estudio, esta su caracter retrospectivo, de un solo centro y no contro-
lado, lo que hace que su interpretacion tenga que ser cautelosa. Otras limitaciones son la hetero-
geneidad de la poblacion, de los estadios en los que han recibido el tratamiento basado en platinos
y de la combinacion de quimioterapia recibida. Pese a estas limitaciones, el estudio es clinicamen-
te muy importante y los resultados estadisticamente significativos, observando diferencias relevan-
tes, con lo que apoya al uso de los genes DDR como herramienta clinica y, sobretodo para el dise-
no de futuros estudios prospectivos.
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8. Conclusiones

1.  En pacientes con cancer de pancreas avanzado, existe una mayor proporcion de pacientes
con alteraciones en los genes DDR en el grupo de pacientes respondedores, siendo la aso-
ciacion estadisticamente significativa. Esta asociacién es mayor en el grupo de pacientes con
mutaciones en BRCA1/2 y PALB2.

2. Los pacientes con alteraciones en la via de la reparacién del ADN que reciben tratamiento
basado en platinos presentan una mayor supervivencia libre de progresién a la quimioterapia
basada en platinos respecto a los pacientes que no tienen mutaciones.

3. Los pacientes con alteraciones en la via de la reparacién del ADN que reciben tratamiento
basado en platinos presentan una mayor supervivencia global respecto a los pacientes que no
tienen mutaciones.

4. EIl grupo de pacientes con tumores con mutaciones en los genes DDR presentan una menor
incidencia de mutaciones en KRAS con respecto a los pacientes que no tienen mutaciones.
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9. Direcciones futuras

Este trabajo confirma que los pacientes con adenocarcinoma de pancreas con mutaciones en DDR
presentan mejor respuesta al tratamiento basado en platinos respecto a los que no tienen mutacio-
nes, por lo que seria una herramienta util previa a la seleccion del tratamiento a los pacientes con
cancer de pancreas, a fin de poder ofrecer el mejor tratamiento posible.

Nuestro trabajo indica que existe un impacto en la supervivencia de los pacientes con alteraciones
en los genes DDR que son tratados con platinos, pero todavia es necesario profundizar mas en las
caracteristicas genomicas de estos pacientes y realizar mas estudios para confirmarlo.

Asimismo, hay que investigar el papel de estos genes en el desarrollo de nuevos farmacos, como,
por ejemplo, el papel de los inhibidores del PARP en el conjunto de alteraciones de los genes DDR
(mas alla de BRCA1/2) y el papel de nuevas combinaciones en este grupo de pacientes. En este
sentido, se esta desarrollando un ensayo clinico fase 2 con un inhibidor del PARP e inhibidores de
puntos de control inmunoldgico (immune check point inhibitors) como los anticuerpos dirigidos a
PD1 y PD-L1. De esta manera se podra valorar la actividad de esta combinacién, que ya ha mos-
trado eficacia en otros tipos tumorales, en los pacientes con cancer de pancreas y alteracion en los
genes DDR.

Por otro lado, un obstaculo que a menudo surge en el estudio molecular de los pacientes con ade-
nocarcinoma de pancreas es la falta de muestra. A menudo existe dificultad para obtener biopsias
de los tumores de los pacientes, por lo que estan en marcha a dia de hoy diferentes proyectos que
evaluan el papel de la biopsia liquida en este tumor. Poder usar esta herramienta en un futuro, ayu-
daria a minimizar los procedimientos invasivos a los pacientes y permitiria poder realizar una mas
facil seleccion de los pacientes e incluso monitorizacion.

Ademas, hemos observado respuestas muy significativas en pacientes que no tienen alteraciones
en los genes DDR y también sabemos que hay pacientes con alteraciones patogénicas en genes
DDR que no responden al tratamiento basado en platino, tal y cémo ha sido reportado en el ensa-
yo clinico POLO (93). Habria que realizar estudios mas exhaustivos, como la secuenciacion del
exoma completo para poder determinar las causas de la resistencia primaria y secundaria de estos
pacientes.

Finalmente, sabemos a dia de hoy, que las alteraciones genémicas son sélo un método para detec-
tar el déficit en la recombinacion homologa. El fenotipo de déficit de recombinacién homdloga
puede ser detectado con otros analisis basados en gendmica como lo pérdida de heterozigosidad,
signaturas gendmicas asociadas con el déficit de recombinacion homéloga o analisis de la funcio-
nalidad en la reparacion como puede ser la deteccion de RAD51. Es necesario desarrollar estos
biomarcadores y determinar cual de ellos ofrece una mejor seleccion de los pacientes.
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